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RESUMEN 

La movilidad bacteriana se debe a la rotación de organelos 

especializados denominados flagelos. 

El flagelo bacteriano ha sido extensamente estudiado en 

bacterias entéricas, principalmente Escherichia col' y .alomnella 

typhimurium, sin embargo, en la mayoría de las familias bacterianas 

existen representantes flagelados. En este sentido, el presente 

trabajo tiene como objetivo general el estudio del. flagelo de la 

bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides, el cual presenta 

características particulares que lo hacen un modelo interesante de 

flagelo procarionte. 

El enfoque experimental utilizado para el estudio del 

movimiento en esta especie bacteriana, consistió en generar 

mutantes a través de mutagénesis por transposición, que fueran 

incapaces de nadar. 

En el presente trabajo, se describe el aislamiento de una 

mutante no móvil, que presenta un fenotipo denominado poligancho. 

Se realizó la caracterización morfogenética de dicha mutante 

a través del uso de técnicas de microscopla electrónica, 

bioquímicas y de biología molecular. El trabajo incluye la 

caracterización microscópica de la mutante; la purificación de la 

proteína flagelar. F1gE (proteína del gancho), incluyendo la 

secuenciación del extremo amino terminal. 

Se realizaron a su vez estudios de restablecimiento de la 

movilidad con experimentos de complementación en trans, con lo que 

se logró la posterior identificación y donación del gen mutado. 

Por.último, se incluye la secuencia preliminar de dicho gen. 

El. estudio y la generación de diferentes mutantes incapaces de 

nadar, abre la posibilidad de conocer la organización genética de 

los genes flagelares en R. sphaeroides, así como los mecanismos de 

regulación de los diferentes procesos de síntesis, ensamblaje, 

exportación y rotación flagelar, que no han sido descritos para 

esta bacteria. 
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INTRODUCCION 

MOVILIDAD DACTERIANA : 111 Flagelo 

En la búsqueda de nutrientes para la supervivencia, las 

bacterias han desarrollado diversos mecanismos adaptativos entre 

los que se encuentra, la movilidad. 

Muchas especies bacterianas tienen la capacidad de moverse en 

respuesta a diversos estímulos ambientales. Dicho movimiento puede 

ocurrir a partir de dos mecanismos, el nado o el deslizamiento; 

éste último involucra el movimiento lento sobre superficies sólidas 

y es característico de Myxobacterias, sin embargo, el. aparato 

responsable de este tipo de movilidad hasta ahora no ha sido bien 

caracterizado (Godchaux y col., 1990). 

Por otro lado, la movilidad bacteriana a través del nado, se 

debe a la rotación de organelos especializados denominados 

flagelos. 

El flagelo es una de las estructuras más complejas de la 

célula bacteriana, ya que constituye parte integral de los 

diferentes compartimentos celulares como son la membrana celular, 

el espacio periplásmico, la pared celular o capa de peptidoglicano 

así como la membrana externa (Macnab y DeRosier, 1988), 

Ya que la mayoría de las familias bacterianas se mueven 

activamente, existen representantes flagelados tanto en eubacterias 

gram positivas, gram negativas, arqueobacterias y espiroquetas 

(Armitage, 1992a). Existen a su vez, diferentes patrones 

flagelares, es decir, el número y la localización de los flagelos 

varía entre especies (para revisiones ver Macnab, 1987a; dones y 

Aizawa, 1991; silva-Herzog y Dreyfus, 1995; Macnab, 1995a). 

Los flagelos bacterianos son aparentemente parecidos a los 

flagelos de organismos eucariontes, sin embargo, difieren 

completamente de estos últimos. A diferencia del flagelo eucarionte 

que se mueve como látigo para impulsar al organismo, el flagelo 

bacteriano rota. La fuerza de rotación o torque se genera en la 
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base del flagelo y se transmite hacia las estructura; 

extracelulares (Silverman y Simon, 1974a). 

El flagelo bacteriano tiene un diámetro de 20 nm, y esta 

constituido principalmente por múltiples subunidades de una sola 

proteína, la flagel.ima; mientras que el organelo eucarionte tiene 

un diámetro mayor, de 200 nm, y esta constituido por más de 200 

polipéptidos distintos. 

Por otro lacio, en organismos procariontes, la fuente de 

energía para la rotación flagelar no involucra la hidrólisis de 

ATP, sino un gradiente jónico transmembrunal ya sea de protones 

(Larsen y col., 1974) o de iones sodio (llirota y col., 1901). El 

flagelo bacteriano es por lo tanto, un transductor energético que 

convierte la energía del gradiente electroquímico de protones en 

trabajo mecánico (Blair y Dutcher, 1992). 

Los sistemas flagelares más estudiados son los de las 

bacterias entéricas gram negativas Escherichid coii y Salmonelld 

typhimurium, que presentan entre 5 y 10 flagelos por célula 

distribuidos alrededor del cuerpo celular: patrón flagelar 

peritrico (Macnab, 1987a). 

En estas especies bacterianas, al igual que en muchas otras 

estudiadas, el flagelo puede rotar en dos direcciones: a favor de 

las manecillas del reloj (CW) 'clockwise', o en contra de las 

manecillas del reloj (CCW) "counterclockwise". Tales bacterias con 

flagelación peritrica nadan cuando sus flagelos roten en dirección 

CCW, lo que produce que los filamentos individuales se entrelazen 

formando una trenza (Macnab, 1977). Así todos los filamentos rolan 

de manera unitaria, lo que sirve corno una propala para impulsar a 

la célula. Cuando existe en las células una transición hacia la 

rotación de los flagelos en sentido CW, la trenza de deshace, lo 

que permite a la bacteria reorientarse (ver figura 1). Es 
importante señalar que en este periodo se llevan a cabo movimientos 

caóticos al azar en los que no existe una velocidad linear y por 

tanto no hay desplazamiento (Berg y Brown, 1972). La célula podrá 

comenzar a nadar en otra dirección cuando nuevamente la rotación 

sea CCW y se forme la trenza. 
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Figura 1 
A) Rotación bidireccional de los flagelos de E. coli y S. 

typhimurium. En a y b se muestra una micrograf fa de campo oscuro y 
un diagrama de la rotación en sentido CCW; los flagelos se 
entrelazan en una trenza propulsiva que produce el nado. En e y d 
la rotación flagelar ocurre en sentido CW, la trenza se deshace y 
el cuerpo celular se mueve caóticamente. La flecha delgada señala 
la dirección de la propagación de la onda y la flecha gruesa, la 
dirección del movimiento del cuerpo celular filones y Aizawa, 1991) . 

B) El cambio en la dirección de la rotación flagelar (nado 
y reorientación), forman la base de la respuesta quimiotáctica 
mediante la que las células se dirigen hacia una sustancia química 
atrayente (tomado de Silva-Herzog y Dreyfus, 1995) . 
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QUIMIOTAXIS 

El descubrimiento del fenómeno de quimiotaxis se remonta a 

finales del siglo XIX, cuando Engelmann y Pfetter descubrieron la 

taxis a oxígeno, minerales y nutrientes orgánicos. Demostraron 

microscópicamente que bacterias en suspensión se acumulaban cerca 

de una burbuja de aire, o de alguna sustancia química (Adiar, 

1966). 

En la actualidad, se sabe el movimiento bacteriano no es 

azaroso, sino que responde a diversos estímulos ambientales como 

luz, oxígeno, pH, temperatura y presión, así como a la presencia de 

diferentes compuestos químicos. La respuesta a dichos estímulos se 

conoce con el nombre general de taxis, lo que constituye una 

ventaja adaptativa que permite a la bacteria migrar hacia ambientes 

más favorables (Armitage, 1992b). La quimiotaxie es entonces el 

proceso mediante el cual las células migran a través de gradientes 

de concentración de sustancias químicas atrayentes o repelentes. 

En las bacterias entéricas, la respuesta táctica se basa 

fundamentalmente en el control de la dirección de la rotación 

flagelar. En presencia de un gradiente químico, se alteran las 

frecuencias de nado e intervalos de reorientación; si existe un 

estímulo positivo, existirá una rotación flagelar principalmente en 

sentido CCW, extendiéndose de esta manera los intervalos de nado, 

y por lo tanto siendo menos frecuentes los episodios de 

reorientación. En el caso de existir un repelente, habrá rotación 

principalmente en sentido CW (Eisenbach, 1990). 

Las dimensiones de una bacteria son tan pequeñas, que no 

pueden sentir una diferencia de concentración a lo largo de su 

cuerpo celular, por lo que hacen uso de una comparación temporal, 

y no espacial, de los ambientes en los que se localizan (Macnab y 

Koshland, 1972). Es decir, integran la información temporalmente, 

comparando los estímulos sensoriales actuales y pasados. 

El sistema de transducción en la quimiotaxis bacteriana, como 

el de muchos otros sistemas, se encarga de convertir un estímulo 

extracelular en una señal intracelular que producirá una respuesta 

(Stock y col., 1992; Parkinson, 1993). Los estímulos ambientales 
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son detectados por receptores transmembranales, que son homodfineros 

con un dominio sensorial extracelular, el cual se une o un dominio 

de señalización citoplásmico a través de dos regiones bidrofóbicas 

(Bacon), 1987h; Stock y col., 1992) ver figura 2. 

En E. coli y S. typhimurium se han identificado cuatro 

receptores específicos que responden a diferentes estímulos; estos 

transductores se han denominado proteínas MCP (proteínas que 

aceptan grupos metilo), debido a que sufren procesos de metilación 

durante la transducción de la señal (Hazelhauer y col., 1993). 

La señal que desencadena el proceso de transducción es lo 

disminución en la ocupación del receptor (salida de 

quimioatrayente), información que se transmite hacia los 

componentes quimiotácticos del citoplasma. Existen 6 proteínas 

citoplásmicas denominadas Che (del inglés Chemotaxis): CheA, CheW, 

CheZ, CheR, CheB y CheY, encargadas de transducir la señal desde el 

receptor hasta el motor flagelar (Gudrun y Stock, 1993) figura 2, 

Las proteínas Che transducen la señal por medio de reacciones de 

metilación y fosforilación: CheA, CheW y CheZ funcionan regulando 

el. nivel de fosforilación de Che?, quien se encarga de interactuar 

con el motor flagelar, modulando las frecuencias de nado y 

reorientación (Kuo y Koshland, Jr., 1987; Gudrun y Stock, 1993); 

mientras que CheR y CheB modulan el grado de metilación del 

receptor. 

Al interactuar CheY-P con el motor flagelar, el flagelo gira 

en dirección CW, produciendo el nado azaroso y la reorientación de 

la célula. El motor flagelar gira en dirección CCW cuando Che? se 

encuentra desfosforilado, lo que produce el nado. Es decir, en este 

sistema, los atrayentes producen una señal negativa: el aumento en 

la concentración de atrayente disminuirá los niveles de CheY-•P 

produciéndose el nado en una trayectoria determinada. 

Las proteínas CheA y CheZ controlan el nivel de fosforilación 

de CheY. ChoA es una proteína histidina cinasa capaz de 

autofosforilarse (Swanson y col., 1993) y es la encargada de 

fosforilar a CheY; Ches funciona como fosfatase desfosforilando a 

CheY (Huang y Stewart, 1993; Blat y Eisenbach, 1994). 
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Figura 2 
Cadena de transducción en la quimiotaxis de E. con.. 
A y 13) El estímulo extracelular se transduce hacia el 

flagelo a través de las proteínas citoplásmicas Che. La 
desocupación del receptor produce la fosforilación de CheY por 
CheA, lo que produce el nado caótico. CheR y Cheid regulan los 
niveles de metilación del receptor (Alex y Simon, 1994). 

C) Modelo estructural de un quimio-receptor. Los 
receptores (MCP's) son homodímeros que atraviesan la membrana 
plasmática (tomado de Stock y col., 1992). 
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Como se ha planteado, el mecanismo de trmisduccion 

quimiotactico involucra dos componentes principales, la proteína 

histidina autocinasa (CheA) y la proteína reguladora fosfoactivable 

(Che?). Este mecanismo se denomina sistema de señalización de dos 

componentes y es muy común en una gran variedad de procesos 

metabólicos bacterianos (Hazelbauer y col., 1993). 

Por último, las proteínas CheR y ChaU se encargan de regular 

los niveles de metilación del receptor: CheR es una metil-

transferasa que metilo al receptor cuando existe atrayente, y Chela 

actúa como metil-esterasa al ser fosforilada por CheA (Kleene y 

col., 1979). El pivel de metilación del receptor se encuentra 

directamente relacionado con el proceso de adaptación, en el que 

después de un tiempo en un ambiente estable, las células regresan 

a los patrones de nado no estimulado (Gudrum y Stock, 1993). 

ESTRUCTURA Y FUNCION FLAGELAR 

Morfológicamente, el flagelo bacteriano consiste de tres 

estructuras principales que se pueden distinguir al microscopio 

electrónico (figura 3a): el filamento extracelular encargado de la 

propulsión, un acopiador flexible denominado gancho y el cuerpo 

basal en la superficie celular, en el que se encuentra el motor 

rotatorio del flagelo (Macnab y Aizawa, 1984). 

La estructura general del. flagelo se representa en la figura 

3b. 

Filamento 

El filamento de localización extracelular constituye el 

componente propulsor del flagelo, que genera el trabajo 

hidrodinámica en el medio. Esta estructura que varía entre 5 y 10 

de longitud y 20 nm de diámetro, es un homopolímero constituido 

por miles de subunidades de flageline (.'enes y Aizawa, 1991). 

El filamento es una estructura rígida y helicoidal, es decir, 

las subunidades de flagelina se organizan de manera no equivalente 
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Figura 3 
a) Fotografía al microscopio electrónico de un flagelo 

completo de S. typhimurium. El filamento (F) se encuentra conectado 
al cuerpo basa]. (4), a través del gancho (H) (tomado de Macnab y 
Aizawa, 1984). 

b) Representación esquemática del flagelo de E. culi y S. 
typhimurium. Se señalan las proteínas que conforman al complejo 
filamento-gancho-cuerpo hasal,, así como los componentes del motor, 
interruptor (switch) y aparato de exportación (Macnab, 1992). 
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formando una hatee izquierda, lo que permite que la fuerza 

rotacional o torque, se convierta en una fuerza de translación que 

produce un "empuje mecánico" (Macnali, 1995a1, 

Los monómeros de flagelina SO encuentran dispuestos en una 

simetría pseudohexagonal, existiendo 5.5 subunidedes por vuelta de 

la hélice (Kondoh y Yanagida, 1975). La flagelina confiere también 

la antigenicidad de la bacteria. 

El análisis de secuencia de estu proteína en diferentes 

especies muestra que existen zonas de alta similitud en los 

extremos amino y carboxilo terminales, y una región variable en la 

parte central. Se ha demostrado que los extremos conservados se 

requieren para la exportación y ensamblaje de los monómeros, 

mientras que la región centra). es la parte que confiere 

antigenicidad (Kuwajima y col,, 1989). 

Por otro lado, estudios de difracción de rayos-X y 

reconstrucción de imágenes indican que los extremos terminales se 

localizan en la parte central del filamento formando las paredes de 

un canal central a la estructura, y la parte central de la 

secuencia de aminoácidos se encuentra localizada hacia el exterior; 

lo cual concuerda con las funciones previamente mencionadas (Namba 

y col., 1989; Trachtenberg y DeRosier, 1987), 

Gancho 

El filamento se conecta a la célula a través de una estructura 

curveada denominada gancho, que funciona como un acopiador flexible 
entre el filamento y el motor celular. 

El gancho es estructuralmente similar al filamento, siendo un 

homopolímero de entre 120-130 copias de la proteína FlgE (Dones y 

col., 1990). La secuencia de aminoácidos de F1gE muestra regiones 

de alta similitud con la flagelina, en los extremos amino y 

carboxilo terminales. 
En contraste con el filamento, el gancho presenta un tamaño 

bien determinado de 55 nm i 6 nm (Hirano y col., 1994). 

Tridimensionalmente, las subunidades de FlgE se ordenan 

también con simetría pseudohexagonal, pero en este caso formando 
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una hélice con gito hacia la derecha (Wageueknechi y Deiosiei, 

1981). 

En el centro del gancho existe un canal de aproximadamente 

2.5 nm de diámetro (Morgan y col., 1993), que se propone forma 

parte de la vía de exportación flagelo-específica. 

Existen 3 proteínas adicionales asociadas al gancho. Entro el 

gancho y el filamento se encuentran dos proteínas accesorias de 

unión denominadas HAP (hook associated proteins): HAP1 y HAP3 

(Holmio y Iino, 1985; Tkeda y col., 1987). Dada la similitud 

estructural del gancho y el filamento en cuanto a lo formo y 

disposición de las subunidades, resulta poco claro el porque estas 

proteínas representan un requerimiento estructural poro la unión de 

dichos componentes; aparentemente se requieren para que se lleve a 

cabo un correcto ensamblaje del. filamento. De hecho, recientemente 

se han estudiado mutantes en la proteína HAP3 (F1gL) en las que se 

afecta la resistencia del filamento a estrés mecánico, por lo que 

aparentemente HAP1 y HAP3 constituyen una base rígida para el 

filamento, permitiendo también que existe un movimiento relativo de 

las subunidades del gancho que es una estructura flexible (Fahrner 

y col., 1994). 

Existe también una gran similitud en los extremos terminales 

de estas proteínas con la flagelina y con el. monómero del gancho. 

La proteína HAP2 se localiza en la parte dístal. del. flagelo, 

y funciona como una tapa del filamento denominada proteína de 

coronamiento ((totuma y col., 1990a). HAP2 se requiere para el 

correcto ensamblaje de los monómeros de flagelina, que en ausencia 

de esta proteína se exportan al medio sin poder ensamblarse. 

Cuerpo Beeel 

El gancho se conecta a la célula a través de un complejo 

embebido en la superficie celular que se denomina cuerpo basal. 

El cuerpo basal consiste de un eje central, montado sobre una 

estructura en forma de anillo 	 MS), y rodeado de un par de 

anillos (L y P) localizados en la membrana externa (capa de 

lipopolisacáridos y capa de peptidoglicano respectivamente) como se 
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muestra en lo lignra 313 (hepamphilis y Adler, 1971; Khan, 1993). 

El. anillo MS se encuentra localizado en la membrana 

citoplásmica, y funciona como una base que transmite lo tuerza de 

rotación generada en el motor a través del cuerpo basal, hacia el 

filamento (Francis y col—, 1992). Se ha propuesto que el anillo MS 

es el. rotor del motor flagelar, donde se genera el torque. 

Los anillos externos L y P forman un cilindro que genera un 

espacio que permite a la estructura del. eje rotar libremente y 

penetrar la pared celular (Berg, 1974); esto se apoya en el hecho 

de que las bacterias gram positivas no contienen dichos anillos. 

El eje atraviesa los anillos, y se encuentra constituido por 

5 proteínas: FlgB, FlgC, FlgF FleG y FliE (Hosima y col., 1990h; 

Muller y col., 1992). Existe evidencia de que el eje rota durante 

el movimiento del flagelo; y ya que este interactúa con el anillo 

MS, se ha inferido que este último también gira. Como se he 

observado con las proteínas axiales del flagelo descritas 

anteriormente (filamento, gancho y HAP's), la secuencia de 

aminoácidos del eje tiene similitud con éstas en los extremos 

terminales. Esta semejanza sugiere un arreglo tridimensional 

similar para todas las proteínas axiales. 

El flagelo bacteriano incluye también otros componentes 

importantes tanto citeplásmicos como membrana lea: 

Motor Flagelar 

En el motor del flagelo se lleva a cabo el acoplamiento entre 

el gradiente electroquímico de protones y la rotación (Larsen y 

col., 1974). 

Para determinar cuales eran las proteínas del motor, se 

generaron mutantes que pudieran ensamblar el flagelo, pero que 

fueran incapaces de rotar. Con este fenotipo denominado Mot-, se 

identificaron los genes motA y motes (Armstrong y Adler, 1967; 

Silverman y Simon, 1976). La proteína MotB presenta un cruce 

transmembranal y se encuentra localizada en el espacio periplásmico 

(Chun y Parkinson, 1988). Se ha considerado la función de esta 

proteína como la del estator en un motor, es decir, una proteína de 

anclaje que conecta la estructura que genera la fuerza (le rotación, 
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a una estructura rígida como lo pared celular. 

MotA es una proteína membranal con 4 cruces transmembranales 

(pean y col, 1984), que forman un conjunto de a-hélices e través 

del que se conducen protones (Blair y Berg, 1990), P0r lo que se le 

ha propuesto como el canal de protones del motor. 

Existen diferentes modelos para explicar el mecanismo de 

acción del motor flagelar, el cómo se acoplo la conducción de 

protones con la producción de fuerza rotacional o torque. Entre 

otros, se propone que el rotor (anillo MS) presenta cargas 

positivas y negativas alrededor de su estructura cilíndrica, 

generando zonas de bajo y alto potencial eléctrico. Como se 

mencionó, MotA y MotB son los elementos de conducción de protones 

y estator. Por tanto, los protones atraviesan dicho canal (MotA), 

ejerciendo una fuerza electrostática en las cargas del rotor, lo 

que produce la rotación (Berry, 1993)• 

Complejo del Interruptor (Switch) 

El complejo del switch se encuentra formado por tres proteínas 

F1iG, FIiM y FliN de localización citoplásmica. Recientemente se ha 

demostrado que dicho complejo se localiza específicamente en una 

estructura citoplásmica anclada al cuerpo banal denominada anillo 

C (Driks y Derosier, 1990). 

Mutaciones en los genes que codifican para estas proteínas 

generan diferentes fenotipos: paralizado (Mot), no flagelados 

(Fla ), y defectuosos en el proceso quimiotáctico (Che ). Por lo 

tanto, se requieren tanto en el ensamblaje flagelar, como en la 

rotación del motor, y de manera importante, es el complejo 

responsable del cambio de dirección en la rotación del flagelo 

(CW/CCW) (Macnab, 1995b). Como se mencionó anteriormente, el nivel 

de fosforilación de CheY determina la dirección de giro del. 

flagelo, y es el complejo del switch con quien interactúa 

directamente Che? (Barak y Eisenbach, 1992) . 

Recientemente se ha tratado de asignarles funciones 

individuales a cada proteína. Con análisis de mutaciones supresoras 

se ha visto que F1iM da lugar a mutaciones Che', lo que indica que 

su papel principal es el de regular la dirección de la rotación 
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tlagelar (Soeket1 y :01., 1992). Por su parte, FliG y FIIN 

contribuyen de manera importante en Id generacicín del torque 

(irikura y col., 1993). 

Por otro lado, se han aislado mutantes en las quo MG se 

encuentra fusionado en fase e 	(anille MS), lo que indica que 

se localiza en el lado citoplásmico asociada con el anillo MS 

(Francis y col., 1992). 

Aparato do Exportación 

Las proteínas axiales del flagelo no se exportan a través de 

la vía común Sec., que constituye el mecanismo principal de 

exportación de proteínas bacterianas que presentan una secuencia 
señal líder. De las proteínas flagelares, sólo los anillos L y P 
contienen una secuencia señal. líder en el extremo amino terminal 

(Homma y col., 1990b), por lo que se ha propuesto la existencia de 

una vía de exportación flagelo-específica. Además se ha demostrado 

que el filamento se forma por lo adición distal de subunidades de 

flagelina, sin que éstas sean secretadas al medio (limo, 1969), 

Debido a esto, se propone la existencia de un canal central en 

el flagelo, a través del cual se exportan las proteínas flagelares, 

y que ha sido observado en reconstrucción de imágenes tanto en el 

gancho como en el filamento (Mambo y col., 1989; Morgan y col., 

1993; Morgan y col., 1995). El tamaño del canal es lo 

suficientemente grande para permitir el paso de subunidades, pero 

en estado desnaturalizado (Morgan y col., 1995). 

Considerando esta vía de exportación flagelo-específica, sella 

propuesto también la existencia de un aparato de exportación capaz 

de reconocer las proteínas flagelares a ser exportadas, para lo 

cual debe existir en dichas proteínas una señal de reconocimiento 

que confiera especificidad. 

Como se mencionó anteriormente, existen secuencias conservadas 

en el extremo N-terminal de todas las proteínas axiales, como son 

los motivos SGL y AANLAN, así como la presencia de héptadas 

repetidas en las que existe un aminoácido hidrofóbico cada 7 

residuos (licama y col., 1990a). Sin embargo, se ha visto que dichas 

secuencias son importantes en el ensamblaje mas no en el 
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reconocimiento especifico iRorwickcq: y Wwt.on, 1994) 

Para identificar las proteínas directamente involucradas en el 

proceso de exportación, se realizaron estudios con mutantes 

temperatura-sensibles, identificándose 3 componentes: FINA, FM) y 

Flil (Vogler y col., 1991). 

Flif es una proteína homóloga a la subunidad catalítica de la 

ATP siutetasa (subunidad (7), y se ha demo5trado que une ATP 

(Dreyfus y col., 1993); por lo que se le ha propuesto como el 

componente que hidroliza ATP dentro del aparato translocador. A su 

vez, tanto FliI como F1hA muestran alta similitud con proteínas 

involucradas en la exportación de factores de virulencia e través 

de un sistema diferente al Sec. Debido d. esto se ha propuesto la 

existencia de una superfamilia de sistemas de exportación Sec 

independientes (Dreyfus y col., 1993) . 

BIOGENESIS FLAGELAR 

El camino morfogenético en la síntesis del flagelo ha sido 

dilucidado a través de diferentes métodos, como el análisis al 

microscopio electrónico de las subestructuras que se presentan al 

mutar diferentes genes flagelares. A partir de dichas mutantes 

flagelares se han obtenido varías estructuras precursoras que se 

analizan estructuralmente al microscopio y bíoquimicamente con 

patrones de electroforesis (Kuborí y col., 1992). A partir de estos 

datos se obtuvo la vía morfológica de ensamblaje flagelar que se 

muestra en la figura 4. 

La estructura estable más temprana es el anillo MS que se 

puede ensamblar en ausencia de cualquier otra proteína flagelar. La 

siguiente estructura en formarse es el eje, que es el primer 

componente externo a la membrana citoplásmica. Sin embargo, existen 

muchos genes que deben expresarse antes de que el eje se complete. 

Las proteínas del switch interactuan directamente con el 

anillo MS, y se ensamblan antes que el eje (Kubori y col., 1992). 

A su vez, se requiere la previa formación de las proteínas que han 

sido involucradas como parte del aparato de exportación específico 
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Figure 4 Vía morfogenética de ensamblaje flagelar, en la que se 
muestran los genes que se requieren en los diferentes etapas de la 
biogénesis. ME, membrana externa; P, espacio periplásmieo y capa de 
peptidoglicano; MC, membrana citoplásmica (tomada de Macnab, 
1995a). 
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de flagelo: FINA, 	y IJil; así como V11113, PliP, FliQ y FIiR, 

que también presentan similitud con proteínas involucradas en la 

exportación de factores de virulencia. 

Posteriormente se ensamblan los anillos 1 y P, que a 

diferencia de todas las demás proteínas flagelares, se sintetizan 

con una secuencia señal en el. extremo amino terminal, por lo que se 

exportan a través del sistema general de exportación: Sec 

A continuación se ensambla el gancho, cuya formación requiere 

de la proteína Flgl.). FIgn no se encuentra presente en la estructura 

flagelar final, es sólo una proteína transiente que se incorpora en 

el extremo distal del eje, acompaña el ensamblaje del gancho y es 

finalmente reemplazada ponla proteína HAP1 (Ohnishi y col., 1994). 

Cabe mencionar que en este punto de la biogénesis interviene la 

proteína F1iK encargada de regular la longitud del gancho 

(Si.lverman y Simon, 1972). 

Por último, se exportan las proteínas tardías HAP3 y HAP2 

permitiendo de esta manera el ensamblaje final de la flagelina. 

En resumen, el proceso de ensamblaje flagelar procede en una 

secuencia linear del extremo proximal. al. distal, con la adición de 

monómeros y no de estructuras preformadas. Esta secuencia de 

formación requiere siempre la presencia de la estructura previa 

(Shapiro, 1995). 

ORGANIZACION GENETICA FLAGELAR 

Debido a le complejidad estructural y funcional del flagelo, 

existen más de 40 genes involucrados en los diferentes procesos de 

regulación, biosíntesis, ensamblaje y rotación flagelar. Los genes 

flagelares se encuentran localizados en cuatro regiones en el 

cromosoma de E. coli, y una región adicional en S. typhimurium 

necesaria para la expresión alterna de diferentes genes de 

flagelina (figura 5,51). 

Existe una diferente nomenclatura para los genes dependiendo 

de la región en la que se encuentren: flg para la región 1, flh 

para la región II y fli para las regiones IIIa y IIIb; en 
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Figura 5 
a) Organización cromosomal de los genes flagelares en s. 

typhimurium, En E. coli se presenta la misma organización excepto 
por la ausencia de la región flj. Los operones flagelares se 
encuentran distribuidos en cuatro regiones principales: 1 (genes 
flg), II (genes flh) y regiones lila y II11) (genes fli). 

b) Regulación del sistema genético flagelar que muestra la 
jerarquía de expresión de los operones flagelares. La cascada de 
regulación positiva se señala con flechas sólidas y los mecanismos 
negativos de regulación con flechas punteadas (Macnab, 1992). 
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S, typhimurium existe la región adicional con , 	lenóminados rlj 

(para una revisión ver Macnab. 1992). 

La región 	contiene principalmente genes que codifii in para 

proteínas estructurales del gancho y cuerpo basal, así como algunos 

genes involucrados en la regulación de la expresión y ensamblaje de 

las estructuras proximales. 

En la región II se localizan genes involucrados en lo 

generación de movimiento, como los genes de las proteínas del 

motor, de la cadena de transducción quimiotáctica y de quimio-

receptores. Existen también genes involucrados en la regulación de 

la expresión génica como el operón maestro flhC y flhD. 

La región III se encuentra dividida en IIIa y 1I1b, por una 

larga zona que no codifica para proteínas flagelares (Kawagishí y 

col„ 1992). En la región lila se localizan proteínas involucradas 

en los procesos tardíos de síntesis flagelar, como el gen de la 

flagelina fliC; así como el, gen fliA que codifica para un factor 

sigma que se requiere para lo expresión de los genes tardíos. Los 

genes de la región Uib se requieren en los estadios tempranos de 

ensamblaje flagelar, incluyendo los genes necesarios para la 

exportación de las proteínas flagelares (Macnab, 1992). 

En la tabla I se enlistan por regiones todos los genes 

flagelares que han sido identificados y su función. 

RROULACION GURTICA: Regulón 

La biosíntesis del flagelo es un proceso energéticamente muy 

costoso para la célula, por lo que existe un estricto control de lo 

expresión, principalmente a nivel transcripcional. 

Los genes involucrados en el sistema flagelar se encuentran 

organizados en operones que forman un sistema coordinado de 

expresión o regulón (Kutsukake y col., 1990). 

La jerarquía de expresión se representa en 3 clases que no 

necesariamente guardan relación con las regiones del cromosoma 

antes mencionadas (figura 5b), 
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Tabla 1 

Genes y productos sónicos involucrados en la flagelación, movilidad 
y quimiotaxis de H. colt (tomada de Williams, A. E., 1995). 

Gen 	Función o estructura Que  forma el producto cónico 

Región I 

figN 	Desconocida 
fIgn 	Factor antisigma 
flgA 	Ensamblaje de anillo P 
flgB 	Cuerpo Basal (Eje) 
flgC 	Cuerpo Basal (Eje) 
flgD 	Proteína transiente de coronamiento del gancho 
flgE 	Gancho 
flgF 	Cuerpo Basal (Eje) 
fIgG 	Cuerpo Basal (Eje) 
fIgH 	Cuerpo Basal (Anillo t) 
flgr 	Cuerpo Basal (Anillo P) 
figJ 	Desconocida 
flgK 	Proteína HAP 1 
f1gL 	Proteína HAP 3 

Rogión II 

flhE 	Desconocida 
flhA 	Aparato de Exportación 
flhD 	Aparato de Exportación 
cheZ 	Fosfatasa de CheY 
cheY 	Proteína que regula el cambio de dirección al 

interactuar con el switch 
chen 	Metilesterasa 
cheR 	Metiltransferasa 
tap 	 Quimioreceptor para dipéptidos 
tar 	Quimioreceptor de aspartato 
cheW 	Regulador positivo de la fosforilación de CheA 
cheA 	Fosforila a CheY y CheB 
mote 	Rotación del motor 
motA 	Rotación del motor 

Regulación positiva de la expresión génica 
flhD 	Regulación positiva de la expresión génica 

Región IIIe 

fliA 	Factor sigma (o.c)) para la expresión de genes tardíos 
fliB 	N-metilación de flagelina 
fhiC 	Flagelina 
fliD 	Proteína de coronamiento del filamento 
fliS 	Elongación del filamento 
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tliT 	DeRconocida 

Región Mb 

fliE 	Cuerpo Basa]. 
fliF 	Cuerpo Basa] (Anillo MS) 
fliG 	Switch 
fi i.fí 	 Aparato de Exportación 
flil 	Aparato de Exportación 
fliJ 	Desconocida 
(liK 	Control del tamano del gancho 

Desconocida 
fliN 	Switch 
fliN 	Switch 
filo 	Desconocida 
fliP 	Aparato de exportación 
fliQ 	Aparato de exportación 
fliR 	Aparato de exportación 
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Clase 1. Contiene únicamente al ()peyón maestro que es el 

responsable de la expresión de todos los genes flagelares, siendo 

regulado por represión catabólica a través del sistema AMPc/CAP 

(Silverman y Simon, 1974b; Komeda y col., 1975). Es decir, si los 

niveles de glucosa son altos, lo que indicaría un ambiente 

nutritivo, disminuyen los niveles de AMPc y no se expresa el operón 

maestro. Por tanto, la biosíntesis flagelar no se realiza cuando no 

se requiere la movilidad. 

Clase 2. La transcripción de los genes de la clase dos se 

encuentra directamente regulada por el operón maestro, que 

posiblemente actúe como un factor sigma (Helmann y col., 1988). Los 

operones de esta clase presentan una secuencia promotora consenso 

flagelo-específica en la región -10 (Kutsukake y col., 1990). En 

esta clase se localiza la proteína FliA, que es un factor sigma 

específico para la transcripción de los genes tardíos. 

Clase 3. Los operones de la clase 3 que contienen genes 

tardíos, regulan su expresión a través de FliA (a"). Algunos genes 

de esta última clase requieren de FliA totalmente para expresarse, 

y en otros, se observan bajos niveles de expresión en ausencia de 

Fila, por lo que dicha clase se ha subdividido en 3a y 3b (Macnab, 

1992) ver figura 5b. La expresión FlIA-independiente de la clase 

3a, se encuentra regulada por el operón maestro. 

FliA/F111M 

La expresión de los genes flagelares se encuentra coordinada 

con el ensamblaje del flagelo a través del sistema F1iA/F1gM 

(Kutsukake y lino, 1994) (ver figura 5b). 

Como se mencionó anteriormente, la expresión de los genes de 

los operones tardíos de la clase 3, se encuentra regulada por el 

factor sigma FliA. Sin embargo, la célula controla la actividad de 

FliA hasta que ha terminado por completo la biogénesis del gancho, 

acoplando de esta manera el proceso de biosíntesis con el. de 

regulación de la expresión génica (Kutsukake y col., 1994; Shapiro, 

1995). 

FlgM es un factor ant:í-sigma que se une a FliA disminuyendo la 

afinidad de este factor sigma por la RNA polimerasa. La acción de 
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FlgM esta a su vez regulada por el grado de ensamblaje flagelar. 

Se desconoce el mecanismo mediante el cual la célula es capaz 

de monitorear que la síntesis de la estructura del gancho ha 

finalizado, sin embargo, cualquier mutación que impida la formación 

del gancho, resulta en la no expresión de los genes tardíos 

dependientes de FliA. 

Recientemente se ha demostrado que FliA se activa cuando la 

concentración de Fleht se ve disminuida, y que esto se logra 

exportando a la proteína Flghl fuera de la célula, probablemente a 

través del canal central. de la vía de exportación flagelo-

específica (Hughes y col., 1993; Losick y Shapiro, 1993; Kutsukake, 

1994). 

Dado que existen aproximadamente 20,000 monómeros de flagelina 

por cada flagelo, el. principal costo energético en la biosíntesis 

flagelar lo constituye la síntesis del filamento. Por lo tanto, el 

sistema de regulación descrito anteriormente se encuentra diseñado 

para evitar dicho gasto cuando exista alguna mutación que no 

permita que los monómeros se puedan ensamblar. 

Al crecer el filamento, la tasa de exportación de proteínas 

disminuye, por lo que el nivel intracelular de F1gM aumenta; lo que 

produce que finalizo la síntesis de monómeros de flagelina. 

Existe otro tipo de regulación descrito por Kutsukake y col., 

en 1990, en el que mutaciones en el operón fliDST incrementan los 

niveles de expresión de los genes tardíos. Esto puede constituir 

otro mecanismo de regulación negativa de la expresión de los genes 

de la clase 3 (Kawagishí y col., 1992). 

y Flh.13; Control del Tamaño del Gancho 

El control del. tamaño de las estructuras del flagelo se puede 

dividir en tres categorías (Macnab, 1987a). La primera esta 

ejemplificada por los anillos, cuya estructura oligomérica se 

cierra sobre sí misma por lo que el tamaño se encuentra auto-

determinado. En la segunda se encuentra el filamento, cuyo tamaño 

no se encuentra regulado, la velocidad de elongación disminuye 
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exponencialmente con la longitud del mismo (lino, 199); Y (lePeilde 

principalmente de las tosas de síntesis de flagelina y mnpinlitmWo 

flagelar. Por lo tanto, se considera el tamaño del filamento como 

una propiedad estadística. En la tercer categoría ejemplificada por 

el gancho y probablemente el eje, el Limaño se encuentra bien 

definido. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual se determina 

el tamaño de estas estructuras flagelares, es aun desconocido. 

Diferentes tipos de mutaciones en el gen floF que codifica 

para la proteína del gancho, generan ganchos de tamaño normal, lo 

que indica que el mecanismo de regulación del tamaño no es 

intrínseco a la estructura. Por otro lado, La proteína monomérica 

del gancho puede polimerizar in vitro hasta una longitud indefinida 

(Kato y col., 1964). 

El gen fliK ha sido identificado como el. responsable de la 

regulación del tamaño del gancho (Silverman y Simon, 1972; 

Patterson-Delafield, 1973). Pa proteína F1iK no ha sido detectada 

en la estructura flagelar final, sin embargo, mutaciones en dicho 

gen producen ganchos de tamaños anormales llamados poliganchos. El 

poligancho es un polímero de ganchos, que es incapaz de ensamblar 

filamento por lo que las mutantes poligancho son no móviles. 

La organización de las subunidades de gancho en los 

poliganchos es idéntica a la de los ganchos silvestres, de hecho, 

los poliganchos han sido utilizados para la caracterización 

bioquímica de la proteína FlgE (Kagawa y col., 1976). 

Como se mencionó anteriormente, la proteína FlgD acompaña la 

biosíntesis del gancho permitiendo el ensamblaje de las 

subunidades, y permanece unida a la estructura hasta que ésta 

alcanza su tamaño normal, momento en el que es desplazada por F1gK 

(HAP1) (Ohnishi y col., 1994). En las mutantes poligancho, la 

proteína FlgD permanece unida, no se realiza el reemplazo de F1gD 

por F1gK. 

Se han aislado mutaciones supresoras intra e intergénicas que 

generan un fenotipo pseudo-revertante: "poligancho-filamento«, en 

las que permanece el defecto en cuanto a la regulación del tamaño 

del gancho, pero que son ahora capaces de ensamblar filamento 

(Suzuky y lino, 1981), 
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has snpresoras intragenicas eh fIrk indican que el prueel:se de 

control del tamaño involucra tante la terminación de la elengación 

del gancho, como el inicio de la exportación o ensamblaje de 

flagelina, y que FliK pudiera estar cumpliendo ambas funciones. 

Las supresores intergénicas mapean en el gen flhh (Kutsukake 

y col., 1994; Hirano y col., 1994), presentan el fenotipo 

poligancho-filamento, por lo que F1h13 puede tener un papel en el 

inicio de la formación de filamento. Esto indica que pueden existir 

otros productos génicos que se encuentren involucrados en el 

proceso de regulación de la longitud del. gancho. 

FlhB es una proteína membranal con 4 cruces transmulbranales 

después del extremo N-terminal, y con el extremo carboxilo 

localizado en el citoplasma (Minamino y col., 1994). Se sabe que 

esta proteína se encuentra involucrada en los procesos tempranos de 

ensamblaje del cuerpo basal (Kubori y col., 1992), sin embargo, ya 

que restablece una de las funciones de FliK, pudiera estar también 

involucrada en el proceso de control del tamaño del gancho. 

Existe evidencia de que cuando menos la exportación de una 

proteína flagelar: FlgM (factor antisigma), se inicia sólo después 

de que la estructura del gancho se encuentra completa, En las 

mutantes poligancho no se detecta exportación de F1gM, es decir, 

ésta sólo ocurre cuando se forma el gancho de manera correcta. Lo 

que no se conoce, es el cómo la célula es capaz de monitorear el 

ensamblaje correcto del gancho. 

Por último, en un estudio reciente se encontró que la doble 

mutante flhb-  flgK (HAP1) produce un fenotipo poligancho. Esto 

sugiere que el mecanismo puede ser más complejo e involucrar un 

mayor número de productos génicos (Hirano y col., 1994). 

En conclusión, el control de la longitud del gancho sigue 

siendo uno de los aspectos menos entendidos del proceso de 

biogénesis flagelar. 
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Eh FLAGELO DE Rhodobactor aphaeroldes 

splmeroids es una bacteria fotosintética perteneciente a 
la familia Ehodospiri ()acece que tiene la capacidad de crecer en 
condiciones de anaerobiosis y luz fntohel erot róficamente utilizando 

diversos sustratos orgánicos, o bien en condiciones 
microaerotílicas o aeróbicas en la oscuridad como  
quimiolieterótrokl. En esta familia se agrupan numerosas especies 
fotosintéticas como Shodospirinum rubrum y Rhodobacter capsulata 
que son incapaces de utilizar el, azufre elemental como donador de 
electrones por lo que se agrupan dentro de las bacterias 
denominadas púrpuras no sulfurosas (Pfennig y Truper, 1989). 

Como se mencionó anteriormente, existen numerosos estudios 
sobre la estructura y funcionamiento del flagelo de bacterias como 
E. culi y S. Cyphimurium, sin embargo existen escasos reportes 
sobre especies fotosintéticas a pesar de la alta representatividad 
de los procariontes fotosintéticos flagelados en la naturaleza. 
Prácticamente todas las bacterias fototróficas púrpuras no 
sulfurosas presentan flagelo (Armitage, 1992a). 

R. sphaeroides contiene un sólo flagelo localizado en la 
porción media del cuerpo celular (figura 6), y que rota únicamente 
en el sentido de las manecillas del reloj (CW). Es decir, a 
diferencia de las bacterias entéricas, presenta un sólo flagelo de 
rotación unidireccional y que sin embargo impulsa al organismo a 
grandes velocidades de hasta 100 pm s-', lo equivalente a 50 cuerpos 
celulares por segundo (Amito,- ! Macnab, 1987); comparado con una 
velocidad de 25 pm s-3  en las entéricas (Macnab, 1995a). 

Estructuralmente, el flagelo de R, sphaeroides presenta los 
mismos componentes antes descritos para las enterobacterias, sin 
embargo en esta especie el gancho es recto, lo cual se ha asociado 
con el hecho de ser una bacteria unifl.agelada, que no requiere la 
formación de una trenza. Aparentemente el cuerpo basal se encuentra 
constituido por el mismo número de anillos, sin embargo esto no 
está bien caracterizado (Sockett y Armitage, 1991). A su vez, no se 
han identificado en esta bacteria los componentes del switch, 
siendo probable que existan productos génicos únicos que se 
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Figura 6 Fotografía al microscopio electrónico de R. sphaeroides, 
que muestra un único flagelo localizado en la porción media del 
cuerpo celular. La barra corresponde a 1 (un (tomado de Armitaqe y 
Macnab, 1987). 
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requieran para la rotación unidireccinial del flagelo en este 

organismo fotosintético. 

El movimiento de esta especie hacteriana se realiza a través 

de una serie de 'liados y paros", cambiando de dirección por 

reorientación de la célula a través de movimiento Browniaso que se 

produce cuando el flagelo deja de rotar. Es decir, el cambio de 

dirección no es causado por una contrarotación del flagelo como en 

la mayoría de las bacterias hasta ahora estudiadas (Armitage, 1988; 

Packer y Armitage, H93), Durante los periodos de "paro", la 

estructura del filamento cambia significativamente de ser una 

hélice propulsiva funcional, a una forma de amplitud larga que se 

encuentra retraída hacia el cuerpo celular (figuro 7), 

Este comportamiento de "nado-paro-nado" se encuentra modulado 

en respuesta a estímulos tácticos como son cambios en la intensidad 

luminosa, tensión de oxígeno o concentraciones de determinadas 

sustancias. 

En el caso de R. sphaeroides, la presencia de un quimioefector 

no produce un cambio en la dirección de la rotación flagelar, sino 

que se alteran las frecuencias de paro y nado. tos principales 

atrayentes incluyen ácidos orgánicos débiles como acetato, 

propionato, butirato y piruvato; bases débiles; iones como el 

potasio (Poole y col., 1990) y la luz (Armitage, 1988), No se han 

encontrado repelentes, ni se conoce con detalle el mecanismo que 

sonsa los estímulos, ni el cómo se lleva a cabo la integración de 

la señal en el motor flagelar (Armitage, 1992a), 

Estudios realizados por el grupo de Sockett y col., en 1987 

demostraron la ausencia de quimío-receptores o proteínas MCP en 

esta bacteria; por lo que se propuso y demostró posteriormente que 

la respuesta quimiotáctica en estos organismos requiere el 

transporte y metabolismo limitado del. quimioefector (Colin y 

Armitage, 1987; Poole y col., 1993). Sin embargo, recientemente se 

identificó un quimio-receptor en R. sphaeroides (Ward y col., 

1995a); así como algunos de los componentes del sistema de 

transducción sensorial, como son proteínas homólogas a CheA, CheY, 

CheW y CheR (Ward y col., 1995b). De esta manera, R. sphaeroides 

presenta un sistema de transducción homólogo al de bacterias 
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Figura 7 
Comportamiento "nado-paro-nado" en R. sphaeroides. 
a) Secuencia de imágenes de microscopia de campo oscuro de 

alta intensidad, en las que se muestra el cambio en la estructura 
del filamento, que se retrae hacia el cuerpo celular durante los 
periodos de "paro". La barra corresponde a 5 pm. Las imágenes 
corresponden a un tiempo total de 3 segundos (tomada de Armitage y 
Macnab, 1987) 

b) Representación esquemática del comportamiento de nado 
en R. sphaeroides. Al retraerse el filamento hacia el cuerpo 
celular, la bacteria se reorienta y comienza el nado en una nueva 
dirección (Armitage y Macnab, 1987). 
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entéricas, pero con caracteristica particulares que han sido poco 

estudiadas. 

En R. sphaeroides se presenta otro tenámeno denominado 

quimiocinesis en el que se observa un aumento en 1.¿i velocidad de 

rotación del motor en respuesta a algun quimioefector, que requiere 

únicamente ser transportado y no metabolizado (narrison y col., 

1994; Brown y col., 1993). La quimiocinesis es un incremento en la 

velocidad de nado, sin cambio alguno en el gradiente electroquímico 

de protones (Packer y Armitage, 1994) ; en este sentido, e5 uno 

respuesta diferente a la quimioláctica, aunque algunos compuestos 

puedan inducir ambas. 

En conclusión, el estudio del flagelo en R. :;phaeroides, en 

comparación con las enterobacterias, se encuentra en sus fases 

iniciales, pero no necesariamente los modelos más estudiados y 

mejor caracterizados son los más representativos. 
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OBJETIVOS 

El objetivo general del proyecto de investigación que se lleva 

a cabo en el laboratorio, se refiere al estudio del flagelo de la 

bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides. El interés 

particular se centra en los aspectos de la organización cromosomal 

de los genes flagelares de este organismo, así como el. mecanismo de 

biogénesis y ensamblaje flagelar, 

Debido a la incapacidad de poder aislar estructuras flagelares 

con la posibilidad de rastrear alguna actividad biológica, la 

generación y aislamiento de mutantes defectuosas en genes 

flagelares resulta indispensable. Es decir, la caracterización del 

fenotipo resultante de una mutación génica nos acerca al. 

conocimiento de la estructura y función flagelar. 

Por lo anterior, se plantearon para la elaboración del 

presente trabajo los siguientes objetivos particulares: 

Aislamiento y selección de una mutante Fla a través de 

mutagénesis por transposición. 

Caracterización morfológica y bioquímica de la mutante. 

Identificación del gen defectuoso en el cromosoma de la 

cepa mutante, así como del gen intacto en el cromosoma de 

la cepa silvestre. 

Clonación del gen responsable del fenotipo no móvil. 

Restablecimiento de la movilidad a través de estudios de 

complementación en trans. 

Secuenciación del gen 

En este último punto, cabe mencionar que la secuenciación de 
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dicho gen así como la pnrificoeón y caracterlzación del producto 

génico, forman parte de los objetivos planteados para la futura 

continuacien del. proyecto. Sin embargo, se cuenta yo con secuencia 

nucleotídica preliminar con la que se pueden realizar estudios de 

homología con otros especies bacterianas. 

De esta manera, generando un banco de mutantes flagelares e 

identificando los genes que afectan la movilidad, nos podremos 

acercar al objetivo fundamental del proyecto en cuanto a conocer 

las diferencias que existen en el movimiento tan peculiar de esta 

especie bacteriano. Es decir, el flagelo de las enterobacterias 

como 'modelo flagelar" descrito en los libros de texto, pudiera no 

ser el. más representativo dentro del reino procarionte. 
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MATERIALES Y METODOS 

Las cepas, cósmidos y plasmidos utilizados en el presente 
trabajo se enlistan a continuación. 

CEPAS 

B. coli 817-1 (Pro-  Res' Mod' recA; plásmido integrado RP/1-Tc:;Mu- 
Kn::1717) 
B. mil J14103 (cepa derivada de 314101, F' traN36 lacP (lacE)M15 
proWendAl supt) 
B. coli NB101 (hsdS recA Res-  Mod- ; cepa altamente transformable, 
para producción de plásmidos a gran escala) 
R. ophaoroideo 1488-N (cepa silvestre; Nal') 
NPO (derivado TnphoA de R. sphaeroides WS8-N; no móvil; Knr, Nair)* 
KNI11 (derivado TnphoA de R. sphaeroides WS8--N; no móvil; Knr, Nal')* 

COSMIDOS 

c19 	(derivado 	de 	pLA2917 que contiene -20 kb de DNA de R. 
sphaeroides WS8; Tc') 
c523 	(derivado 	de 	pLA2917 que contiene -25 kb de DNA de R. 
sphaeroides WS8; Ter) 
c140 	(derivado 	de 	pLA2917 que contiene -25 kb de DNA de R. 
sphaeroides WS8; restablece la movilidad de MPG; Tc') 

PLASMIDOS 

p0C19 (vector de clonación de 2.69 kb, multicopia, expresa el N-
terminal de lacZ por lo que puede llevar a cabo a complementación 
en una cepa adecuada, Amp') 
pTZ19R (vector de donación de 2.9 kb, con sitio de policlonación 
derivado de pUC; multicopia, Ampq 
PRR415 (vector de 10.5 kb, derivado de pRK404 con sitio de 
policlonación de pUC19, Tc') 
01800 (derivado de pSUP203 de 14 kb que contiene a TnphoA; 
Tc', Kn') 
pIE800 (fragmento de 1.3 kb de DNA de E. coli donado en pUC19, 
contiene el gen fliK; Ampr) 
pT130510 (fragmento de 5.3 kb de DNA de R. sphaeroides 2.4.1. 
clonado en pPZ18R, contiene los genes flagelares flin (secuencia 
parcial), fliI y fliJ; Ampr) 
pT80815 (inserto del plásmido pn0510 donado en pRK415; Ter)* 
pTn1120 (fragmento de 5.7 kb clonado en pUC19 que contiene 4.6 kb de 
TnphoA y -1.1 kb del DNA de MPG adyacente al. sitio de inserción del 
transposón; Krir, Ampr)* 
000201 (fragmento Pstl del c140, de -2 kb clonado en ~415; IV)* 
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D1300502 (fragmento Ecolf del c140, de 4.9 kb clonado en p0K415; 
Tcr)* 
p1300503 (fragmento Fc()Rr del e140, de 5.1 kh clonado en ~415; 
Ter)* 
p1300404 (fragmento Sall del c140, de -4.6 kh clonado en pTZ19R; 
NallY)*  
pEI00405 (inserto del plásmido pl3G0404 clonado en pRK415; Tc')* 
p1100206 (fragmento Sali-EcoRi de -2.4 kb, de pRG0404 clonado en 
pTZ18R)* 

• Cepas mutantes y construcciones generadas en este trabajo. 
La construcción pTn.M20 se realizó en colaboración con la Dra. 
Elizabeth Sockett, Universidad de Nottingham, Reino Unido. 
La construcción p8G0206 se realizó en colaboración con el Dr. 
Andrés Campos, Instituto de Fisiología Celular, UNAM. 

Crecimiento de Rhodobactor aphaoroidoo WS8 

Medio de Cultivo Líquido 

Se utilizó el medio de cultivo descrito originalmente por 

Cohen-Bazire y col., (19571, modificado por Sistrom (1960), que fue 

diseñado con base en los requerimientos de sodio de esta bacteria. 

El medio mínimo incluye succinato como principal. donador de 

electrones, así como las vitaminas indispensables para el. 

crecimiento de esta bacteria; ácido nicotínico, tiamina y biotina. 

Se añadió al medio el antibiótico ácido nalidíxico (20 itg/m1) para 

evitar contaminación con otras especies bacterianas. 

El crecimiento se llevó a cabo en condiciones 

fotoheterotróficas, iluminando los cultivos con focos de 100 watts, 

manteniendo la temperatura constante entre 30 y 35°C, hasta 

alcanzar la fase de crecimiento logarítmica tardía (Clayton y 

Sistrom, 1978). 

Medio de Cultivo Sólido 

Se preparó agregando 2% de bact:o-agar al medio de cultivo 

líquido antes descrito. Después de esterilizado, se vació en cajas 

de Petri, a las que se agregan las vitaminas mencionadas y se 

estrían las bacterias para la obtención de colonias individuales. 
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Las cajas se semetier. Gn a iluminación constante dentro de una 

cámara de anaerobiesis en la que se genera una atmósfera de 

hidrógeno y bióxido de carbono que consume el oxigeno presenta. Las 

bacterias crecidas en condiciones fotosintéticas presentan el color 

café característico que le proporcionan los ear~ios y las 

haeterioclorofilas. 

Crecimiento do E. colt 

El crecimiento de las cepas de E. coli se llevó a cabo en el 

medio de Luria-Bertani (LB) que contiene por litro: 10 g de Nael, 

5 q de extracte de levadura y 10 g de bacto-triptona (Sambrook y 

col., 1989). Las bacterias se crecieron ya sea en cultivos líquidos 

en condiciones aeróbicas con agitación constante, o en medio sólido 

en cajas de Petri con medio LB que incluyó 2% de bacto altar, a 

37°C. 

La cepa jM103 se creció en medio mínimo M9 (Sambrook y col., 

1989). La cepa es incapaz de utilizar lactosa como fuente de 

carbono y requiere prolina para crecer. 

Mantenimiento de las Cepas  

Para mantener las cepas bacterianas durante un tiempo largo, 

se realizó un cultivo aeróbico de 12 hrs con agitación constante, 

inoculando una colonia en 2 ml de medio líquido. Posteriormente se 

agregaron 500 	del cultivo en 500 µI de glicerol previamente 

esterilizado (50% final), y se congeló a -70°C. 

Motagénopio do Abodobactor npbaeroides W88 

La mutagénesis se llevó a cabo por transposición, 

introduciendo en R. sphaeroides el elemento transponible TnphoA a 

través de conjugación diparental (Moore y Kaplan, 1989). 

El plásmido suicida 01800 que contiene al transposón Tn5 
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1.1161.011iid0 ;11 gen (10 1J 	 rodui e en la  ( ep, 

donadora F. coi/. SI7-1 que cont .Lene la Información necesarii para 

que se lleve a cabo la transferencia de DNA a través de la 

formación del pili. 

La conjugación diparen1A1 (entre dos especies) se realizó de 

acuerdo con el siguiente protocolo: 

Se crecieron cultivos aeróbicos do U, sphaen)ides I9S8 en medio 

Sistrom y de E. culi S17-1 en medio Luria, en presencia de sus 

respectivos antibióticos (ácido nalidixicc 20 pginll y kalunnicina 25 

Elg/m1J, inoculando una colonia en 2 ml de medio, Se inocularon 3 01 

del cultivo de 12 hrs de R. sphaeroides en 10 ml de medio hasta 

alcanzar la fase logarítmica a las 20 hrs aproximadamente. También 

se realizó un subcultivo de E. coli, inoculando 20 µI del cultivo 

de 12 hrs en 5 ml de [0 hasta alcanzar la fase logarítmica 

aproximadamente a las 3 hrs. 

Se centrifugaron por separado 500 11 de cada cultivo a 6000 

rpm durante 4 minutos. Se decantaron los sobrenadantes, y se 

resuspendieron las pastillas suavemente en 500 pl. de medio burla 

sin antibióticos; se centrifugó en las mismas condiciones que el 

paso anterior. Este procedimiento se repitió dos veces para 

eliminar los antibióticos de cada cultivo. 

Las pastillas resultantes se resuspendieron en 100 µI de LB, 

y se mezclaron. La mezcla de conjugación se incubó sobre filtros de 

nitrocelulosa estériles previamente colocados en cajas de Petri con 

medio LB, y se incubó a 30°C durante 5-6 horas (Miller y Kaplan, 

1978). 

Posteriormente se colocaron los filtros en tubos para 

microcentrífuga Eppendorf, se agregaron 500 pl de LB y se agitó 

vigorosamente. Por último, se plaquearon 100 µI de la mezcla de 

conjugación en cajas LB con kanamicina para seleccionar la 

presencia del transposón, y ácido nalidíxico para eliminar las 

colonias de E. culi que son sensibles a dicho antibiótico. 

Las cajas se incubaron durante 3-4 días a 30°C, obteniéndose 

así colonias mutantes de R. sphaeroides que contenían el transposón 

integrado en alguna parte del cromosoma. 
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Selección de las mutantes no móvilen 

Las mutantes se seleccionaren utilizando diferentes criterios: 

Placas do Nado: 

Las placas de nado o de altar suave contenían 0.03% de bacto-

peptona, 0.03% de extracto de levadura y 0.3% de bacto-agar 

(Sockett. y Armitage, 1991). 

Se inocularon las colonias por punción utilizando un palillo 

estéril, se incubaron a 30°C durante 3 días y se observó la 

formación de un halo de nado, característico de las mutantes 

móviles. Se seleccionaron aquellas colonias que no formaron dicho 

halo. 

Microscopia Optica de Contrasto do Fases y de Campo Oscuro do Alta 

Intensidad: 

Se realizó un cultivo líquido de las bacterias resultantes de 

la mutagénesis inoculando una colonia en 2 ml de medio Sistrom en 

presencia de kanamicina (25 Wird). Se mantuvieron en iluminación 

constante durante 12 hrs y se analizaron al microscopio óptico 

colocando 2 µI del cultivo en un portaobjetos. 

Al microscopio de contraste de fases resulta muy sencillo 

diferenciar las bacterias que nadan de aquellas que no lo hacen; 

las primeras presentan desplazamientos rápidos en diferentes 

direcciones y las segundas están sujetas a movimientos Brownianos. 

Después de este criterio, el cultivo se analizó en el microscopio 

de campo oscuro de alta intensidad en el que se puede distinguir si. 

las bacterias presentan flagelo. La presente microscopia resulta de 

una modificación realizada a un microscopio de fluoresencia en el 

que se utiliza una fuente de luz muy poderosa, de manera que se 

pueden observar estructuras tan delgadas como el flagelo 

bacteriano. Con este criterio de selección se pueden distinguir 

diferentes fenotipos, es decir, si las bacterias que no nadan 

carecen de flagelo (Fla"), o bien si presentan un flagelo no 

funcional (Mot" o Chel. 
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Microseopía Electrónica 

Las mutantes obtenida se anali .i.aron al microscopio 

electrónico en el que se pudo verificar la ausencia de flagelo, o 

bien la presencia de subestructuras flagelares. Las bacterias se 

obtuvieron a partir de un cultivo líquido, o bien de las placas de 

nado, y se sometieron a varios lavados utilizando el amortiguador 

Tris 0.1 M pH 8.0. Posteriormente se colocó 1 01 de la preparación 

en rejillas recubiertas con película de carbón para realizar la 

Unción negativa. 

La tinción negativa se realizó utilizando ácido fostotúngstico 

(PTA) al 	p11 6.8, o bien acetato de uranilo 1% con el que se 

logró obtener un mayor contraste. 

Las muestras se analizaron en un microscopio electrónico Jeol 

1200X II a un voltaje de 60 ó 80 Kv. 

Complementación en trena de lne Mutanteo 

Los estudios de complementación se realizaron a través de 

conjugación diparental como se describió anteriormente. La cepa 

donadora de E, coli 517-1 se transformó con el fragmento de DNA a 

transferir, donado en el pJ.ásmido pRK415 o el cósmido pLA2917 

cuyos sitios de origen de replicación son reconocidos en R. 

sphaeroides (Donohue y Kaplan, 1991). De esta manera, la 

conjugación se realizó entre E. coli S17-1 y alguna cepa mutante de 

R. sphaeroides, obtenida por mutagénesis, que contenía el 

transposón TnphoA integrado en el cromosoma. Finalmente se 

seleccionaron las bacterias por su resistencia a kanamácina 

(conferida por el transposón), así como a tetraciclina 1 pg/nd 

(resistencia que confieren los vectores utilizados pRK415, p1a2917) 

y ácido nalidíxico. 

Posteriormente, las colonias obtenidas se sometieron a los 

criterios de selección de nado y presencia de flagelo antes 

mencionados para verificar el restablecimiento del fenotipo 

silvestre. 
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Purificación do ln proteína del gancho: FlgE 

Se crecieron 6 litros de un cultivo fotosintético de la 

mutante polfgancho (MPG) en presencia de 25 pg/mi de kanamicina, 

inoculados con 2.5 ml de un pre-cultivo líquido en fase 

estacionaria. Las bacterias se mantuvieron en iluminación constante 

con b focos de (00 watts, durante 12 horas. 

Las bacterias se cosecharon en fase de crecimiento logarítmica 

(D.O.= 0.6-0.8 a 660 nm), centrifugando a 5,000 rpm durante 15 min. 

Las pastillas se resuspendieron en 60 ml de amortiguador TE (Tris 

10 mM, EDTA 0.1 mM pll. 8.0), en presencia de 25 pg/all de TICE). 

Todos los pasos se realizaron a 40C. 

El gancho se obtuvo por ruptura mecánica, pasando las 

bacterias varias veces a través de una cánula, o bien utilizando un 

bomogenizador. 

Se centrifugó a 8000 rpm durante 15 minutos para desechar las 

bacterias intactas y restos celulares que quedan en la pastilla. El 

sobrenadante se centrifugó a alta velocidad 35,000 rpm durante 1 

hora en el rotor 60Ti. La pastilla se resuspendió en amortiguador 

TE y se sometió a un gradiente de cloruro de cesio (4.3 g de CaCi 

en 11 ml de TE). 

Por último, se colectaron las diferentes fracciones, se 

dializaron, y se ultracentrifugaron para recuperar el gancho en la 

pastilla. La pureza de la preparación se verificó en geles de 

poliacrilamida SDS, así como al microscopio electrónico. 

Secuenciación del extremo amino terminal de FlgE 

La proteína del gancho obtenida se sometió a electroforesis en 

geles de poliacrilamida, y se transfirió a una membrana de Problot 

(polivinilidén fluoruro) durante 4 horas a 250 niA. La membrana se 

tiñó con 0.1% de azul de Coomasie R-250 en 50% de metano', y se 

destiñó en SO% de metanol, 10% de ácido acético, después de lo cual 

se recortaron las bandas de interés (I4atsudaira, 1987). 

La secuencia de aminoácidos se obtuvo con un secuenciador 
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automático en la fundación Kcck de la Universidad de Vale, E.U.A. 

Electroforeein 

La caracterización electrolorélica se llevó a cabo en geles de 

poliacrilamida SUS al 15%, utilizando el método reportado por 

(Laemirdl, 1970). La tinción de los geles se realizó con nitrato de 

plata. 

La determinación de los pesos moleculares aproximados se 

obtuvo a través de barridos densitométricos con un haz de láser, en 

el aparato UltroScan XL de LRB. Se utilizaron los siguientes 

estándares como marcadores de peso molecular: fosforilasa b (97,400 

da), albúmina sérica de bovino (66,200 da), ovoalbúmina (45,000 

da), anhidrasa carbónica (31,000 da), inhibidor de tripsina de soya 

(21,500 da) y lisosima (1.4,400 da). 

Determinación de la Concentración de Proteína 

La cuantificación de proteína se realizó con el método del 

ácido bicinconínico (BCA) descrito por Smith y col., (1905). 

Las absorbancias de las muestras problema se leyeron a 562 onu 

y se interpolaron con las lecturas de una curva patrón realizada 

con albúmina de bovino. 
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TECNICAS DR BIOLOGIA NaUCULAR: 

Purificación de UNA Cromosoma' 

La purificación de DNA cromosoma) de R. J4?haeroides se realizó 

a partir de 250 ml de un cultivo fotosintético. Se cosecharon las 

bacterias centrifugando a baja velocidad y se resuspendieron en 10 

ml de amortiguador de sacarosa (25% sacarosa, 50 mM Tris-Cl pi( 8.0, 

1 mM EDTA), por cada litro de cultivo inicial. 

Posteriormente se trataron las células con 3.0 mi de EDTA 0.25 

M, 1.0 ml de lisosima 5 mg/ml y 0.1 ml. de RNAsa 10 mg/ml, para 

formar esferoplastos, se agitó suavemente y se dejó reposar durante 

15 min en hielo. Las células se lisaron agregando 3.0 ml de mezcla 

lítica de Tritón X-100: tritón X-100 10%, 0,25 M EDTA pii 8.0, Tris 

1 M pli 8.0; se mezcló y se dejó en hielo durante 15 min. 

Las bacterias se centrifugaron a baja velocidad y se descartó 

el sobrenadante. La pastilla se resuspendió en 10 ml de 

amortiguador TES ('Tris-Cl 50 mM pH 7.5, EDTA 2 mM pH '7.5, SUS 5%); 

y se agregó 1/10 del volumen de una solución de proteasa K 5 mg/ml, 

incubando durante 1 hr a 37°C. 

Se realizaron numerosas extracciones con fenol saturado con 

Tris pH 8.0, centrifugando durante 10 min a 10,000 rpm para separar 

las fases. Finalmente se realizó una extracción con fenol--

cloroformo 1:1, y dos extracciones adicionales únicamente con 

cloroformo. El sobrenadante (fase acuosa) se precipitó con 1/25 de 

NaCl SM y 2 volúmenes de etanol. 100%, se lavó y se secó (Sambrook 

y col., 1989). 

El DNA se resuspendió en TE (Tris 10 mM-EDTA 1. mM pH 7.5). 

Purificación do D'aullidos y ~idos 

El DNA de plásmidos y cósmidos se purificó utilizando el kit 

de Qiagen (Inc., Alemania). A partir de cultivos de 100 ml 

(midiprep) o 500 ml (maxiprep) se purificaron los plásmidos a 

través de lisis alcalina seguida de una cromatografía de 

intercambio jónico por la que se pasó el extracto celular. 
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Para plásmidos con bae. número de copla r, o hien para Id 

purificación de cósmidos, el cultivo se ampliAicó durante 12 

con clorantenicol 170 lig/ml. 

Ratrategia de Clonación 

Los plásmidos se construyeron utilizando técnicas estándares 

descritas en Sambrook y col., (1989). 

Los vectores e insertos utilizados se purificaron a partir de 

elución de geles de agarosa 1% con el sistema Geneclean, (Dio 101). 

El vector linearizado y desfosforilado se incubó con el 

inserto de DNA a clocar, así como con la ligasa de DNA de T4. La 

ligación se realizó a 16 o 20°C dependiendo de si los extremos eran 

cohesivos o rasurados respectivamente. 

La mezcla de reacción se utilizó para transformar células 

competentes de E. con preparadas con CaC1.2  100 mM, y las clones 

positivas se seleccionaron a través de digestiones de 

minipreparaciones de DNA. Las minipreparaciones se realizaron por 

lisis alcalina como se describe en Sambrook y col. (1989). 

Construcción de la Clan& pTnM20 

El DNA adyacente al sitio de inserción del. transposón en el 

cromosoma de la mutante MPG, fue clocado utilizando como marcador 

la resistencia a kanamicina que confiere TnphoA. Se digirió durante 

12 hrs 1 itg de pUe19 y 3 pg de DNA cromosomal de MPG con la enzima 

Sall, El DNA resultante se extrajo con una solución de fenal-

cloroformo y se precipitó con acetato de sodio y etanol- Los DNAs 

se ligaron y se transformaron en células competentes de E. culi 

JM103. Las transformantes se sembraron en cajas LB con 40 ttg/m1 X-

gal y 75 µg/m1 kanamicina para seleccionar el. fragmento de DNA que 

incluyera el transposón. La clona resultante que se obtuvo contiene 

4.6 kb de TnphoA y -1.1 kb de DNA del gen mutado en R. sphaeroides. 
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Hibridación tipo Southorn 

La hibridación tipo Southern Bleu se realizó de acuerdo con lo 

técnica descrita por Southern (1975). Los sondas utilizadas se 

marcaron con biotina a través de lo técnica de "nick translation", 

siguiendo el protocolo del sistema (Biouick Labeling System, Gibe° 

BEL). Aproximadamente 1 ng de DNA se incubó a 16°C durante 30 min, 

en presencia de desoxioli.gonuc1eót.idos• (incluyendo el marcado con 

biotina-14-dATP), y de las enzimas DNA PoJ.imerasa 1 y DNasa 1. La 

reacción se detuvo con EDTA, y se precipitó con Et011 varias veces 

para eliminar los nucleótidos que no se incorporaron. La sondo 

biotinilada se guardó en amortiguador de Tris-EDTA a -20°C. 

La hibridación se realizó de acuerdo al protocolo de detección 

del sistema (PhotoGene, Gibco BEL). El DNA desnaturalizado en un 

gel de agarosa, se transfirió a membranas de Nylon durante 15 min 

con vacío. La membrana se prehibridó durante 4 hrs a 42°C en 

presencia de DNA de esperma de salmón, y se hibridé durante 18 hrs 

en presencia de la sonda biotinilada. 

Posteriormente se realizaron varios lavados a la membrana en 

amortiguador SSC-SDS (NaCI 3 M, Citrato de sodio 0.3 M; SDS), 

ajustando la temperatura al nivel de astringencia que se requirió. 

La membrana se bloqueó durante 1 br en una solución de albúmina, 

después de lo cual se le unió un conjugado de estreptavidina y 

fosfatasa alcalina, que a su vez se incorpora en las biotinas de la 

sonda marcada. 

Finalmente la detección de la señal se realizó con un sustrato 

de la fosfatasa alcalina que emite luz al ser desfosforilado. 

La membrana se expuso en un estuche con pantalla amplificadora 

y una placa para aut:orradiografía. La placa se reveló después de 

someterse a diferentes tiempos de exposición dependiendo de que tan 

fuerte era la señal. 
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SOCUOnC4ACión 

La secuenciación de nucle6Vidos se reallzá de acuerdo al 

método enzimático de terminación de la cadena de SangT.r y col., 

(1977). Las reacciones de secuencia se realizaron según el 

protocolo del sistema de deltaTaq DNA polimerasa Versión 2.0 (USW. 

Alineación, Marcado y Terminación: 

Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando DNA de 

doble cadena, con plásmidos purificados por columnas de Qiagen. El 

DNA plasmídico (2 pg) se desnaturalizó con 2.0 M de Na011 durante 5 

min. Para la reacción de alineación se agregaron 20 pmolas de 

oligonucleótido (cebador) y se neutralizó la solución con acetato 

de sodio 3 M pH 5.0, precipitando con 2.5 volumenes de etanol. 80%. 

Se incubó a -70°C durante 30 min y se centrifugó a 14000 rpm 

durante 12 min a 4°C. La pastilla resultante se lavó con etanol 80% 

y se secó en un liofilizador al vacío. 

A la mezcla templado-cebador se le agregaron los 

desoxioligonucleótidos excepto el deTP que se incluye como (0t-'5S-

dCTP), así como la enzima Taq DNA polimerasa. La reacción de 

marcado se incubé durante 5 min a 45°C. 

Por otra parte, se aíladi.ó en 4 tubos, 4.0 pl de la mezcla de 

terminación que contenía cada uno de los dideoxinucleótidos; (4.0 

gl de ddATP al primer tubo y así respectivamente a los siguientes). 

Al terminar la reacción de marcado se tomaron 4 111 de la 

mezcla y se colocaron en cada uno de los 4 tubos que contenían la 

mezcla de terminación. Se incubó a 72°C durante 5 min, y se 

agregaron 4 gl de solución de término (stop soltition). Las 

reacciones se guardaron a -20°C hasta ser utilizadas. 

Cabe mencionar que en todas las reacciones se utilizó el 

desoxioligonucleótido análogo del dGTP: (7-deaza-dGII) que se 

recomienda para DNAs con alto contenido G-C, ya que forma 

estructuras secundarias más débiles evitando la formación de 

compresiones en la electroforesi.s. 

Las reacciones se incubaron a 70°C durante 5 min antes de 
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cargarse en 1111 gel. de secuencia. La electrotoresis se realizó 
cargando 2.5 pi de la reacción en un gel de acrilamida/bis-
acrilamida tanto al 6% como al 4%. El gel se precalentó durante 1 
hora, y se corrió fijando la corriente a 50 watts. 

Al finalizar la ele~oforesis, se fijó el gel en ácido 
acético 10% y metenol 10% durante 30 min con agitación constante. 

Por último se secó durante 1 hr a 130°C y se expuso durante 12 
hrs en una placa de rayos-X para autoradiografía. 
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RESULTADOS 

Alelamiento y Selección de le Mutante Poligencho 

A través de la inserción del elemento transponible TnphoA en 

el cromosoma de R. sphaeroides se aislaron dos mutantes afectadas 

en la movilidad. Las mutantes se obtuvieron a través de conjugación 

diparental con una frecuencia de 2 colonias mutantes no móviles en 

600 colonias exconjugantes, y se seleccionaron como colonias 

resistentes a los antibióticos: kanamicina (resistencia que 

confiere el transposón), así como a ácido nalidixico (resistencia 

de la cepa silvestre R. sphaeroides WS8). 

Las mutantes obtenidas son capaces de crecer tanto 

fotosintéticamente como en condiciones de aerobiosis, presentando 

la misma velocidad de crecimiento que la cepa silvestre. 

El siguiente criterio de selección fue la capacidad de nado: 

en la Figura 8 se muestra el análisis de movilidad en placas de 

nado o agar suave. Las mutantes no son capaces de producir el 

anillo de nado característico que forma la cepa silvestre al 

alejarse del. punto de inoculación. 

Por otro lado, la caracterización de las mutantes al 

microscopio óptico muestra que ambas son no móviles, y que no 

presentan estructuras flagelares distinguibles. 

La caracterización morfológica de las mutantes al microscopio 

electrónico muestra que la mutante denominada MNM1 carece de 

cualquier estructura flagelar externa presentando un fenotipo Fla-; 

sin embargo, la mutante denominada MPG presenta un 'flagelo 

pequeño' como se muestra en la Figura 9. 

Para determinar a qué tipo de estructura flagelar correspondía 

lo observado en la mutante MPG, se analizó a] microscopio 

electrónico el flagelo purificado de una cepa silvestre. La parte 

extracelular del flagelo (gancho y filamento), se aisló por ruptura 

mecánica, de la misma forma que se describe en la metodología para 

la purificación del gancho. 
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Figura 8 Placa de nado o agar suave (0.3%), en donde se muestran 
los anillos de nado que forman la cepa silvestre n; (extremo 
izquierdo y derecho de la caja de Petri), y la mutante poligancho 
PG (extremo superior e inferior de la caja de Petri), al alejarse 
del punto de inoculación. 
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Figura 9 	Fotografía al microscopio electrónico de las mutantes 
MNM1 en la parte superior (mutante Fla-), la barra corresponde a 
500 nm; y MPG (mutante poligancho) en la parte inferior, la barra 
corresponde a 200 nm. Las flechas señalan el "flagelo pegueño".Las 
muestras fueron procesadas por tinción negativa como se describe en 
la metodología. 
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En la Figura 10 su muestra una fotografía al microscopio 

electrónico del. flagelo obtenido de una cepa silvestre, en donde se 

distingue el gancho, el filamento y las proteínas HAP de unión 

entre éstos. El patrón morfológico que se observa en el gancho, se 

distingue claramente del que muestra el arreglo de subunidades de 

flagelina en el filamento. 

De esta manera, con el análisis del flagelo silvestre, se 

logró asignarle a la mutante MPG el. fenotipo poligancho, que se 

caracteriza por la formación de polímeros de ganchos de diferentes 

tamaños. En la Figura 11 se muestra a un mayor aumento, que el 

patrón morfológico del "flagelo pequeño" en la mutante MPG, 

corresponde al del gancho. 

El gancho en la mutante MPG presenta un tamaño anormal de 

hasta -2000 nm de largo comparado con -100 nm de la cepa silvestre. 

Por otro lado, la MPG es incapaz de ensamblar filamento y no 

aparecen las proteínas HAP de unión entre gancho y filamento (ver 

figura 11). El presente fenotipo se clasifica a su vez como Fla-

debido a la ausencia de filamento. 

La continuación del trabajo se realizó únicamente con la 

mutante MPG. 

Purificación de la Proteína del Gancho 

Como se mencionó anteriormente, el gancho de una cepa 

silvestre es una estructura corta de aproximadamente 100 nm, y 

siendo R. sphaeroides una bacteria uniflagelada, la purificación de 

la proteína monomérica del gancho (F1gE), a partir de una cepa 

silvestre, genera rendimientos muy bajos. Debido a esto, se utilizó 

la mutante poligancho para la purificación de la proteína FlgE, 

utilizando la metodología antes mencionada. 

La pureza de la preparación se verificó a través de geles de 

poliacrilamida SDS, así como por microscopía electrónica. 

En la Figura 12 se muestra el patrón electroforético que se 

obtiene a partir de la ruptura de las estructuras extracelulares 

del flagelo, tanto en la cepa silvestre como en la mutante 
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Figura 10 	Fotografía al microscopio electrónico de las 
estructuras extracelulares del flagelo de R. sphaeroides WS8. La 
flecha señala las proteínas HAP de unión entre el gancho 
(estructura recta en la parte derecha), y el filamento (del lado 
izquierdo de la flecha). La barra corresponde a 100 nm. 
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Figura 11 	Fotografía al microscopio electrónico de la mutante 
poligancho. No se observan las proteínas HAP ni. el filamento. La 
barra corresponde a 100 nm. 
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polittanche. En la cepa silvestre se observa tina banda mayoritaria 

que 	corresponde a la 11 ag e I no (Eric) con un peso molecular 

aproximado de 55 kDa como se había descrito anteriormente (Sockett 

y col., 1990), así como una proteína de menor peso molecular (-50 

lapa) correspondiente a la proteína del gancho. 

Un el carril que corresponde a la mutante, no se observa la 

banda de flagelina, y se evidencia que la cantidad de proteína de 

gancho es sacho mayor en comparación con la cepa silvestre. A su 

vez, se muestra una tinción con plata del patrón electroforetico 

del último paso de purificación de la proteína del gancho. Los 

pesos moleculares se obtuvieron a través de un barrido 

densitométrico como se mencionó en la metodología. 

En la Figura 13 se muestran las fotografías al microscopio 

electrónico obtenidas con la preparación de gancho. Como se 

observa, se conserva el mismo patrón morfológico que corresponde al 

del gancho en la cepa silvestre, y en la mutante MPG. El fenotipo 

poligancho se caracteriza por una desregulación del control de la 

longitud del gancho, por lo que se pueden encontrar poliganchos de 

diferentes tamaños a partir de 100 nm. 

Por último, para corroborar que la banda observada en los 

geles de poliacrilamida correspondía a lo proteína del gancho, se 

obtuvo la secuencia amino-terminal. En la Figura Id se muestra la 

secuencia N-terminal de la proteína FlgE, comparada con los 

secuencias de la misma proteína reportadas para otras especies 

bacterianas. Como se puede observar, la proteína del. gancho de R. 

sphaeroides muestra el dominio conservado "SGL" que se ha observado 

en otras especies, así como aminoácidos altamente conservados y la 

presencia de héptadas repetidas (un aminoácido hidrofóbico cada 7 

residuos). 

52 



97 

66 to 

45 
-50 

A 

Figura 12 	A) Electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil 
sulfato de sodio (15%). Tinción con plata de 1) marcadores de peso 
molecular (kDa) 2) componentes extracelulares purificados de la 
cepa silvestre: flagelina (con un peso molecular de 55 kDa) y 
gancho (50 kDa) 3) componentes extracelulares purificados de la 
mutante polígancho: proteína del gancho (50 kDa). 

B) Tinción con plata del. último paso de purificación de 
la proteína del gancho. No se observan pigmentos contaminantes de 
bajo peso molecular en la zona de 10 kDa. 
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Figura 13 	
Fotografía al microscopio electrónico de los 

poliganchos obtenidos de MPG como se describe en la metodología. La 
barra corresponde a 200 nm. 
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R. sphaeroides 	 M I N T AL 
co/i r2 	 MMRSLFSGV 

C. jejuni 	 MMRSLFSGV  
C, coli rl 	MMRSLFSGV 
T. phagedenis 	 MMRSIFSG 
S. typhImuriunr 	 MS USO Ay 
C. crescenlus 	MSINSAMLAGV 
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Figura 14 	Comparación de las secuencias de aminoácidos del 
extremo N-terminal de las proteínas del gancho de diferentes 
bacterias flageladas. Se señalan en un recuadro las secuencias 
consenso y los aminoácidos altamente conservados. Las flechas 
señalan la existencia de residuos hidrofóbicos que se repiten cada 
7 aminoácidos: héptadas repetidas (se incluyó la secuencia de R. 
sphaeroídes en Power, M.E. y col., 1992). 
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Innereión de TrIphoA en el crom000ma d9 la mutante 

Para demostrar la existencia de un único evento de, inserión 

del transposón en el cromosoma de R. sphaeroide:r, se realizó 

hibridación tipo Southern utilizando como sonda un fragmento Hind 

de 3.4 kb, del plásmido pU1800, que corresponde a una región 

interna de. TnphoA como se muestra en el mapa de la Figura 15. 

La hibridación se realizó con DNA cromosomal purificado de MPG 

y digerido con las enzimas de restricción Barril' y Sacl como se 

muestra en la Figura 16. El TnphoA no es cortado por la enzima 

SacI, por lo que la banda de hibridación que se observa corresponde 

a la distancia que existe entre dos sitios Sed". en los extremos 3' 

y 5' del sitio de inserción del transposón. Por su parte, existe un 

sólo sitio BamliI dentro de TnphoA, por lo que le banda de 5 kb que 

se observa corresponde a dos fragmentos que comigran: el primero 

incluye 4.9 kb de TnphoA y 55 pb del extremo 5' del DNA adyacente 

al. sitio de inserción; y el segundo contiene 2.7 kb de TnphoA y 2.3 

kb del extremo 3' del DNA adyacente el sitio de inserción. 

Los sitios Mann del. DNA cromosomal antes mencionados, se 

identificaron a través de mapas de restricción y por secuenciación, 

como se verá más adelante, 

Entudioll de Complamantación 

Para los experimentos de complementación y restablecimiento de 

la movilidad de la mutante, se utilizaron 3 cósmidos de una 

librería genómica de R. sphaeroides, donados por la Dra. Elizabeth 

Sockett de la Universidad de Nottingham (Reino Unido); en los que 

se encuentran representadas -80 kb de DNA cromosoma'. 

A través de conjugación diparental se introdujeron los 

cósmidos en la mutante MPG. Las colonias exconjugantes se 

seleccionaron por resistencia e tetraciclina (conferida por el 

cósmido); kanamicina (por la presencia de TnS) y ácido nalidíxicd. 

Con estos estudios se identificó un cósmido de -25 kb 

denominado c140, que compelementa a la MPG. La mutante 
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fi 	S B , 
pU 1800 offiell-ptioA  I 	 Sm. 

Figura 15 Mapa de TnphoA en el que se muestra la sonda de 3.4 kb 
utilizada para la identificación del transposón en experimentos de 
hibridación. Se señala el gene de la fosfatasa alcalina así. como la 
zona que confiere resistencia a kanamicina. Las letras señalan las 
siguientes enzimas de restricción E3 (flamMI), D 	 H (HindITI) 
y S (San). 
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1 2 3 4 5 

—+ 8.4 Kb 
—+ 4.9 Kb 

Figura 16 Hibridación tipo Southern del DNA cromosomal de la cepa 
silvestre digerido con SacI y BamMI (carriles 1 y 2); DNA 
cromosomal de MPG digerido con Saci (carril 4) y con HamHI (carril 
5). 
En el tercer carril se corrieron estándares de peso molecular, 
lambda digerido con Esti. 
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complementada recupera la movilidad como se muestra en las placas 

de nado de la Figura 17a, El análisis al microscopio electrónico de 

la mutante complementada muestra el restablecimiento de una 

longitud de gancho normal, siendo éste capaz de ensamblar filamento 

como se muestra en la Figura 17b. 

8ubclonación de e140 

Para la donación del gen silvestre que se encuentra presente 

en el cósmido c140 (gen interrumpido por TnphoA en la mutante), se 

realizaron estudios de hibridación tipo Southern. Se utilizó como 

sonda específica un fragmento SalI/DraI de -1.3 kb de la clona 

pTnM20, que contiene el DNA de R. sphaeroides MPG adyacente al 

sitio de inserción del transposón, y 254 ph correspondientes al 

extremo 5' del gen de la fosfatasa alcalina en el TnphoA (ver 

Figura 18), 

En la Figura 19 se muestra el patrón de hibridación obtenido 

a partir de digestiones del cósmido c140 con diferentes enzimas de 

restricción, utilizando la sonda Sall/Dral antes descrita. 

Cabe mencionar que se realizaron experimentos de hibridación 

heteróloga utilizando como sonda un fragmento BanflI/Psti de 1.3 kb 

del plásmido pIKBOO que contiene al gen fliK de S. typhimurium. Sin 

embargo, no se logró identificar ninguna banda en el DNA cromosomas 

de R. sphaeroides que hibridara con dicha sonda, aun en condiciones 

de baja astringencia. 

Complementación de la Mutante Poligancho 

Un criterio para identificar al gen responsable del fenotipo 

que presenta la mutante, es el de restablecimiento de la movilidad 

por complementación en trans. Debido a esto, las bandas de 

hibridación de la figura 19 provinientes de c140, fueron clonadas 

en el vector pRK415, obteniéndose las siguientes construcciones: 

pBG0201, pBG0502, pBG0503 y pBG0405 (ver tabla de plásmidos). Los 
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A 

Figura 17 	a) Placas de nado en agar suave de la mutante 
poligancho del lado derecho, y la mutante poligancho complementada 
con el c140 del lado izquierdo. 

b) Fotografía al microscopio electrónico del flagelo 
purificado de la MPG complementada, en la que se muestra el 
restablecimiento del tamaño del gancho normal, así como el 
ensamblaje de las proteínas HAP (señaladas por ]a flecha) y del. 
filamento. ha barra corresponde a 100 nm. 
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M20 imiul 	I 
universal .401 	4J Inlij„ 
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MI411I 

I I'113 
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MI'114 11.  

SI  

 

   

1 kb 

Figura 18 	Mapa de la dona pTnM20. Se muestra el fragmento 
SalI/DraI de 1.3 kb que se utilizó como sonda para identificar la 
banda SalI de 4.6 kb de la dona pl3G0404. Las flechas representan 
la estrategia de secuenciación utilizada. Las letras señalan las 
siguientes enzimas de restricción: D (DraI), S (SalI), E (Eco111). 
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5.0 Kb 41— 

A 
	

B 

1 2345 
	

1 2 

* 

--+ 4.6 Kb 

1.3 Kb 

Figura 19 	Patrón de hibridación obtenido para el c140 con 
diferentes enzimas de restricción. 

A 1) DNA de lo clono pTnM20 como control. positivo; 
cósmido c140 digerido con 2) BamNI 3) Smai 4) PstI 5) EcoRI 

13 1) Digestión de c140 con SalI 2) control. positivo 
(inserto Sall-Dral de 1.3 kb que se utilizó como sonda). 
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cuatro plásmidos se introdujeron en la MPG a través de conjugación, 

y las colonias exconjugantes se analizaron con los criterios de 

movilidad antes descritos. 

Ninguna de las construcciones generadas fue capaz de 

restablecer el nado a la mutante poligancho, lo que posiblemente 

indique que los genes se encuentran en la orientación opuesta al 

promotor del vector. 

Por su parte, la construcción pT13051.5 fue a su vez utilizada 

para complementar 1.a MPG, siendo también el resultado negativo. 

Estos resultados se analizarán en la discusión. 

Clonación del gen mutado y Secuenclación 

Las primeras reacciones de secuencia se realizaron utilizando 

la clona pTnM20 ver figura 18. Se utilizaron los siguientes 

desoxioligonucleótidos: 2 diseñados a partir de la secuencia del. 

extremo 5' del TnphoA denominados Tni y Tn2; el cebador universal 

-40 para secuenciar a partir del vector pl1C19; así como 

desoxioligonucleótidos internos que se fueron diseñando conforme se 

obtuvo la secuencia, denominados MPill, MPH2 y MPH3. 

Por otro lado, el fragmento SalI de -4.6 kb del c140 se clonó 

en el vector pT7,19R, generando la construcción OG0404 (Figura 18). 

Con esta nueva construcción se utilizó el desoxioligonucleótido 

MPH3 para leer hacia el extremo 3' del sitio de inserción del 

transposón en el gen interrumpido, como se muestra en la Figura 20. 

De esta manera se corroboró la presencia del gen mutado en este 

fragmento Sa/I. 

En la Figura 20 se muestra el total de pares de bases 

secuenciadas (1555 pb), así como el sitio de inserción del TnphoA. 

El contenido de G-C en esta secuencia es del '16%. 

A partir de la secuencia nucleotídica, se obtuvo la secuencia 

de aminoácidos y se realizó un análisis parcial de similitud entre 

un marco de lectura abierto de la secuencia de R. sphaeroides y el 

gen fliK de S. typhimurium (Figura 21). Se observa una identidad 

del 20%, sin embargo fue necesaria la introducción de 7 ventanas en 
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la 	secuencia de H. :31-)hdt'ülde:j. A su ve 'z, Je puede da,t nguir una 
zona de nimilitud de secuencias en la parre central de id proteína 
FliK de S. typhimurium, sin embargo se requerirá la secuencia 

completa para la verificación del presente análisis. 



GTCGAGGCTC  CTGTGCCGTC AGAGGCAACG TCCGCCATGC CGTGGGGCCC GGCTCTGCCG 
CCCGATCCGA CCGAGCCGGC CCCGGCCACC GTCGGTGAAT TCGCGTGCGC CCTGCCCGAG 
GACTCATCCG GGGCGATGCC TIIMACGCCc GGATGCGGCT TCGGACCCIE CCCCGTCCcT 
CGGGTC7GCT GAGGTCCGGG CGTCCGAIMG CGCTCCGGGA ACGCAGGGCC TGCCACAGGG 
ACCGCACCCT CCGGTGCGGC WAGCGGGCC TGCCTCTTGC GGGCATGTCG GAACTCTcGA 
CCTCCGCCGA AGCCGCC'PCC GCGCTGCCAG AGGAGGAAGA TGcTTCGGAA GAGCCGCAGC 
ATTCCTCCGC GTCCGAGACT GGCCCCGACG GCTCGGCCGG CGCAGA1MCG GCCACGTCCG 
CGGGGGATGA CCTGGGCGCG GCCCAGGcGC GGCCCACCGT GCTTGCGGCC AATCCGACCG 
TCTCAGCTCT CCCCGCCGGC GCCGTTCCGC TTCCGGGAGG GTCGCGCCCG CCTGCCGACG 

TrIMIGA C15 

GAACGCCTCAGAGA GGGCCT GAGC,C,TGIMG CGGCCGCCGC AGCCCCGGCC GACGCTCCGC 
CCCGGAGCGT CGGGCMGGTC CGCTCGCGGA GGCGGGCCGC GCCGACGACG CCTCTCCCGT 
Gccalccrec 'lux:K.97w CGGCCGGCGC CCAACCGGGG ACAGCCGGGC GGGAGGGCGC 

«-- oligo NPH2 
CGCCCGCGCT CATCCCGCGG CTGCGGGGAC AGTGCCCTCG GGCGAGGGIG CAGCCGACAC 
AACCCCACCG TCTCCCGCTC CTGCGGCACA GAGGCCGGAG ATCGCAGCGG CGCCGCCCGC 
AACCGCCGGG AAGGTGGCCG ACGCGTCCGA GGCACCGGCC GCCGAGAACG CGTCCGCGGC 

GACCGTCGGA CAGGACGGGG CAGAGACGGC TCTGGCCGTG GAGCCCGCCG GGGCCACTCT 

oligo MP111 
CGCCGGGTCA-GATCCGGTGG CCCCCGCCCC CCTGACCGCC CTTCCGAGCG ACCTGCGCCT 
CGAGCGGGCG GGCGAGCCCC GGGCGGGCGC GGACGGGCCC CTCGCCCTCG CGGCCCCCGA 

oligo MPH3 --» 
CGCACCGGCC GAGCTGCAGG:, A9#GGATCCT- CGAGGCCGCC GCAGGGGAGG GCGAGATCGA 

•niptioA M20 

GATCGTGCTC GCCCCCGAGA CCCTGGGCCG GCTCCGCATC CGCCMGAGA TGCGCGACGG 
CACCGCGCAG GTGAGCTTCA CCACCGAAAC GGCCGAGGCC GCCCGTCTCC TGTCGGGGCA 

oligo MPH4 --» 
GGAAGGACGC CTGTCGGACC TCCTI9AW*GOICGGPCTGGCTCGGCC GGCACGAGGC 
CGGACAGGGC GACACCGGCC GCCGCTCCGA GGCCGCTGCC GCAGCCCCGG CCGCGCGCCC 
TCCGCCCTGC CCCCGATCCT TCCGAGCCCG CGCCCGTMCN CGGGACCGTC AATCTGATTG 
CCTGAGGAAC CGCCCGTGAC CGACGCCTCC GCTCCCTCGA CACGAAGCCC CGCCGNNGCG 
GCCTCTTGCG CGCGCTGGTC TTCTGCTGCT CGGGGCCTTC CTGCTGGCCG GCCGG 

Figura 20 	Se muestra el total de pares de bases secuenciadas, 
así como el sitio de inserción del TnphoA M20 de la mutante 
poligancho (M20). Se señalan a su vez los desoxioligonucleótidos 
internos que se utilizaron para secuenciar, denominados MPH. 
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PURO. 	MITLPOLITTOTOUTROLTOOKTTOSARDPIALLAGALGADOAOOKDAR/ -50 

ORP2 	 OORROPORROAPRRRAOPIARAORADDASPV -32 

PLIRRT 	ThADWAA00/15RAULTOGRPOOAVRLADLLAWIARATDRUTOLTOA -100 
111 

ORP2 	PARRUPAAOASPO -- 	 -45 

PhIRST 	(21111011aPOLKTOALAALSKTAQUDRIITPAUDROLARLBALPANLPOO -150 

	

1 	. 	1 	1 	1 	1. 	1 
ORP2 	-------------TAORROAARABPAAAOTVPLIGROAADTTPIWPAPAAQ -02 

PLIKST 	- PVATPVAORTPARMIIALPOLLRODKPBAPOORTFIVAPORNRKOKTRAS -200 
1 	. 	1 	 1 	II 	1 	 II 

ORP2 	- RPRIAAAPPATAOK 	VADAOBAPAARN---• 	 A9 -110 

PLUM 	- LARARDDRATOPALTPLVVAAAATRARVEVORPPAPVTHGAAMPTLBSAT -•150 
1 	1 	1 	1 	1 	1 	1 	 111.1 	1 	1 

ORP2 	- AATV0191110A2----TALAVRPAGIATLA08DPVAPAPLTAL9005RURRO -156 

PLUST 	- AUPUVARAPVLBAPLORMINWPSWKLPTRQOWRA12121121PRBLO -300 

	

1.1 1 	1 	1 	 1 	. 	1 	II 	11 
ORP2 	- RPRAOADOPLALKAPDAPARLQDRILRARA 	ORORIRIVLAPRTLO -201 

PLIKOT 	- Q911I01XLDDRQAQMVOPHSHYRAALRAALPMLIMLAB00IS)509011 -350 

	

. 1 . . 1 11. 	 1 	1 	1 	1. II 
ORP2 	- RLRIRVOIRDOTAQVSPTTOTARAARLLSOPEORLOOLL11,1101,11LORRII -251 

PGIRST 	- 1.1111211PAGQ990011101260RAQIITDAPOMIDDIALAAPROLOMARONOA -400 
• I 

ORP2 	- AOPODTORRERAKAAAPAARPPPC 	PROPRARARIRDRQSDC -292 

PLIROT 	- VOIPA -405 

ORP2 	- 1.NRRP -297 

Figura 21 Comparación preliminar de aminoácidos entre un mareo de 
lectura abierto (ORF2) en la secuencia de R. sphaeroides, y la 
proteína F1iK de S. typhímurium. La línea vertical indica los 
aminoácidos idénticos y los puntos set-talan los aminoácidos 
conservados. Las secuencias muestran una identidad del 20% y una 
similitud de 10%. 
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DISCUSK)N 

Aislamiento do mutante° fila', eoloceión y complomentación 

Como se ha mencionado a lo largo del trabajo, no es posible 

aislar estructuras flagelares que puedan ser identificadas por su 

actividad biológica. Por ello, resulta indispensable para el 

estudio del flagelo en R. sphaeroides, o en cualquier otra especie 

bacteriana, utilizar diferentes enfoques experimentales como, en 

este caso, la generación de mutantes incapaces de nadar. De esta 

manera, el estudio bioquímico de las proteínas flagelares requiere 

que primero se localice, clone y se secuencie el gen 

correspondiente. 

Debido a esto, es lógico encontrar que el estudio del flagelo 

procarionte se encuentre mucho más avanzado en bacterias como E. 

col i, que es un organismo muy estudiado en cuanto a su genética 

molecular. Sin embargo, es también cierto que en los últimos años 

el estudio del flagelo bacteriano en diferentes organismos como 

Caulobacter, Bacillus, Vibrio, Yersinia, Rhodobacter, etc., ha 

generado nueva información en diferentes aspectos como los 

mecanismos de regulación genética, diferenciación celular, 

patogenicidad y funcionamiento del motor flagelar. 

El trabajo de biología molecular en bacterias púrpuras no 

sulfurosas se ha desarrollado con lentitud debido principalmente a 

dificultades técnicas como la ausencia de vectores de expresión, el 

alto contenido de G-C del DNA de entre 68-70% (Donohue y Kaplan, 

1991), así como por la dificultad de introducir DNA en bacterias 

fotosintéticas con los métodos de transformación y elect.roporación 

comunmente utilizados. Debido a esto, se han tenido que desarrollar 

diferentes metodologías como la conjugación diparental, para 

conseguir la movilización de DNA con alta eficiencia en estos 

organismos. 

En el presente estudio, las mutantes poligancho y MNM1 

generadas por la inserción de Tn5, se obtuvieron con una frecuencia 

de 2:600, mucho mayor que las frecuencias reportadas de 1-10:100000 
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(Denchue y Kaplan„ 199,1) 	El hecho de que las luid-antes elytenidas 

crecieran en condiciones tanto fotosintéticas como aerobicas, y a 
la inislm velocidad que la cepa :silvestre tuca un buen indicio de que,  

se "labia erutado específicamente un gen flagelar, y que la 
incapacidad de las bacterias para nadar no era el resultado de una 
mutación en alguna ruta metabólica, por ejemplo, que pudiera 

afectar de manera indirecta la síntesis de flagelo. 
Para la selección de las mutantes se utilizaron diferentes 

criterios, resultando la microscopia electrónica una herramienta 

indispensable para la as ignación de fenotipos. 
El presente trabajo constituye el primer aislamiento de una 

mutante poliganclio en R . sphaeroides. Gracias a esto, se logró 

purificar la proteína del gancho con un alto grado de pureza que se 
evidenció a través de diferentes criterios. Por otro lado, con la 

secuencia N-terminal de Flglf, así como con una secuencia de 
aminoácidos interna, se diseñaron oligonucleótidos que podrán ser 

utilizados para la localización y amplificación del gen estructural 

del gancho. 
Después de la obtención de las mutantes no móviles, resultó 

muy ventajoso el contar con una biblioteca genómica de DNA, con lo 

que se logró identificar el fragmento de DNA que complementaba la 

MPG, y que por lo tanto, contenía al gen de interés. A partir de 

este punto, el trabajo se centró en la subclonación del cósmido 

c140. 

Clonación del gen reueoneable del fenotipo poliatincho 

Con estudios de hibridación tipo Southern se identificaron 

fragmentos de c140 que contenían el gen de interés. Tal es el caso 

del inserto San de la construcción pBG0404. 
En la figura 20 se muestra el total. de pares de bases 

secuenciadas hacia los dos extremos del sitio de inserción del 
transposón, sin embargo, sólo un porcentaje pequeño de las bases 
corresponde al gen interrumpido en la mutante poligancho. 
Recientemente se identificó en el laboratorio el sitio de inserción 
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del transposón de una mutante Fla denominada C15, en la que no 

existe ninguna estructura flagela! visible (ver figura 20). E:; 

decir, gran parte de le secuencia que ce obtuvo corresponde a la 

del gen aledaño al de la MPG. 

Al realizar le traducción a aminoácidos en las diferentes 

fases de lectura, se encontró un marco de lectura abierto con un 

colón de inicio cercano al sitio de inserción de TnphoA, lo que 

pudiera indicar que todavía falta gran parte del gen por ser 

secuenciado. 

Para terminar de secuenciar el extremo 3' de dicho gen se 

diseñó el oligonucleótido 14PH4 como se muestra en la figur¿.: 20, el 

cual se utilizará para secuenciar el DNA de la subclona Sall/EcoR1-

(p1iG0206). 

41 gen mutado en R. ephaoroides so el homólogo a fliK de S. 

typhimurium y S. coli? 

Se realizaron experimentos de hibridación heteróloga 

utilizando como sonda al gen fliK de S. typhimurium, y no fue 

posible detectar alguna señal. Este primer resultado podía 

simplemente reflejar la diferencia de contenido G-E entre estos 

organismos, o bien que no existía un gen homólogo en R. 

sphaeroides. 

Por otro lado, el alineamiento de la secuencia de aminoácidos 

deducida del gen mutado en R. sphaeroides con las proteínas FIiK de 

E, culi y S. typhimurium, no muestra que existan datos 

significativos de que se trate de estructuras homólogas como se 

observa en la figura 21. Sin embargo, aun no contamos con toda la 

secuencia del gen de R. sphaeroides, por lo que la zona que se esta 

analizando pudiera ser una zona variable del gen homólogo a fliK. 

De cualquier forma, no se puede descartar la posibilidad de que 

exista un producto génico diferente, que esté involucrado en el 

proceso y que aun no se haya identificado en las bacterias 

entéricas. 

Por otro lado, se tiene que considerar lo siguiente: 
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Los genes f 1 iK de V. ,:oji y 	typhimulium lnui sido clonados 

y secuenciados (Bartlett y Matsumura, 1984; Kawagisbi, 1990), y Id 

secuencia de aminoácidos indica que las proteínas no se parecen 

mucho entre estas don especies (50%), en comparación con otras 

proteínas flagelares como las del switch que presentan hasta 95% de 

identidad (figura 22). Por otro lado, la mayor similitud entre 

ambas proteínas se observa en la región C-t~inal, que es la más 

conservada. 

Por otra parte, la construcción 0130515 contiene 5.3 kb de DNA 

de la cepa silvestre R. sphaeroides 2.4.1. Dicha china contiene un 

fragmento del gen Mil, el gen fui." y el gen fliJ, que se 

encuentran organizados dentro de un operón (Bailado y col., 1996). 

Si consideramos la organización cromosoma' de dichos genes en E, 

coli y S. typhimurium, flíti debería corresponder al último gen de 

ese operón. 

Recientemente en el laboratorio se obtuvo la secuencia 

nucleotídica del fragmento de DNA adyacente a los genes Mil, fuji 

y fliJ de pTB0515, encontrándose una zona de secuencia idéntica a 

la obtenida en la clona pTnM20, por lo que el gen responsable del 

fenotipo poligancho se localiza en pTB0515. 

De esta manera, resulta altamente probable, dada la 

organización cromosomal de los genes en pTB0515, que sea un gen 

fliK homólogo al de bacterias entéricas el. que se encuentre mutado 

en R. sphaeroides. 

Sin embargo, resultados preliminares del presente trabajo 

indicaron que la construcción pTB0515 no se digería con la enzima 

de restricción Sall, sitio que debería existir en caso de que el 

gen fLiK estuviera en pTB0515. Este resultado contradictorio en 

cuanto a la ausencia del sitio Sall en el fragmento de 5.3 kb, se 

puede explicar de la siguiente manera: el fragmento de 5.3 kb se 

obtuvo de la cepa R. sphaeroides 2.4.1, y la clona pTnM20 se obtuvo 

de R. sphaeroides WS8; en ambas cepas no existen los mismos sitios 

de restricción. 

Por lo anterior, podemos concluir que es muy probable que el 

gen localizado en pTB051.5 y pBG0404 corresponda a fliK. 
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FliK, 1 MITLKLITTDTDMTAG1V-3GKTTGSAEDFLALLAGALGADGAQGXDARITLAUQAAGG 

111 	111111 	111 	' 	1 	111111 	11''' 	1 	1 	1 
FliK, 1. MIRLAPLUADVWTTTUGGKASDAAWFLALLSEALAGETTTDKAMLLVATUPTT 

FliK, 61 KLSKELLTOGEPWAVKLADLLAQKANATDETLTDLTQAQULLSTUPSLKTSALA 

1 	
I.1 

	

1 	11 	1 	• 	1 	1 	• 	11 	1 	1111' 
FliK, 60 K-GEPLISD1VSDAT-Q-AULLIP-VDETITVAID- EQSTG -- ITLTTA-QTMALAAVA 

Fi K,, 121 -KTAQUDEKTPALSDEM-ASLSALFAMLFGOPUTPVAGETPAENH1ALPSURGEIMPS 

•111 	I 	li• 	illll1111111 	1 	 • 	I 	• 
FliK, 111 UNTUDEKADDL-NEDWASLSALFAMLPGFD-11TPKVTDAPS -T .V - LPT----E--1(  

FliK, 160 APOEUTUTLSFSEREMKTEASLARA-SDDRATGPA--13PLVVAAAATSAKVEVIMPPA 

1 	11 	1' 	1 	•1 	1 	1 	11 	II 	1111 	11 	1 	1 	1 	11 	1 	1 
160 	 -TG-FT---RLTSEQ-LTTAQPDLIATGTPAQPIAPL-VAEN-9-KUVISTPS 

FliK, 236 IWTHGAAMPTLSSATAMPVA$APVLSAPLGSHEWWITSQQVMLFTRWOQSAWALII 

111 	'11 	1 	" 	1111 	111111111111111•• 11 	• 	1111111111 	1111 
FliK, 206 PVT-AAASPLITPIIITOPLPTVAAPVLSAPLCSHEWQMSQUISLFTRI9WQSAELRLU 

FUE, 296 PEELGOVIIISULDDIMAQUMVSPHSUVRAALEAALPMLRTQUESWIDLGQSSISSES 

I 	II 	I 	 II 	II 
FUE. 265 KIDLGEVOISLKVDDNQAQIQMVS~VRAALEAALPURTQLUSGIQLGQSNISGES 

FIJAS, 356 FAGQWSSS-QQQSSRAWITDAFGAEDDIALAAPASLQUARGNGAVDIFA' 

1 	1111 	1 	1111 	1 	-III 	1 	1 	111• 	11 	.11111 
FliK. 325 FSGQQQAASQWWQRTANHEPLAGEDDDTLIWPVSLI3GRVTGNSGVOIFA* 

Figura 22 Comparación de las secuencias de aminoácidos de la 
proteína FliK de S. typhímuritim (S) y E. colí (E). Las identidades 
se muestran con lineas verticales y las sustituciones conservadas 
con puntos. Las prolinas de la región central se indican en 
negritas (tomada de Williams, 1995). 
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Resultados do cosaplomontacIón 

El. hecho de que en los experimentos de complementacion, en los 

que al introducir en la mutante poligancho las construcciones 

pTI3G515, pi710405 y pl3G0503 que contienen al gen silvestre completo, 

no se reestablezca la movilidad, se puede explicar debido a que las 

construcciones se encuentren clonadas en la orientación incorrecta. 

El vector pRK415 contiene al promotor de lactosa y de 

tetraciclina, ambos en la misma dirección; por lo que se requiere 

que el gen clonado en dicho vector contenga su propio promotor, o 

bien sea donado en la orientación que permita su expresión (Shah 

y Sockett, 1995). Si fliK de R. sphaeroides se encuentra al final 

del operón fliF como en las entéricas, el promotor no se localiza 

en ninguna de las construcciones. 

Actualmente se trabaja en la reorientación de dichas clones 

con lo que se espera obtener el. restablecimiento del fenotipo 

silvestre en la mutante. 

Mecanismo do Regulación de la Longitud del Gancho 

Como se mencionó en la introducción, inicialmente se creyó que 

la regulación del tamaño del gancho dependía de la proteína 

monomérica FlgE, sin embargo, diferentes estudios indicaron que no 

es una modificación bioquímica de FlgE la responsable de regular la 

longitud de dicha estructura. De hecho, el gen fliK ha sido hasta 

ahora el único identificado como directamente responsable de 

generar ganchos de tamaños anormales (Silverman y Simon, 1972; 

Patterson-Delafield, 1973). Sin embargo, se desconoce el mecanismo 

mediante el. que ocurre dicha regulación. 

Desde este punto de vista, resulta importante el contar con 

una mutante poligancho en un organismo uniflagelado, con un gancho 

recto. Es decir, el aislamiento de una mutante poligancho en R. 

sphaeroides indica que a pesar de ser un organismo con un flagelo 

estructural y funcionalmente distinto, así como con tininecanismo de 

movimiento diferente, la biogénesis de la estructura involucra 
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mecanismos semejantes. 
El modelo hasta ahora más aceptado en cuanto al mecanismo 

utilizado por la proteína FliK para regular la longitud del gancho 

es el propuesto por Kutsukake y col., (1994), que se basa en la 

siguiente serie de evidencias: 

Existen mutantes supresoras intragénicas que generan un 

fenotipo pseudo-revertante poligancho-filamento, es decir se 

restablece sólo uno de los defectos ocasionados por la mutación de 

fliK (Hirano y col., 1994). De esto se concluye que la proteína 

FliK se encuentra involucrada tanto en el proceso de regulación de 

la longitud del gancho, como en el de síntesis del filamento. 

Por otro lado, el mismo grupo reportó la existencia de 

supresoras intergénicas que mapean en el gen flhb, lo que también 

implica a F11113 en el inicio de lo formación del filamento. De estos 

experimentos se concluye que el proceso de regulación del tamaño 

del gancho involucra no sólo la terminación de la elongación del. 

gancho, sino la iniciación de la síntesis del filamento, teniendo 

MI( un papel dual al intervenir en ambos procesos. 

El análisis de la secuencia de diferentes mutaciones en EME, 

y de sus correspondientes pseudo-revertantes intragénicas, indican 

que los extremos amino y carboxilo terminales pueden tener 

diferentes funciones (Williams, 1995). Se observa que mutaciones en 

la región C-terminal del gen producen un poligancho incapaz de 

ensamblar filamento, mientras que una interrupción en el extremo 

correspondiente al N-terminal genera poliganchos que retienen 

cierta capacidad de ensamblaje de flagelina (Williams, 1995). 

Debido a esto, se propone que FliK presenta dos dominios que se 

pueden distinguir en la secuencia de aminoácidos, y que se 

encuentran separados por una región central rica en prolina como se 

muestra en la figura 22. 

Por otra parte, se demuestra que la proteína F1h13 consiste de 

dos regiones estructuralmente diferentes, con el extremo N-terminal 

hidrofóbico en la membrana y una región C-terminal hidrofilica 

(Minamino y col., 1994). 

Por último, en el proceso de ensamblaje flagelar, existe una 

proteína cuya exportación depende de la formación correcta del 
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gancho. 1,a proteína FIghl es un factor anli-sioma que previene la 

expresión de los genes tardíos hasta que el gancho este 

correctamente ensamblado, En este punto, Flg14 es exportado hacia el 

exterior celular (Hughes y col., 1)93; Kutsukake, 1994). 

Con todos estos datos se propuso el siguiente modelo: 	ha 

proteína Flhf3 presenta dos dominios, la región hidrofóbica que es 

esencial para el proceso de ensamblaje de las proteínas del eje y 

del, gancho, y la región hidrofflica que se encarga de inhibir la 

exportación de la proteína FIghl , A SU ver, la proteína FliK 

presenta dos dominios, uno de los cuales se encarga de monitorear, 

a través de un mecanismo desconocido, la longitud del tamaño dei. 

gancho; y el otro que es el encargado de interactuar con el extremo 

C-terminal de F1h13, permitiendo la exportación de Flel4 y por tonto 

la síntesis de flagelina (Kutsukake y col., 1994). 

El modelo antes expuesto implica que debe existir un mecanismo 

que pueda monitorear el grado de ensamblaje del gancho; y predice 

que FlíK tiene la capacidad de apagar la exportación de la proteína 

F1gE y prender la de FlgM, en un punto específico del proceso de 

ensamblaje flagelar: la construcción de un gancho de tamaño 

definido. Sin embargo, continúa abierta la pregunta acerca del 

mecanismo que registra la longitud del gancho, 

Por otro lado, si el presente modelo fuera correcto, 

implicaría que en R. sphaeroides debe existir FlgM, y que por lo 

tanto, la regulación de la expresión de los genes flagelares 

pudiera ser un mecanismo muy parecido al de bacterias entéricas. 

Existen muchos estudios interesantes a realizar con la 

proteína responsable del fenotipo poligancho, entre los que se 

encuentra la localización celular de la proteína, lo que ayudaría 

a entender el mecanismo que se utiliza para regular la longitud del 

gancho. 

Por otro lado, se podría estudiar la interacción de FliK con 

otras proteínas del sistema flagelar que pudieran estar 

involucradas en el proceso de regulación de la longitud del, gancho. 

Por ejemplo, sería muy interesante conocer si existe alguna 

interacción directa con la proteína FlgE que codifica para el. 

monómero del gancho, o bien corroborar que existe interacción con 
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la proteína Flhl3. Debido a ete r emita también importante la 

obtención de mutantes supresoras en R. sphaeroides, con lo que se 

podrían encontrar otros productos génicos que estuvieran 

involucrados en dicho proceso. 

Como se mencionó anteriormente, la mutante poli. gancho permitió 

la purificación de la proteína FlgE, lo que facilitará por una 

parte la clonación del gen, y por otra, la caracterización 

bioquímica del monómero en esta especie cuyo gancho es recto. Es 

decir, la organización tridimensional de las subunidades de gancho 

pudiera ser diferente a la de bacterias entericas. Estos estudios 

se pueden realizar con reconstrucción de imágenes a partir de las 

micrograflas electrónicas de la proteína del gancho obtenida de 

MPG. A su vez, la generación de anticuerpos anti la proteína F1gE 

servirán para la caracterización de fenotipos en otras mutantes 

Fla, en las que no se pueda distinguir al microscopio electrónico 

la presencia del gancho; así como para experimentos quimiotáct:icos 

de rotación flagelar, en los que se adhieren las células a un 

portaobjetos a través de los anticuerpos. Con esta metodología se 

puede observar la rotación flagelar en respuesta a diferentes 

estímulos. 

Por último, con el enfoque experimental utilizado se podrán 

estudiar a largo plazo aspectos interesantes como la organización 

cromosomal y la regulación de la expresión de los genes flagelares 

en R. sphaeroides. 

En conclusión, el presente trabajo representa un acercamiento 

importante en el estudio de la biogénesis flagelar en Rhodobacter 

sphaeroides. 
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