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Resumen

Azospirillum es un género de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
reconocidas por sus varios mecanismos de promocién del crecimiento como la
fijacion biologica del nitrégeno, la produccion de fitohormonas, la solubilizacion de
nutrientes y la proteccidén ante patdégenos. La bacteria establece su interaccidn con
la planta mediante la colonizacién de la raiz y las plantas inoculadas con
Azospirillum modifican su arquitectura radicular resultando en una mayor captacion
de nutrientes y agua. Las bacterias de este género son altamente moviles por su
sistema flagelar mixto con un flagelo polar y varios flagelos laterales. El flagelo polar
es una estructura anclada a la superficie celular que se compone del cuerpo basal,
el gancho y el filamento; este ultimo se compone a su vez de dos proteinas, FliC y
FliD, donde probablemente FIiD es la responsable de incorporar las subunidades de
FliC para construir el filamento. En Azospirillum, el flamento de su flagelo polar se
ha reportado como una glicoproteina que no solo es necesaria para la movilidad,
sino también para que las bacterias puedan colonizar la raiz y que se dé la
interaccion con la planta. Asimismo, se ha reportado que el flagelo polar participa
en otros procesos como la formacion de biopelicula, la induccién de respuestas
inmunes en las plantas y cambios en la arquitectura radicular. No obstante, se
desconoce el papel que cada uno de los componentes del filamento del flagelo tiene
en estos procesos. Se ha encontrado que Azospirillum baldaniorum Sp245 cuenta
con dos genes que codifican para la proteina FIiD, aunque se desconoce el papel
de cada uno en la formacién del filamento flagelar. El objetivo de este proyecto fue
eliminar el gen fliD-1 de A. baldaniorum Sp245 y sobreexpresar su producto
proteico. La proteina FIiD se sobreexpresoé en un sistema heterdlogo E. coli Rosetta
pGEX-fliD y se purificd por cromatografia de afinidad. La mutante AfliD se genero
por reemplazo alélico y con ella se realizaron ensayos para evaluar cambios en la
movilidad y en la deteccion de la proteina FliD mediante ensayos de movilidad
natatoria, extraccion de proteinas de superficie e inmunofluorescencia. Los
resultados demuestran que la FliD se pudo sobreexpresar y purificar en el sistema
heterdlogo E. coli Rosetta pGEX-fliD. La estrategia de reemplazo alélico permitié



obtener la cepa A. baldaniorum AfliD y se detectd una disminucidén en su movilidad

y alteraciones en la deteccion de la proteina.



Introduccion

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, o PGPR por sus siglas en
inglés (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), son un grupo de bacterias ubicadas
en la rizosfera, la zona del suelo en contacto con las raices de las plantas, que se
caracterizan por su capacidad de asociarse con las plantas y estimular su
crecimiento. El grupo de las PGPR incluye géneros como Rhizobium,
Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter, Clostridium y Azospirillum. (Pathania et al.,
2020)

El género Azospirillum es uno de los mas estudiados dentro del grupo de las PGPR.
Fue descrito por primera vez en 1925 por Beijerinck, pero gand popularidad hasta
1970 cuando los trabajos de Ddbereiner demostraron la capacidad de las bacterias
de este género de fijar nitrégeno y producir fitohormonas. (Cassan et al., 2020) Las
bacterias del género Azospirillum son microorganismos Gram negativos de vida
libre, pertenecientes a las a-proteobacterias y metabolizan diversas fuentes de
carbono y nitrégeno. (Ferreira et al., 2020) Las bacterias del género son altamente
moviles debido a que poseen un sistema mixto de flagelacién con un flagelo polar
que, en medio liquido, le permite realizar un movimiento conocido como swimming
y en medio solido presenta flagelos laterales que le permiten realizar otro

movimiento conocido como swarming. (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000)

La asociacion de Azospirillum con las plantas cambia la arquitectura radicular
resultando en una disminucidén en el largo de la raiz primaria, incremento en el
numero de raices laterales, mayor numero y ramificacion de los pelos radiculares e
incrementos en la superficie y volumen de la raiz. (Cassan et al., 2020) En
consecuencia, la planta aumenta su captacion de nutrientes y agua que se traducen
en un mayor crecimiento. La promocion del crecimiento por Azospirillum se ha
atribuido en gran medida a su capacidad de fijacion biolégica del nitrégeno, que fue
el primer mecanismo descrito para esta bacteria, y también a la produccion de
fitohormonas, principalmente el acido indol acético, pero también otras auxinas,
citoquininas y giberelinas. No obstante, otros mecanismos han sido asociados a la

promocion del crecimiento por Azospirillum como la solubilizacién de fosfato



inorganico, mitigacion de estrés abibtico por sequia y salinidad y control biolégico

de fitopatdogenos por la sintesis de siderdforos. (Fukami et al., 2018)

Para que se dé la interaccion entre Azospirillum y las plantas es necesario que la
bacteria colonice la raiz. La movilidad natatoria o swimming es el movimiento que
realizan las bacterias impulsadas por su flagelo en condiciones de baja viscosidad,
como el agua, y se ha mostrado que este tipo de movilidad es clave para que la
bacteria establezca interaccion con la planta (Alexandre, 2025). Ademas de la
movilidad natatoria, la quimiotaxis, definida como la habilidad que tienen las
bacterias de responder a los estimulos quimicos de su ambiente para moverse en
favor de mejores condiciones y alejarse de condiciones desfavorables, permite que
las bacterias se muevan hacia las raices al verse atraidas por los exudados
radiculares que producen las plantas y que se ha descrito pueden estar constituidos
por carbohidratos, aminoacidos y acidos organicos que la bacteria puede usar como
fuente de energia. (Fourneau et al., 2024) Diversos receptores en la bacteria
detectan cambios quimicos en el ambiente y desencadenan vias de sefializacion
que cambian el movimiento del flagelo polar para modificar la direccion del

movimiento. (Alexandre, 2015)

Una vez que la bacteria ha llegado a las raices, es necesario que se adhiera a estas
para establecer la asociacion con la planta. El proceso de adhesion a la raiz
comprende dos fases (Figura 1): adsorcion y anclaje. En la primera fase la bacteria
se adsorbe de forma rapida y reversible a las raices. Los experimentos de Croes et
al. en 1993 demostraron que el flagelo polar es necesario en esta fase al generar
cepas de A. brasilense Sp7 sin flagelo polar que fueron incapaces de adherirse a
las raices de trigo. La segunda etapa o etapa de anclaje sucede cuando las
bacterias forman agregados y se anclan de forma irreversible a las raices ayudadas

por la secrecion de exopolisacaridos. (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000)
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Figura 1. El proceso de anclaje de Azospirillum brasilense a la superficie de las
raices de las plantas se da en dos fases. a) superficie de la raiz, b) células de A.
brasilense, c) flagelo polar, d) flagelos laterales, e) polisacaridos extracelulares.
Recuperado de Steenhoudt & Vanderleyden (2000)

Como se ha mencionado, el flagelo polar tiene un papel importante en colonizaciéon
de las raices por Azospirillum. Las bacterias de este género poseen un unico flagelo
polar que pesa 100 kDa y se encuentra glicosilado. (Moens et al.,, 1995) La
estructura del flagelo (Figura 2), que se encuentra altamente conservada en todo el
dominio, se compone de mas de 20 proteinas y se puede dividir en tres secciones

principales: el cuerpo basal, el gancho y el filamento. (Al-Otaibi & Bergeron, 2022)

En el cuerpo basal se encuentra el motor del flagelo y consiste en un rotor formado
por varios anillos (C, MS, P y L) que rodean un cilindro central y un estator formado
por las proteinas Mot ubicadas alrededor de los anillos MS y C. El anillo MS ademas
alberga un sistema de secrecion tipo Ill responsable de la exportacion de las
proteinas del filamento. La direccién hacia la que gira el motor determina el
movimiento de la bacteria y el anillo C junto con las proteinas Mot regulan esta
direccion. El gancho es una estructura corta, ligeramente curveada y flexible que
transmite el torque generado por el motor hacia el filamento. (Minamino & Kinoshita,
2023) El filamento es una estructura alargada que se conecta al gancho por medio
de las proteinas de union gancho-filamento. En organismos como Campylobacter
Jjejuni  (Al-Otaibi et al., 2020), Salmonella enterica (Einenkel et al., 2025) vy

Rhodobacter sphaeroides (Armitage, 2022) se ha reportado que la proteina FIiC es



el principal componente del flamento y se organiza en una estructura helicoidal
formada por 11 hebras. En S. enterica, si el motor gira en sentido contrario de las
manecillas del reloj (CCW) la direccion del superenrollamiento de las hebras es
hacia la izquierda y la bacteria avanza en linea recta, en cambio si el motor gira en
sentido de las manecillas del reloj (CW) el superenrollamiento es hacia la derecha
y la bacteria cambia su direccidén (Minamino & Kinoshita, 2023) .Por otro lado, en R.
sphaeroides el motor gira siempre en sentido CCW y este se detiene y reanuda
cada que la bacteria cambia de direccion. (Armitage, 2022) En la punta del filamento
se encuentra el cap, en organismos como S. enterica y C. jejuni se ha observado
gue es una estructura pentamérica formada por subunidades de la proteina FliD que
forma una tapa en el extremo distal del filamento y ayuda en la incorporacién de las
proteinas FliC. (Al-Otaibi et al., 2020; Einenkel et al., 2025; Nedeljkovi¢ et al., 2021).
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Figura 2. Estructura general de un flagelo. OM: membrana externa, CM: membrana
citoplasmatica. Modificado de Haiko & Westerlund-Wikstréom (2013)

La sintesis del filamento del flagelo polar comienza por la formacion del cap y sigue
con la secrecion de proteinas FliC a través del cuerpo basal. Las subunidades de
FliD formando el cap interactuan con FIliC para incorporarlas al flamento. En su
trabajo con Salmonella enterica, Einenkel et al., (2025) proponen un modelo para la
incorporacion de las subunidades de FIiC (Figura 3) donde estas subunidades son
secretadas en un estado de plegamiento parcial y su extremo N-terminal entra en
contacto con el extremo C-terminal de una subunidad de FIliD, entonces el
pentamero de FliD hace un giro causando cambios en su estructura que permiten
la incorporacioén de la subunidad de FIliC, la cual gira en sentido opuesto y establece

interaccion con las subunidades de FIiC ya incorporadas en el filamento.
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Figura 3. Modelo de incorporacién de FliC mediado por FliD. ¢) Esquema de un corte
transversal del flagelo polar y vista desde arriba de la punta del filamento. d) Detalle
de las interacciones involucradas en el plegamiento e incorporacion de FIiC.
Recuperado de (Einenkel et al., 2025)
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Antecedentes

En 2014, Viruega Goéngora mostro la presencia de una proteina de 100 kDa en la
biopelicula de A. brasilense Sp7 que posteriormente fue identificada por medio de
espectrometria de masas MALDI-TOF como la proteina FliD sugiriendo que, aunque
en una biopelicula las bacterias han dejado de moverse, el flagelo polar podria tener
un papel como adhesina manteniendo unidas a las células. Posteriormente en el
2020, Viruega-Gongora et al. realizaron un analisis espacio temporal de la formacién
de la biopelicula de A. brasilense Sp7 donde encontraron que el flagelo polar se
encuentra formando parte de la matriz en los primeros dias del establecimiento de

la biopelicula comenzando a disminuir sus niveles a partir del dia 3.

Se ha explorado también el papel que tiene el flagelo polar de Azospirillum en otros
procesos de la interaccidén con la planta. En 2022, Elias et al.purificaron el flagelo
polar de A. argentinense REC3, nombrado AzFlap, y demostraron que no solo la
bacteria sino también la proteina es capaz de desencadenar una respuesta inmune
en la planta. En ese estudio, plantas de fresa tratadas con A. argentinense REC3 o
AzFlap mostraron acumulacion de acido salicilico (SA), una fitohormona que
participa en la induccion de la respuesta de resistencia sistémica adquirida (SAR
por sus siglas en inglés). Las plantas también presentaron un mayor cierre de
estomas y deposiciones de lignina y calosa en la pared celular secundaria,
indicando un refuerzo de la pared que previene la entrada de patdgenos. Analizaron
también la regulacién de algunos genes asociados a las respuestas de defensa y
encontraron que, tras el tratamiento con AzFlap, las plantas incrementaron la
expresion de genes involucrados en las respuestas de defensa (FaPRT), la
acumulacién de H2O> (FaRBOH-F), la sintesis de enzimas relacionadas con la
defensa (FaCHI2-2), la activacién de la via del fenilpropanoide asociada a la
respuesta inmune (FaCHI23) y la activacion de la sintesis de callosa (FaGSL5).
Demostraron también que el tratamiento con AzFlap redujo la mortalidad de plantas
de fresa infectadas por el hongo Macrophomina phaseolina. Estos resultados los
llevan a concluir que AzFlap esta funcionando como un patrén molecular asociado

a microbios (MAMP por sus siglas en inglés) capaz de inducir la respuesta inmune
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en la planta y ayudandole asi a resistir infecciones. Sin embargo, no se conoce el

mecanismo por el que la flagelina o alguna de sus partes induce la respuesta.

En 2023, Mora et al. purificaron el flagelo polar de A. argentinense Az39 y mostraron
qgue la proteina por si sola es capaz de inducir cambios en la arquitectura radicular
de Arabidopsis thaliana, mostrando una mayor cantidad de pelos radiculares en las

plantas inoculadas que en las no inoculadas, usadas como control.

Planteamiento del problema

Se tiene evidencia de que el flagelo polar de Azospirillum participa en diversos
procesos asociados con la interaccidon bacteria-planta, como la modificacion de la
arquitectura radicular, la formaciéon de biopelicula y la induccién de respuestas
inmunes en las plantas ademas de ser necesario para que la bacteria colonice la
raiz. Estas funciones destacan su importancia mas alla de ser la estructura
responsable de la movilidad. El filamento del flagelo polar se compone de multiples
subunidades de las proteinas FliC y FIliD; segun lo reportado en Salmonella, FIiD es
la encargada de ensamblar las subunidades de FliC para construir el flamento,
ademas, el filamento del flagelo polar de Azospirillum se encuentra cubierto por una
capa de azucares. Sin embargo, se desconoce cual es el papel que cada uno de
estos componentes tiene en los procesos en los que interviene el flagelo polar. Se
ha encontrado que A. baldaniorum Sp245 cuenta en su genoma con dos genes que
codifican para la proteina FliD, pero se desconoce si ambos son constitutivos o si
alguno de estos es inducible bajo ciertas condiciones. Conocer el papel que cada
uno de esos genes tiene en la formacion del flagelo permitira comprender a mayor
detalle el funcionamiento de la proteina, no solo en la sintesis del flagelo sino

también su posible participacion en otros procesos de la interaccion bacteria-planta.
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Hipotesis
El gen fliD-1 ubicado en el cromosoma de Azospirillum baldaniorum Sp245 codifica

la proteina FIiD y participa en la formacién del flagelo polar y en la movilidad

natatoria de la bacteria.

Objetivo general

Eliminar el gen fliD-1 de Azospirillum baldaniorum Sp245 y sobreexpresar su

producto proteico.

Objetivos especificos

1. Sobreexpresar y purificar la proteina FIiD de A. baldaniorum Sp245 a partir
del sistema heterdlogo E. coli Rosetta pGEX-fliD.

Realizar un analisis bioinformatico del gen fliD en cepas de Azospirillum.
Construir el plasmido mutagénico pJMSFAFB.

Obtener la cepa mutante A. baldaniorum AfliD.

Evaluar cambios en la movilidad natatoria de la cepa mutante.

2B

Detectar por Western blot e inmunofluorescencia de la proteina FIiD.

Metodologia

Condiciones de cultivo

Para las cepas de E. coli (E. coli Rosetta, E. coliDH5a y E. coli S17.1) se empleo el
medio Luria-Bertani (LB) adicionado con antibiéticos dependiendo de la cepa en las
siguientes concentraciones: Ampicilina 100 ug/ml y Kanamicina 20 ug/ml. Los
cultivos se incubaron a 37 °C y en agitacién cuando se trataba de cultivos liquidos.

Para las placas se adicion6 1.5% de agar.

Para A. baldaniorum Sp245 se emplearon los medios minimos K-lactato y K-malato,
asi como el Medio Difco (MD) y placas de medio Rojo Congo. Se incubaron a 30° y
en agitacion cuando se trataba de cultivos liquidos, a las placas se les adicioné 1.5%

de agar.
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Sobreexpresion y purificacion de FIliD

Primero se estandarizaron las condiciones de induccién y extraccion de la proteina
FliD. Se empled la cepa de E. coli Rosetta pGEX-fliD previamente construida por
Ramirez-Mata A. en el 2020 donde se cloné el gen fliD-1 en el vector pGEX-4t-1 el
cual es inducible por IPTG y afiade una etiqueta de GST a la proteina. A partir de
un precultivo de E. coli Rosetta pGEX-fliD se inoculé un matraz con 20 ml de medio
LB y se dejé incubar a 30 °C y 150 rpm hasta que llegd a una D.O.e00 de 0.3. Se
realizé la induccion afadiendo al cultivo 0.05 mM de IPTG y se recuperaron
muestras a las 3 h de induccion por centrifugacion, el pellet se resuspendié en 300
pl de buffer de lisis (Tris HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 5 mM, PMSF 0.15 mM, B-
mercapto al 0.1%, lisozima 0.1 mg/ml y glicerol 0.05%), se sonicoé y se separd
sobrenadante y pellet por centrifugacion para emplear el sobrenadante en la

purificacion.

La purificacion se realizé por cromatografia de afinidad empleando una resina de
glutation agarosa por su afinidad a la GST. Se tomaron 100 ul de resina que fueron
equilibrados con 100 pl de PBS, se centrifugd a 7000 rpm por 3 minutos y se
descarto el sobrenadante, se afiadieron 100 ul de PBS y se centrifugd a 7000 rpm
por 3 minutos, se descartd el sobrenadante y se anadieron 500 ul del extracto
proteico y se dejo interaccionar durante 20 minutos, después se centrifugdé a 7000
rom por 5 minutos y se recupero el sobrenadante, se realizaron 3 lavados con 200
pl de PBS, dejando incubar 5 minutos en hielo antes de centrifugar y después se
afnadieron 200 pl de buffer de elucién (Tris HCI 50 mM pH 8.0 y glutation reducido
10 mM), se agitd suavemente durante 10 minutos y se centrifugé a 7000 rpm por 2
minutos, este paso se repitid 4 veces. Los productos se cargaron en un SDS-PAGE
10%

Extraccion de ADN gendmico

A partir de un cultivo de A. baldaniorum Sp245 en placa de Rojo Congo se tomaron
de 2 a 3 colonias y se sembraron en un tubo con 5 ml de medio K-lactato, se dejo
incubar 18 h a 30 °C y con agitacion a 150 rpm. Se tomaron 3 ml del cultivo y se
centrifugé a 10,000 rpm por 3 minutos, se decanté el medio y el pellet se

16



resuspendié en 500 pl de buffer TE, 40 yl de SDS al 20%, 6 ul de Pronasa E (100
mg/ml), 100 pl de NaCl 3M y 100 pl de CTAB, la muestra se incubo a 65 °C por 10
minutos y después se realizaron dos o tres lavados con 300 pl de una solucion de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y 200 pl de fenol saturado con Tris-HCI. Se
afiadieron 2 volumenes de etanol al 100% y se dej6 incubar a -20 °C durante 2
horas, después se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 minutos y el ADN que se
encuentra al fondo del tubo se lavd 2 veces con 500 ul de etanol al 70%, una vez
finalizados los lavados la muestra se resuspendié en 40 pl de una solucion de

RNasa y se incub6 durante 1 hora a 37 °C, la muestra se almacend a -20 °C.

Extraccion de ADN plasmidico

Se tomé una colonia de cultivo fresco y se sembré en 5 ml de medio LB para E. coli
o MD para A. baldaniorum, se incub6 durante 18 horas y se tomaron 3 ml de cultivo,
se centrifugd a 10,000 rpm durante 3 minutos y el pellet se resuspendié en 200 pl
de solucion reguladora de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM) con lisozima
(4 mg/ml), se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se agregaron 400 pl
de solucién de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1%), se mezcld por inversion y se incubo
en hielo por 5 minutos, se agregaron 300 pl de solucién de precipitado (Acetato de
potasio 3 M, pH 5.5 ajustado con acido acético), se mezclo por inversion y se incubd
por 30 minutos a -20 °C. Pasado el tiempo se centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos
a 4 °C, el sobrenadante se transfirié a otro tubo para realizar uno o dos lavados con
200 pl de fenol saturado con Tris-HCI y 200 pl de una solucion de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1), se mezclo por inversion durante 5 minutos y se centrifugé a 10,000
rpm por 5 minutos y se realiz6 un ultimo lavado con la solucion de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) para retirar el exceso de fenol. Finalizados los lavados se
anadieron 0.6 volumenes de isopropanol 100% y se incubd a temperatura ambiente
durante al menos 10 minutos, se centrifugé a 14,000 rpm por 30 minutos a4 °Cy el
sobrenadante se eliminé por decantacion, la pastilla de ADN que se encuentra al
fondo del tubo se lavé dos veces con etanol al 70% y se resuspendié en una
cantidad adecuada de solucion de RNAsa (0.1 mg/ml), se incubd a 37 °C por 30

minutos, finalmente la muestra se almacena a -20 °C.
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Disefio de oligonucledtidos

Se disefiaron 2 pares de oligonucleotidos para amplificar las regiones flanqueantes
al gen que codifica para la proteina WP_014239692.1 en el genoma de A.
baldaniorum Sp245 el cual se nombrara fliD-1 en este estudio. La region rio arriba
se nombro fragmento Ay la region rio abajo se nombré fragmento B; a cada cebador
se le anadieron sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion que permitieran
la clonacion de los fragmentos manteniendo la direccién 5-3’. Los datos de los

oligonucledtidos se encuentran descritos en la tabla 1.

Tabla 1. Cebadores disefiados para amplificar los fragmentos Ay B

Cebadores fragmento A

Nombre | Secuencia Enzima de | Tamafio

restriccion

FIIDFAK | 5-GGT ACC GAA CAC CTG CAT CAT CAG | Kpnl 793 pb
TTC-3

FIIDRAX | 5-CTC GAG GGT TCC AAG TCA CCT TCT | Xhol
GAC-3'

Cebadores fragmento B

FIIDFBM | 5-ACG CGT CAG TCG CAG CAG TCGATC | Mlul 1104 pb
CTG -3

FIDRBS | 5-ACT AGT CTG GGA GTC GCC GAAATT | Spel
CCT G-3

Clonacién en vector pGEM T-Easy

Una vez amplificados los fragmentos, se clonaron por separado en el vector pGEM-
T Easy siguiendo las indicaciones del fabricante (Promega) para obtener los
plasmidos pGEMFA y pGEMFB La ligacion se realizé con la enzima ligasa T4 DNA
Ligase siguiendo las indicaciones del fabricante (Promega). Los productos de las
ligaciones se transformaron en células competentes de E. coli DH5a. El vector
pGEM-T Easy cuenta con el sistema de seleccién por color azul-blanco, la insercion
de los fragmentos interrumpe el gen de la B-galactosidasa y causa que, en presencia
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de X-gal, las colonias transformantes sean blancas y las que no contengan el inserto
se vean azules. Ademas, el vector cuenta con un gen de resistencia a la ampicilina
por lo que se seleccionaron las colonias que crecieran en placas de LB adicionadas
con ampicilina y que tuvieran coloracion blanca. La transformacion se confirmé por

PCR empleando los iniciadores de cada fragmento.

Subclonacién en el vector suicida pJMS-Km

Se emplearon las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol para liberar el fragmento Ay
para linealizar el vector suicida pJMS-Km (Ramirez-Mata et al., 2016). Los
productos de la digestion se ligaron con la enzima T4 DNA Ligase siguiendo las
indicaciones del fabricante y los productos de la ligacion se transformaron en células
competentes de E. coli DH5a. Se seleccionaron las colonias que mostraron
resistencia a la kanamicina y se confirmé la clonacion por amplificado por PCR
empleando los cebadores M13 que hibridan con secuencias contenidas en el vector
pJMS-Km.

Una vez clonado el fragmento A en el vector pJMS-Km se usaron las enzimas de
restriccion Mlul y Spel para liberar el fragmento B y linealizar el vector pJMSFA, los
productos de esta digestion se ligaron con la enzima T4 DNA ligase y se transformo
en células competentes de E. coli DH5a. Se seleccionaron aquellas colonias que
tuvieran resistencia a la kanamicina y se comprobé la clonacién amplificando por
PCR empleando el cebador directo para el gen de resistencia a kanamicina y el

inverso para el fragmento B.

Conjugacion biparental

A partir de un precultivo de 18 horas de A. baldaniorum Sp245 en MD se inocularon
5 ml de MD (1/100) y se incubd por 18 horas a 30 °C y 150 rpm. Por otro lado, a
partir de un precultivo de 18 horas de E. coli S17.1 pJMSFAFB en medio LB con
kanamicina se inocularon 5 ml de medio LB sin antibiotico (1/100) y se incubaron
durante 4 horas a 37 °C sin agitacion. Una vez transcurridos los tiempos de
incubacion, en placas de MD sin antibiético se colocaron 6 gotas de 10 ul de la cepa
donadora (E. coli S17.1 pJMSFAFB) y una vez que secaron se colocaron 15 pl de

la cepa receptora (A. baldaniorum Sp245) sobre cada gota de la cepa donadora, se
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dej6é secar y se incubaron a 30 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se
recuperaron las colonias en un tubo eppendorf con 1 ml de medio K-lactato y se
realizaron diluciones de 10" hasta 10 en placas de medio K-lactato con
kanamicina se sembraron las diluciones 102 y 10 por sembrado masivo y se
dejaron incubar a 30 °C durante 2 a 3 dias. Las colonias obtenidas se recuperaron
y se resembraron en placas de K-lactato con kanamicina. Para la seleccion de
transconjugantes se seleccionaron aquellas colonias que fueron sensibles a la
tetraciclina y resistentes a kanamicina. Las colonias obtenidas se sometieron a

pruebas de PCR para comprobar la mutacion.

Ensayo de movilidad

Para analizar diferencias en la movilidad de la cepa mutada se realizaron ensayos
de movilidad natatoria en agar suave. Se tomaron de 2-3 colonias para inocular un
tubo con 5 ml de MD, se incub6 durante 18 h a 30 °C y 150 rpm. Se tomaron 10 pl
del precultivo y se inoculé un matraz con 20 ml de MD, se incubd a 30 °Cy 150 rpm
hasta obtener una D.O.s00 de 0.4 para una concentracion aproximada de 1x10°
UFC/5 pl Se prepararon placas de medio base K con 0.25 % de agar y se adicion6
con 10 mM de uno de los quimioatractantes a evaluar (malato y/o fructosa). Se
inocularon 5 pl de cultivo y se incubaron a 30 °C. La movilidad se evalué midiendo
el halo a las 48 h de incubacion. Para determinar diferencias significativas se realizé
una prueba de T-student en el programa Prism comparando la cepa mutada con la

silvestre.

Extracciéon de proteinas de superficie

Para extraer las proteinas de superficie de A. baldaniorum Sp245 WT y A.
baldaniorum AfliD se inoculd un tubo de 5 ml de medio K-malato con 2 a 3 colonias,
se incubod a 30 °C y 150 rpm hasta una D.O.s00 de 0.7-0.8. El cultivo se centrifugo a
4600 rpm durante 3 min y se descarto el sobrenadante. Se lavé el pellet con PBS y
se resuspendié en 100 ul de PBS, se incubaron las células por 5 min en hielo y se
vortexearon durante 10 min a maxima velocidad. Se centrifugaron 25 minutos a

10,000 rpm y 4 °C y se recolectd el sobrenadante que contiene las proteinas de
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superficie. Los extractos proteicos se cargaron en un gel de poliacrilamida

desnaturalizante 10%.

Western blot

Para identificar la presencia de FIiD en los extractos proteicos se realizdé un ensayo
de Western blot. Se realizé un SDS-PAGE 10% con 30 ug de extracto proteico y
mediante una transferencia humeda con buffer de transferencia (25 mM Tris Base,
192 mM glicina y metanol al 20%) se transfirieron las proteinas a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF). La transferencia se llevo a cabo por 1 hora con
20 minutos a 100 V. Una vez finalizada la transferencia la membrana se sumergi6
en metanol por 5 minutos y después se sumergié en solucién de bloqueo (PBS,
leche 5%, Tween 0.05%) y se almaceno a 4 °C durante toda la noche. Se retir6 la
solucion de bloqueo y la membrana se lavo 3 veces con PBS, 10 minutos por lavado,
para eliminar restos de la solucién de bloqueo, se retird el PBS y la membrana se
sumergio en solucion de bloqueo adicionada con anticuerpo primario anti-flagelina
de A. brasilense Sp7 (1:10000) y se incub6 durante 2 horas en agitacion, se retird
el anticuerpo primario y se lavo la membrana 3 veces con PBS, se retird el PBS y
se cubrié la membrana con solucién de bloqueo adicionada con el anticuerpo
secundario anti-rabbit IgG HRP conjugate (1:10000), se incubd durante una hora en
agitacion y se lavé nuevamente con PBS. Finalmente, la membrana se sumerge en
PBS, se afadieron 100 ul de perdxido de hidrogeno y se afadié poco a poco
diaminobencidina hasta que las bandas en la membrana adquirieron la intensidad

deseada, se retiré la membrana de la solucién y se dejo secar.

Inmunofluorescencia

Para identificar modificaciones en la estructura del filamento del flagelo polar se
llevé a cabo la técnica de inmunofluorescencia. Se realizaron precultivos de A.
baldaniorum Sp245 WT y A. baldaniorum AfliD en tubos con 5 ml de K-malato y el
antibiético correspondiente dejandolas crecer durante 18 h a 30 °C y 150 rpm. Se
coloco un cubreobjetos dentro de una caja Petri y se colocd sobre este una gota de
15 ul de precultivo y sobre esta 15 pl de solucion de fijado. La caja se tapo y se

incubd toda la noche en camara humeda a temperatura ambiente y sin movimiento.
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Pasado el tiempo se retird la solucion y se afiadié PBS para retirar los restos de la
solucion de fijado, se repitio el lavado 3 veces y se afiadieron 50 ul de solucién de
bloqueo (BSA 2% en PBS), se incubd durante 1 hora y pasado el tiempo se retiré la
solucion, se realizaron 3 lavados y se afiadieron 50 pl de anticuerpo anti-flagelina
de A. brasilense Sp7 (1:100) en solucién de bloqueo, se incubd durante 2 horas y
se retiro el anticuerpo, se lavo con PBS una vez y se afiadieron 50 ul de anticuerpo
anti-rabbit goat IgG acoplado a fluoresceina-5-isotiocianato (FITC) (1:100) en
solucion de bloqueo, las muestras se cubrieron de la luz y se incubaron durante
hora y media. Pasado el tiempo, y sin exponer las muestras a la luz, se retird el
anticuerpo y se lavo 3 veces con PBS. Se anadieron 5 pl de medio de montaje y 5
pl de DAPI 150 uM, se cubrid la muestra con un cubreobjetos y se sellé con barniz
de ufas transparente. Se almacenaron las muestras a 4 °C hasta su visualizacién

al microscopio de fluorescencia Nikon TE2000-U.

Resultados

Andlisis bioinformatico

A. baldaniorum Sp245 cuenta en su genoma con dos genes que codifican para FliD,
el primero (AZOBR 70032, fliD-1) se ubica en el cromosoma y mide 1866 nt, rio
arriba se ubica un gen que codifica para una proteina de la familia RiDA y un gen
para una N-acetiltransferasa, rio abajo se ubica un gen para una carboxipeptidasa.
El otro gen (AZOBR_p1160045, nombrado en este estudio como fliD-2) se ubica en
un plasmido y también mide 1866 nt, rio arriba y en la misma direccidn se ubica un

gen que codifica para una 3-oxoacil sintasa y rio abajo se ubica un gen para una

proteina represora de la biosintesis del flagelo.

Se realiz6 este mismo analisis en el genoma de A. brasilense Sp7 y A. argentinense
RECS3. En A. brasilense Sp7 se encontraron de igual forma dos copias, una en el
cromosoma Yy otra en un plasmido, cada una compartiendo el contexto genémico
con su homologa en A. baldaniorum Sp245. En el caso de A. argentinense REC3
debido a que su genoma se encuentra en un nivel de ensamble scaffold solo fue

posible identificar parcialmente los genes, encontrando dos fragmentos en el
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cromosoma y dos fragmentos en plasmido y aunque no coinciden en tamafo si
comparten el contexto genético con los genes encontrados en A. baldaniorum
Sp245 y A. brasilense Sp7. La figura 4 muestra un esquema del contexto genético
de cada gen encontrado y la tabla 2 contiene los numeros de acceso para cada
proteina, exceptuando los de A. argentinense REC3 por el nivel de ensamble de su
genoma. La tabla 3 muestra la matriz del porcentaje de identidad entre las
secuencias de las proteinas FliD-1 y FliD-2 de A. baldaniorum sp245 obtenida por
un analisis de secuencias multiples (MSA) por medio de la plataforma Clustal

Omega. Los resultados arrojan una identidad de 92.11% entre las secuencias.
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Figura 4. Contextos genéticos de los genes que codifican para FIiD en A.
baldaniorum Sp245 y sus homologos en A. brasilense Sp7 y A. argentinense REC3.
A, Cy E) Genes ubicados en cromosoma, B, D y F) Genes ubicados en plasmido.
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Tabla 2. Numeros de acceso en NCBI Protein de las proteinas encontradas

A. baldaniorum Sp245

Nombre Numero de acceso
FliD-1 WP_014239692.1
Carboxipeptidasa WP_244439360.1

Proteina de la familia RiDA

WP_014239693.1

N-acetiltransferasa

WP_014239694.1

FliD-2

WP_014198638.1

3-oxoacil sintasa

WP_014198637.1

Proteina represora de la biosintesis del
flagelo fIbT-like

WP_014198639.1

Proteina de funcidon desconocida

WP_014198640.1

A. brasilense Sp7

Nombre

Numero de acceso

FIiD Sp7

WP_149150325.1

Proteina de la familia RiDA

WP_035671998.1

N-acetiltransferasa

WP_059398885.1

Carboxipeptidasa

WP_236778111.1

FIiD 2 Sp7

WP_059399258.1

3-oxoacil sintasa

WP_035678972.1

Proteina represora de la biosintesis del
flagelo flbT-like

WP_035678977.1

Proteina de funcion desconocida

WP_035678977.1
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Tabla 3. Matriz de porcentaje de identidad

FliD-1 FliD-2
FliD-1 100 92.11
FliD-2 92.11 100

Purificacion de la flagelina polar

Se estandarizaron las condiciones de induccién de expresion de la proteina FliD en

la cepa E. coli Rosetta pGEX-fliD que se observa en la figura 5 como una banda de

mayor intensidad debajo de los 100 kDa. El resultado del Western blot con el

anticuerpo anti-flagelina de A. brasilense Sp7 confirmd que corresponde con la

proteina FliD reportada y la detecciéon con el anticuerpo anti-GST confirma la

presencia de la etiqueta GST. La cromatografia de afinidad permitié purificar la

proteina como se observa en la figura 6.
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A) B)

100 kDa

Figura 5. Sobreexpresion de la flagelina a partir de E. coli Rosetta pGEX-fliD. A)
SDS-PAGE10% mostrando la sobreexpresién de la flagelina Carril 1: extracto con 3
horas de induccién. Carril 2: extracto sin inducir. Carril 3: marcador de peso
molecular. B) Ensayo de Western Blot de la sobreexpresion de FliD en E. coli
Rosetta pGEX-fliD con un anticuerpo primario anti-GST (Carril 2) y anti-flagelina de
A. brasilense Sp7 (Carril 3); marcador de peso molecular en el carril 1.
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100 kDa

Figura 6. Resultados de la purificacién de FIliD por cromatografia de afinidad. Carril
1: marcador de peso molecular, carril 2: elucién 1, carril 3: elucién 2, carril 4: eluciéon
3, carril 5: elucion 4, carril 6: resina.

Eliminacion del gen fliD-1 de A. baldaniorum Sp245

Amplificado de los fragmentos aledafos al gen fliD-1

Se estandarizaron las condiciones de amplificado para los cebadores del fragmento
A (Fig. 7) y del fragmento B (Fig. 8), se amplificaron correctamente los fragmentos
obteniendo para el fragmento A una banda entre los 750 y 1000 pb correspondiente
a los 793 pb que mide el fragmento A mientras que para el fragmento B se obtuvo
una banda por encima de los 1000 pb correspondiente a los 1104 pb que mide el

fragmento (Fig. 9).

28



95°C:95°C
5:00 : 00:30

55°C
00:30

30 ciclos

72°C

72°C

1:00

3:00

4°C

Figura 7. Condiciones de amplificado para el fragmento A

95°C

5:00

95°C
00:30

62°C
00:30

30 ciclos

72°Ci72°C

1:00

3:00

4°C

Figura 8. Condiciones de amplificado para el fragmento B
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Figura 9. Amplificado de los fragmentos. A) Carril 1: Amplificado del fragmento A de
793 pb, carril 2: Marcador de peso molecular, carril 3: control negativo. B) Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: amplificado del fragmento B de 1104 pb, carril

3: control negativo.
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Clonacién en vector pGEM-T Easy

Se realizé correctamente la ligacion del fragmento A con el vector pGEM-T Easy
obteniendo el vector pGEMFA el cual se transformé en células de E. coli DH5a. De
las colonias obtenidas de la transformacion se selecciond la clona 11 al ser
comprobada por PCR (Fig. 10).

De igual manera la ligacién del fragmento B con el vector pGEM-T Easy fue exitosa
y se obtuvo el vector pGEMFB el cual fue insertado por transformacién en E. coli
DH5a, como resultado de esta transformacion se selecciond la clona 2 misma que
fue comprobada por PCR (Fig. 11).

(3747) KpnI_ FLIDFAK (3722 .. 3748) "=

1
CS Mi3
™ f‘wd

(2957) Xhol
(2957 .. 2982) FlIDRAX

) ae| | laczq
)o}ejado ory
| MIc

Nod €Ty

(30
@

Figura 10. Construccion del vector pPGEMFA. A) Amplificado del fragmento A a partir
del vector pGEMFA. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: clona 11, carril
3: control negativo. B) Mapa genético del vector pPGEMFA
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Figura 11. Construccion del vector pPGEMFB. A) Amplificado del fragmento B a partir
del vector pGEMFB. Carril 1: control negativo, carril 2: marcador de peso molecular,
carril 3: clona 2 B) Mapa genético del vector pPGEMFB

Subclonacién en el vector suicida pJMS-Km

Para construir el vector que permita la eliminacion del gen fliD-1, se subclond
primero el fragmento A dentro del vector suicida pJMS-Km. Para realizar esto se
liberd el fragmento A del vector pGEMFA con las enzimas Kpnl y Xhol obteniendo
un fragmento de 793 pb correspondiente al fragmento A y un fragmento de
aproximadamente 3000 pb correspondiente al vector. De igual forma se linealizé6 el
vector pJMS-Km con las mismas enzimas obteniendo una banda debajo de 10,000
pb (Fig. 12).
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Figura 12. Digestién de los plasmidos pGEMFA y pJMS-Km. Carriles 1,2 y 4:
Digestion de pGEMFA, carril 3: marcador de peso molecular, carriles 5 y 6: digestion
de pJMS-Km

De la ligacion de los productos de la digestidon se obtuvo el vector pJMSFA que se
insertd por transformacion en E. coli DH5a y como resultado de la transformacion
se selecciond la clona 15 después de comprobarla por amplificado por PCR con los
cebadores M13 que se esperaba que amplificaran un fragmento de 2349 pb (Fig.
13).
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Figura 13. Comprobacion del vector pJMSFA. A) Amplificacion de clonas de
pJMSFA. Carril 1: clona 12, carril 2: clona 15, carril 3: marcador de peso molecular,
carril 4: clona 16, carril 5: control negativo. B) Mapa genético del vector pJMSFA

Una vez elegida la clona con el vector pJMSFA se liber6 el fragmento B obtenido
del plasmido pGEMFB con las enzimas de restriccion Mlul y Spel obteniendo un
fragmento de 1104 pb correspondiente al fragmento B y de 3000 pb correspondiente
al vector, con estas mismas enzimas se linealiz6 el vector pJMSFA obteniendo una
banda de 10,000 pb. (Fig. 14)
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Figura 14. Digestién de pGEMFB y pJMSFA. Carriles 1,2 y 3: digestion de
pJMSFA, carril 4: marcador de peso molecular, carriles 5,6 y 7: digestion de
pGEMFB

Los productos de las digestiones se ligaron correctamente y se transformaron en E.
coliDH5a, como resultado de esa transformacion se seleccioné la clona 56 después
de haber sido comprobada por amplificado por PCR usando iniciadores para el gen
de resistencia a kanamicina y para el fragmento B permitiendo asi comprobar que
el fragmento B se clond en el sitio deseado. (Fig. 15)
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Figura 15. Comprobacion del vector pJMSFAFB. A) Amplificado con los iniciadores
Km-F + FIIDRBS para un amplificado de 1402 pb (Carriles 1,2 y 3) y con los
iniciadores para el fragmento B para un amplificado de 1104 pb (Carriles 5,6 y 7).
Carril 1: control negativo, carril 2: clona 56, carril 3: clona 60, carril 4: marcador de
peso molecular, carril 5: clona 60, carril 6: clona 56, carril 7: control negativo. B)
Mapa genético del vector pJMSFAFB

Una vez confirmada la construccion del vector se transformé en células de E. coli
S17.1 dado que esta cepa puede llevar a cabo la conjugacion. Como resultado de
la transformacion se seleccioné la clona 6 después de haber sido comprobada por
PCR empleando iniciadores para el gen de resistencia a kanamicina y para ambos
fragmentos para confirmar que ambos fragmentos se encuentran en el sito deseado.
(Fig. 16)
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Figura 16. Comprobacion de E. coli S17.1 pJMSFAFB. A) Amplificado con los
iniciadores KmR-R + FIiDFAK para un amplificado de 1488 pb. Carril 1: clona 12,
carril 2: clona 13, carril 3: clona 21, carril 4: marcador de peso molecular, carril 5:
clona 6, carril 7: control negativo. B) Amplificado con los iniciadores KmR-F7 +
FIIDRBS. Carril 1: clona 12, carril 2: clona 13, carril 3: clona 21, carril 4: marcador
de peso molecular, carril 5: clona 6, carril 6: control negativo

Conjugacion en A. baldaniorum Sp245 WT

Se empled la clona 6 de E. coli S17.1 pJMSFAFB para realizar la conjugacién en A.
baldaniorum Sp245 WT. Como resultado de la conjugacién se seleccionaron 2
clonas transconjugantes que mostraron ser resistentes a la kanamicina, sensibles a
la tetraciclina y finalmente se comprobaron por PCR empleando los cebadores
FIIDFAK y FIiDRBS dando un amplificado de 3390 para las clonas transconjugantes
y 3717 pb para A. baldaniorum Sp245 WT. (Fig. 17)
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Figura 17. Amplificado de las clonas transconjugantes de AfliD. Carril 1: A.
baldaniorum Sp245 WT, carril 2: AfliD clona 6, carril 3: marcador de peso molecular,
carril 4: AfliD clona 22, carril 5: E. coli S17.1 pJMSFAFB como control positivo, carril
6: control negativo

Ensayos de movilidad

Los ensayos de movilidad natatoria mostraron diferencias significativas (p<0.05) en
la movilidad de la mutante en comparacion con la cepa silvestre en los dos
quimioatractantes evaluados. La figura 18 muestra imagenes representativas de los
ensayos con malato a las 48 h y la figura 19 muestra los resultados de los ensayos

con fructosa a las 48 h.

37



A) A. baldaniorum Sp245 WT B) A. baldaniorum AfliD

C)
*
— 67
£
L
g +-
- —
S
o
o 24
0- T
Sp245 WT AfliD
Cepas

Figura 18. Ensayos de movilidad natatoria en agar suave (0.25% de agar) con
malato como quimioatractante. A y B) imagenes representativas de los ensayos a
48 h de inoculacion. C) Analisis estadistico de la movilidad a las 48 h (* = p<0.05,
prueba de T-student, promedio de 3 ensayos)
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Figura 19. Ensayos de movilidad natatoria en agar suave (0.25% de agar) con
fructosa como quimioatractante. Ay B) imagenes representativas de los ensayos a
48 h de inoculacion. C) Analisis estadistico de la movilidad a las 48 h (* = p<0.05,

prueba de T-student, promedio de 3 ensayos)

Deteccion de FliD en extractos de proteinas de superficie

Los resultados del SDS-PAGE y el western blot a partir de los extractos proteicos
de la cepa silvestre y de la mutante muestran que la mutante sigue produciendo una
proteina que es reconocida por el anticuerpo generado para el flagelo polar de A.
brasilense Sp7 a la vez que se pueden observar algunas variaciones en el patrén
de bandas. (Fig. 20)
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Figura 20. Resultados de A) SDS-PAGE y B) Western blot a partir de un extracto
de proteinas de superficie de A. baldaniorum Sp25 WT y A. baldaniorum Sp245
AfliD

Deteccion de FIliD por inmunofluorescencia

Se logré detectar la proteina FIiD por microscopia de fluorescencia (Figura 21)
mostrando los flagelos en verde. Los resultados del ensayo muestran que la cepa
mutante parece tener flagelos que no tienen la estructura tipica al compararlos con

los de la cepa silvestre.
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A) A. baldaniorum Sp245

B) A. baldaniorum AfliD

Figura 21. Deteccion de FIliD por microscopia de fluorescencia. Se empled un
anticuerpo anti-flagelina polar de A. brasilense Sp7 y un anticuerpo secundario
anti-rabbit goat IgG acoplado a FITC.

Discusion

El filamento del flagelo polar se compone de miles de subunidades de la proteina
FliC que son ensambladas con ayuda de la proteina FliD. En especial, se ha
reportado la existencia de bacterias con multiples proteinas FliC, como es el caso
de Caulobacter crescentus, con 6 flagelinas. Faulds-Pain et al. (2011) mostraron
que todas participan en la formacion del flagelo y, aunque ninguna es realmente
indispensable, algunas tienen un mayor efecto cuando son eliminadas que otras.
Por otro lado, En Rhodobacter sphaeroides se ha reportado (Armitage, 2022) que
existen dos conjuntos de genes para la formacién del flagelo, el primero se expresa

para formar un flagelo subpolar mientras que el segundo conjunto solo se expresa
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en condiciones anaerobias para producir un flagelo polar. De acuerdo con Faulds-
Pain et al. (2011), varios géneros bacterianos poseen mas de una copia del gen
para la proteina FIiD, sin embargo, los trabajos en esta proteina han sido en
bacterias que poseen solo una copia. El analisis bioinformatico revelé que al menos
2 especies de Azospirillum cuentan con dos copias del gen que codifica para la
proteina FliD. Aunque las dos proteinas FIiD de A. baldaniorum Sp245 son muy
similares en su secuencia de aminoacidos, puede ser posible que no se expresen
ambas bajo las mismas condiciones, como en el caso de R. sphaeroides; asimismo,
puede suceder que cada una tenga una participacion distinta en la formacioén del

flagelo, como es el caso de las flagelinas de C. crescentus.

Como han demostrado Elias et al. (2022) y Mora et al. (2023) para otras especies
de Azospirillum, el flagelo polar es capaz de desencadenar respuestas inmunes en
las plantas con las que se asocia la bacteria. Aun se desconoce cual de los
componentes del filamento del flagelo polar es el responsable de causar estas
respuestas. En este trabajo se empled sistema heterdlogo E. coli Rosetta pGEX-fliD
para la purificacién de la proteina FliD-1 de A. baldaniorum Sp245 con la intencion
de que pueda ser usada en ensayos futuros para comprobar si es capaz por si sola
de desencadenar la respuesta inmune en las plantas. Se lograron estandarizar las
condiciones de induccién para sobreexpresar la proteina y se confirmdé que
corresponde con la proteina FIliD reportada anteriormente por Viruega-Géngora et
al. en 2020 ademas de que contiene la etiqueta GST. El peso molecular esperado
para la proteina FliD de acuerdo con su secuencia es de 65.2 kDa, no obstante, se
ha reportado previamente que tiene un peso de 100 kDa y se hipotetiza que el
aumento en el peso se debe a que la proteina se encuentra glicosilada. Los
resultados muestran que la proteina sobreexpresada pesa menos de 100 kDa, esta
diferencia con lo previamente reportado se puede deber a que la proteina
sobreexpresada no se encuentra glicosilada ya que E. coli no tiene la misma
capacidad de Azospirillum de glicosilar sus flagelos (Logan, 2006), por lo tanto, el
aumento en el peso se debe a la presencia de la etiqueta de GST que pesa 26 kDa
dando un peso total de 91.2 kDa que corresponde con lo observado en el gel y el
western blot. Se logré obtener la mayoria de la proteina en la fraccién soluble y se
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lograron estandarizar las condiciones para su purificacién. Para poder obtener una
cantidad significativa de la proteina se pueden escalar las condiciones de cultivo,
asi como incrementar la cantidad de la resina o la concentracién de glutation en el

buffer de elucion.

Se logré eliminar el gen fliD-1 de A. baldaniorum Sp245 obteniendo la cepa mutante
A. baldaniorum AfliD. De acuerdo con el analisis bioinformatico, el gen fliD-1 se ubica
en sentido contrario a sus genes vecinos por lo que se pudo realizar la mutacién
insertando un casete de resistencia a kanamicina sin alterar la transcripcion de los

genes adyacentes.

En este trabajo, la eliminacién del gen fliD-1 de A. baldaniorum Sp245 causé una
disminucion significativa en la movilidad hacia ambos quimioatractantes evaluados.
Sin embargo, contrario a lo reportado para otros organismos, la eliminacién del gen
no causo la pérdida total de la movilidad. Es posible que el gen fliD-2 este actuando
para, al menos de forma parcial, sintetizar un filamento que permite a la bacteria
retener cierta capacidad de moverse. Como ha sido reportado en S. enterica, la
proteina FliD es responsable del correcto plegamiento y ensamble de las
subunidades de FIliC para la construccion del filamento del flagelo. La eliminacién
del gen FliD en este organismo resulté en la pérdida de la movilidad natatoria.
(Einenkel et al., 2025) En 1999, Seong Kim et al. generaron una mutante de
Helicobacter pylori con el gen fliD interrumpido por un casete de resistencia a
kanamicina causando la perdida completa de la movilidad y la produccion de
filamentos mas cortos a comparacion de la cepa silvestre. Al-Otaibi et al. en el 2020
eliminaron el gen fliD de C. jejuni'y la mutante no fue capaz de sintetizar su filamento
por lo que también perdio la capacidad de moverse, la complementacion con el gen
en un sitio distal del cromosoma restaurd por completo la movilidad. Postel et al.
(2016) generaron una mutante de P. aeruginosa sin el gen fliD y perdi6 la movilidad,
posteriormente se restauro el fenotipo al complementar con el gen. Huang et al. en
el 2022) generaron una mutante de Bacillus velezensis SQR9 sin el gen fliD lo que
disminuy6 significativamente su movilidad y adhesion a superficies bidticas y

abidticas, la complementacion con el gen restaur6 parcialmente los fenotipos.
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La deteccion de FIliD a partir de la extracciéon de proteinas de superficie de la
mutante sugiere que aun con la pérdida del gen fliD-1 la bacteria sigue produciendo
una proteina FliD capaz de ser detectada por el anticuerpo generado por Viruega-
Gongora et al., (2020) para el flagelo polar. En la mutante, la banda de 100 kDa
muestra ligeramente menor intensidad que la cepa silvestre, sugiriendo que el gen
fliD-2 no se expresa de la misma forma que el gen fliD-1 y se refleja en una menor
deteccion de la proteina. El anticuerpo empleado se generd para reconocer la
proteina FliD reportada con un peso de 100 kDa, la deteccion de proteinas a menor
peso puede indicar que el anticuerpo esta reconociendo isoformas de la proteina
FliD las cuales podrian ser causadas por el proceso de la extraccion, asimismo es
posible que se esté dando un reconocimiento inespecifico de otras subunidades del
filamento. La ausencia de una banda debajo de los 50 kDa en la cepa mutante indica
que puede haber alguna alteraciéon en el reconocimiento causada por la ausencia
del gen fliD-1.

La deteccion por inmunofluorescencia coincide con lo visto en el western blot al
mostrar que la cepa mutante sigue produciendo una proteina capaz de ser
detectada por el anticuerpo empleado. Sin embargo, la ausencia del gen fliD-1
genero flagelos que muestran una estructura diferente a los que produce la cepa
silvestre, similar a lo reportado por Seong Kim et al., (1999) para la mutante de H.
pylori con el gen fliD truncado; sugiriendo que, aunque se siga produciendo la
proteina, esta no es capaz de ensamblar correctamente el filamento. La observacion
de la cepa por microscopia electronica de barrido en ensayos futuros podra arrojar
mas informacion acerca de las diferencias estructurales que se observan en A.
baldaniorum AfliD. El que la cepa mutante genere flagelos truncados puede ser la
causa de que no se haya perdido por completo la movilidad como si sucede en otros
trabajos como el de Al-Otaibi et al. (2020) con la mutante de C. jejuni AfliD que
perdié la movilidad al ser incapaz de sintetizar el filamento. En el trabajo de Faulds-
Pain et al. (2011) con C. crescentus los autores muestran que existe una relacién
entre el largo del filamento y la velocidad, donde los filamentos mas cortos
disminuyen la velocidad en la movilidad natatoria y algo similar podria estar
sucediendo con A. baldaniorum AfliD. También es posible que las proteinas del
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filamento flagelar se estén desprendiendo del filamento, como lo reportan Einenkel
et al. (2025) para S. enterica AfliD, y que sean estas las que se detectaron en el

western blot.

Conclusiones

La proteina FIiD se pudo sobreexpresar en el sistema heterdlogo E. coli Rosetta

pGEX-fliD y se logro purificar la proteina FIiD con la etiqueta GST y sin glicosilar.

Se construydé un plasmido que permitié reemplazar el gen fliD-1 ubicado en el
cromosoma de A. baldaniorum Sp245 por un gen de resistencia a kanamicina. La
pérdida del gen fliD-1 afectd la movilidad de la cepa mutante y la estructura de su

flagelo polar

Perspectivas

e Realizar microscopia electronica para observar cambios en la estructura del
filamento del flagelo polar de la cepa mutante

e Evaluar la adhesion y colonizacién a la raiz por la cepa mutante

e Evaluar si la cepa mutante es capaz de causar los mismos efectos que se
han reportado en otras cepas de Azospirillum (desencadenar la respuesta
inmune, modificar la arquitectura radicular)

e Complementar la cepa mutante con el gen fliD-1 para comprobar si se
restaura el fenotipo

e Eliminar el gen fliD-2 en A. baldaniorum Sp245
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