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RESUMEN. 

Se ha demostrado que la proteina CheY en su estado fosforilado une 

FIM y que esta interaccién promueve la rotaci6n CW del flagelo en 

enterobacterias. Rhodobacter sphaeroides tiene un solo flagelo subpolar que 

rota unidireccionalmente. En este caso, la respuesta quimiotactica es 

modulada controlando la frecuencia de paro y la velocidad de los eventos de 

nado. 

En este trabajo se caracterizé el gen que codifica para la proteina FliM 

de R. sphaeroides. Se aisl6 una mutante del gen fliM mediante la construcci“n 

de una cepa fliM::uidA-aad1, mediante técnicas de genética reversa. La cepa 

obtenida NG1 fue incapaz de desplazarse en medio liquido, y la observacién 

de la misma en el microscopio electrénico, nos permitid asignarle fenotipo 

Fla, esto es, sin flagelo. Asimismo se llevo a cabo la caracterizacién 

molecular de la mutante, dando por resultado que éste gen se encuentra 

codificado en una sola copia en el DNA cromosomal de R. sphaeroides. 

Finalmente, el analisis de la complementacién de la cepa NG1 indica que la 

polaridad de la mutante sdlo afecté a los genes fliM y fliN, por lo tanto se 

postula que /liN es el ultimo gen del operon. 

Vo.Bo. 

  

Dra. Rosa Laura Camarena Mejia 
Tutor principal.



INTRODUCCION 

Algunas bacterias se desplazan utilizando el unico motor bioldgico 

rotatorio identificado a la fecha. Este motor, generalmente utiliza para rotar el 

gradiente de protones generado a través de la membrana citoplasmatica. En el 

caso de £. coli, los flagelos (de 6 a 10 por bacteria) son capaces de rotar 

bidireccionalmente. La rotacién en el sentido contrario de las manecillas del 

reloj (CCW) provoca que la estructura helicoidal de cada uno de los flagelos 

presente un movimiento conjunto en una sola trenza, este movimiento 

impulsa a la bacteria en una trayectoria lineal la cual es interrumpida cada 2 0 

5 segundos por eventos en los cuales la bacteria no presenta ningun 

desplazamiento y mas bien parece que se sacude en su lugar. Esta breve 

sacudida (tumble) es de aproximadamente 0.2 segundos de duracion. 

Posteriormente, la trenza se regenera y la bacteria reinicia una nueva 

trayectoria lineal la cual ocurre en una nueva direccién elegida al azar. 

Los eventos de sacudida son provocados cuando un cierto nimero de 

flagelos cambia la direccion de rotacién de CCW a CW, el cambio de rotacién 

altera la estructura helicoidal del filamento flagelar y el movimiento 

desorganizado de cada uno de los flagelos produce dicha sacudida. (Macnab, 

R., 1992) 

Las bacterias responden a cambios en la concentracién quimica del 

medio, los niveles de oxigeno, el pH, la intensidad o la longitud de onda de la 

luz, etcétera, e integran estas sefiales para moverse hacia ellas o mantenerse 

en las condiciones éptimas de crecimiento y divisién. La existencia de una 

cascada de transduccion de sefiales que permite a las bacterias adaptarse y



responder a los diferentes estimulos se denomina quimiotaxis y ha sido 

observada en una gran cantidad de bacterias, lo cual resulta obvio, dado el 

caracter adaptativo de dicha respuesta. Sin embargo, la mayor parte de 

nuestro conocimiento proviene de los estudios realizados con bacterias 

entéricas, y a pesar de que algunos razgos aparecen compartidos para los 

diferentes grupos bacterianos, pueden observarse diferencias significativas en 

la motilidad y quimiotaxis entre los mismos (por. ej. Caulobacter crescentus, 

Rhodobacter sphaeroides, Proteus, etc.) (Armitage, J., 1992). 

EI flagelo. 

La estructura del flagelo esta formada por el filamento, el gancho y un 

cuerpo basal, y esté conservada en los procariontes. El filamento esta 

constituido por una sola especie de proteina, la flagelina. El filamento se 

conecta al cuerpo basal o motor por medio de otra proteina polimerizada, el 

gancho. El gancho sirve como un engranaje entre el filamento y el cuerpo 

basal. Asimismo, el gancho ayuda a transmitir el cambio en la direccién de la 

rotacién del motor para producir el cambio en la estructura de la hélice 

flagelar. En el cuerpo basal se pueden apreciar cuatro anillos unidos a las 

distintas capas de la membrana. El anillo L se encuentra en la capa de 

liposacaridos de la membrana externa. Ei anillo P en la capa de 

peptidoglicanos y los anillos S y M en la membrana citoplasmatica. 

Asociadas a estos dos anillos se encuentran las proteinas del motor (MotA y 

MotB, generadoras del torque) y las proteinas del interruptor (FliG, FiM y 

FIiN) (Figura 1) (Armitage, J., 1992). 
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Figura 1, Esquema del cuerpo basal y el flagelo. A) Ilustracién del complejo de filamento- 
gancho-cuerpo basal de E. coli y S. typhimurium. B) Esquema actualizado del cuerpo basal, 
con las proteinas correspondientes a cada estructura, descritas hasta el momento. Cabe 
resaltar el anillo C, formado por el interruptor, y la unién de la proteina CheY-P a FliM. 

(Tomado de Macnab, R., 1995)



Al menos 14 operones codifican para las proteinas necesarias para la 

motilidad y la quimiotaxis. Estos operones son expresados en un orden 

jerarquico de tres niveles. El primer nivel, incluye sdlo al operén /IhD, en este 

operén se encuentran los genes flhD y flhC cuyos productos son 

indispensables para la transcripcién del resto de los genes del reguldén. Este 

operén requiere de CRP y AMP ciclico para su expresion, asi como del factor 

sigma 70. Una vez que el operén /fhD se expresa, las proteinas FlhD y FIhC 

forman un complejo heterodimérico el cual activa la transcripcién de los 

genes del segundo nivel. En los operones del segundo nivel se encuentran 

todos los genes relacionados con la formacion del cuerpo basal (incluyendo al 

aparato de exportacién), asi como genes regulatorios cuyos productos 

controlan la expresién de los operones del tercer nivel. El gen /fiA (nivel dos 

de expresién) codifica para un factor sigma alternativo que reconoce todos los 

promotores del nivel tres, sin embargo, el producto del gen flgM (nivel dos de 

expresiOn) es un factor anti-sigma que impide la actividad del factor sigma 

durante el periodo que tarda en construirse el cuerpo basal. Una vez que el 

cuerpo basal y el gancho han sido ensamblados, el factor anti-sigma es 

exportado por el aparato de exportacion flagelar y el factor sigma, ahora 

disociado de FlgM, es capaz de unirse a la RNA polimerasa (Iyoda, S., y 

Kutsukake, K., 1995). El ultimo nivel expresién, incluye a los operones /liC, 

motA y tar. El operén fliC codifica para la flagelina, mientras que en los 

operones motA y tar, se encuentran los genes motA y motB y todos los genes 

involucrados en quimiotaxis (Figura 2) (Kutsukake, K., et al., 1990; Aizawa, 

S., 1996; Macnab, R., 1992). 
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Figura 2. Regulacion del sistema de genes flagelares. Los genes flagelares estan ordenados 

en tres jerarquias de expresién. Los operones estan marcados con lineas oscuras, los 

operones traducidos estan marcados con lineas blancas, los reguladores positivos estan 

marcados con flechas negras y los reguladores negativos estan marcados con flechas 

punteadas. Los promotores de diferentes clases estan marcados como pC1 (promotor de 

clase 1), pC2 (promotor de clase 2), etc. (Tomado de Macnab, R., 1992) 
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Quimiotaxis. 

Como se dijo anteriormente, las bacterias responden a los cambios en la 

composicién del medio modificando su patron de movimiento. En 

Escherichia coli y Salmonella typhimurium esto se lleva a cabo modulando la 

direcci6n de la rotacién del flagelo. Este proceso involucra una via de 

transduccion de sefiales compuesta por receptores unidos a la membrana 

(MCP) y proteinas citoplasmaticas. 

Hay cuatro tipos de MCP (Tar, Tsr, Trg y Tap) que actuan como 

receptores por la unién directa de algunos aminoacidos. También actuan 

como transductores interactuando con proteinas periplasmicas cuya funcidén 

es unir o transportar azucares o dipéptidos. Los atrayentes que son percibidos 

por MCPs incluyen serina, alanina, glicina (Tsr); aspartato, glutamato, y 

maltosa (Tar); galactosa y ribosa (Tgr) y varios dipéptidos (Tap). Entre los 

repelentes, se encuentran, acetato, leucina, benzoato, indol (Tsr); cobalto y 

niquel (Tar). Como se puede observar, es fundamentalmente a través de estos 

receptores, que la célula obtiene la informacién de su medio ambiente 

(Armitage, J., 1992). 

Los MCPs existen como homodimeros y poseen un dominio sensorial, 

dos segmentos transmembranales, y un dominio citoplasmatico. La sefial del 

medio ambiente es detectada por el dominio sensorial del receptor, y la 

informacion es transmitida al dominio citoplasmico mediante un cambio 

conformacional intramolecular entre los dominios transmembranales del 

receptor homodimeérico. (Yang, Y., et al., 1993) 

12 
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Esta transferencia de sefiales, requiere de la presencia de CheW, la cual 

acopla (por un mecanismo desconocido) al receptor con la cinasa CheA. Asi, 

en presencia de un atrayente, el receptor transmite una sefial al complejo 

CheW-CheA, que provoca una disminucién en la tasa de autofosforilacion de 

CheA. Esta proteina es una histidin-cinasa homodimérica, capaz de fosforilar 

a las proteinas CheB y CheY (Bourret, R., et a/., 1993). Esta ultima proteina, 

en su estado fosforilado (Che Y-P) es capaz de unirse al switch (o interruptor) 

del flagelo (especificamente a la proteina FliM) y provocar que el flagelo rote 

en el sentido de las manecillas del reloj (CW) lo que da por resultado un 

cambio en la direccién del nado de la bacteria (Welch, M., ef al., 1993 y 

1994), La breve duracién de esta respuesta, esta garantizada por la 

inestabilidad del grupo fosfato en la proteina CheY. Esta inestabilidad es 

ocasionada por una actividad fosfatasa intrinseca en CheY, y ademas por la 

presencia de la protefna CheZ, la cual acelera la tasa de defosforilacién de 

CheY-P por un factor de 100 (Wang, H., y Matsumura, P., 1996). En 

presencia de un atrayente, la disminucion del nivel de autofosforilacién de 

CheA provoca que los niveles de CheY-P disminuyan rapidamente y por lo 

tanto la bacteria aumenta la duracién del nado en la direccién del atrayente 

(Sanna, M., ef al., 1995). Lo opuesto ocurre en presencia de un repelente, la 

sefial transmitida a través del receptor provoca un aumento en la tasa de auto- 

fosforilacién de CheA y en la tasa de fosfotransferencia hacia CheY; 

finalmente CheY-P se une a la proteina FIiM ubicada en el switch flagelar, 

dando como resultado que el flagelo gire en el sentido de las manecillas del 

reloj y provocando la reorientacién de la bacteria. 

Adicionalmente, a la via receptor-CheA-CheY (CheZ), la respuesta 

quimiotactica es regulada por otras dos proteinas, una metil transferasa 

13
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(CheR) (Kleene, S., et a/., 1979) y una metil esterasa (CheB) (Kehry, M., y 

Dahiquist, F., 1992), las cuales metilan y desmetilan el receptor. De acuerdo 

al modelo, el estado conformacional del receptor provoca que este sea mas o 

menos accesible a la reacci6n de metilacién dependiendo si el receptor tiene 

unidos atrayentes o repelentes respectivamente. Por lo tanto, un incremento 

en la metilacion progresivamente disminuye la sefial del atrayente, hasta 

alcanzar el estado de sefializacién que poseia el receptor antes del estimulo. 

Esta fase de la respuesta se conoce como adaptacion y permite a la bacteria 

“eliminar” la respuesta del estimulo anterior para estar lista para recibir 

nuevas sefiales de su medio ambiente. Asimismo se considera que el estado 

de metilacién del receptor, le permite a la bacteria tener una cierta “memoria” 

temporal de las concentraciones de cualquier estimulo previamente detectado 

(Macnab, R., 1972; Springer, M., et al., 1979; Russo, A., y Koshland, 1983). 

Interruptor flagelar 

Como se menciond previamente el flagelo posee una compleja 

estructura denominada cuerpo basal, en la cual se congregan varias funciones 

que permiten el ensamblaje, la exportacién, la rotacién y el control en el 

cambio de la direccién de rotacién (switch). 

La energia para la rotacion flagelar esta dada por la fuerza motriz del 

gradiente transmembranal de protones. Esta es una forma vectorial de energia, 

dirigida hacia el interior del citoplasma en condiciones fisiolégicas, por lo 

cual no puede ser utilizada per se como el interruptor de la direccién de la 

rotacién del flagelo como si fuera un molino de viento. Esto lleva a la 

hipdétesis de que el motor contiene un interruptor binario.
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Desde el punto de vista de la transduccién de sefiales y el motor, las 

preguntas mas importantes a nivel molecular son las siguientes: a) ;Cudles 

son los componentes del interruptor?; gCudles son las diferencias del 

interrptor entre los dos estados? y c) {Cémo se modulan los dos estados, por 

la proteina CheY-P? 

Cuando se descubrié que la parte externa del flagelo era una estructura 

pasiva se asumio que el motor y el interruptor deberian estar localizados en la 

superficie celular, alrededor o en el anillo MS localizado en la membrana 

citoplasmatica. En un principio se pensaba que el anillo mismo era parte del 

motor, pero después se comprobé que tenia una funcién meramente 

estructural. El anillo MS esté conectado a un eje que atraviesa el espacio 

periplasmico; estas estructuras junto con los anillos P y L forman el cuerpo 

basal. En la parte externa de ia célula, el eje se conecta con el gancho y éste 

con el filamento que es el que hace las funciones de hélice. (Macnab, R., 

1995) 

Los motores individuales cambian estocasticamente, atin en ausencia de 

estimulos ambientales, es decir, bajo un medio de condiciones constantes un 

motor en estado CCW tiene una probabilidad constante sobre unidad de 

tiempo para cambiar al estado CW, y un motor en el estado CW tiene una 

probabilidad constante de cambiar a CCW. 

En condiciones en las cuales se liberan las interacciones mecanicas o 

hidrodinamicas de los flagelos, cada motor se comporta autonomamente, de 

tal manera que los eventos de cambio de direccién no tienen correlacion entre 

cada flagelo. Este concepto es fundamental porque elimina la posibilidad de 

15 
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que exista un controlador universal de los motores de manera coordinada. De’ 

tal manera que aunque en presencia de un estimulo las poblaciones celulares 

parecen responder simultaneamente, en realidad se debe a que en presencia de 

un atrayente la probabilidad de permanecer o de cambiar al estado CW es 

muy baja. Lo contrario ocurre en presencia de un repelente. Se sabe que la 

proteina CheY fosforilada es el modulador de la respuesta, asi que 

probablemente cada motor/interruptor tiene un tiempo promedio de 

ocupacién por el ligando y las probabilidades de cambio deberian 

corresponder al periodo de ocupacién (Macnab, R., 1995). 

Se ha considerado que las dos direcciones de la rotacidn parecen ser 

diferentes manifestaciones del mismo proceso mas que dos procesos 

diferentes, porque el tiempo que permanece en una direccién no permanece 

en la contraria en vez de detenerse (aunque se han observado pausas en el 

motor, éstas se interpretan por algunos autores como eventos de switching 

interrumpidos) (Lapidous, I., ef al, 1988; Eisenbach, M., et al., 1990). 

Generalmente no es posible incrementar el tiempo medio en un estado sin 

disminuir el tiempo en el contrario. Un modelo acorde a esta descripcion seria 

una isomerizacion en la que la estabilidad absoluta de un estado isomérico del 

interruptor esta inversamente relacionada con la estabilidad absoluta del otro, 

sin cambios en la etapa de transicién (Eisenbach, M., et al., 1990). 

Para células con motores silvestres, el fenotipo nulo en genes de 

quimiotaxis es la ausencia de rotacién CW es decir la bacteria presenta nado 

sin cambios de direccién, independientemente de la presencia o ausencia de 

repelentes. En experimentos con membranas celulares, CheY es capaz de 

sostener la rotacién CW por si mismo. A partir de estos resultados, se ha 

16 
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asumido que el estado default de rotacion es el CCW y que CheY es esencial 

para crear el estado CW. En mutantes en el interruptor con un fenotipo CW 

extremo este estado permanece atin en ausencia de CheY, por lo que el motor 

tiene la capacidad intrinseca para estar en ambos estados pero en condiciones 

silvestres esta probabilidad es muy baja (Macnab, R., 1995). 

Componentes del interruptor. 

Para elucidar los componentes del interruptor se utilizaron métodos 

genéticos identificando mutantes que presentaron cambios anormales en la 

direccién de rotacién. La mayoria de las mutaciones que afectan a los genes 

que codifican para proteinas flagelares estructurales fueron descartadas por 

este criterio de seleccién. Solo tres genes (/liG, fliM, y fliN) dieron lugar a 

mutantes con defectos en el interruptor (Parkinson, J.S., et al., 1983, 

Yamaguchi, S., et al, 1986b). La busqueda de otras proteinas ha sido 

exhaustiva y solo se han obtenido una gran variedad de mutantes en las 

mismas tres proteinas. Los genes fliM y fliN estan adyacentes en el operdén 

fliL sin que los otros genes estén involucrados en el interruptor, lo mismo 

sucede para fliG en el operon fliF (Kutsukake, K., et al., 1988). 

Dependiendo del tipo de mutacién en /liG, fliM y flN, las células no 

pueden ensamblar los flagelos (fenotipo Fla’); ensamblan flagelo pero no lo 

rotan (fenotipo Mot); o pueden ensamblar el flagelo pero rota con 

desviaciones muy altas o muy bajas hacia CCW (fenotipo Che’) (Yamaguchi, 

et al., 1986b). Asi, FliG, FliM y FIiN, son importantes estructuralmente 

permitiendo que se ensamble el flagelo, y funcionalmente, generando el 
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torque y determinando la direccién de rotacién; por lo tanto, estas proteinas 

pueden ser descritas como componentes del motor y del interruptor (Kubori, 

T., et al., 1997). Finalmente, cabe mencionar que cepas mutantes con 

fenotipos extremos CCW 0 CW han sido aisladas en cualquiera de los genes 

que codifican para las protefnas del interruptor, este hecho ha llevado a 

considerar que no existen subunidades especificas para estas direcciones 

dentro del interruptor. 

Ademas de las proteinas del interruptor hay dos proteinas relacionadas 

con la motilidad, MotA y MotB, las cuales son responsables del acarreo de 

protones y para anclar el motor en la superficie celular (MotB). Mutaciones 

en los genes motA o motB solo dan lugar a fenotipos paralizados (Mot’) y no 

alteran la tasa CW/CCW por lo que se cree que estas proteinas no tienen 

ningvin papel en la interfase entre la transduccién de sefiales y el interruptor 

(Blair, et al., 1990; Berg, et al., 1991). 

Localizacion del interruptor. 

La ausencia de segmentos transmembranales en la secuencia de las tres 

proteinas del interruptor sugirid que éstas se encuentran Jocalizadas en el 

citoplasma o periféricas a la membrana. (Kihara, M., et al., 1989). 

Adicionalmente, se hipotetizaba que si CheY era el modulador, el interruptor 

deberia estar localizado en la parte citoplasmica del cuerpo basal (Yamaguchi, 

S., et al., 1986a). Sin embargo, al analizar los componentes del cuerpo basal 

no se encontraron los elementos del interruptor, y se supuso que era una 

estructura asociada débilmente al cuerpo basal. La primera evidencia 

experimental que permitié establecer que FliG estaba localizada en la parte 
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citoplasmatica del anillo MS proviene del aislamiento de una mutante 

espontanea en fliG que contenia una pequefia delecién de 7 pares de bases en 

su extremo 5' que lo dejaba en fase con el gen anterior fliF que codifica para 

la proteina del anillo MS creando una proteina de fusi6n FliF-FliG (Francis, 

N., e¢ al., 1992), Esta mutante era motil y solamente presentaba un pequefio 

incremento en la tasa de rotacién en direccién CW, de tal manera que la 

proteina de fusién tenia una funcién casi normal. Por inmunomicroscopia 

electronica se identificéd a la proteina FliG en la cara citoplasmica del anillo 

MS y si se complementaba la mutante con solo el gen /liF silvestre las células 

eran no flageladas, lo que demostraba que existia una_ relacién 

estequiométrica 1:1 entre las proteinas FIiF y FliG en células silvestres para 

obtener una estructura flagelar funcional, y que FliG no es funcional si no se 

localiza en la cara citoplasmica de la membrana. 

Con el refinamiento de las técnicas para aislar cuerpos basales, se 

descubrié el anillo C, el cual se extiende a partir del anillo MS hacia el 

citoplasma, por inmunomicroscopia electronica y el andlisis de imagenes de 

estructuras con y sin el anillo C se establecié que FliG esta localizada en la 

unién del anillo C y el MS, y se identificaron a las proteinas FIiM y FIiN, 

como componentes adicionales del anillo C (Francis, N., et al., 1994). 

En términos de la estructura del motor, junto a las proteinas del 

interruptor se encuentran las proteinas Mot, que estan integradas a la 

membrana y se incorporan una vez que el flagelo ha sido sintetizado. Las 

pruebas de microscopia electrénica sugieren que estas proteinas estan 

localizadas alrededor del anillo MS y cercanas al anillo C (Francis, N., et al., 

1994), 
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La evidencia bioquimica y genética ha permitido delinear un modelo en 

el cual, la rotacion CW esta dada por la interaccion de la proteina Che Y-P con 

la proteina FliM, el cambio de conformacién que provoca esta interaccién es 

transmitido a las proteinas FIN y FliG, siendo esta ultima la que 

aparentemente juega un papel preponderante en la generacién del torque. El 

cambio conformacional en FliG puede estar acompafiado con un cambio en 

las cargas que se encuentran normalmente expuestas en el canal de protones y 

por ende, este cambio de atraccién a repulsién entre las cargas del motor y del 

estator puede ser el mecanismo que permite llevar a cabo el cambio en la 

direccién de la rotacion del flagelo (Lloyd, S., et ai., 1996). 

Con el objeto de tener un modelo que describa el proceso del 

interruptor en enterobacterias se ha disectado la funcién de cada regién de 

FIiM (Marykawas, D., et al., 1995; Toker, A., et al., 1996). En estos trabajos 

se logré tener un mapa de las interacciones entre FIiM y las otras proteinas 

del interruptor, asi como entre FliM y CheY. Las regiones se localizaron de la 

siguiente manera: los primeros 60 aminoacidos de FIiM son los encargados de 

la interaccion con CheY-P, los segundos 50 aminoacidos y los Ultimos 60 

aminoacidos son los encargados del ensamblaje del multimero de FIiM en el 

anillo C, es decir, interacciones FIiM-FIiM. La regién central, de los 

aminoacidos 101 a 260 estan involucrados con la rotacién del motor, y en un 

evento de switching correcto debido a la interaccion FliM-FliG. La 

interaccién con FIiN esta todavia en discusion, pero hay evidencias indirectas 

de que esta interaccion involucra los ultimos 52 aminoacidos del extremo C- 

terminal de FliM. 
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A pesar de que este modelo ha sido construido gracias a los estudios 

genéticos y bioquimicos desarrollados en £. coli y S. typhimurium; este ain 

sigue siendo un esquema fragmentado y con muchos aspectos tedricos ain 

por ser demostrado. Ademas, los modelos planteados anteriormente, que 

explican el control de la motilidad en enterobacterias, no parecen ser 

extensivos a la mayoria de los grupos bacterianos. De hecho, estudios 

recientes relacionados con el control de la motilidad en diferentes especies, 

indican, en la mayoria de los casos, que a pesar de existir un esquema general 

que parece ser compartido por una gran variedad de bacterias; la diversidad 

de los puntos de regulacién en la motilidad asi como los mecanismos que 

permiten a la bacteria sensar su medio ambiente, parecen alejarse bastante del 

esquema conocido para las enterobacterias. 

Rhodobacter sphaeroides. 

Rhodobacter sphaeroides pertenece al subgrupo-a de las 

proteobacterias. Este grupo se caracteriza por un alto contenido de Gt+C 

(arriba del 60%), incluye especies encontradas en una amplia variedad de 

ambientes y muestran una gran flexibilidad metabdlica. Algunos otros 

miembros de este subgrupo son Agrobacterium, Azospirillum, Caulobacter y 

Sinorhizobium. De estas, la mas cercana a las entéricas es Caulobacter y las 

mas lejanas son Sinorhizobium y Rhodobacter. 

A diferencia de las enterobacterias, muchos miembros del subgrupo-a 

muestran motores flagelares que solo giran en una direccién. Rhodobacter 

sphaeroides tiene un solo flagelo de ubicacién subpolar. (Armitage, J., y 
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Macnab, R., 1987). Su flagelo generalmente gira CW, pero se han encontrado 

variantes CCW. (Packer, H.L. y Armitage, J., 1993). 

Si se expone a la bacteria crecida en anaerobiosis a diferentes 

concentraciones de atrayentes, no hay cambios en la rotacién del flagelo, en 

contraste, si se retira el atrayente del medio las células se detienen 

transitoriamente (Packer, H.L., et al., 1996). Los datos anteriores sugieren que 

en lugar de nadar y reorientarse, R. sphaeroides nada y para, se reorienta 

durante la pausa, y sensa la reduccién del atrayente (o su producto 

metabdlico), al contrario de £. coli, que responde al aumento en la 

concentracion de atrayente. Se ha observado que durante los episodios de 

paro el flagelo se encuentra relajado en su parte distal y se enrolla en 

direccién del cuerpo celular. Durante este periodo, la célula es reorientada y 

cuando el flagelo se desenrolla, la célula nada en una nueva direccién. Se 

asume que el movimiento browniano es el responsable de la reorientacién de 

la bacteria durante los periodos de pausa. Las células desplazandose en un 

medio liquido de composicién quimica constante muestran variaciones en la 

velocidad avin en condiciones no estimulantes, acelerando y desacelerando 

durante los periodos de nado y cambiando de direccién sin un periodo de 

pausa aparente (Packer, H.L., ef al., 1997). La velocidad media de R. 

sphaeroides es mucho mas raépida que la de E.coli, siendo ésta de 35 ums"! y 

20 ums"! respectivamente. 

En presencia de atrayentes, R. sphaeroides aumenta la velocidad de 

nado hasta en un 25% y se reduce la frecuencia de paro, Este aumento se 

sostiene durante alrededor de 10 minutos y al parecer regresa a su velocidad 
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normal solo después que el efector ha sido metabolizado de alguna manera. 

(Armitage, J., y Schmitt, R., 1997), Se ha observado que los atrayentes para 

esta bacteria son metabolitos como succinato, acetato, azucares y 

aminodcidos, pero aun no se han identificado repelentes. (Ingham, C., y 

Armitage, J., 1987, Poole, P.S., et al, 1993) 

Hasta el momento no se sabe exactamente cual es la sefial metabdlica 

que controla el nado de Rhodobacter, pero han sido identificados algunos 

genes homdlogos a las MCP de entéricas (Ward, et al., 1995b), estos 

codifican para las proteinas denominadas Tlp. TIpA, pesa alrededor de 70kDa 

y tiene uno solo dominio que podria atravesar la membrana. Estudios con 

anticuerpos sugieren que es una proteina citopla4smica. La otra TlpB, pesa 

menos de 40kDa y tiene un solo dominio de sefialamiento, homdlogo a las 

MCPs con una pequefia region hidrofébica de anclaje a la membrana. El que 

carezcan de un dominio sensor puede indicar que interactuan con alguna otra 

proteina posiblemente anclada a la membrana. Ambas proteinas son 

citoplasmicas y probablemente sensen intermediarios metabdlicos especificos 

en el citoplasma. Cuando se muta TIpA, se reduce la quimiotaxis a varios de 

los compuestos utilizados como fuente de carbono pero sdlo en condiciones 

aerobicas, lo cual sugiere la existencia de una via de transduccion de sefiales 

alterna. TlpB se expresa en condiciones de anaerobiosis, pero su delecién 

tiene poco efecto en el comportamiento en cualquiera de las dos condiciones 

de cultivo. La introduccién de estos dos genes en una cepa mcp’ de E.coli 

aunque no complementan la mutante, inhibieron la quimiotaxis en cepas 

silvestres, sugiriendo un efecto sobre la quimiosensibilidad de £. coli 

(Armitage, J., y Schmitt, R., 1997). 
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En cuanto a los genes de quimiotaxis, se han caracterizado a las 

bacterias del subgrupo-a y todas presentan una organizacién similar entre 

ellas y muy diferentes a E.coli. En los miembros del subgrupo estudiados 

hasta el momento, hay por lo menos dos genes cheY, pero no hay cheZ. En 

Rhodobacter sphaeroides se identific6 primero un operén de genes de 

quimiotaxis constituido por los genes t/pB, ilpA (cuya funcién se explicd 

anteriormente), cheY,, cheA, cheW, cheR, cheY, y 4 ORFs. La funcionalidad 

de estos genes se demostré al introducir el gen cheW de R. sphaeroides en 

una mutante cheWA de E. coli y se observé un ligero incremento en la 

frecuencia de los eventos de rotacién CCW (switching). Sin embargo, en R. 

sphaeroides, la mutaci6n de este gen mantiene inalterada la respuesta 

quimiotactica hacia los acidos orgdnicos débiles y se observé un ligero 

incremento en la respuesta a los azicares. Asimismo, al hacer la delecién del 

operén completo la respuesta a los quimioatrayentes principales como acetato 

y propionato sdlo cambid ligeramente asi como la respuesta a azticares. Estos 

datos sugirieron que existe una via alternativa de quimiotaxis en R. 

sphaeroides (Hamblin, P.A., ef al., 1997a). Posteriormente se identificé un 

segundo operén de genes flagelares funcionales, que presenta copias 

adicionales de los genes cheA, cheW, y cheR, una primera copia de cheB, un 

gen tlpC y una tercera copia de cheY (Hamblin, P.A., et al., 1997b). 

La existencia de varias copias de los genes quimiotacticos marca una 

diferencia importante del esquema planteado en enterobacterias. Una primera 

especulacién ante la presencia de mas de una copia de cheY sugiere una 

funcion particular para cada una de ellas, es decir, que cada CheY podria 

interactuar con diferentes partes del motor flagelar o que fueran utilizadas 
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diferencialmente en distintas vias de transduccién de sefiales quimiotacticas 

(Ward, M. J., e¢ al, 1995a). 

Los puntos claves que controlan la motilidad de Rhodobacter 

sphaeroides son los periodos de rotacion y paro del flagelo, estos muy 

probablemente estan sujetos a un férreo control para que la bacteria sea capaz 

de alcanzar microambientes favorables. 

Uno de los primeros aspectos interesantes es conocer la estructura que 

controla el proceso de rotacién-paro del flagelo en esta bacteria. Como fue 

mencionado anteriormente, en las enterobacterias, el control CW-CCW esta 

dado por la interaccién de CheY-P la proteina FliM. En el caso de 

Rhodobacter, es factible plantear que el control de la rotacidn-paro ocurre por 

la interaccién de alguna de las tres proteinas CheY con alguna proteina 

flagelar equivalente a FliM. 

Ademas, como fue mencionado anteriormente, FliM, FIiN y FliG estan 

involucradas no solo en el proceso del control de la rotacién, sino tambien 

son importantes para ensamblar el flagelo y generar el torque; en 

consecuencia, resulta [dgico suponer ta existencia de estas proteinas en R. 

sphaeroides. Aunque es posible esperar que estas proteinas presenten algunos 

cambios con respecto a sus contrapartes enterobacterianas, su identificacién y 

estudio puede contribuir a elucidar algunos de los aspectos moleculares que 

controlan la quimiotaxis en estas bacterias. 
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OBJETIVO GENERAL. 

Este estudio se centré en uno de los genes que codifican para las 

proteinas del interruptor del flagelo de Rhodobacter sphaeroides, la proteina 

FIiM. Esta proteina es de suma importancia dado que es la conexion entre dos 

sistemas: por un lado el sistema de quimiotaxis y por otro lado el sistema 

flagelar. La unién de estos sistemas da por resultado una conducta de 

atraccion o de repulsién hacia ciertas sustancias presentes en el medio. Dada 

la importancia de la proteina FliM como blanco del sistema quimiotactico, el 

objetivo general de este trabajo es identificar, clonar y caracterizar el gen fliM 

de R. sphaeroides. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Elucidar la funcionalidad de la secuencia homodloga del gen fliM de R. 

sphaeroides por medio de una mutante por interrupcién génica fli’. 

Caracterizar el fenotipo de la mutante fliM por métodos genéticos y 

moleculares. 
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ANTECEDENTES 

Previamente se identificé y clond una secuencia homodloga del gen flit 

de enterobacterias en el cromosoma de Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. Este 

gen esta localizado en un fragmento EcoRI de 5.3 Kb y esta flanqueado por 

dos secuencias homologas a los genes fli y fliJ (Ballado, 1996). 

Al encontrarse un orden genético similar al de otras bacterias, surgié la 

posibilidad de que fliM se encontrase rio abajo de los genes anteriores. 

Cuando se secuencid el extremo del fragmento EcoRI opuesto a fli se 

encontré una secuencia homologa al extremo 5' del gen fliM(ver Figura 3). 

5.3 Kb 
  

              
  

Figura 3. Esquema del fragmento EcoRI de 5.3 Kb de la cepa de R. sphaeroides 2.4.1 

clonado en el vector pTZ19R. Enzimas de restriccién: E: EcoRI; N: Neol. El fragmento 

Ncol-EcoRI correspondiente al extremo 5' del gen fliM fue utilizado como sonda para 

localizar el gen fliM completo (recuadro sombreado) 

Para obtener un fragmento de DNA que Ilevara el gen /liM completo, se 

hibridé el DNA cromosomal de la cepas silvestres WS8 y 2.4.1 con una sonda 

del extremo 5’ de fliM obtenida a partir de la clona mencionada anteriormente. 

Como se puede observar en la Figura 4, se obtuvieron fragmentos EcoRI 

idénticos para ambas cepas, a diferencia de 1a digestion con SalI que dio 
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fragmentos de 4.6Kb para la WS8 y 8.5 Kb para la 2.4.1. Se decidid clonar el 

fragmento Sall de 4.6Kb en el vector pTZ19R para su secuenciacion. 

EcoRI Sall 

a 1 — 85 

5.3.— ap ep 
@@ <+— 46 

WS8 2.4.1 WS8 24.1 

Figura 4, Southern Blot de las cepas WS8 y 2.4.1 de Rhodobacter sphaeroides. E] DNA 

cromosomal total fue hibridado con una sonda que contiene el extremo 5° del gen fliM (ver 

figura 3). 

La secuencia nucleotidica revelé un ORF cuya traduccién conceptual 

predice un polipéptido de 310 aminodcidos; éste muestra un alto grado de 

similitud al compararlo con la proteina FliM de las enterobacterias, e incluso 

con otros marcos de lectura abiertos presentes en el cromosoma de las 

bacterias cuyo genoma ha sido completamente secuenciado (Tabla 1). 

En la Figura 5 se muestra la alineacion de algunas de €stas secuencias y 

es posible observar la presencia de algunos residuos invariables o altamente 

conservados, los cuales pueden ser importantes para la funci6n de la proteina. 
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Tabla 1 

Homologia de FliM a nivel de identidad en diferentes especies 

FM Rs 

FliM St 26.99% 

FM Ec 26.99% 

FM Bs 21.47% 

FIiM Bb 23.00% 

FHM Ce 21.32%       
  

Rs = Rhodobacter sphaeroides 

St = Salmonella typhimurium 

Ec = Escherichia coli 

Bs = Bacillus subtilis 

Bb = Borrelia burgdorferi 

Cc = Caulobacter crecentus 

Asi, el objetivo inicial de este trabajo fue ver si ésta secuencia 

homédloga correspondia efectivamente al gen fliM funcional en Rhodobacter 

sphaeroides. 
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flim_ecoli 244 

flim_salty 244 

flim_bacsu 245 

flim_rs 243 

flim_caucr 283 

flim_ecoli 285 

flim salty 285 

flim_bacsu 286 

flim_rs 284 

flim_caucr 324 

flim_ecoli 324 

flim_salty 324 

flim_bacsu 325 

flim_rs 323 

flim_caucr 365 

    

flim_ecoli 334 

flim_salty 334 

flim_bacsu 332 

flim_rs toes ~ - 
flim_caucr : KKAMOKLK~~ : 373 

Figura 5. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de FliM entre las siguientes 

especies: ecoli (Escherichia coli), salty (Salmonella typhimurium), bacsu (Bacillus 

subtilis), ts (Rhodobacter sphaeroides) y caucr (Caulobacter crescentus). Los 

sombreados indican: SMiaminodcidos idénticos o con un porcentaje de similaridad 

mayor o igual a 0.50% en todas las secuencia s comparadas, FEB aminoacidos 

idénticos 0 con un porcentaje de similaridad mayor 0 igual a 0.50% en el 80% de las 

secuencias comparadas; & aminoacidos idénticos o con un porcentaje de 

similaridad mayor o igual a 0.50% en el 60% de las secuencias comparadas. 

  

31 

 



e
e
e
e
s
e
o
e
e
o
e
e
a
v
o
s
e
o
a
e
a
e
0
2
e
e
n
0
n
e
2
0
e
0
2
0
e
0
e
0
8
6
8
2
8
0
0
2
0
0
0
0
8
0
8
8
 

08
80

88
68

 
8
 
@
 

MATERIALES Y METODOS 

Cepas Bacterianas 

Cepas de Escherichia coli: 

JM103: A(lac-pro), thi, strA, supE, endAsbcB, hsd R., F'tra D36, proAB, lac 

19, lacZ AM1S. 

HB101: F, AsdS20(,,m,), recAB, ara-14, proA2, lacY1, gal K2, rpsL20 

(Sm), xyl-5, mil-1, E44, 2°. 

XL1-Blue: F'::Tnl0, proA*B", lacl*, A(lacZ) M15/recA1, endA1, gyrA46, thi, 

hsdR17, supE44, relA1. 

S17-1: Pro’, Res’, recA; piasmido integrado RP4-Tc::Mu-Kn::Tn7 

Cepas de Rhodobacter sphaeroides: 

WSS8N: cepa silvestre con resistencia espontanea a acido nalidixico. 

Condiciones de cultivo. 

Los medios de cultivo utilizados fueron: 

Luria: que contiene 1% de bactotriptona, 0.5% de extracto de levadura 

y 1% de cloruro de sodio. 

Medio minimo de succinato (Sistrom, 1960): A una concentracién 10: 

200mM KH,PO,; 37.8 mM NH,SO,, 340mM acido succinico; 6.7mM L- 

glutamico; 2.5mM L-aspartico; 85mM NaCl; acido nitriloacético; 12 mM 

MgSO,.7120; 2.3mM CaCl,; 0.07mM Sulfato ferroso; 1.6 mM Molibdato de 

amonio; 1 ml de Solucién traza 10X (EDTA; 38mM ZnSO4.7420; 18 mM 

Sulfato ferroso; 9MM MnSO,.490; 1.5 mM CuSO,.s90; 1.8mM acido bérico); 
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se ajusta el pH a 7.0 con KOH y se esteriliza por autoclave. Después se 

agrega una solucién de vitaminas a una concentracién final del 0.1% (Acido 

nicotinico, tiamina y biotina). 

Medio selectivo para nado (Armstrong,1967) : 0.03% Bactotriptona, 

0.03% extracto de levadura y 0.3% de bactoagar. Se incuban las bacterias 

aerobicamente durante 48 horas a 30°C. 

Todos los medios se esterilizan por autoclave 22 minutos, a 15 lb y_ 

121°C. 

Para los cultivos en medios sdlidos, se utilizaron los mismos medios, 

adicionandose 15 g/l de agar. 

Las concentraciones de antibidtico para E.coli cuando eran requeridas 

fueron: ampicilina 100pg/ml, tetraciclina fueron 25 pg/ml, kanamicina 50 

ug/ml, estreptomicina 100ug/ml y espectinomicina 50.1g/ml. 

Las concentraciones de antibidtico para R. sphaeroides fueron: acido 

nalidixico, 25 ug/ml; tetraciclina 1 pg/ml; espectinomicina, 50 ug/ml. 

Las cepas de £. coli se mantuvieron en tubos de agar inclinado con 

medio Luria, los cuales fueron resembrados a intervalos de un mes. Los 

cultivos liquidos se realizaron en Luria, a 37°C. 

Las cepas de R. sphaeroides se mantuvieron en cajas de Petri con 

medio Sistrom crecidas en condiciones de anaerobiosis-fotosintesis, y fueron 

resembradas cada mes. Los cultivos liquidos fueron en su mayoria aerébicos a 

30°C con agitacién, en otras ocasiones fueron anaerdbicos a 30° con luz 

artificial. 
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Microscopia Electrénica 

A partir de un cultivo aerdbico de Rhodobacter sphaeroides se toman 

10 wl de células y se aplican a unas rejillas cubiertas de Formvar especiales 

para microscopio electrénico. Las muestras fueron tefiidas negativamente con 

una solucion de 1% de acetato de uranilo y se observaron en un microscopio 

electrénico JEM-1200EXII (Jeol, Tokio, Japén). Las micrografias fueron 

tomadas con un voltaje de aceleracion de 80 kV. 

Métodos Genéticos 

Transformaci6n por el método de cloruro de calcio. 

A partir de un cultivo de la cepa deseada, inocular 10mi de Luria con 

0.2 ml del cultivo. Crecer hasta una densidad dptica de 0.5 a 550nm. Dejar en 

hielo 10 minutos y centrifugar estéril en tubos de vidrio 4 minutos a 4500 

rpm. Resuspender en 5 ml de CaCl, 100mM e incubar 15 minutos en hielo. 

Centrifugar 4 minutos a 4500 rpm y resuspender en 0.66 ml de CaCl, 

100mM. Dejar en hielo 1 hora para posteriormente tomar 200u1 de células y 

agregarlas a un eppendorf con plasmido (no mas de 10ul de plasmido). 

Incubar 30 minutos en hielo y dar choque térmico a 42°C durante 2 minutos. 

Reposar otros 2 minutos en hielo y agregar 0.8ml de luria. Incubar a 37°C 

durante 45 minutos para que las células expresen la resistencia al antibidtico y 

centrifugar 20 segundos. Resuspender las células en lo que queda de decantar 

y platear todo en medio selectivo. 
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Transformacién por el método "Simple y eficaz" (Inoue, H., 1990) 

Se inocula un matraz de 2 litros con 250 ml de SOB (2% Bactotriptona; 

0.5% extracto de levadura; 10mM NaCl; 2.5mM KCl; 10mM MgCl; 10mM 

MgSO,) con 10 colonias de JM101 hasta una D.O. de 0.6 a una absorbancia A 

de 600nm y se incuba a 18 °C con agitacién vigorosa. Se enfrian en hielo 

durante 10 minutos y se centrifugan a 3000 rpm 10 minutos a 4°C. Las células 

se resuspenden en 80 ml de TB (10 mM Pipes, 55 mM MnCl,, 15mM CaCl) 

se incuban en hielo 10 minutos y se vuelven a centrifugar a 3000 rpm 10 

minutos a 4°C. Se resuspende en 20 ml de TB y se agrega con mucho cuidado 

DMSO hasta una concentracion final de 7%. Se incuban en hielo durante 10 

minutos y se guardan en tubos eppendorf en alicuotas de 0.2 ml. Las células 

se enfrian rapidamente en hielo seco y se guardan a -70°C. 

Para transformar, las células se descongelan a temperatura ambiente y 

se pasan a hielo, se agregan 5 il de plasmido y se incuban en hielo durante 30 

minutos. Se da un choque térmico de 42°C durante 30 segundos y en hielo 

durante 2 minutos y se recuperan las células agregando 0.8 ml de SOC (SOB 

con 20mM de glucosa) incubandolas 1 hora a 37°C con agitacién vigorosa. 

Finalmente se concentran las células y se platean en medio selectivo. 

Conjugacién Triparental. (Donohue, T.J. y Kaplan, S., 1991). 

Los sistemas de transformacién tradicionales no son aplicables a R. 

sphaeroides, por lo que uno de los métodos para transferir genes es la 

conjugacion triparental. Consiste en poner en contacto directo a las cepas 

donadoras y la cepa receptora y que por conjugacién pase el DNA de 

plasmido de una a otra. Este procedimiento se lleva a cabo en presencia de 
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una cepa que contiene un plasmido ayudador que contiene los genes 

involucrados en el mecanismo de transferencia. En este trabajo la cepa 

donadora fue JM101/pRS133 (se describira en Resultados), la cepa ayudante 

fue la HB101/pRK2013 y la cepa receptora es la WS8. 

Todas las cepas se cultivan hasta fase estacionaria durante toda la 

noche. Al dia siguiente se recultivan hasta que estén en fase exponencial y se 

toman los volumenes equivalentes a 5x10° células de las cepas donadora y 

ayudante y 5 x 10° células de la cepa receptora. Se lavan en medio libre de 

antibidticos separadamente y se resuspenden en medio sin antibidticos. 

Posteriormente se mezclan las tres cepas en un tubo eppendorf estéril, se 

centrifugan y se resuspenden en 100 pl de medio fresco. La mezcla se 

deposita sobre cuadritos de nitrocelulosa en una caja de petri con Luria 

semiseco. Las conjugantes se incuban durante 6 horas a 30°C y 

posteriormente se lavan los cuadritos en medio fresco y se eliminan los 

papeles. Se concentran las células y se resuspenden en 0.1ml de medio 

Sistrom. Se plaquean en medio selectivo y se incuban a 30°C durante 3 dias. 

Si al primer dia se observan colonias el resultado es negativo. 

Conjugacién Biparental (Donohue, T.J. y Kaplan, S.,1991). 

Hacer cultivos de toda la noche de la mutante de R. sphaeroides (ver 

Resultados) y la cepa donadora $17-1 con el plasmido complementante 

donador pRK415 con el inserto de interés. Al dia siguiente crecer a la 2. 

sphaeroides hasta una densidad dptica de 0.6 a 600 nm y a S17-1 hasta fase 

exponencial. Se toman 0.5 ml de cada cultivo se centrifugan a 6000 rpm 3 

minutos. Se lavan en 0.5 ml de medio fresco, se resuspenden en 100 ul de 

Luria y se mezclan en un tubo. Ponerlas en nitrocelulosa en una caja de Petri 
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con Luria semiseco e incubarlas 6 horas a 30°C. Lavar las células y eliminar 

el papel, concentrarlas en 100 ul de medio y platearlas en medio selectivo. 

Incubar durante 3 dias a 30°C. 

Métodos de Biologia Molecular. 

Purificacién de plasmidos por el método de mini-prep hervidos.- (Holmes, 

D.S., Quingley, M., 1981) 

A partir de 2 ml de un cultivo de toda la noche en medio selectivo, se 

pasan las células a un eppendorf donde se centrifugan 4 minutos. Se 

resuspenden en lo que quede de medio y se agregan 300u] de STET (8% 

sacarosa, 5% triton, 50mM EDTA pH 8.0, 50mM tris-HC] pH 8.0) y 30pl de 

lisozima 10mg/ml. Se agitan vigorosamente 2 segundos, se hierven 45 

segundos exactamente y se centrifugan a temperatura ambiente durante 12 

minutos. Se toman 210ul de sobrenadante agregando después 230pl de 

isopropanol. Se precipitan a -70°C durante 15 minutos y posteriormente se 

centrifugan 10 minutos en frio. La pastilla se lava con etanol al 70% y se seca 

al vacio durante 15 minutos. La pastilla se resuspende en 27pl de agua y se 

corren 3] en un gel de agarosa al 1%. 

Purificacién de plasmidos por columna de Quiagen. 

_ Este método esta basado en la lisis alcalina de bacterias (Birboim, 

1979) modificado. El procedimiento ha sido condensado en tres pasos en 

combinacion con la purificacién en una columna de intercambio aniénico con 

una resina QUIAGEN que tiene una superficie hidrofilica de DEAE lo que 

produce una alta densidad de cargas en la superficie, que junto con un poro 
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grande permite un rango amplio de separacién de diferentes tipos de Acidos 

nucléicos. La combinacién adecuada de pH y concentracién de cloruro de 

sodio, permite separar el plasmido de otras especies de Acidos nucléicos. 

A partir de un cultivo amplificado de 100-500 ml, se lisan las bacterias 

en una solucién de NaOH/SDS en presencia de RNasa A, este lisado es 

neutralizado afiadiendo acetato acido de sodio para precipitar los residuos 

celulares y el DNA cromosomal. Posteriormente el sobrenadante se pasa por 

una columna de QUIAGEN equilibrada por flujo de gravedad y se lava con 

cloruro de sodio 1M para eliminar los contaminantes residuales sin que el 

plasmido se despegue de la columna. Se eluye el DNA con un buffer de alta 

sal (1.25 M NaCl, pH 8.5) y por ultimo se concentra y se desala por 

precipitacién con isopropanol. La pastilla se resuspende en un volumen 

apropiado de agua. 

Purificacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa. 

(Vogelstein, B. y Gillespie, D., 1979). 

Para este procedimiento se utilizé el kit de USBioclean™ MP, el cual 

es un método rapido para extraer DNA de geles de agarosa, elimina solventes 

organicos, concentra el DNA sin precipitacion con etanol y se pueden obtener 

rendimientos de hasta el 80% de recuperacién; el producto de este 

procedimiento es lo suficientemente puro como para llevar a cabo 

manipulaciones como marcaje con radioactividad, digestiones enzimaticas 0 

secuenciacién. Esta basado en el método de Vogelstein y Gillespie, quienes 

aprovechan la capacidad del vidrio para atraer DNA por carga eléctrica. 

El procedimiento inicia cortando las bandas justas de DNA del gel y 

ponerlas en un eppendorf. Afiadir 3 volimenes de yoduro de sodio 6M. 

38



Incubar a 55°C aproximadamente 5 minutos hasta que se disuelva 

completamente la agarosa. Afiadir 10u1 de glass powder (polvo de vidrio) 

previamente agitado vigorosamente y mezclar bien. Incubar 30 minutos en 

hielo. Centrifugar 2 minutos a 3000 r.p.m. en frio y guardar el sobrenadante 

como precaucion. Al tubo de la pastilla afiadirle 5001 de buffer de lavado 

frio y agitar vigorosamente. Centrifugar 2 minutos a 3000 r.p.m., eliminar 

sobrenadante. Lavar 2 veces mas eliminando el sobrenadante lo mas posible. 

Resuspender en 30 il de agua e incubar a 42°C durante una hora. Correr 3ul 

en un gel de agarosa al 1%. En caso de no ver la banda en el gel repetir el 

procedimiento con el sobrenadante que se guardé como precaucién desde el 

punto donde se agrega el glass powder. 

Extraccién de DNA cromosomal. (Ausubel, F.M. e¢ al., 1989) 

15 ml. de cultivo de R. sphaeroides se centrifugan y resuspenden en 

567 ul de buffer TE pH 7.8 cuidadosamente. Se agregan 30 pil de SDS al 10% 

y 10 pl de proteinasa K 20mg/ml. Se incuba toda la noche a 37°C. Se agregan 

1001 de cloruro de sodio 5M y se mezcla bien por inversién del tubo, se 

afiaden 80 ul de una solucién CTAB 10%/NaCl 0.7M se mezcla y se incuba 

20 minutos a 65°C. Se extrae con un volumen de cloroformo-alcohol 

isoamilico (24:1), posteriormente con un volumen de fenol-cloroformo- 

alcohol isoamilico (25:24:1) y finalmente se precipita con 0.6 volimenes de 

isopropanol. El precipitado se transfiere con una pipeta Pasteur a un tubo con 

etanol al 70% para lavar el DNA y se vuelve a transferir a un tubo eppendorf 

donde se resuspende con un volumen apropiado de agua. 
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Hibridizacién DNA:DNA (Southern Blot) 

Procedimiento de Southern Blot.(Southern, 1975) 

Se corre un gel de agarosa al 1% con las muestras de DNA cromosomal 

total digerido totalmente con distintas enzimas. Después de correr el gel se 

tifid con bromuro de etidio y se sacé una fotografia. 

Para desnaturalizar el gel: 

Se remoja el gel en 5 volimenes de HCl 0.25M con agitacion suave, se 

quita todo el azul de bromofenol hasta que se ve una coloracién amarilla en el 

gel, pero no debe prolongarse mas de 15 minutos. 

Inmediatamente se coloca el gel en 5 volimenes de NaCl 1.5M y 

NaOH 0.5M por 20 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Este 

lavado se repite una vez mas. 

Para neutralizar el gel: 

Neutralizar dos veces el gel en 5 volumenes de una solucién de Tris 

1M pH 7.5 - NaCl 1.5M durante 20 minutos a temperatura ambiente con 

agitacion suave. Se verifica la eficiencia de la neutralizacién del gel, 

probando el pH. Si éste no es menor de 8.5, se repite el ultimo lavado. 

Para transferir el gel: 

Se corta el filtro de nylon y se remoja en agua desionizada. Se monta 

una cAémara de transferencia que contiene SSC 20X. Una vez transferido el 

DNA se fija el filtro con luz ultravioleta (autocrosslink). 

Prehibridacion del filtro: 

  

El filtro se prehibrida durante 4 horas a 42°C con la siguiente solucion: 

Para 16 ml. de solucién 
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Formamida 100% 50% (v/v) 8.0 ml 

SSPE 20X 6X 4.8 ml 

(SSPE: NaCl 3M, NaH,PO,.H,O 0.2M, Na,EDTA, 0.02, pH 7.4) 

Denhart SOX 5X 1.6 ml 

SDS 10% 1% 1.6 ml 

E] DNA de timo (10mg/ml) se utiliza en un volumen de 20u1 por cada ml de 

solucion de prehibridacién. Se hierve previamente durante 10 minutos y se 

caza en hielo durante 5 minutos. 

Para hibridar el filtro: 

A la solucién de prehibridizacion se le agrega la sonda marcada hervida 

durante 10 minutos e incubada en hielo durante 5 minutos. Se deja a 42°C 

toda la noche. 

Para lavar el filtro: 

Lavar 2 veces con SSC5X y 0.5% SDS a 65°C durante 5 minutos. 

Lavar 1 vez con SSC 0.1X y 1% SDS a 50°C durante 30 minutos. 

Lavar una vez con SSC 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

Para unir el conjugado de estreptoavidina-fosfatasa alcalina (SA-AP): 

Lavar el filtro en 46 ml de TBS-Tween20 (Tris base 100mM, NaCl 

150mM, Tween 20 0.05% (v/v), pH 7.5 filtrar a través de una membrana de 

0.45um estéril) durante un minuto. No hay que dejar que se seque la 

membrana. Poner la membrana en una bolsa nueva de hibridacién. Afiadir 34 

ml. de solucién bloqueadora, precalentada a 65°C. Incubar una hora a 65°C 

con agitacién suave. Por otro lado centrifugar el tubo del conjugado SA-AP 

durante 30 minutos en frio, tomar 31 y llevarlo a 3 ml con TBS-Tween. 

Regresar la solucién de bloqueo a su tubo y agregar el SA-AP diluido. 

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Cambiar de 
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bolsa de hibridizacién y enjuagar con 45 ml de TBS-Tween durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Enjuagar una hora con otros 45 ml de TBS- 

Tween. Lavar la membrana con la solucion de lavado final 1X (4.5 ml de 10X 

final wash buffer (Tris base 100mM, NaCl 100mM, MgCl,.6H,O 50 mM, pH 

9.5) en 45 ml de agua), incubar una hora a temperatura ambiente. Poner la 

membrana en un folder y a lo largo de la orilla del lado en que cierra agregar 

450ul de Reactivo de deteccién. Cerrar el folder y extender el reactivo a lo 

largo de la membrana sin dejar burbujas. Incubar durante 5 minutos. Poner a 

exponer una placa de radiografia durante 1- 5 minutos y revelar. 

Elaboracion de la sonda: 

La sonda de fliM fue obtenida a partir de un producto de PCR de 1.2 Kb 

que abarca la totalidad del gen. Una segunda sonda_ se prepard con la 

digestién del plasmido pRS75 con NcoI y EcoRI dando un fragmento de 

431pb. Se purificaron a partir de un gel de agarosa y se marcaron con el kit de 

BioPrime. Con este kit los primers se unen al templado de DNA 

desnaturalizado y se extiende con el fragmento Klenow en presencia de 

biotina-14-dCTP. Hay una amplificaci6n de 10 a 40 veces de la sonda. Se 

puede iniciar con un minimo de 25 ng de DNA, se agregan 20 ul de Solucién 

de random primer. Se desnaturaliza durante 5 minutos y se pasa a hielo 

inmediatamente. Se agregan 5 ul de dNTPs y agua a un volumen total de 49 

ul. Se mezcla y se afiade 1 pl de Fragmento Klenow, después se incuba una 

hora a 37°C y se agregan 5 sl de buffer de parado. Se precipita dos veces con 

1/10 de acetato de sodio y dos volimenes de etanol absoluto y se resuspende 

en un volumen apropiado de agua. 
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Métodos Enzimaticos 

Determinacién de la B-glucuronidasa (GUS) (Jefferson, R., 1986) 

Este método fue adaptado para R. sphaeroides a partir de un protocolo 

disefiado para plantas de tabaco. A partir de 30 ml de un cultivo aerdébico de 

R. sphaeroides se tomaron cada hora 1.5 ml de cultivo y se centrifugaron 4 

minutos a 6000 rpm. Se resuspendio la pastilla en 200 yl de buffer de 

extraccién (50mM NaH,PO, pH 7; 10 mM f-mercaptoetanol; 10mM 

Na,EDTA; 0.1% TritonX-100). Las muestras se congelan a -70°C hasta su 

utilizacién. Posteriormente se sonican con dos pulsos de 10 segundos y se 

centrifugan a 14000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se transfiere el 

sobrenadante a otro eppendorf y se deja en frio. Por otro lado se prepara el 

Buffer de ensayo (1mM 4-metil umbeliferil B-D-glucoronido (MUG) en 

buffer de extraccién), que antes de usarse se precalienta en alicuotas de 500 ul 

a 37°C. A este buffer precalentado se le agregan 25 ul de extracto de bacterias 

y se agitan para mezclarlos. Se toman alicuotas de 100 ul y se agregan a 

9001 de Stop buffer (0.2M de Na,CO,) a temperatura ambiente. Se para la 

reaccion a tiempo 0 minutos y 15 minutos. Las muestras se cuantifican en un 

fluorémetro calibrado con una solucién blanco de 100nM de metil- 

umbeliferona (MU). 

43



e
e
e
e
e
e
a
e
s
e
e
e
e
v
e
e
s
e
e
e
e
t
s
e
e
o
e
a
e
s
e
e
s
n
d
e
o
n
g
e
e
s
e
e
d
 

sd 
e
o
e
8
 
@
 

Determinacié6n de proteina por el Método de Lowry (Lowry, O.H., et.al., 

1951). 

Se preparan las siguientes soluciones: 

- Solucion A, para 1 litro 

NaOH 4g 

Na,CO, 20 ¢g 

- Solucién B, para 100 ml: 

Tartrato de sodio y potasio 2g 

- Solucién C, para 100 ml: 

CuSO4.s120 lg 

- Solucién de BSA, 1mg/ml, se separa en alicuotas y se guarda a -20°C. 

- Solucion mezcla: 

Solucién A 98 ml 

Solucion B 1 ml 

Solucién C 1 ml 

- Solucion Folin: 

Dilucion 1:3 de folin-ciocalteu en agua. 

El blanco es 1 ml de agua destilada. La muestra control son 100pI de 

BSA en 900ul de agua destilada. La muestra problema son 1001 de extracto 

en 9001 de agua destilada. 

A cada una de las muestras anteriores se le agregan 5 ml de la solucién 

mezcia, se agita vigorosamente y se deja reposar por 10 minutos. 

Posteriormente se agregan 500ul de solucién de folin, se agita vigorosamente 

y se deja reposar por 30 minutos. Se determina la cantidad de proteina 

leyendo a 625 nm en el espectrofotémetro. 
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RESULTADOS. 

Construccién de la mutante fliM de Rhodobacter sphaeroides. 

En base a los antecedentes se procedié a construir una cepa mutante 

fliM por disrupcién génica. Como primer paso se subcioné el fragmento SalI 

de 4.6 Kb del plasmido pBG0405 en un vector pTZ18R, el cual fue 

previamente modificado con el objeto de eliminar el sitio EcoRI del 

polilinker. Este plasmido fue denominado pRS75 (Figura 6). 

Como segundo paso se digiriéd el plasmido pRS75 con E.oRI, cuyo 

unico sitio de reconocimiento se encuentra ubicado dentro de la region 

codificadora de fliM. En este sitio se insert6 un cassette de 3.8Kb que 

contiene los genes uidA, y aad, que codifican para la enzima B- 

glucuronidasa y para la enzima aminoglicosido-3-adeniltransferasa a 

espectinomicina respectivamente. El nuevo plasmido fue denominado 

pRS103. La digestién de éste ultimo con la enzima Sall produce un fragmento 

de 8.4Kb el cual lleva el alelo fliM::uidA-aad]. Este fragmento fue 

posteriormente subclonado en el vector suicida pJQ200mp18, Ilamandosele 

pRS133. 

El vector pJQ200mp18 (Gm*) tiene ciertas caracteristicas especiales. 

Es incapaz de replicarse en R. sphaeroides y contiene el gen sacB de Bacillus 

subtilis cuya expresién en presencia de sacarosa es letal en bacterias gram- 

negativas de tal manera que es posible discriminar entre un evento de 

integracién del vector completo (recombinacién sencilla) y un evento de 
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doble recombinacién. En este caso debido a que el alelo fliM-:uidA-aad! esta 

flanqueado por aproximadamente 2Kb de DNA acada lado, hay una buena 

zona de homologia para que se lleve a cabo la doble recombinaci6n. 

Una vez clonado el fragmento SalI de 8.4 Kb en el vector suicida, se 

liev6 a cabo una conjugaciOn triparental entre la cepa receptora WS8 de 

Rhodobacter sphaeroides \a cepa HB101/pRK2013 que contiene un plasmido 

helper con los genes tra para ayudar a transferir el] plasmido presente en la 

cepa JM101/pRS133 de £. coli a la WS8. (ver material y métodos). La 

seleccién de la mutante flim se hizo en cajas de medio Luria- 

espectinomicina-sacarosa, al cual se le afiadid acido nalidixico para 

contraseleccionar la cepa de F. coli que es resistente a espectinomicina. Las 

transconjugantes obtenidas se replicaron en cajas del mismo medio y en cajas 

con la misma combinacién adicionadas con gentamicina. Se obtuvieron 

colonias Gm® Spc® Nal® SacB* las cuales pueden representar mutaciones en 

sacB, Asimismo se obtuvieron dos colonias Gm* Spc® Nal® SacB® lo que 

sugiere que ocurrié un evento de doble recombinacién utilizando la secuencia 

cromosémica adyacente a fli. A esta cepa se le denomind NGI y se 

procedié a su caracterizacion. 
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      pRS133 sacB 
  

  

            

|_—_____________ 133 Kb |=) ————_----_____ 
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R. sphaeroides WS8 + HB101/pRK2013 (plasmido helper) + JM101/pRS133 
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Spe®Nal®Sac8%"Gm* 
  

Figura 6. Diagrama de construccion de la mutante NG1, fliM:-uiddaad] en R. sphaeroides. 

Las cajas sombreadas representan a las regiones codificadoras indicadas. Las cajas abiertas 

sin texto indican las regiones de DNA cromosomal adyacentes al gen /liM. Las lineas 

delgadas representan el DNA de los vectores de clonacion. 
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Caracterizacién de la cepa NG1. 

Southern Blot de las cepas WS8 y NG1 

Para comprobar que el cassette de uidd-aad/ se insertd en el 

cromosoma en la region homéloga a fliM se hizo un Southern Blot con DNA 

cromosomal de la cepa silvestre WS8 y la mutante NGI digeridas totalmente 

con SalI e hibridadas con una sonda biotinilada de 431 pb extraida del 

plasmido pRS75 digerido con NcoI y EcoRI la cual abarca del codén del 

inicio de la traduccion de fliM al sitio donde se insert6 el cassette (Figura 7). 

En la Figura 7 se observa una diferencia entre la cepa WS8 y la NGI de 

3.8 Kb, equivalente a la longitud del cassette insertado en fliM; ademas, en 

esta cepa tampoco se observa el fragmento correspondiente a fliM silvestre, 

por lo tanto, este resultado sugiere que el gen fli silvestre fue reemplazado 

por el alelo mutante fliM- :uidA-aad/. 

Otra manera de comprobar la insercién del cassette sin pérdida de otras 

secuencias fue haciendo un Southern Blot pero ahora utilizando como sonda 

el gen fliM completo. En los dos primeros carriles de la figura 8A , el DNA 

cromosomal de las cepas WS8 y NG1 fue digerido con Sail (carriles A y B), 

una vez mas se observan las bandas de 4.6 y 8.4 Kb; en los dos siguientes 

carriles (C y D) el DNA cromosomal fue digerido con la enzima PstI. (Figura 

8) 
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Figura 7. Hibridizaci6n DNA-DNA tipo Southern Blot de la mutante NG1 fliM:-uidA- 
addide R. sphaeroides. E| DNA total de las cepas WS8 y NG1 fue digerido con Sall e 
hibridado con una sonda biotinilada de fliM (fragmento NcoI-EcoRI de 431 pb) 
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8.4 Kb 

4.6 Kb 

  

19Kb 

aw oe 2.3Kb 
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Figura 8. Hibridizacién DNA-DNA tipo Seuthern Blot de las cepas WS8 y NGI, 
hibridizadas con la sonda biotilinada de fliM de 931 pb. Carril A: WS8 digerida con Sall; 
carril B: NG1 digerida con Sall; carrit C: WS8 digerida con PstI; carril D: NG1 digerida 

con Pstl. 
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En la Figura 9A se muestra en un diagrama la digestion del DNA 

- cromosomal de la cepa silvestre WS8 con PstI, que corresponde al carril C de 

la figura 8. Se sefialan los sitios de corte de la enzima en las zonas aledafias 

al gen fliM, y que abarcan las bandas marcadas con la sonda biotinilada de 

931pb que abarca al gen /liM completo. Existen tres sitios de corte, el 

primero (P1) esta ubicado antes de fliM y se encuentra a 501 pb del siguiente 

sitio PstI presente en /liM (P2), esta zona corresponde a la banda inferior del 

carril C. El tercer sitio (P3) esta localizado a 2329 pb del sitio P2, y 

corresponde a la banda superior del carril C. 

La Figura 9B representa el diagrama de la digestién con Pstl del DNA 

cromosomal de la cepa NGI, correspondiente al carril D de la Figura 8. En 

dicha region hay 5 sitios de corte de la enzima PstI. El primero (P1) esta 

localizado antes del gen fliM y se encuentra a 437 pb del sitio 2. Este sitio 2 

esta presente al inicio del cassette uidA-addl, y corresponde a la banda 

inferior del carril D (Figura 8). El sitio 3 también corresponde al cassette 

uidA-addl y esta ubicado a 1.9 kb del sitio 2. Esta banda no se aprecia en el 

gel debido a que no se revela con la sonda marcada. El sitio P2 corresponde al 

sitio interno presente en el gen fliM (ver P2 en la silvestre), y en el carril D se 

puede apreciar ligeramente una banda de 1967 pb. Cabe destacar que la sefial 

es muy débil porque hibrida solo con 67 pb de la sonda biotinilada y el resto 

corresponde al gen add/ del cassette. Por ultimo, el sitio de corte P3 se 

encuentra a 2329pb del sitio P2 al igual que en la cepa silvestre, y 

corresponde a la banda superior del carril D. Por lo tanto a pesar de la 

insercién del cassette en fliM, no se observaron rearreglos adicionales ni la 

presencia de secuencias extrafias en la regién donde debidé haber ocurrido la 

recombinacion. 
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Pl = p2 , P3 

Ss [so1pe | 2329 pb 3’ 

fliM 
  

      

DISTANCIAS ENTRE LOS SITIOS DE CORTE 

Pi a P2 = 501 pb (banda inferior del carril C, figura 8) 
P2 a P3 = 2329 pb (banda superior del carril C, figura 8) 

Figura 9A. Diagrama de la digestion con PstI de la cepa WS8. 

Pi 2 3 P2! p3! 

5’ 437pb |1900 pb] 1967pb J 2329 pb 3? 
  

fluM| uidA | add! | fliM             

DISTANCIAS ENTRE LOS SITIOS DE CORTE: 

P1 a 2 = 437 pb (banda inferior del carril D, figura 8) 

2a 3 = 1900 pb (no esta marcada con la sonda) 

3 a P2 = 1967 pb (banda intermedia del carril D, figura 8, * representa la zona 

marcada con la sonda lo que da lugar a la banda intermedia ligeramente clara 

de 1.9 kb) 

P2 a P3 = 2329 pb (banda superior del carril D, figura 8) 

Figura 9B. Diagrama de la digestién con Psti de la cepa NG1. 

' Las sitios de corte P2 y P3 son equivalentes a los sitios de corte P2 y P3 de la cepa silvestre 

(Figura 9A) 
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Fenotipo de la cepa NG1. 

Observaciones en cajas de agar suave. 

Una forma de ‘detectar la motilidad bacteriana es observando el 

desplazamiento de la poblacion a través de un medio semisdlido. Esto ocurre 

dado que a partir del punto de inoculacién las bacterias se dispersan cuando 

los nutrientes empiezan a ser limitantes. En estas condiciones se puede 

observar a simple vista la formacién de halos de crecimiento que representan 

a las bacterias. Una bacteria no métil es incapaz de desplazarse del punto de 

inoculacion. En la Figura 10, se ve claramente la diferencia de motilidad entre 

la cepa silvestre WS8 (A) y la mutante NG1 (B y C) a las 24 horas de haber 

sido inoculadas. Como control negativo se us6 una cepa no flagelada de R. 

sphaeroides (D). Esta prueba nos indica que la cepa NG1 es incapaz de nadar 

en cajas de agar suave a diferencia de la cepa silvestre WS8 que forma halos 

normales. La unica conclusién que se obtiene de este ensayo es que la 

bacteria es incapaz de desplazarse hacia un medio ambiente favorable. Esto 

puede ser debido a que la cepa sea quimiotacticamente incompetente, esto se 

observa en cepas cuyo flagelo no responde a las sefiales quimiotacticas y a 

pesar de que pueden desplazarse en medio liquido, la falta de reorientacién 

les impide formar anillos quimiotacticos en este ensayo. Alternativamente, la 

cepa NG1 puede simplemente no nadar por lar razones que se mencionaran en 

la siguiente seccion. 
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Figura 10. Caja de agar suave donde se muestra la diferencia de motilidad de la mutante 
NGI con respecto a la WS8; y como control negativo, se utilizé una mutante Fla’. A) WS8; 
By C) NGI; D) mutante Fla’. 

Observaciones al microscopio optico. 

Se analizaron alicuotas de la cepa NG1 obtenidas a partir de cultivos 

liquidos crecidos en condiciones aerébicas en diferentes etapas de 

crecimiento. Al observar la mutante en la fase lag (60 unidades Klett), en la 

fase exponencial (80 unidades Klett) y en la fase exponencial tardia (120 

unidades Klett), ésta no presentd fenotipo de nado. Este resultado descarta 

que la cepa posea fenotipo Che’, con lo cual habia dos posibilidades: una que 

fuera una mutante Mot’, es decir, que presentara un flagelo paralizado, y la 

segunda posibilidad es que fuese una mutante Fla’, sin flagelo. Para distinguir 
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cual fenotipo era el correspondiente a la mutante NG1 se decidié observarla al 

microscopio electrénico. 

Observaciones en microscopio electrénico. 

Con el objeto de analizar la mutante NG1 en el microscopio 

electrénico, una muestra obtenida a partir de los halos de crecimiento en cajas 

de agar suave fue tefiida y procesada como se describe en material y métodos. 

Como se puede observar en la fotografia, (Figura 11) la mutante NG1 no 

presenta flagelo. Se hicieron diversas sesiones de microscopia con cultivos 

purificados e independientes y en mas de un 90% de los campos observados, 

las bacterias fueron Fla’ (sin flagelo). Sélo en una pequefia proporcién se 

observaron bacterias con flagelos cercanos pero separados del cuerpo 

principal, lo que podria indicar que son supresoras de la mutacién fliM nula 

pero con un flagelo mas corto y quiza mas 1abil. 

  

Figura 11. Micrografia de la mutante NG1 fliM. 
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¢Cuantos genes fliM hay? 

Durante el desarrollo de este trabajo se publicaron dos articulos en 

donde se reporta la existencia de dos proteinas CheY funcionales, uno en 

Rhizobium meliloti (Sourjik, V., y Schmitt, R., 1996) y otro en Rhodobacter 

sphaeroides (Ward, M.J., et al., 1995a), posteriormente fue reportada una 

tercera proteina CheY en R. sphaeroides (Hamblin, P., et al., 1997). Estos 

resultados abrian la posibilidad de que existiese mas de una copia de fliM en 

el cromosoma. Con el objeto de tratar de identificar una posible copia del gen 

ya clonado, se hizo un Southern Blot con el DNA cromosomal de la cepa 

silvestre WS8 digerido con varias enzimas de restriccién. Se utilizd la sonda 

Ncol-EcoRI de fliM y condiciones de hibridizacién y lavado que garantizaron 

un 70% de homologia. En la Figura 12, se observa una sola banda de 

hibridizacién para todas las digestiones, por lo tanto, consideramos que es 

muy poco probable la existencia de otra copia de fliM en el genoma de-R. 

sphaeroides, que sea al menos 70% homdloga. Se discutiran posteriormente 

las implicaciones de este resultado con relacisn a la existencia de tres 

proteinas CheY. 
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Figura 12. Hibridizacién DNA-DNA tipo Southern Blot de la cepa de R. sphaeroides WS8. 

Carriles 1 a 4: DNA cromosomal digerido con diferentes enzimas. Carril 1: Clal; Carri] 2: 

EcoRI; Carril 3: Sal; Carril 4: BamHI. Este filtro fue hibridado con una sonda de 431 pb 

biotinilada (fragmento NeoJ-EcoRI de fliM). En la parte inferior de cada carril se indica el 

tamafio de los fragmentos en Kb. 

Nivel de expresién del gen fliM utilizando el gen uidA como reportero. 

Para medir la transcripcién de genes existen diferentes métodos. Entre 

ellos, el Northern Blot, el primer extension, o el RT-PCR cuantitativo. 

En el caso de los genes flagelares de R. sphaeroides, no se han podido 

detectar transcritos por Northern Blot, esto puede deberse a que la 
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transcripcién de los genes flagelares es muy baja y la sensibilidad del método 

no es suficiente para detectarlos. 

Aprovechando que el cassette utilizado para construir la mutante NG1 

lleva el gen uidA para ser utilizado como gen reportero, esto es sin promotor, 

se determino la actividad de B-glucuronidasa en la cepa NGI. En la literatura 

no se ha reportado la existencia del gen uidA en Rhodobacter sphaeroides, 

pero como control negativo se midié la actividad de la 8-glucuronidasa en la 

cepa silvestre en condiciones aerdbicas. No se detect6 actividad enzimatica 

en dicha cepa en las condiciones utilizadas, por lo que asumimos que la 

actividad detectada en la mutante es debida a la presencia del cassette y es 

reflejo de la actividad del promotor del cual fliM es expresado. 

En la Figura 13 se observa la curva de crecimiento de las cepas WS8 y 

NGI. La actividad especifica de la B-glucuronidasa durante las primeras 

etapas de crecimiento es baja, pero a partir de la fase lag tardia (50 unidades 

Klett) empieza a aumentar considerablemente. Si uno observa al microscopio 

a las bacterias a lo largo de la curva de crecimiento la cepa silvestre empieza a 

nadar levemente al final de ja fase lag (50 unidades Klett) y en fase 

exponencial (80 unidades Klett) son completamente motiles. El punto mas 

importante de este experimento es que la secuencia encontrada en 

Rhodobacter sphaeroides es transcripcionalmente activa y en un momento 

dado la actividad del gen reportero podria ser utilizada como un marcador de 

seleccién para buscar genes de una jerarquia transcripcional superior. 
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Figura 13. Curvas de crecimiento de las cepas WS8 y NGI y actividad especifica de B- 
glucuronidasa. 

Complementacion de la mutante NGI. 

Los estudios de complementacién son muy importantes ya que dan 

informacion valiosa con respecto a la naturaleza de la mutacién y pueden 

sugerir la presencia o ausencia de promotores. En este trabajo se hicieron 

varias pruebas, utilizando desde un fragmento de 4.6 Kb hasta el gen fliM 

solo. Para ello, se utilizé el fragmento SalI de 4.6 Kb clonado en el vector 

pRK415; este vector puede ser transferido por conjugacién de £. coli a R. 

sphaeroides. El fragmento fue clonado en sus dos orientaciones, una el 
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pBG0404 con los genes orientados de la siguiente manera: fiLMNOP con 

respecto a los promotores tet y lac del vector y el pBG0406 con los genes en 

la orientacién opuesta con respecto a los promotores. La primera construccién 

si restaura el fenotipo silvestre en la mutante, pero la segunda no 

complementa (Figura 14). Este resultado nos indica que al menos en la zona 

previa a fliM, es decir después del sitio Sall no hay ningun promotor 

funcional y la transcripcién del operén al cual pertenece /liM proviene de 

algun promotor localizado rio arriba del sitio Sall. 

Una forma de comprobar la polaridad de la mutacion es 

complementandola sdlo con el gen fliM. Si se restaurara el fenotipo silvestre 

seria indicativo de una mutaci6n no polar. Para probar el efecto polar que el 

cassette pudiese ejercer sobre los genes ubicados rio abajo, se clond un 

fragmento de 1.2 Kb, el cual contiene la parte final del gen fliL, fliM completo 

y la parte inicial de fliN bajo el control de los promotores presentes en el 

plasmido pRK415. Esta construccién no complementa a la mutante NG1, por 

lo tanto, el cassette widA-add1 tiene un efecto polar sobre la expresién de los 

genes posteriores a fliM, Mas adelante se discutira la polaridad de la mutante 

junto con resultados adicionales obtenidos en el laboratorio. 
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Complementaciones Resultado 

a) Plasmido pBG0405 

P 

_* Cia + 

b) Plasmido pBG0406 

  

      

  : PONMLK -e—_ -       

c) Fragmento de 1.2 Kb de fliM wt clonado en pRK415 

: fliM Pe - 
  

      

Figura 14. Estudios de complementacion de la mutante NG1. Simbolos: +, se restaura el 
fenotipo silvestre; -, no se complementa la mutacién. Las flechas indican la direccion de la 
transcripcidn a partir de los promotores lac y tet del vector pRK415. 
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DISCUSION 

En este trabajo se comprobé la funcionalidad de una secuencia 

homéloga del gen fliM de otras bacterias, en Rhodobacter sphaeroides. Para 

ello se construy6 una mutante por insercion de un cassette de espectinomicina 

junto con el gen reportero widA que codifica para la enzima B-glucuronidasa. 

La caracterizacién de la mutante fue en varios pasos, primero en cajas 

de agar suave, donde no se observaron halos de nado, lo que en un principio 

ya daba la pauta para que fuese una mutante con fenotipo Mot o Fla o Che’; 

posteriormente, a nivel de microscopio dptico, donde se observd que las 

bacterias no presentaban un fenotipo de nado sugiriendo fenotipo Mot o Fla. 

La diferencia entre ambos fenotipos fue discernida mediante la observacion 

de las bacterias en el microscopio electrénico, una mutante Mot presentaria 

flagelos en todas las células, pero si la mutacién afectara la morfogénesis del 

flagelo, seria Fla’. Este ultimo fue el caso de la mutante NG1, se observaron 

varias alicuotas de cultivos independientes y la poblacién de células no 

flageladas fue de mas de un 90%, pero en algunas ocasiones se observaron 

pequefios flagelos separados de los cuerpos celulares, lo que en caso de que la 

cepa no estuviera purificada podrian ser contaminantes silvestres. Al ser una 

cepa pura, lo que indicaba este resultado es que alguna pequefia porcion de la 

poblacién estaba formada por supresoras de la mutacién, que de todos modos 

no presentaban una morfologia normal, ya que los flagelos observados eran 

mucho mas cortos comparados con la cepa silvestre y a pesar de que las 

muestras fueron tratadas con mucho cuidado, aparentemente eran muy labiles 
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y se separaban del cuerpo principal. El que exista esta pequefia poblacién de 

células flageladas nos lleva a especular que tal vez el gene que codifica para 

la proteina FliG, la cual interactua con FliM y FliF, haya mutado y entonces 

sea capaz de suplir parcialmente la funcién de FIiM cambiando su 

conformacién para simular una especie de anillo C que permitiria la 

formacioén de un aparato de exportacién incompleto y de esta manera se 

pudiera estar formando una célula con gancho y filamento aunque no 

totalmente funcionales. 

En cuanto a la caracterizacién molecular de la mutante, habia varios 

puntos que aclarar. Uno de ellos era comprobar que el alelo fliM levaba la 

insercién uidA-aad!. Esto fue resuelto por medio de un Southern Blot 

hibridando el DNA de la mutante NGI con una sonda biotinilada de fliM. La 

diferente migracion de las bandas fue indicativo de que el alelo de la mutante 

era fliM::uidA-aad/. Otro punto importante era ver si se habia afectado de 

alguna manera la regién cromosomal después de {a insercion. La Figura 8 del 

capitulo de resultados nos indica que la insercién fue producto de un evento 

de doble recombinacion y que no quedaron residuos extras del vector suicida. 

Para comprobar que la secuencia homdloga a fliM era 

transcripcionalmente activa hubo varios inconvenientes. No se pudo 

determinar por medio de Northern Blot porque tal vez no habia suficiente 

transcrito para ser detectado por este método. Se intento localizar a la proteina 

por medio de anticuerpos anti-FliM de Salmonella typhimurium, pero el 

resultado también fue negativo, es posible que los anticuerpos no 

reconocieran a la proteina de Rhodobacter y por io tanto tampoco se pudo 

determinar la presencia de la proteina por esta metodologia. El otro recurso a 
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emplearse fue medir la actividad del gen reportero uidA, por medio del ensayo 

fluorométrico de la 6-glucuronidasa. En las condiciones utilizadas 

(aerobiosis), la cepa silvestre no presenté actividad enzimatica, en cambio la 

cepa NGI present6é un patron de actividad muy interesante. En la Figura 13 

esta ejemplificado el patron de actividad enzimatica, donde al parecer existe 

una relacién entre el crecimiento del cultivo y la expresion del gen reportero. 

Comparando las curvas de crecimiento de la cepa silvestre y la mutante, se ve 

que tienen un comportamiento similar. Al observar al microscopio Optico a la 

cepa silvestre, se ve que las células empiezan a nadar al final de la fase lag 

(50 unidades Klett), que coincide con el principio de la actividad enzimatica, 

la cual continia en ascenso hasta alcanzar su m4ximo al final de la fase 

logaritmica, que es cuando la cepa silvestre disminuye su nado. Algo 

importante de este gen reportero, es que puede ser utilizado para identificar 

otros genes de jerarquias superiores. Hay varios ejemplos de esto, K. 

Kutsukake (Kutsukake, K., et a/., 1988, 1990) utiliza dobles mutantes no sélo 

para localizar nuevos genes, sino para ordernarlos dentro de la jerarquia de 

expresién los genes flagelares. Al utilizar la cepa NGI, se le puede hacer 

mutagénesis al azar, por ejemplo por insercién de transposones, de tal 

manera, que si uno afecta un gen flagelar de una jerarquia superior, la cepa 

NGI pasaré de GUS+ a GUS-, asegurandose siempre que el transposon no 

afecte el alelo fliM::uidA-aadI 0 rio arriba del mismo. 

En varios sistemas se han encontrado mas de un gen cheY, sobre todo 

en las proteobacterias del subgrupo-a, al que pertenece R. sphaeroides. En 

esta bacteria se han encontrado tres genes cheY, y se inicid la caracterizacion 

de dos de ellos, cheY/ y cheY2 (Ward, et al., 1995a). En enterobacterias, se 
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sabe que CheY es el aceptor final de la cascada de quimiotaxis y transmite la 

sefial al switch, uniéndose a FliM (Macnab, R., 1995). Al haber dos proteinas 

CheY en R. sphaeroides, se planted la posibilidad de que cada CheY 

interactuaba con partes diferentes del motor, o que pudiesen ser efectores de 

vias de transduccion de sefiales separadas (Hamblin, P.A., et al., 1997). Estas 

especulaciones llevaron a pensar que tal vez hubiese mas de un gen /liM en el 

cromosoma, por lo que se hicieron varias hibridizaciones con el fin de 

averiguarlo. En la hibridizacién de la sonda de fliM contra el DNA 

cromosomal de la cepa silvestre digerido con varias enzimas, en todas las 

digestiones solo hibridé una banda, lo cual sugiere que bajo las condiciones 

de hibridacion utilizadas, en las cuales se asegura un minimo de 70% de 

homologia entre la secuencia de la sonda y la del cromosoma, solo hay una 

copia en el genoma, y que la mutacion de ese alelo es responsable del 

fenotipo observado en la cepa NG1. 

Por otro lado, al analizar la secuencia de aminoacidos de FIiM y 

compararla con las proteinas presentes en otras bacterias (ver Figura 4 en 

antecedentes), se observan regiones conservadas a todo lo largo de la misma. 

En enterobacterias se ha disectado la funcién de cada regidn de FlM 

(Marykawas, et al., 1995; Toker, et al., 1996). En estos trabajos se logré 

tener un mapa de interacciones entre FliM y las otras proteinas del switch, 

CheY y posiblemente FliF. Las regiones se separaron de la siguiente manera: 

los primeros 60 aminodcidos son los encargados de la interaccion con CheY- 

P, los 50 aminodcidos centrales y los Ultimos 60 aminodcidos son los 

encargados del ensamblaje del multimero de FliM en el anillo C, es decir, 

interacciones FIiM-FIiM. La regién central, de los aminoacidos 101 a 260, 

esta involucrada en la rotacién del motor, y en el correcto switching debido a 
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la interaccion FIiM-FliG. La region de FIiM que interactia con FIiN esta 

todavia en discusion, pero evidencias indirectas apuntan hacia los Ultimos 52 

aminoacidos del extremo C-terminal (Marykawas, D., et al., 1996). Sin 

embargo, otro trabajo sugiere que la interaccién con FIN se lleva a cabo entre 

los residuos 260 y 300 (Mathews, M., et al., 1998). 

Comparando estos datos con la secuencia de R. sphaeroides, una de las 

regiones mas conservadas es la amino-terminal, es decir la de interaccién con 

CheY-P, y no se presenta ninguna otra region para una posible union con otra 

CheY. 

  

  

[ 
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Figura 15. Modelo de las regiones funcionales de la proteina FliM de Salmonella 

typhimurium. El eje horizontal muestra segmentos de 10 aminodcidos de la proteina. Las 

regiones funcionales se indican con barras sobre la secuencia de FIM (Ml interfase CheY- 

FliM;  interruptor; 4 interfase FliG-FliM, interaccién FliM-FIiM) (Toker, A., et al, 

1996) 

Toda esta informacién nos lleva a especular que la existencia de una 

sola proteina FliM y varias CheYs permite una competencia por el sitio de 

unién que puede estar dada a nivel de afinidad de las proteinas CheY por 

FIiM. Ademas de que la expresién de las diferentes proteinas CheY pudiese 

estar afectada dependiendo de las condiciones metabdlicas, alternativamente, 

podrian existir vias de quimiotaxis alternas segtin las condiciones de cultivo 

(Harrison, D., et al, 1999). Lo que se ha observado, es que el nado en 
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Rhodobacter es de velocidad variable (Packer, et al., 1996) en estado no 

estimulado. En presencia de un estimulo existe un aumento en la velocidad 

hasta de un 25% y una reduccién de la frecuencia de paro, asi que tal vez la 

competencia de CheY por FIiM es reflejada en las velocidades variantes de 

nado en presencia de estimulo. 

En cuanto a la polaridad de la mutante, el cassette uidA-aad/ tiene 

caracteristicas especiales. Las regiones aledafias al gen aad] que es el que 

confiere la resistencia a espectinomicina, forman estructuras secundarias que 

sirven como terminadores de la transcripcién en ciertos sistemas (Metcalf, 

W.W., y Wanner, B. L., 1993). Este caso no fue la excepcidén, la insercién del 

cassette le confirid polaridad a la mutacién, .por lo tanto qued6 afectada Ia 

expresion de los genes ubicados rio abajo de fliM. 

Los ensayos de complementacion de la cepa NGI en este trabajo, 

sugieren que la unidad transcripcional comienza antes de fli, dado que 

cuando se complementa con el plasmido pBG0405, en el cual el inserto Sall 

de 4.6Kb esta en la orientacién directa del promotor del vector, si se restaura 

el fenotipo flagelado y el nado, mientras que con el plasmido pBG0406, en el 

cual el mismo inserto esta en direccién opuesta al promotor del plasmido, no 

se restaura el fenotipo flagelado. Esto indica que el promotor del operén al 

que pertenecen fliLMN se ubica antes de fliL y por lo tanto no hay un 

promotor interno, Cuando se complementa la cepa NG1 con un fragmento 

que contiene al gen fliM solo, no se restaura el fenotipo flagelado, lo que 

confirma la polaridad de la mutante. 

67 

 



Paralelamente a este trabajo, se secuenciaron los genes posteriores a 

FliM: fliN, fliO, fliP, fliQ , fliR y flhB (Garcia, et al., 1998. Ver Apéndice 1), el 

andlisis de la secuencia sugiere que hay un promotor entre los genes fliN y 

fliO. En experimentos de complementacidn, la mutante NG1 es 

complementada con un fragmento BamHI, que comprende el gen /lil 

truncado y los genes fliM y fliN completos, de tal manera que la mutacién es 

polar solamente a fliN y el fenotipo observado para la cepa NG1, en realidad 

es el causado por la ausencia de fli y fliN. También se complementé la 

mutante con un fragmento PstI-BamHI que contiene el extremo 3’ de fliM y el 

gen fliN completo, y el fenotipo obtenido es Fla’, con lo que se asume que el 

fenotipo de NG1 complementado con este plasmido es el fenotipo de fliM, en 

conclusién, no flagelado. 

Integrando los datos que hasta ahora se han obtenido de la quimiotaxis 

y el flagelo de R. sphaeroides se presenta el siguiente modelo (Figura 16): el 

inicio de la quimiotaxis en este sistema esta dado por las sefiales metabdlicas 

provenientes del exterior (Poole, P.S., et al., 1993) 0 por los productos 

metabolizados dentro de la bacteria (Ingham, C., ef al., 1987) y todo esto seria 

sensado por las proteinas intracelulares Tlp ancladas a la membrana (Ward, 

M.J., et al., 1995b) o las proteinas tipo MCP internas (MCP) que sensarian el 

estado metabélico de la bacteria expresandose todas ellas bajo diferentes 

condiciones. Estas proteinas mandarian su sefial a las proteinas CheA, CheW 

y CheR por medio de una cascada de fosforilaciones. Se asume que existen 

dos vias de transduccién de sefiales: una a cargo de las proteinas CheA, 

CheW, CheR y la otra a cargo de las proteinas CheAy, CheW, y CheR,. La 

primera via tendria como aceptores finales de la cascada de fosforilacién a las 
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proteinas CheY, y CheY,, siendo la primera la que muestra una mayor 

fosforilacién y hasta el momento se cree que es la proteina con una 

Luz/ concentracion de O, 

sefial sefial sefiales metabolicas 
| | { m. externa 

    

    
p. de peptidoglicanos 

m. interna 
  

  
  

  

     
    

    

  

m.intema 

  

p.de peptidoglicanos 

m. externa 

filamento ——> 

Figura 16. Modelo de quimiotaxis en R. sphaeroides. Abreviaturas: m. interna: membrana 

interna; p. de peptidoglicanos: pared de peptidoglicanos; m. externa: membrana externa, 

TLP: proteina tipo transductor (transducer-like protein); B: CheB; R: CheR; Ry: CheRy; Y¢ 

CheY,; Yy: CheYy; Yq; CheYy; W: CheW; W,: CheW,; A: CheA; Ay: CheA,, P: fosfato; 

iMCP (proteinas tipo MCP internas): (Modificado de Armitage, J.P. y Schmitt, R, 1997). 
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participacion principal en la interaccién con el switch (Armitage, J.P., and 

Schmitt, R., 1997). La segunda via tendria como aceptor final a la proteina 

CheY}, de hecho, si se deleta el operon completo que contiene los genes de 

quimiotaxis de esta via se ve afectada no sdlo la quimiotaxis (Hamblin, P., et 

al., 1997), sino ademas la aerotaxis y la respuesta a luz de la bacteria 

(Romagnoli, S., and Armitage, J.P., 1999). El aceptor final de las diferentes 

proteinas CheY es la proteina FliM localizada en ei anillo C del switch 

flagelar. El mecanismo exacto de interaccién es desconocido, pero existen 

varias hipotesis: una es que las proteinas CheY tengan una afinidad diferente 

por el sitio de union a FliM y que esto module la respuesta qumiotactica de la 

bacteria. Otra hipdtesis es que la proteina CheY, actue como un atrapador de 

fosfato y que esto regule la forforilacién de CheY, como se sugiere que 

ocurre en R. meliloti (Sorjik, V., and Schmitt, R., 1996), o que en un 

momento, todas las proteinas CheY puedan actuar como aceptores de fosfato 

y que predomine una de las proteinas CheY para su interaccion con el switch 

en una condicion dada. 

Este trabajo presenta perspectivas interesantes. A nivel de regulacion 

genética, es muy importante saber donde empieza el operdn al que pertenecen 

los genes fliLMN, ya que todavia no existen secuencias consenso de 

promotores descritas para este sistema. La caracterizacién del operdn 

siguiente también es un punto importante, ya que hay una disyuntiva en 

enterobacterias acerca del inicio de la transcripcién de fliO (Garcia, N., et al., 

1998). El estudio de los limites de ambos operones, proveera de informacién 

importante acerca de la expresién de dichos genes flagelares, que como se ha 

observado en otros sistemas, es probable que sea muy diferente a lo planteado 

en enterobacterias. 
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A nivel del estudio de fliM, seria muy importante tener una mutante no 

polar de fliM. Esto podria lograrse con la insercién de un cassette no polar. 

Una estrategia a seguir es utilizando el mismo cassette de espectinomicina, 

pero eliminando tanto al gen reportero, como a las secuencias aledafias al gen 

aad, ya sea por sitios de restricci6n, como por PCR disefiando oligos para 

amplificar la region reguladora y el marco de lectura del gen. El hecho de 

tener una mutante no polar, nos permitiria hacer estudios de mutagénesis 

dirigida, utilizando plasmidos para complementar con los distintos cambios 

con el fin de encontrar los sitios importantes para la funcién de switch, ya que 

seria l6gico pensar que debe haber una diferencia importante con respecto a 

las enterobacterias para la funcién de paro, y una opcidén es buscarlas en _/liM. 

También serviria para probar la teoria de la competencia de las diferentes 

CheYs por el sitio putativo de unién a FIiM y ver en qué condiciones se lleva 

a cabo. 
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CONCLUSIONES 

- En este trabajo se identificé una secuencia homdloga al gen fliM en el 

cromosoma de Rhodobacter sphaeroides. 

- Los resultados obtenidos sugieren la presencia de una sola copia del 

gen fliM en el cromosoma de la cepa WS8. 

- La inactivacion del gen fliM provoca un fenotipo Fla’, sugiriendo que 

su producto esta involucrado, directa o indirectamente, en la morfogénesis 

flagelar. 

- La expresion del gen fliM, evaluada por la actividad del gen reportero 

uidA , muestra que la expresién del mismo sigue un patron similar a la curva 

de crecimiento. 

- Los estudios de complementacién de la cepa NGI (fliM:: uidA-aad1) 

sugieren que la insercién del cassette uidd-aad1, provoca un efecto polar 

sobre la expresién de los genes ubicados rio debajo de /liM, por lo tanto, fliM 

no es el Ultimo gen de la unidad transcripcional. Asimismo, estos estudios 

apoyan la idea de que al menos los genes /liK, fliL, fliM y fliN conforman un 

oper6n, cuyo promotor se ubicaria en algun punto rio arriba del sitio SalI de 

AUK. 
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APENDICE 1. 

Garcia Norma, Andrés Campos, Aurora Osorio, Sebastian 

Poggio, Bertha Gonzalez-Pedrajo, Laura Camarena and 
Georges Dreyfus. (1998) “The Flagellar Switch Genes fliM 

and fliN of Rhodobacter sphaeroides are Contained in a 
Large Flagellar Gene Cluster”. J. Bacteriol. 180:3972-3982. 
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The Flagellar Switch Genes fliM and fliN of Rhodobacter sphaeroides 
Are Contained in a Large Flagellar Gene Cluster 
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In this work, the genes that encode the FIiM and FIiN proteins of Rhodobacter sphaeroides were characterized. 
These genes are part of a large flagellar gene cluster in which six additional open reading frames encoding 
products homologous to FIiL, FUO, FHP, FliQ, FHR, and FAB proteins from other bacteria were identified. The 
inactivation of the fliM gene gave a nonflagellate phenotype (Fla~), suggesting that FliM is required for 
flagellar assembly. Complementation analysis of this 7M mutant indicated that fliM and fliN transcription 
starts beyond the 5' end of iK and terminates after iN. 

  

Flagellar rotation alternates between the clockwise (CW) 
and counterclockwise (CCW) directions in some peritrichous 
species, like Escherichia coli, When flagella rotate in the CCW 
direction, the filaments coalesce in a bundle that acts as a 
propeller to push the bacterial cell body in a linear trajectory 
known as smooth swim. When the flagella reverse their direc- 
tion of rotation, the bundle flies apart and the bacteria tumble; 
tumbling occurs every 2 to 5 s, In the presence of an attractant, 
the tumble frequency decreases and bacteria swim in the fa- 
vorable direction. Ultimately, this behavior is controlled by the 
chemotactic protein CheY, which, in its phosphorylated form, 
binds to FIIM, promoting the switch from CCW to CW rota- 
tion (for recent reviews, see references 13 and 24). Although 

* the molecular details of switching are unknown, it is thought 
that the interaction between Che Y-P and FIiM is the first step 
in the control of this phenomenon (19, 30-32). 

Interestingly, some bacteria rotate their flagellum in only 
one direction; consequently, reorientation at the end of a run 
is achieved by Brownian motion, which randomizes the direc- 
tion of the next run. This kind of motility is observed in 
Rhodobacter sphaeroides (1). In the presence of an attractant, 
R. sphaeroides increases the duration of a run and. in contrast 
to enteric bacteria, also increases its swimming velocity. This 
phenomenon is known as chemokinesis (18). 

Several chemotactic genes homologous to cheA, chelV, and 
cheR from other bacteria have been identified in R. sphaeroides 
(28, 29). Two cheY genes were found in the same operon. The 
deduced amino acid sequences of these genes showed that 
both putative CheY proteins carried residues D13, D57, and 
K109, which are essential for CheY function (4, 5, 28). This 
fact suggests that both putative CheY proteins may be fune- 
tional, 

Although in R. sphaeroides some flagellar genes have been 
characterized (2, 9, 21, 22), no information is available about 
the target of Chey in the ceil. Our aim was to identify the fiM 
gene from this bacterium. We have previously reported the 
presence of a flil homolog in R. sphaeroides. This genc is lo- 
cated in a 5.3-kb EcoRI fragment and is flanked by two open 

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Bio- 
logfa Molecular, Institute de Investigaciones Biomédicas UNAM, 
Apdo Postal 70-228, 04510 México, D, F., Mexica, Phone: (525) 622 38 
24, Fax: (525) 622 38 91. E-mail: rasal@ servidor,unam.ms. 

reading frames (ORFs) that show homology to fli and fli 
from enteric bacteria (2). This gene arrangement encouraged 
us to search for the fliM gene downstream of fli/. The sequence 
of the end of the 5.3-kb EcoRI fragment opposite to fii 
revealed the 5’ end of fliM. A 4.6-kb Sall fragment carrying 
the complete fliM coding region was identified by Southern 
blot analysis (data not shown). This fragment was cloned in 
pTZ19R after digestion of WS8 chromosomal DNA with Sall. 
A positive clone was identified by colony hybridization and 
named pRS7S. The sequence of this clone revealed the pres- 
ence of fliM together with fliN, fliO, and part of fiP. To com- 
plete the sequence of fliP, we then cloned an EcoRI fragment 
of 4.4 kb in pTZ19R and performed colony hybridization with 
a fliP fragment as a probe. The new clone, pRS205, was then 
sequenced. 

The analysis of pRS75 and pRS205 sequences was carried 
out with the Genetics Computer Group software package in 
conjunction with an R. sphaeroides codon usage table (7). Eight 
ORFs were identified (Fig. 1) and were then subjected to a 
BLAST search. As shown in Table 1, good homology between 
the flagellar proteins FliL, FliM, FIN, FliO, FliP, FliQ, FIR, 
and FIhB of different bacterial species was found. 

The highest degree of identity was obtained when these 
ORFs were compared to those obtained from Salmonella n- 
phimurium, with the exception of FIN and FliO. which showed 
a higher identity to their homologs frony Borrelia burgdorferi 
and Caulobacter crescentus, respectively. 

Figure 1 and Table | show that the frequency of codon usage 
for all these ORFs is in good agreement with that observed for 
R, sphaeroides genes with the exception of fliN and fiiO; in the 
fliO ORF, 11.7% of the codons are unusual ones like ATT, 
TTT, CTT, and ACA, 

The start codons for the fliL, fliM, and fliN ORES are located 
only a few bases downstream of, or overlapping, the stop codon 
of the preceding ORF, suggesting that these genes belong to 
the same transcriptional unit, We also found that the putative 
ribosome binding site for fiL overlaps the stop codon of the 
recently reported fliK gene (9); this result suggests that fuk is 
part of this putative operon. 

Also shown in Fig. 1 is the arrangement of fliO, liP, fliQ, 
AUR, and fthB, These genes seem to form a single operon. given 
that the start codon overlaps the preceding stop codon in an 
ATGA or TGATG arrangement, which are the first and the 
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in thts work are shown below: each ORF is represented as a sha led box, The arrows indicate the direction of transcription. A black square in the middle of fiN and AO indicates a noncoding region containing a putative o promoter sequence. Vertical bars below the schematic ORFs indicate the Presence of rare codons, This analysis was done with CODONPREFERENCE from the Genetics Computer Group Wisconsin software package with aR. sphaeroudes codon usage table (7) 

second most frequent stop-start overlaps in E. coli (3). The 
initiation codons that could be used to translate the fliO 
mRNA are TTG or GTG, which predict a protein of 85 or 60 
amino acids, respectively. Alignment of the NH, end of FiO 
sequences from E. coli, S. typhimurium, C. crescentus, and R. 
sphaeroides shows a number of conserved residues in all these 
species (Fig. 2); however, if the R. sphaeroides FliO started at 
the GTG codon, some of these conserved residues would be 
missing. This fact allows us to conclude that the TTG codon is 
the most probable initiation site. Furthermore, a good ribo- 
some binding site is located 7 bp upstream of this codon. The 
use of TTG as start codon, together with the high content of 
unusual codons in fiO, suggests a particular translational con- 
trol of fiO that could maintain its product at a low molar 
concentration compared to the other genes of the operon, 

Detailed sequence analysis did not reveal a good match with 
the consensus promoter sequence known for sigma 70 (07°). 
However, a putative o** promoter sequence was located 83 bp 
downstream of the stop codon for fliN. This sequence (GGC 
ACN;TTGC) matches 9 of 10 bp of the o** consensus pro- 
moter sequence (10). No inverted repeated sequences were 
found 100 bp upstream of this putative o> promoter. Although 
this may argue against its functionality, it is known that tran- 
scriptional activation of Eo** still occurs if the activator bind- 
ing sites are moved 2,000 bp upstream or downstream the o™ 
promoter (16). Therefore, the possibility that remote activa- 
tion sites exist to promote initiation of this putative promoter 
still remains, 

Construction and characterization of an R. sphaeroides mu- 
tant with a fliM mutation. To test the functionality of these 
genes, we decided to isolate a fliM mutant strain. For this pur- 
pose, a Spc" cassette, ‘uidA-aad (uidA encodes B-glucuronidase, 
and aad encodes the aminoglycoside-3:adenyltransferase and 
confers Spc’) (15), was cloned in the middle of fliMf in plasmid 
pRS75. The resulting fragment, carrying fiM:uidd-aad, was 
subcloned into the SalI site of pI1Q200mp18 (Gm') (20), which 
is unable to replicate in R. sphaeroides. This new plasmid was 
then transferred to R. sphaeroides by mating (8), and Spc’ Gm* 
transconjugants were selected. One colony was purified and 
named NGI, 

That a successful double recombination event had occurred 
to yield NGI was confirmed by a Southern blot experiment 
(data not shown). To test if the fliM/::uid4-aad allele affected 
cell motility, NG1 cells were plated on tryptone motility plates 
and incubated at 30°C in a humid chamber. After 48 h, these 
cells were unable to swarm, in contrast to the wild-type cells 
(Fig. 3). It should be noted that these strains showed similar 
growth rates; therefore, the difference in swarming behavior 
cannot be explained by growth differences. To rule out the 
possibility that this mutant could still swim in liquid medium, 
an aliquot from a NG1 culture grown under aerobic and an- 
aerobic conditions was observed directly under the micro- 
scope; swimming was not detected after growth under either 
condition. To determine if the inability to swim or swarm could 
be ascribed to a Fla™ or paralyzed (Mot~) phenotype, an ali- 
quot of NGI cells was negatively stained and observed under 

TABLE 1. Comparison of encoded proteins of R. sphaeroides flagellar genes with those of other bacterial species 

Gene Function Size of product % of unusual % Homology (identity/similarity) to the gene from: 
  

  

  

(amino acids)" codons S. nphimuriun B. subtilis C. crescentus B. burgdorfen 

flit Unknown 190 15 28/48 23/61 18/43 16/45 
fliM Motor switch 323 34 26/48 21/45 24 23/48 
fin Motor switch/export 152 9.0 38/64 ~ 31/6E 44/72 
fio Unknown 85 IL? 2U5t _ 34/58 _ 
fliP Unknown" 301 $3 53/74 48/71 46/68 38/66 
fig Unknown‘ 88 5.6 44/70 33/37 31/56 32/66 
fliR Unknown‘ 269 2.6 29/55 29/58 23/52 23/36 
fihB Unknown® >376 _— 43/64 30/56 _ 28/58 

  

“ Number of aming acids deduced from the conceptual translation, 
>, not determined. 
“ Suspected to be involved in flagellum assembly; the product shows homology to virulence proteins (13). 
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cussion no, L22182 and L21994) (FIIO,,) S. Aphinunnor (L49021) (FUO,,). and 

  

C. crescentus (U20387) (FO, , pwith the deduced sequence of FuO fiom &. sphaeroides (FliOp,) starting from the TTG codon. The sccand pussidle start codon encodes 

V5 

  

Identical and similar residues present in all the species aie shaded The difference in tength between F. cali and S$ ypiunnouin corresponds to the controvery 

between the actual thinslagen start codon for FhO (for details, see references 14 and 17). 

the clectron microscope. Since no flagellar structure was visible 

in more than 90° of cells in the sample, Fla” was the pheno- 
type assigned to NG1, A few cells showed a small filament-like 

structure clearly diferent from the wild-type filament, These 

cells may represent secondary suppressors of the fliMinidA- 

aad allele, 
Full motility was recovered when pRK415 (11) carrying the 

4.6-kb Sa/l fragment was introduced into the mutant strain 

NGI. Both swimming and swarming were indistinguishable 

from wild-type behavior (Fig. 4), However, when this DNA 
fragment was cloned in the opposite orientation, complemen- 
tation of NG1 cells was not observed (Fig. 4). In this last 
construction, the fragment containing fiLMNOP' was in the 
opposite orientation to the direction of transcription from the 
Jac and tet promoters (lacp and tet) of pRK415, The fact that 
this Sa/l fragment was able to complement NG! in just one 
orientation suggests that fliM does not have a promoter in this 
fragment and that its transcription depends on the Jac and tet 
promoters of pRK4I5. This result strongly suggests that fliM 
expression is dependent on a promoter located upstream of 
fliK. 

It has been previously shown that the widd-cad fragment is 
highly polar in £. cofi as well as in other bacteria (15), There- 
fore, we decided to determine if the widA-aad cassette inserted 
in fliM exerted a polar effect on the transcription of down- 
stream genes. For this. a 1.3-kb Sucll fragment and a PCR 
product. both containing ffiM, were each cloned in pRK415 in 
the proper orientation to allow its expression from lacp and 
tetp. The resulting plasmids, pRS14 and pRS10. respectively. 
did not complement NGI cells. indicating that the Fla~ phe- 
notype observed in the NG1 strain was caused by inactivation 
of the fiM gene, which in turn caused lack of transcription of 
downstream genes. 

  

  
cluded 
PG? (ft 

    

   a cantral (tap) The negative cantrol (hottem) corresponds lo strain 

Whe) CH NG cells were spotted tree Cniddie pow), 

  

Since the polar effect of the uédd-aad cassette will affect only 
genes that belong to the same transcriptional unit, we intro- 
duced into NG] cells a 2.3-kb BamHI fragment in pRK4I1S, 
This fragment includes the fiLMN genes under control of the 
pRK415 promoters. We observed that this construction re- 
stored the swimming and swarming abilities of NG! cells. This 
result suggests that fiN must be the last gene of a single 
transcriptional unit. In consequence, fiOPQR and flhB may 
form an independent operon. Alternatively, it is possible that 
#IOPQR and fihB are not functional genes: however, we con- 
sider this explanation less probable given that we have isolated 
a mutant with an f/R mutation that showed the nonmotile 
phenotype (6). , 

Finally, to determine the phenotype of a strain carrying a 
Jesion in fliM, we introduced into NGI cells a 980-bp Psrl- 
BamHI fragment cloned in pRK415. This fragment contains 
the 3’ end of fliAf and the complete fiN gene. The phenotype 
of NG1 carrying this plasmid should correspond to a_fliM 
mutant, avoiding any polar effect on fliN. Phenotypic charac- 
terization of NGI cells carrying this construction shows that 
they have the Fla~ phenotype (data not shown). This result 
suggests that FliM plays some role in the export of flagellar 
components. It was recently shown that FliM and FIiN proteins 
require cach other for their integration into the switch struc- 
ture (12). In this regard, Vogler et al. (27) showed that a 
temperature-sensitive fliN mutant cannot export flagellar pro- 
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FIG. 4. Complementation analysis of NGI cells with Ure 4.6-kb Safl fragment 

and subclones, Some of the relevant restriction sites aie indicated, S. Saf: B, 
BamH: P. Pak: Se. Suck. Restoration af swimmung behasier is recorded by +: 
no complementation 1 indicated by —. The arrows mdicate the direction of 
transcription starting from ihe fic and wt promoters located in the pRKAIS 

vector, 
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in all the sequences          S$ Aphumunun) L75945, 
FIM,» [B burgdorferi|: U28219, FUM,,, [J pallidwn]: M37691, FM), [8 subtlis}, AEOOOGL FUM,,, (HL palor], M8S232 FUM, (C crescents) 

teins at the restrictive temperature. These data suggest that the 
switch complex may contribute to the stability of the export 
apparatus. Nevertheless, the role of the switch complex in the 
export process has yet to be solved. 

Is a single copy of fliM present in R. sphaeroides? The pres- 

ence of two cheY genes in the chromosome of R. sphaeroides, 
as well as the high degree of conservation of some residues 
involved in CheY functionality such as D13, DS7, and K109 
(28) in both cheY products, raises the question whether more 
than one copy of the fliM gene would be necessary to form a 
switch complex carrying two different species of FIiM protein. 
Using the complete fliM gene as a probe, we carried out a 
Southern blot experiment under low hybridization stringency 
and gentle washing conditions. We did not find evidence for a 
second fliM gene in the chromosomal DNA of R. sphaeroides, 
suggesting that CheY-mediated chemotaxis control may be 
achieved by competition between the two different CheY pro- 
teins for FIiM or for CheA binding, as has been suggested for 
Rhizobium meliloti (23). Alternatively, it is possible that a gene 
encoding a protein carrying just the Che Y-P binding site could 
not be detected by Southern blotting. 

On the other hand, it has been shown that CheY binds to the 
first 40 to 30 amino acids of FliM (25, 26). Alignment of our 
deduced FIM sequence with seven other FIM sequences shows 
some highly conserved residues among the first 50 amino acids, 
ie. a tyrosine approximately 40 residues from the N terminus, 
and the presence of an LN,(E/D)N,L(L/V) motif, which pre- 
dicts an a-helix (Fig. 5). The importance of these conserved 
amino acids in the function of FIiM is currently under inves- 
tigation in our laboratory. 

It will be interesting to understand the interactions between 
FIM and both CheY proteins as well as FliG in order to 
understand how chemokinesis and the stop-start processes are 
controlled in this organism. 

Nucleotide sequence accession numbers. The DNA se- 
quences of the R. sphaeroides fu, fliM, fliN, iO, fUP, fuiQ, fu. 
and flaB genes have been deposited in the GenBank data base 

under accession no, AFO44254 and AF044580. 

ADDENDUM 

In the course of this work, the Sequences of the R. sphacr- 

oides fliMf and fliN genes appeared in the GenBank database 

(9a). A comparison of these sequences with ours showed an 

inversion of GC to CG in the fli sequence, producing a 
change of a cysteine (C152) for a valine (V152) in our se- 
quence. 

We are indebted to Lus Servin and Laura Velazquez for helpful 
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