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RESUMEN

La movilidad bacteriana se debe a la rotacidn de organelos
especializados denominados flagelos,

El flagelo bacteriano ha sido extensamente estudiado en
bacterias entéricas, principalmente Escherichia coli y sSalmonella
typhimurium, sin embargo, en la mayoria de las familias bacterianas
existen representantes flagelados. En este senlido, el presente
trabajo tiene como objetivo general el estudio del flagelo de la
bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides, el cual presenta
caracteristicas particulares que lo hacen un modelo interesante de
flagelo procarionte.

El enfoque experimental utilizado para el estudio del
movimiento en esta especie bhacteriana, consistid en generar
mutantes a través de mutagénesis por transposicidn, que fueran
incapaces de nadar.

En el presente trabajo, se describe el aislamiento de una
mutante no mévil, que presenta un fenotipo denominado poligancho,

Se realizd la caracterizacién morfogenética de dicha mutante
a través del uso de técnicas de microscopia electrénica,
bioquimicas y de biologf{a molecular. El trabajo incluye la
caracterizacion microscépica de la mutante; la purificacidn de la
proteina flagelar FlgE (proteina del gancho), incluyendo la
secuenciacién del extremo amino terminal.

Se realizaron a su vez estudios de restablecimiento de la
movilidad con experimentos de complementacién en trans, con lo que
se logrd la posterior identificaciédn y clonacién del gen mutado.

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

El estudio y la generacidn de diferentes mutantes incapaces de
nadar, abre la posibilidad de conocer la organizacién genética de
los genes flagelares en R. sphaeroides, asi como los mecanismos de
regqulacidén de los diferentes procesos de sintesis, ensamblaje,
exportaciédn y rotacidén flagelar, que no han sido descritos para
esta bacteria.



INTRODUCCION

KOVILIDAD BACTERIANA : Bl Flagelo

En la bdsqueda 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
vespuesta a diversos estimulos ambientales. Diche movimiento puede
ocurrir a partir de dos mecanismos, el nado o el deslizamiento;
éste ultimo involucra el movimiento lento sobre superficies sdlidas
y es caracteristico de Myxobacterias, sin embargo, el aparato
responsable de este tipo de movilidad hasta ahora no ha sido bien
caracterizado {Godchaux y col., 193%0}.

Por otro lado, la movilidad kacteriana a través del nado, se
debe a la rotacidén de organelos especializados denominados
flagelos.

El flagelo es una de las estructuras mds complejas de la
célula bacteriana, ya que constituye parte integral de los
diferentes compartimentos celulares como son la membrana celular,
el espacio periplésmico, la pared celular o capa de peptidaglicano
as{ como la membrana externa {Macnab y DeRosier, 1988},

Ya que la mayoria de las familias bacterianas se mueven
activamente, existen representantes flagelados tanto en eubacterias
gram positivas, gram negativas, avquecbacterias y espiroguetas
{Armitage, 1992a}. Existen a su vez, diferentes patrones
flagelares, es decir, el nimero y la localizacidén de los flagelos
varia entre especies (para revisiones ver Macnab, 1987a; Jones y
Alzawa, 1991; Silva-Herzog y Dreyfus, 1995; Macnab, 199%a).

Los flagelos bacterianes son aparentemente parecidos a los
flagelos de organismos eucariontes, sin embargo, difieren
completamente de estos Gltimos. A diferencia del flagelo eucarionte
que se mueve como lAtigo para impulsar al organismo, el f[lagelo

bacteriano rota. La fuerza de rotacidn o Lorque se genera en la
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base del flagelo y se¢  transmite hacia  las  eskbructuras
extracelulares (Silverman y Simon, 1974a).

El flagelo bacterianc tiene un didmetro de 20 nm, y esta
constituido principalmente por miltiples subunidades de una sola
proteina, la flagelina; mientras que el organelo eucarionte tiene
un didmetro mayor, de 200 nm, y esta constituido por mds de 200
polipéptidos distintos.

Por otro lado, en organismos procariontes, la fuente de
energia para la rotacidén flagelar no involucra la hidrélisis de
ATP, sino un gradiente idnico transmembranal ya seca de protones
(Larsen y col., 1974} o de iones sodio {(Hirota y col., 1981}, El
flagelo bacteriano es por lo tanto, un transductoxr energético que
convierte la energia del gradiente electrogquimico de protones eh
trabajo mecdnico (Blair y Dutcher, 1992).

Los sistemas flagelares mds estudiados son los de las
bacterias entéricas gram negativas Escherichia coli y Salmonella
typhimurium, que presentan entre 5 y 10 flagelos por célula
distribufdos alrededor del «cuerpo celular: patrén flagelar
peritrico (Macnab, 1987a).

En estas especies hacterianas, 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
flagelacién peritrica nadan cuando sus flagelos rotan en direccidn
CCW, lo que produce que los filamentos individuales se entrelazen
formando una trenza (Macnab, 1977). As{ todos los filamentos rotan
de manera unitaria, lo que sirve comoe una propela para impulsar a
la célula. Cuando existe en las células upa transicidn hacia la
rotacién de los flagelos en sentido CW, la trenza de deshace, lo
que permite a la bacteria reorientarse (ver figura 1). Es
importante seilalar que en este periodo se llevan a cabo movimientos
cadticos al azar en los que no existe una velocidad linear y por
tanto no hay desplazamiento (Berg y Brown, 1972). La célula podrd
comenzar a nadar en otra direccién cuando nuevamente la rotaciodn
sea CCW y se forme la trenza.

3
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Figuru 1

A) Rotaciédn bidireccional de los flagelos de E, coliy S.
typhimirium. En a y b se muestra una micrografia de campo oscuro y
un diagrama de la rotacién en sentido CCW; los flagelos se
entrelazan en una trenza propulsiva gque produce el nado. Ency d
la rotacién flagelar ocurre en sentido CW, la trenza se deshace y
el cuerpo celular se mueve cadticamente. La flecha delgada seflala
la direccidén de la propagacidn de la onda y la flecha gruesa, la
direccidn del movimiento del cuerpo celular (Jones y Aizawa, 1991).

B) El cambio en la direccién de la rotacién flagelar {(nado
y reorientacién), forman la base de la respuesta quimiotdctica
mediante la que las células se dirigen hacia una sustancia quimica
atrayente (tomado de Silva-Herzog y Dreyfus, 1995%) .



QUINIOTAXIS

El descubrimiento del fendmeno de guimiotaxis se remonta a
finales del siglo XIX, cuando Engelmann y Pfeffer descubrieron la
taxis a oxigeno, minerales y nutrientes organicos. Demostraron
microscdpicamente que bacterias en suspensidn se acumulaban cerca
de una burbuja de aire, o de alguna sustancia guimica {(Adler,
1966) .

En la actualidad, se sabe el movimiento bacteriano no es
azaroso, sino que responde a diversos estimulos ambientales como
luz, ox{igeno, pH, temperatura y presién, as{ como a la presencia de
diferentes compuestos quimicos. La respuesta a dichos estimulos se
conoce c¢on el nombre general de taxis, lo que constituye una
ventaja adaptativa que permite a la bacteria migrar hacia ambientes
mas favorables (Ammitage, 1992b). La quimiotaxis es entonces el
proceso mediante el cual las células migran a través de gradientes
de concentracién de sustancias quimicas atrayentes o repelentes.

En las bacterias entéricas, la respuesta tdctica se basa
fundamentalmente en el control de la direccidn de la rotacién
flagelar. En presencia de un gradiente quimico, se alteran las
frecuencias de nado e intervalos de reorientacién; si existe un
estimulo positivo, existird una rotacidn flagelar principalmente en
sentido CCW, extendiéndose de esta manera los intervalos de nado,
y por lo tanto siendo menos frecuentes los episodios de
reorientacién, En el caso de existir un repelente, habrd rotacién
principalmente en sentido CW (Eisenbach, 1990).

Las dimensiones de una bacteria son tan pequefias, que no
pueden sentir una diferencia de concentracidén a lo largo de su
cuerpo celular, por lo que hacen uso de una comparacidn temporal,
y no espacial, de los ambientes en los que se localizan (Macnab y
Koshland, 1972). Es decir, integran la informacién temporalmente,
comparando los estimulos sensoriales actuales y pasados.

El sistema de transduccién en la quimiotaxis bacteriana, como
el de muchos otros sistemas, se encarga de convertir un estimulo
extracelular en una sefial intracelular que producird una respuesta
{Stock y col., 1992; Parkinson, 1993). Los estimulos ambicntales
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son detectados por receptores transmembranales, que son homodimeros
con un dominio sensorial extracelular, el cual se une a un dominio
de seflalizacidn citopldsmico a través de dos regiones hidrofdbicas
{Macnab, 1987h; Stock y col., 1992) ver figura 2.

En E. coli y S. typhimurium se han identificado cuatro
receptores especificos que responden a diferentes estimuios; estos
transductores se han denominado proteinas MCP (proteinas que
aceptan grupos metilo), debido a que sufren procesos de metilacidn
durante la transduccién de la seflal (Hazelbauer y col., 1993).

La seflal que desencadena ¢l proceso de transduccion ey la
disminucién en la  ocupacién del receptor (salida de
quimioatrayente), informacién que se transmite hacia los
componentes quimiotdcticos del citoplasma. Existen 6 proteinas
citopldsmicas denominadas Che (del inglés Chemotaxisli: CheA, Chew,
CheZ, CheR, CheB y CheY, encargadas de transducir la seflal desde el
receptor hasta el motor f{lagelar (Gudrun y Stock, 1993) figura 2.
Las proteinas Che transducen la seflal por medio de reacciones de
met:ilacién y fosforilacién: Cheh, CheW y CheZ funcionan regulando
el nivel de fosforilacién de CheY, guien se encarga de interactuar
con el motor flagelar, modulando las frecuencias de nado vy
reorientacién (Kuo y Koshland, Jr., 1987; Gudrun y Stock, 1993);
mientras que CheR y CheB modulan el grado de metilacién del
receptor.

Al interactuar CheY-P con el motor flagelar, el flagelo gira
en direccién CW, produciendo el nado azaroso y la reorientacién de
la célula. El motor flagelar gira en direccidédn CCW cuando CheY se
encuentra desfosforilado, lo que produce el nado. Es decir, en este
sistema, los atrayentes producen una seflal negativa: el aumento en
la concentracién de atrayente disminuird los niveles de CheY-P
produciéndose el nado en una trayectoria determinada.

Las proteinas CheA y CheZ controlan el nivel de fosforilacidn
de CheY. Cheh es una protefna histidina cinasa capaz de
autofosforilarse (Swanson y col., 1993) y es la encargada de
fosforilar a CheY; CheZ funciona como fosfatase desfosforilando a
CheY (Huang y Stewart, 1993; Blat y Eisenbach, 1994).
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Figura 2

Cadena de transduccidn en la quimiotaxis de E. coli.

A y B) El estimulo extracelular se transduce hacia el
flagelo a través de las proteinas citoplésmicas Che. La
desocupacidn del receptor produce la fosforilacién de CheY por
CheA, lo que produce el nado cadtico. CheR y CheB regulan los
niveles de metilacién del receptor (Alex y Simon, 1994).

C¢) Modelo estructural de un quimio-receptor. Los
receptores (MCP's) son homodimeros que atraviesan la membrana
plasmitica (tomado de Stock y col., 1992).
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Como se  ha planteado, el mecamismo de  transduccion
quimiotdctico involucra dos compenentes principales, la protefna
histidina autocinasa (CheA) y la proteina reguladora fosfoactivable
(CheY). Este mecanismo se denomina sistema de seflalizacidn de dos
componentes y es muy comin en una gran variedad de procesos
metabdlicos bacterianos (Hazelbauer y col,, 1893).

Por Gltimo, las proteinas CheR y CheB se encargan de regular
los niveles de metilacién del receptor: CheR es una metil-
transferasa que metila al receptor cuando existe atrayente, y CheB
actla como metil-esterasa al ser fosforilada por CheA (Kleene y
col., 1979). El pivel de metilacidn del receptor se encuentra
directamente relacionado con el proceso de adaptacidn, en el que
después de un tiempo en un ambiente estable, las células reqresan
a los patrones de nado no estimulado (Gudrum y Stock, 19933,

BSTRUCTURA Y FUNCION FLAGBLAR

Morfoldégicamente, el flagelo bhacteriano consiste de tres
estructyras principales que se pueden distinguir al microscopio
electrénico (figura 3a): el filamento extracelular encargado de la
propulsién, un acoplador 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 localizacién extracelular constituye el
componente propulsor del flagelo, gque genera el trabajo
hidrodindmico en el medio. Esta estructura que varia entre 5 y 10
it de longitud y 20 nm de didmetro, es un homopolimero constituido
por miles de subunidades de flagelina (Jones y Aizawa, 1991},

El filamento es una estructura rigida y helicoidal, es decir,
las subunidades de flagelina se organizan de manera no equivalente

8
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Figura 3

a) Fotograffa al microscopio electrénico de un flagelo
completo de S. typhimurium, El filamento (F) se encuentra conectado
al cuerpo basal (B}, a través del gancho {H} (tomado de Macnab y
Aizawa, 1984},

b) Representacién esquemdtica del flagelec de E. coli y 8,
typhimurium, Se seflalan las proteinas que conforman al complejo
filamento-gancho-cuerpo basal, asi como los componentes del motor,
interruptor {switch) y aparato de exportacién (Macnab, 1992).



formando una hélice izguivrda, lo gque permite que la  fuerza
rotacional o torgue, se convierta en una fuerza de translacion que
produce un “empuje mecinica® (Macnab, 199%a).

Los mondmeras de flageling se encuentran dispuestos en una
simet ria pseudohexagonal, existiendo 5.5 subunidades poy vuelta de
la hélice (Kondoh y Yanagida, 197%). la flagelina contiere también
la antigenicidad de la bactevia.

Bl andlisis de secuencia de esta proteina en diferentes
especies muestra gue existen zonas de alta similitud en los
extremos amino y carboxilo terminales, y unma region variable en la
parte central. Se¢ ha demostrado que los extremos conservados se
requieren para la exportacidén y ensamblaje de los mondmeros,
mientras que la regién central es la parte que confiere
antigenicidad (Kuwajima y col., 198%).

Por otro lade, estudios de difraccién de rayos-X vy
reconstruccidn de imdgenes indican gue los extremos terminales se
localizan en la parte central del filawmento formando las paredes de
un canal central a la estructura, y la parte central de 1la
secuencia de aminodcidos se encuentra localizada hacia el exterior;
1o 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 acoplador flexible
entre el filamento y el motor celular.

Bl gancho es estructuralmente similar al {ilamento, siendo un
homopolimero de entre 120-130 copias de la proteina FlgE (Jones y
col., 1990). La secuencia de aminodcidos de FlgE muestra regiones
de alta similitud con la flagelina, en los extremos amino y
carboxilo terminales.

En contraste con el filamento, el gancho presenta un tamaio
bien determinado de 55 wmwm & 6 wmu (Hirano y col., 1994).

Tridimensionalmente, las subunidades de FlgE se ordenan

también con simetria pseudohexagonal, pero en este caso formando
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una hélice con girte hacia la derecha (Wageneknecht y Derosier,
1981) .

En el centro del gancho existe un canal de aproximadamente
2.5 nm de didmetro (Morgan y col., 1993}, que se propone forma
parte de la via de exportacion flagelo-especifica.

Existen 3 proteinas adicionales asociadas al gancho. Entre el
gancho y el filamento se encuentran dos proteinas accesorias de
uién denominadas HAP (hook associated proteins): HAPL y HAR3
(Homma y Iino, 198%; Tkeda y col., 1987). Dada la similitud
estructural del gancho y el filamento en cuanto a la forma y
disposicién de las subunidades, resulta poco claro el porque estas
proteinas representan un requerimiento estructural para la unidn 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 proteina HAP3 (Flgh) en las que se
afecta la resistencia del filamento a estrés mecdnico, por lo que
aparentemente HAPl y HAP3 constituyen una base rigida para el
filamento, permitiendo también gue existe un movimiento relativo de
las subunidades del gancho que es una estructura flexible (Fahrner
y col., 1894).

Existe también una gran similitud en los extremos terminales
de estas proteinas con la flagelina y con el mondémero del gancho.

La proteina HAP2 se localiza en la parte distal del flagelo,
y funciona comc una tapa del filamento denominada proteina de
coronamiento (Homma y col., 1990a). HAP2 se requiere para el
correcto ensamblaje de los wondmeros de flagelina, que en ausencia
de esta proteina se exportan al medio sin poder ensamblarse.

Cuerpo Bagsal

El gancho se conecta a la célula a btravés de un complejo
embebido en la superficie celular que se denomina cuerpo bhasal.

El cuerpo basal consiste de un eje central, montado sobre una
estructura en forma de anillo (anillo MS), y rodeado de un par de
anillos (L y P) localizados en la membrana externa (capa de
lipopolisacaridos y capa de peptidoglicano respectivamente) como se
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muestra en la fiqgura b {Pepamphilis y Adler, 1971; Khau, 1993).

FEl anille MS se encuentra leocalizado en  la  wmenbrana
citopldsmica, y funciona como una base que transmite la fuerza de
rotacién generada en el motor a través del cuerpo basal, hacia el
filamento {Francis y col,, 1392}, Se ha propuesto que el anilla M§
es el rotor del motor flagelar, donde se genera el torque.

Los auillos externos L y P forman un cilindro que generg 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 nuo contieunen dichos anillos.

El eje atraviesa los anillos, y se encuentra constituido por
5 proteinas: FlgB, FlgC, FlgF FlgG y FLiE (Homma y col., 1990b;
Muller y col., 1992). Existe evidencia de que el eje rota durante
el movimiento del flagelo; y ya que éste interactia con el anillo
MS, se ha inferido que este ultimo también qgira. Como se ha
observado con las proteinas axiales del flagelo descritas
anteriormente (filamento, gancho y HaP’s), la secuencia de
aminodcidos del eje tiene similitud con éstas en los extremos
terminales. Esta semejanza sugiere un arreglo tridimensional
similar para todas las proteinas axiales.

El flagelo bacteriano incluye también otros componentes
importantes tanto citopldsmicos como menbranales:

Motor Flagelar

En el motor del flagelo se lleva a cabo el acoplamiento entre
el gradiente clectroquimico de protones y la rotacidn (Larsen y
col., 1974).

Para determinar cuales eran las proteinas 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 motB (Armstrong y Adler, 1967;
Silverman y Simon, 1976). La proteina MotB presenta un cruce
transmembranal y se encuentra localizada en el espacio peripldsmico
{Chun y Parkinson, 1988). Se ha considerado la funcidn de esta
proteina como la del estator en un motor, es decir, una proteina de
anclaje que conecta la estructura gue genera la fuerza de rotaciodn,
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a una estructura rigida como la paved celular.

MotA es una proteina membranal con 4 cruces transmembranales
(Dean y col, 1984), que forman un conjunto de a-hélices a traves
del gue se conducen protones (Blair y Berg, 1990), por lo que se le
ha propuesto como el canal de protones del motor.

Existen diferentes modelos para explicar el mecanismo de
accién del motor flagelar, el cdmo se acopla la conduccidn de
protones con la produccidn de fuerza rotacional o torque. Entre
otros, se propone que el rotor (anillo MS) presenta cargas
positivas y negativas alrededor de su estructura cilindrica,
generando zonas de bhajo y alto porencial eléctrico., Como se
menciond, MotA y MotB son los elementos de conduccidn de protones
y estator. Por tanto, los protones atraviesan dicho canal (MotA),
ejerciendo una fuerza electrostdtica en las cargas del rotor, lo
que produce la rotacién (Berry, 1993},

Complejo del Interruptor (8witch)

El complejo del switch se encuentra formado por tres proteinas
F1iG, FliM y F1iN de localizacién citoplésmica. Recientemente se ha
demostrado que dicho complejo se localiza especificamente en una
estructura citopldsmica anclada al cuerpo basal denominada anillo
C (Driks y Derosier, 1990},

Mutaciones en los genes que codifican para estas proteinas
generan diferentes fenotipos: paralizado {Mot'}), no flagelados
(Fla'), y defectuosos en el proceso quimiotdctico (Che ). Por lo
tanto, se requieren tanto en el ensamblaje flagelar, como en la
rotacién del motor, y de manera importante, es el complejo
responsable del cambio de direccién en la rotacidn del flagelo
(CW/CCW) (Macnab, 1995b). Como se mencioné anteriormente, el nivel
de fosforilacién de CheY determina la direccidén de giro del
flagelo, y es el complejo del switch con quien interactda
directamente CheY (Barak y Eisenbach, 1992).

Recientemente se ha tratado de asignarles funciones
individuales a cada proteina, Con andlisis de mutaciones supresoras
se ha visto que FliM da lugar a mutaciones Che’, lo que indica que
su papel principal es el de regular la direccidn de la rotacidn
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tlagelar (Sockert y col,, 1992). Por su parte, FliG y FLUN
contribuyen de manera importante en la generacion del torque
(Irikura y col., 1993},

Por otro lado, se han aislado mutantes en las que 116 se
encuentra fusionado en fase a £LiF (anille M8), Jo que indica que
se localiza en el lado citopldsmico asociada con el anillo MS
(Francis y col,, 1992).

Aparato de Exportacién

Las proteinas axiales del flagelo no se exportan a través de
la via comin Sec, que constituye el mecanismo principal  de
exportacién de proteinas bacterianas gue presentan una secuencia
seflal lider. De las proteinas flagelares, s6lo los anillos Ly P
contienen una secuencia sefllal lider en el extremo amino terminal
(Homma y col., 1990b), por lo que se ha propuesto la existencia de
una via de exportacién flagelo-especifica. Ademés se ha demostrado
que el filamento se forma por la adicidn distal de subunidades de
flagelina, sin que éstas sean secretadas al medio (Iino, 1969)

pPebido a esto, se propone la existencia de un canal central en
el flagelo, a través del cual se exportan las proteinas flagelares,
y que ha sido observado en reconstruccidn de imdgenes tanto en el
gancho como en el filamento (Namba y col., 1989; Morgan y col.,
1993; Morgan y col., 199%). El tamailo del canal es lo
suficientemente grande para permitir el pasa de subunidades, pero
en estado desnaturalizado (Morgan y col., 1995}.

Considerando esta via de exportacidn flagelo-especifica, se ha
propuesto también la existencia de un aparato de exportacidn capaz
de reconocer las proteinas flagelares a ser exportadas, para lo
cual debe existir en dichas proteinas una sefial de reconocimiento
que confiera especificidad.

Como se menciond anteriormente, existen secuencias conservadas
en el extremo N-terminal de Ltodas las proteinas axiales, como son
los motivos SGL y AANLAN, asi como la presencia de héptadas
repetidas en las gue existe un aminodcido hidrofdbico cada 7
residuos (Homma vy 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 (Kornacker v Newton, 1994) .,

Para ideptificar las proteinas divectamente involucradas on el
proceso de  exportacidn, se realizaron estudios  con omutantes
temperatura-sensibles, idenlificdndose 3 componentes: Flha, Flill y
F1il (Vogler y col., 1991).

Flil es una proteina hombloga a la subunidad catalitica de la
ATP sintetasa (subunidad #), y se ha demostrade que une ATP
(Dreyfus y col., 1993); por lo que se le¢ ha propuestc como al
componente que hidroliza ATP dentro del aparato translocador. A su
vez, tanto FLlil como FIhA muestran alta similitud con proteinas
involucradas en la exportacidon de factores de virulencia a través
de un sistema diferente al Sec. Debido a esto se ha propuesta la
existencia de una superfamilia de sistemas de exportacidn Sec-

independientes (Drayfus y col., 1993).

BIOGENR3IS FLAGELAR

El camino morfogenético en la sintesis del tlagelo ha sido
dilucidado a través de diferentes métodos, como el andlisis al
microseopio electrénico de las subestructuras que se presentan al
mutayr diferentes genes flagelares. A partir de dichas mutantes
flagelares se han obtenido varias estructuras precursoras que se
analizan estructuralmente al microscoplc y bioguimicamente con
patxones de electroforesis {(Kubori y col., 1992). A partir de estos
datos se cbtuvo la via morfolégica de ensamblaje flagelar que se
muestra en la figura 4.

La estructura estable mds temprana es el anillo MS que se
puede ensamblar en ausencia de cualgquier otra proteina flagelar. La
siguiente estructura en formarse es ¢l eje, que es el primer
componente externo a la membrana citopldsmica. Sin embargo, existen
wmuchos genes que deben expresarse antes de que el eje se camplete,

Las proteinas del switch interactuan directamente con el
anillo M5, y se ensamblan antes que el eje (Kubori y col., 1992},
A su vez, se requiere la previa formacién de las proteinas que han
s+do involucradas como parte del aparato de exportacidn especifico
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Figura 4 Via morfogenética de ensamblaje flagelar, en la que se
muestran los genes que se requieren en las diferentes etapas de la
biogénesis. ME, membrana externa; P, espacio periplésmico y capa de
peptidoglicano; MC, membrana cimplésmica (tomada de Macnab,
1995a).
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de flagelo: FIhA, Flid y rlil; asi como FLOB, FilP, FLI¢ y FLIR,
que Lambién presentan similitud con proteinas involucradas en la
exportacidn de factores de virulencia.

Posteriormente se ensamblan los anilles Loy P, que a
diferencia de todas las demds proteinas {lagelares, se sintetizan
con una secuencia sefal en el extremo amino terminal, por lo que se
exportan a través del sistema general de exportacién: Sec

A continuacidn se ensambla el gancho, cuya formacidn requiere
de la proteina Flgh. FlgD no se encuentra presente en la estructura
flagelar final, es sdlo una proteina transiente que se 1REOTPoOra en
el extremo distal del eje, acompafda el ensamblaje del gancho y es
finalmente reemplazada por la proteina HAP1 (Ohnishi y col., 1994).
Cabe mencionar que en este punto de la biogénesis interviene la
proteina FliK encargada de reqgular la longitud del gancho
(Silverman y Simon, 1972).

Por ultimo, se exportan las proteinas tardias HAPI y HAP2
permikiendo de esta manera el ensamblaje tinal de la flagelina,

En resumen, el proceso de ensamblaje flagelar procede en una
secuencia linear del extremo proximal al distal, con la adicidén de
mondmeros y no de estructuras preformadas. FEsta secuencia de
formacién requiere siempre la presencia de la estructura previa
(Shapiro, 1995).

ORGANIZACION GENETICA FLAGELAR

Debido a la complejidad estructural y funcional del flagelo,
existen mds de 40 genes involucrados en los diferentes procesos de
regulacién, biosintesis, ensamblaje y rotacién flagelar. Los genes
flagelares se encuentran localizados en cuatro regiones en el
cromosoma de FE. coli, y una regién adicional en §. typhimurium
necesaria para la expresién alternas de diferentes genes de
flagelina (figura 5a).

Existe una diferente nomenclatura para los genes dependiendo
de la regidén en la que se encuentren: flg para la regién I, flh
para la regién 11 y fli para las regiones IIla y IIIb; en
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Figura 5

a) Organizacién cromosomal de los genes flagelares en §,
typhimurium, En E. coli se presenta la misma organizacién excepto
por la ausencia de la regién flj. Los operones flagelares se
encuentran distribuidos en cuatro regiones principales: 1 (genes
£lg), II {(genes flh) y regiones IIla y IIIb (genes fli).

b) Regulacidén del sistema genético flagelar que nuestra la
jerarquia de expresién de los operones flagelares. La cascada de
regulacién positiva se seflala con flechas sélidas y los mecanismos
negativos de regulacién con flechas punteadas (Macnab, 1992).
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S, typhinnrivm existe la region adictonal con geres denominados 17
(para una revisidén ver Macnab, 1992},

La regidn 1 contiene principalmente genes que codifican para
proteinas estructurales del gancho y cuerpo basal, as{ comc algunos
genes involucrados en la regulacion de la expresion y ensamblaje de
las estructuras proximales.

En la regidn II se localizan genes involucrados en la
generacidén de movimiento, come Jos genes de las proteinas del
motor, de la cadena de transduccién quimiotdctica y de quimio-
receptores. Existen tanbién genes involucrados en la regulacién de
la expresidn génica como el operdn maestro FIhC y flhD.

La regién ITT se encuentra dividida en IIla y 111lb, por una
larga zona que no codifica para proteinas flagelares (Kawagishi y
col., 1992). En la regidn ITIa se localivan proteinas involucradas
en los procesos tardios de sintesis flagelar, como ©l gen de la
flagelina f1liC; as{ como el gen fliA que codifica para un factor
sigma que se requiere para la expresidn de los genes tardios. Los
genes de la reygidn 1IIb se requieren en los estadios tempranos de
ensamblaje flagelar, incluyendo los genes necesarios para la
exportacidn de las proteinas flagelares (Macnab, 1992},

En la tabla I se enlistan por regiones todos los genes
flagelares que han sido identificados y su funcidn.

RBGULACION GENRTICA: Regulédn

La biosintesis del flagelo es un proceso energéticamente muy
costoso para la célula, por lo que existe un estricto control de la
expresién, principalmente a nivel transcripcional.

Los genes involucrados en el sistema flagelar se encuentran
organizados en operones que forman un sistema coordinade de
exprasion o reguldn {Kutsukake v col., 1990).

La jerarquia de expresién se representa en 3 clases gue no
necesariamente guardan relacidn con las regiones del cromosoma
antes mencionadas (figura 5b),
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Tabla 1

Ganag y productos génicos involucrados en ls flagelacién, movilidad
y quimlotaxis de B. coll (tomada de Williams, A. W., 1999).

gen

Regidén I

flgN
flgM
flgAa
flgB
flgC
flghD
flgE
flgF
flgG
£lgH
flgl
flgJ
tlgK

Regién II

flhE
flhA
f1hB
ched
cheY

cheB
cheRr
tap

tar

chelW
cheA
motB
mota
f1hC
f1hD

Ragién Illa

fliA
f1iB
f1ic
£1ID
flis

Funcién o estructura que forma al producto génico

Desconocida

Factor antisigma
Ensamblaje de anillo P
Cuerpo Basal (Eje)
Cuerpo Basal (Eje)
Proteina transiente de coronamiento del gancho
Gancho

Cuerpo Basal (Eje)
Cuerpo Basal (Eje)
Cuerpo Basal (Anillo L)
Cuerpo Basal {(Anillo P)
Desconocida

Proteina HAP 1
Proteina HAP 3

Desconocida

Aparato de Exportacién

Aparato de Exportacién

Fosfatasa de CheY

Protei{na que regula el cambio de direccién al
interactuar con el switch

Metilesterasa

Metiltransferasa

Quimioreceptor para dipéptidos
Quimioreceptor de aspartato

Regulador positivo de la fosforilacién de Chea
Fosforila a CheY y CheB

Rotacidén del motor

Rotacién del motor

Regulacién positiva de ]la expresién génica
Regulacién positiva de la expresion génica

Factor sigma {(0°) para la expresién de genes tardios
N-metilacién de flagelina

Flagelina

Proteina de coronamiento del filamento

Elongacién del filamento

20



T
Regién IIIb

f£lir
fIIF
fliG
fl1iH
flil
f£lig
£lix
£lil
£1iM
fl1IN
£li0
flipP
£1ligQ
f1iR

Desconocida

Cuerpo Basal

Cuerpo Basal (Anillo MS)
Switch

Aparato de Exportacion
Aparato de Expeortacién
Desconocida

Control del tamafio del gancho
NDesconocida

switch

Swit.ch

Desconocida

Aparato de exportacién
Aparato de exportacién
Aparato de exportacién
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Clase 1. contiene Unicamente al operdn maestra que es el
responsable de la expresidn de todes los genes flagelares, siendo
regilado por vepresidn catabdlica a través del sistema AMPC/CAP
{Silverman y Simon, 1974b; Komeda y col., 197%). Es decir, si los
nivelas de glucosa son altos, lo que indicaria un ambiente
nutritivoe, dismivuyen los niveles de AMPC y no se expresa el operon
maestro. Por tanto, la biosintesis flagelar no se realiza cuando no
se requiere la movilidad.

Clase_ 2. La transcripcidn de los genes de la clase dos se

encuentra directamente regulada por ¢l operdn maestro, que
posiblemente actie como un factor sigma (Hlelmanny col., 1968). Los
operones de esta clase presentan una secuencia promotora consenso
flagelo-especifica en la regidn -10 (Kutsukake y col., 19%0). EBEn
esta clase se localiza la protefna FliA, que es un factor sigma
especifico para la transcripcién de los genes tardios.

Clase 3. Los operones de la clase 3 que contienen qgenes
tardios, regulan su expresidn a través de FliA {0”’). Algunos genes
de esta vltima clase requicren de FLiA totalmente para expresarse,
y en otros, se observan bajos niveles de expresién en ausencia de
F1iA, por lo que dicha clase se ha subdividido en 3a y 3b (Macnab,
1992) ver figura 5b. La expresidn FliA-independiente de la clase
3Ja, se encuentra regulada por el operdn maestro.

F1iA/FIgN

La expresidn de los genes flagelares se encuentra coordinada
con el ensamblaje del flagelo a través del sistema FLiA/FlgM
{Kutsukake y Iino, 1994) (ver figura 5b).

Como se menciond anteriormente, la expresién de los genes de
los operones tardios 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 hiosintesis con el de
regulacidn de la expresidn génica (Kutsukake y col., 1994; shapiro,
1995) .

FlgM es un factor anti-sigma que se une a FliA disminuyendo la

afinidad de este factor sigma por la RNA poliwmerasa. La accidn de
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FlgM esta a su vezr regulada por el grado de ensamblaje flagelar.

Se desconoce el wmecanismo mediante el cual la célula es capaz
de monitorear que la sintesis de la estructura del gancho ha
finalizado, sin embargo, cvalquicr nutacidn que impida la formacién
del ganche, resulta en la no expresidén de los genes tardios
dependientes de FliA,

Recient emente se ha demostrado que FliA se activa cuando la
concentracién de FlgM se ve disminuida, y que esto se logra
exportando a la proteina FlgM fuera de la célula, probablemente a
través del canal central de la via de exportacién flagelo-
especifica (Hughes y col., 1993; Losick y Shapiro, 1993; Kutsukake,
1994} .

Dado que existen aproximadamente 20,000 mondmeros de flagelina
por cada flagelo, el principal costo energético en la biosintesis
flagelar lo constituye la sintesis del filamento. Por lo tanto, el
sistema de regulacién descrito anteriormente se encuentra diseftado
para evitar dicho gasto cuando exista alguna mutacidén que no
permita que los mondmeros se puedan ensamblar,

Al crecer el filamento, la tasa de exportacidn de proteinas
disminuye, por lo que el nivel intracelular de FlgM aumenta; lo que
produce que finalize la sintesis de mondmeros de flagelina.

Existe otro tipo de regulacidn descrito por Kutsukake y col.,
en 1990, en el que mutaciones en el operén f1liDST incrementan las
niveles de expresién de los genes tardios. Esto puede constituir
otro mecanismo de regulacién negativa de la expresidn de los genes
de la clase 3 (Kawagishi y col., 1992).

F1iK y FP1lhB: Control del Tamafio del Gancho

El control del tamaflo de las estructuras del flagelo se puede
dividir en tres categorias (Macnab, 1987a). La primera esta
ejemplificada por los anillos, cuya estructura oligomérica se
cierra sobre si misma por lo que el tamafio se encuentra auto-
determinado. En la segunda se encuentra el filamento, cuyo tamafio

no se encuentra regulado, la velocidad de elongacion disminuye
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exponencialmente con la longituwd del mismo (line, 1969); vy depende
principalmente de las Lasas de sintesis de flagelina y vompimiento
flagelar. Por lo tanto, se consideva el tamario del filamento como
una propiedad estadistica. En la tercer categoria ejenplificada por
el ganche y probhablemente el eje, el tamailo se encuentra bien
definido. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual se deteruwina
el tamafio de estas estructuras flagelares, es aun desconocido.

Diferentes tipos de mutaciones en ol gen flgF que codifica
para la proteina del gancho, gencran ganchos de tawario normal, lo
que indica que ¢l mecanismo de rvegulacidén del tamailo no es
intrinseco a la estructura. Por otro lado, la proteina monomérica
del gancho puede polimerizar in vitro hasta una longitud indefinida
(Kato y col., 1984).

El gen f1liK ha sido identificado como el responsable de la
regulacién del tamafio del gancho (Silverman y Simon, 1972;
Patterson-Delafield, 1973). La proteina FliK no ha sido detectada
en la estructura flagelar final, sin embargo, mutaciones en dicho
gen producen ganchos de tamafos anormales llamados poliganchos. El
poligancho es un polimero de ganchos, que es incapaz de ensamblar
filamento por lo que las mutantes poligancho son no méviles.

La organizacidén 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 caracterizacién
bioguimica de la protefna FlgE (Kagawa y col., 1976).

Como se menciond anteriormente, la proteina Flgh acompafia la
biosintesis del gancho permitiendo el ensamblaje de las
subunidades, y permanece unida a la estructura hasta que ésta
alcanza su tamafio normal, momento en el que es desplazada por FlgKk
(HAP1l) (Ohnishi y col., 1994). En las mutantes poligancho, la
proteina FlgD permanece unida, no se realiza el reemplazo de FlgD
por FlgK.

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 regulacion del tamafio
del gancho, pero gue son alora capaces de ensamblar filamento
{Suzuky y Iino, 1981},
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Las supresorays intragénicas en FLIKN indican gue el proceso de
control del tamafio involucra rante la terminacidn de la elongacidn
del gancho, como el inicio de la exportacidén o ensamblaje de
flagelina, y que FliK pudiera estar cumpliendo ambas funciones.

Las supresoras intergénicas mapean en el gen f1hB (Kutsukake
y col., 1994; Hirano y col., 1994}, presentan el fenotipo
poligancho-filamento, por lo que F1hB puede tener un papel en el
inicio de la formacién de filamento, Esto indica gue pueden existir
otros productos génicos que se encuentren involucrados en el
proceso de regulacidédn de la longitud del gancho.

F1hB es una proteina membranal con 4 cruces transmembranales
después del extremo N-terminal, y con el extremo carboxilo
localizado en el citoplasma (Minamino y col., 1994). Se sabe gue
esta protefna 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 FIiK, pudiera estar también
involucrada en el proceso de control del tamafo del gancho.

Existe evidencia de que cuando menos la exportacién de una
proteina flagelar: FlgM (factor antisigma), se inicia sdlo después
de que la estructura del gancho se encuentra completa. En las
mutantes poligancho no se detecta exportacidn de FlgM, es decir,
ésta sdlo ocurre cuando se forma el gancho de manera correcta. Lo
que no se conoce, es el cémo la célula es capaz de monitorear el
ensamblaje correcto del gancho.

Por dltimo, en un estudio reciente se encontrd que la doble
mutante flhb f1lgkKk (HAPL) produce un fenotipo peligancho. Esto
sugiere que el mecanismo puede ser mds complejo e invelucrar un
mayor numero de productos génicos (Hirano y col., 1994).

En conclusién, el control de la longitud del gancho sigue
siendo uno de los aspectos menos entendidos del proceso de
biogénesis flagelar,
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Bl FLAGRLO DE Rhodobsctsr gpliaaroldes

R. sphaeroldes es una bacteria totosintética pertencciente a
la familia Rhodospirillaceae que tiene la capacidad de crecer en
condicicones de anacrobiosis y luz fotoheterotréficamente utilizando
diversos sustratos Qrgdnicos, I8) bien en condiciones
microaerofilicas o) aerébicas en la oscuridad como
quimioheterdtrolo, En esta familia se agrupan numerosas especies
fotosintéticas como Rhodospirililum 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 pOrpuras no sulfurosas (Pfennig y Truper, 1989).

Comg st menciond anteriormente, existen numerosas estudios
sobre la estructwra y funcionamiento del flagelo de bacterias como
E. coli y 8. typhimurium, sin embargo existen escasos reportes
sobre especies fotosintéticas a pesar de la alta representatividad
de los procariontes fotosintéticos flagelados en la naturaleza.
Prdcticamente todas las bacterias fototrdficas pwrpuras no
sulfurosas presentan flagelo {Armitage, 1992a).

R. sphaeroi‘des contiene un sdlo flagelo localizado en la
porcién media del cuerpo celular (figura 6), y que rota unicamente
en el sentido de las manecillas del reloj (CW). Es decir, a
diferencia de las bacterias entéricas, presenta un sélo flagelo de
rotacién unidireccional y que sin embargo impulsa al organismo a
grandes velocidades de hasta 100 gm s}, lo equivalente a 50 cuerpos
celulares por segundo (Armite .- 7 Macnab, 1987); comparado con una
velocidad de 25 pm s en las entéricas (Macnab, 199%a).

Estructuralmente, el flagelo de R. sphaeroides presenta log
mismos componentes antes descritos para las enterobacterias, sin
embargo en esta especie el gancho es recte, lo cual se ha asociade
con el hecho de ser una bacteria uniflagelada, que no requiere la
formacidn de una trenza. Aparentemente el cuerpo basal se encuentra
constituido por el mismo nimero de anillos, sin embargo esto no
estd bien caracterizado (Sockett vy Armitage, 1991). A su vez, no se
han identificado en esta bacteria los componentes del switch,

siendo probable que existan productos génicoes Unicos que se
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Figura 6 Fotografia al microscopio electrénico de R. sphacroides,
que muestra un Gnico flagelo localizado en la porcidén media del
cuerpo celular. La barra corresponde a 1 pm (tomado de Armitage vy
Macnab, 1987),
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requieran para la votacion wnidiveccional del flagelo en oste
organismo fotosintético.

El movimiento de esta especic bhacteriana se reallza a través
de una serie de ‘'nades y paros', cambiando de direccidn por
reorientacién de la célula a través de movimiento Brownianho que se
produce cuando el tlagelo deja de rotar. Es decir, el cambio de
direceidn no es causado por una contrarotacidon del flagelo como en
la mayoria de las bacterias hasta abora estudiadas (Armitage, 1988;
Packer y Armitage, 1993). Durante los pericdos de ‘“paro*, la
estructura del filamento cambia significativamente de ser una
hélice propulsiva funcional, a una forma de amplitud larga gque se
encuentra retraida hacia el cuerpo celular (figura 7).

Este comportamiento de *nada-paro-nado* se encuentra modulado
en respuesta a estimulos tacticos como son cambios en la intensidad
luminosa, tensién de oxigeno o concentraciones de determinadas
sustancias,

En ¢l caso de R. sphaeroides, la presencia de un quimioefector
na produce un camhio en la direccién de la rotacién flagelar, sino
que se alteran las frecuencias de paro y nade. Los principales
atrayentes incluyen A&cidos orgdnicos 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
sensa los estimulos, ni el cbmo se lleva a cabo la integracién de
la seflal en el motor flagelar (Armitage, 1992a}.

Estudios realizados por el grupo de Sockett y col., en 1987
demostraron la ausencia de quimio-receptores o proteinas MCP en
esta bacteria; por lo que se propuso y demostréd posteriormente gue
la respuesta quimiotdctica en estos organismos reguiere el
transporte y metabolismo limitado del quimivefector (Colin vy
Armitage, 1987; Paole y col., 1993). Sin embargo, recientemente se
identificéd un quimio-receptor en R, sphaeroides (Ward y col.,
1995a); asi como algunos de los componentes del sistema de
transduccidn sensorial, como son proteinas homdlogas a Chead, Chey,
CheW y CheR (Ward y col., 1995b). De esta manera, R. sphaeroides
presenta un sistema de transduccidén homblogo al de bacterias
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Figura 7

Comportamiento "nado-paro-nado* en R. sphaeroides.

a) Secuencia de imdgenes 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 imigenes
corresponden a un tiempo total de 3 segundos (tomada de Armitage y
Macnab, 1987}

b) Representacién esquemdtica del comportamiento de nado
en R, sphaeroides. Al retraerse el filamento hacia el cuerpo
celular, la hacteria se reorienta y comienza el nado en una nueva
direccién (Armitage y Macnab, 1987).
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antéricas, pero con caracteristicas particulares que han sido poco
estudiadas.

En K. sphaeroides se presenta otro fendmeno  denominado
quimiocinesis en el que se obgserva un aumento en la velocidad de
rotacién del motor en respuesta a algun quiniocefector, gue requiere
inicsmente ser transportado y no metabolizado (Harrison y col.,
1994; Brown y col., 1993). La quimiocinesis es un incremento en la
velocidad de nado, sin cambio algquno en el gradiente electroquimico
de protones (Packer y Armitage, 1994); en este sentido, es una
respuesta diferente a la quimiotactica, aunque algunos compuestos
puedan inducir ambas.

En conclusidn, el estudio del flagelo en R. sphaeroides, en
comparacidén con las enterobacterias, se encuentra en sus fases
iniciales, pero no necesariamente los modelos mds ostudiados y

mejor caracterizados son los mds representativos.
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OBJETIVOS

El objetivo general del proyecto de investigacion que se lleva
a cabo en el labhoratorio, se refiere al estudio del fiagelo de la
bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides. Bl interés
particular se centra en los aspectos de la organicacidn cromosomal
de los genes flagelares de este organismo, asi comy el mecanismo de
biogénesis y ensamblaje flagelar.

Debido a la incapacidad de poderv aislar estructuras flagelarves
con la posibilidad de rastrear algquna actividad bioldgica, la
generacidu y aislamiento de mutantes defectuosas en genes
flagelares resulta indispensable. Es decir, la caracterizacién del
fenotipo resultante de una mutacién génica nos acerca al
conocimiento de la estructura y funcidén flagelar.

Por lo anterior, se plantearon para la elaboracién del

presente trabajo los siguientes objetives particulares:

Aislamiento y seleccidn de una mutante Fla a través de

mutagénesis por transposiciodn,

Caracterizacidn morfoldgica y bioquimica de la mutante.
Identificacidén del gen defectuoso en el cromosoma de la
cepa mutante, as{ como del gen intacto en el cromosoma de
la cepa silvestre.

Clonacidn del gen responsable del fenotipo no mévil.

Restablecimiento de la movilidad a través de estudios de

complementacidén en trans.
Secuenciacién del gen

En este Gltimo punto, cabe mencionar que la secuenciacidn de
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dicho gen asi como la puriticacion y caracterizacidn del producto
génico, forman parte de los objetivos planteados para la futura
continuacidn del proyecto. $in embargo, sc¢ cuenta ya con secuenciaqa
nucleotidica preliminar con la que se pueden realizar estudios de
homologia con otras especies bacterianas.

De esta manera, generando un bhanco de mytantes {lagelares o
identificando los genes que afectan la movilidad, nos podremos
acercar al objetivo fundamental del proyecto en cuanbo a conocer
las diferencias que existen en el movimiento tan peculiar de esta
especie bacteriana. Es decir, el flagelo de las enterobacterias
como *modelo flagelar® descrito en los libros de texto, pudiera no

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

Las cepas, coésmidos y pldsmidos utilizados en el presente
trabajo se enlistan a continuacion.

CEPAS

B. cold 817-1 (Pro” Res Mod' reca; pldsmido jutegrado RP4-Tc::Mu-
Kn::Tn7)

B, coll JH103 (cepa derivada de JMIQL, ¥’ traD3i¢ lacl® (lacZ)M15
proAB/endAl supk)

R, cold HB101 (hsdS recA Res” Mod'; cepa altamente transformable,
para produccién de plasmidos a gran escala)

R. sphasroldes W8B-N (cepa silvestre; Nal®)

NP@ (derivado TnphoA de R. sphaeroides WS8-N; no mévil: Kn¥, Nal')
NMNM1 (derivado TnphoA de R. sphacroides WS8-N; no mévil; Ku', Nalt)+

COSMIDOS

cl9 (derivado de pLA2917 que contiene ~20 kb de DNA de R.
sphaeroides WS8; Tc')

¢523 (derivado de pLA2917 que contiene ~2% kb de DNA de R,
sphaeroides WSB; Tc")

cl40 (derivado de pLA2917 que contiene ~25 kb de DNA de R,
sphaeroides WS8; restablece la movilidad de MPG; Tc¢')

PLASMIDOS

pucCly (vector de clonacién de 2,69 kb, multicopia, expresa el N-
terminal de lacZ por lo que puede llevar a cabo @ complementacidn
en una cepa adecuada, Amp")

pTZ19R (vector de clonacién de 2.9 kb, con sitio de policlonacién
derivado de pUC; mulkticopia, Amp')

PRR415 (vector de 10.5 kb, derivado de pRK404 con sitio de
policlonacién de puCle, T¢')

pu1B00 (derivado de pSUP203 de 14 kb que contiene a Tnphod; Cn',
Tc*, Kn*)

PIKBOO (fragmento de 1.3 kb de DNA de E. coli clonado en puClg,
contiene el gen flik; Amp")

PTBO510 (fragmento de 5.3 kb de DNA de R. sphaeroides 2.4.1.
clonado en pTZ18R, contiene los genes flagelares fliH (secuencia
parcial), fliI y f1iJ; Amp")

PTBO515 (inserto del pldsmido pTBO510 clonado en pRK41%; Tcf)+*
pToM20 (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 insercidn del
transposén; Kn', Amp‘)+*

pBG0201 (fragmento Pstl del cl40, de -2 kb clonado en pRK415; Tc')
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pBGE0502 (fragmento Fcokl del ¢l4io, de 4.9 kb alonade en pREJLY;
nl»cr) ®

pBA0503 ({ragmento EcoRT del <140, de -%.1 kb clonade en prRE4LY;
rlacr) *

pBa0404 (fragmento sali del c¢l40, de ~4.6 kb clonado en pT219R;
Amp') *

pBAO40S (inserto del pldsmido pBGO404 clonado en pRRK41LY; Tc')*
pBG0206 (fragmento Sall-EcoRl de -2.4 kb, de pBG0404 clonado en
pTZ18R) *

* Cepas mutantes y construcciones generadas en este trabajo.

La construccién pTnM20 se realizdé en colaboraciom cen la Dra.
Elizabeth Socketl, Universidad de Nottingham, Reino Unido.

La construccidn pBG0206 se realizd en colaboracién con el Dr.
Andrés Campos, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Cracimiento da Rhodobacter sphaeroides Ws8

Medio de Cullivo Liguidg

Se utilizd el medio de cultive descrito orviginalmente por
Cohen-Bazire y col., (1957), modificado por Sistrom {1960), que fue
diseilado con base en los requerimientos de sodio de esta bacteria.
El medio minimo incluye succinato c¢omo principal donador de
electrones, asi como las vitaminas indispensables para el
crecimiento de esta bacteria: &cido nicotinico, tiamina y biotina.
Se aftadid al medio el antibidtico 4cido nalidixico (20 pg/ml) para
evitar contaminacidn con otras especies bacterianas.

El  crecimiento se llevdé a cabo  en condiciones
fotoheterotréficas, iluminando los cultivos con focas de 100 watts,
manteniendo la temperatura constante entre 30 y 35°C, hasta
alcanzar la fase de crecimiento logaritmica tardia (Clayton y
Sistrom, 1978).

Medio de Cultivo Sélido

Se prepar6é agregando 2% de bacto-agar al medio de cultivo
liquido antes descrito. Después de esterilizado, se vacid en cajas
de Pretri, a las que se agregaen las vitaminas mencionadas y se
estrian las bacterias para la obtencién de colonias individuales.
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Las caias se somelicron o Lluminacion constante dentyo de una
cdmara de anacrohiosis en la qgue se genera una armostera de
hidrdgeno y bidxido de carbono que consume el oxigeno presente, Las
bacterias crecidas en condiciones fotosintéticas presentan el color
café caracteristice que le proporcicpnan los carotenos y las

bhacterioclorofilas.

Craecimliento de B, coll

El crecimiento de las cepas de E. celi se llevd a cabo en el
medio de Luria-Bertani (LB) que contiene por litro: 10 g de NacCl,
5 q de extracte de levadura y 10 g de bacto-tyiptona (Sanbrook y
col., 1989). Las bacterias se crecieron ya sea en cultivos liguidos
en condiciones aerédbicas con agitacién constante, o en medio sdlido
en cajas de Petri con medio LB que incluyd 2% de bacto agar, a
37eC.

La cepa JM103 se crecié en medio minimo M9 (Sambrook y col.,
1989). la cepa o5 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 realizé un cultivo aerébico de 12 hrs con agitacidn constante,
inoculando una colonia en 2 ml de medio liquido. Posteriormente se
agregaron 500 ) del cultivo en 500 1l de glicerol previamente
esterilizado (%0% final), y se congeld a -70°C,

Mutagénesls de Rhodobacter sphaeroides W58

La mutagénesis se llevé a cabo por transposicidn,
introduciendo en R. sphaeroides el elemento transponible TnphoAa a
través de conjugacidén diparental (Moore y Kaplan, 19839).

El plésmido suicida pU1B800 que contiene al transpesdén TnS
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fuslonado al gen deo la fosfatasa alcaling, se tatrodudo en Ja cepa
donadora F. <oli 517-1 que contiene la anformacidn necesaria para
que se lleve a cabo la transferencia de DNA o través de la
formacion del pili,

La conjugacién diparental (entre dos especies) se realizd de
acuerdo con el siguiente protocelo:

Se crecieron cultivos aerdhicos de R, gphaeraides WSE en medio
Sistrom y de E. coli 817-1 en medio Luria, en presencia de sus
respectivos antibidticos (dcide nalidixice 20 pg/ml y kanamicina 2%
Hag/ml), inoculando una coloenia en 2 ml de medio, Se inocularon 3 gl
del cultivo de 12 hrs de R. sphaeroides en 10 ml de medio hasta
alcanzar la fase logaritmica a las 20 hrs aproximadamente, También
se realizé un subcultivo de E. coli, inoculando 20 pl del cultivo
de 12 hrs en 5 ml de LB hasta alcanzar la fase logaritmica
aproximadamente a las 3 hrs.

Se centrifugaron por separado 500 pl de cada cultivo a 6000
rpm durante 4 minutos. Se decantaron los sobrenadantes, y se
resuspendieron las pastillas suavemente en 500 pl de medio Luria
sin antibidticos; se centrifugd en las mismas condiciones que el
paso anterior. Este procedimiento se repitid dos veces para
eliminar los antibidéticos de cada cultivo.

Las pastillas resultantes se resuspendieron en 100 fl de LB,
y se mezclaron. La mezcla de conjugacidn se incubd sobre filtros de
nitrocelulosa estériles previamente colocados en cajas de Petri con
medio LB, y se incubd a 30°C durante 5-6 horas (Miller y Kaplan,
19781 .

Posteriormente se colocaron los filtros en tubos para
microcentr{fuga Eppendorf, se agregaron 500 pl de LB y se agitd
vigorosamente. Por (ltimo, se plagquearon 100 pl de la mezcla de
conjugacién en cajas LB con kanamicina para seleccionar la
presencia del transposén, y 4&cido nalidixico para eliminar las
colonias de E, coli que son sensibles a dicho antibiético.

Las cajas se incubaron durante 3-4 dias a 30°C, obteniéndose
asi colonias mutantes de R. sphaeroides que conltenian el transposdn
integrado en alguna parte del cromosoma,
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Saleceldn de lus mutantes ne mévilas
Las mutantes se seleccionaron utilizando diferentes critevios:

Placas de Nado:

Las placas de nado o de agar suave contenian 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 puncidén utilizando un palillo
estéril, se incubaron a 30°C durante 3 dias v se observd la
formacidn de un halo de nado, caracteristico de las mutantes
méviles. Se seleccionaron aquellas colonias que no formaron dicho
halo.

Microscopia Optica da Contraste de Fagea y de Campo Oscuro de Alta
Intensgidad:

Se realizd un cultivo liguido de las bacterias resultantes de
la mutagénesis inoculando una colonia en 2 ml de medio Sistrom en
presencia de kanamicina (25 jg/ml). Se mantuvieron en iluminacién
constante durante 12 hrs y se analizaron al microscopio dptico
colocando 2 ul del cultivo en un portaobjetos.

Al microscopio de contraste de fases resulta wmuy sencillo
diferenciar las bacterias que nadan de aguellas gue no lo hacen;
las primeras presentan desplazamientos répidos en diferentes
direcciones y las segundas estdn sujetas a movimientos Brownianos.
Después de este criterio, el cultivo se analizd en el microscopio
de campo oscuro de alta intensidad en el que se puede distinguir si
las bacterias presentan flagelo. La presente microscopfa resulta de
una modificacidn realizada a un microscopio de fluoresencia en el
que se ubiliza una fuente de luz muy poderosa, de manera que se
pueden observar estructuras tan delgadas como el flagelo
bacteriano. Con este criterio de seleccidén se pueden distinguir
diferentes fenotipos, es decir, si las bacterias que no nadan
carvecen de flagelo (Fla}), o bien si presentan un flagelo no
funcional (Mot o Che’),



Microgcopia Rlectrénica

Las mutantes  obtenidas  se  anallzaron  al  microscopio
electrdnico en @l que se pudo verificar la ausencia de flagele, o
bien la presencia de subestructuras flagelares. Las bacterias se
obtuvieron a partir de un cultive liquido, o bien de las placas de
nado, y se sometieron a vavios lavados utilizando el amortiguador
Tris 0.1 M pll 8.0, Posteriomente se coloed | pl de la preparacidén
en rejillas recubiertas con pelicunla de carbédn para realizar la
tincidn negativa,

La tincién negativa se realizé utilizando dcido Lostotungstico
(PTAY al 2% pi 6.8, o bien acetato de uranilo 1% con el que se
logré obtener un mayor contraste,

Las muestras se anallzaron en un microscopio electrénico Jeol
1200X II a un voltaje de 60 & B0 Kv.

-Complementacién en trans de las HMutantes

Los estudios de complementacién se realizaron a través de
conjugacién diparental como se describié anteriormente., La cepa
donadora de E, coli $517-1 se transformdé con el fragmento de DNA a
transferir, eclonado en el plédsmido pRK41S o el césmido pla2917
cuyos sitios de origen de replicacidn son reconocidos en R,
sphaeroides (Donohue y Kaplan, 1991). De esta manera, la
conjugacién se realizd entre E. coli 517-1 y alguna cepa mutante de
R. sphaeroides, obtenida por mutagénesis, que contenia el
transposén TnphoA integrado en el cromosoma. Finalmente se
seleccionaron las bacterias por su resistencia a kanamicina
(conferida por el transposén), asi{ como a tetraciclina 1 jig/m)
(resistencia que confieren los vectores utilizados pRK415, pla2917)
y dcido nalidixico,

Posteriormente, las colonias obtenidas se sometieron a los
criterios de seleccidn de nado y presencia de flagelo antes
mencionados para verificar el restablecimiento del fenotipo
silvestre.
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Purificacién de la proteina ded gancho: Flge

Se crecieron & litros de un cultive tfotosintélico de la
mutante poligancho (MPG) en presencia de 29 pg/ml de kanamicina,
inoculados con 2.5 ml de un pre-cultivo liguido en fase
estacicnaria. Las bacterias se mantuvieron en jluminacidn coustante
con 6 focos de 100 watts, durante 12 horas.

Las bacterias se cosecharon en fase de crecimiento logaritmica
(D.O.= 0.6-0.8 a 660 nm), centrifugando a %,000 rpm durante 15 min,
Las pastillas se resuspendieron en 60 ml de amorvtiguador TE (Tris
10 mM, EDTA 0.1 mM pH= 8.0), en presencia de 25 pg/mi de TLCK) .
Todos los pasos se realizaron a 4°C.

El gancho se obtuvo por ruptura wmecdnica, pasando las
bacterias varias veces a través de una cdnula, o bien utilizandoe un
homogenizador.

Se centrifugd a 8000 rpm durante 15 minutos para desechar las
bacterias intactas y restos celulares que quedan en la pastilla. El
sobrenadante se centrifugd a alta velocidad 35,000 vpm durante 1
hora en el rotor 60Ti. La pastilla se resuspendié en amortiguador
TE y se sometid a un gradiente de cloruro de cesio (4.3 g de CsCl
en 11 ml de TE).

Por Gltimo, se colectaron las diferentes fracciones, se
dializaron, y se ultracentrifugaron para recuperar el gancho en la
pastilla. La pureza de la preparacién se verificd en geles de
poliacrilamida SDS, asi como al microscopio electrdnico.

Secuenciacién del extremo amino terminal de FlgR

La proteina del gancho obtenida se sometid a electroforesis en
geles de poliacrilamida, y se transfirié a una membrana de Problot
(polivinilidén fluoruro) durante 4 horas a 250 mA. La membrana se
tifid con 0.1% de azul de Coomasie R-250 en 50% de metanol, y se
destifid en 0% de metanol, 10% de Acido acético, después de lo cual
se recortaron las bandas de interés (Matsudaira, 1987).

La secuencia de aminodcidos se obtuvo con un secuenciador
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automdtice en la Fundacidn Keck de la thiversidad de Yale, E.ULA.

Blactroforesin

La caracterizacidn electroforética se 1levd a cabo en geles de
poliacrilamida SDS al 15%, utilizando el método reportade por
{Laenmli, 1970). La tincién de los geles se reatizd con nitrato de
plata.

La determinacidn de los pesos moleculares aproximados se
cbtuvo a través de barridos densitométricos con un haz de ldser, en
el aparateo UltroScan XL de LKB. Se utilizaron los sigulentes
estdndares como mavcadores de peso molecular: fosforilasa b (97,400
da), albimina sérica de bovine (66,200 da), ovoalblimina (45,000
da), anhidrasa carbdnica (31,000 da), inhibidor de tripsina de soya
{21,500 da) y lisosima (14,400 da).

Petorminacién de 1a Concentracién de Proteina

La cuantificacidén de protefna se realizé con el método del
4cido bicinconinico (BCA) descrito por Smith y col., {(1985).

Las absorbancias de las muestras problema se leyeron a 562 nm
y se interpolaron con las lecturas de una curva patrén realizada
con albimina de bovino.
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TRCNICAS DR BIOLOGIA NOLEBCULAR:
rurificacion da DHA Cromouomal

La purificacidn de DNA cromosomal de R. ephacroides se realizd
a partir de 250 ml de un cultivoe fotosintético. Se cosecharon las
bacterias centrifugando a baja velocidad y se resuspendieron en 10
m}l de amortiguador de sacarosa (25% sacarovsa, 0 mM Tris-Cl pH 8.0,
1 mM EDTA}, por cada litro de cultivo inicial,

Posteriormente se trataron las células con 1.0 wl de EDTA 0.25
M, 1.0 ml de lisosima 5 mg/ml y 0.1 ml de RNasa 10 wmg/ml, para
formar esferoplastos, se agitd suavemente y se dejé reposar durante
1% min en hielo. Las células se lisaron agregande 3.0 ml de mezcla
litica de Tritén X-100: tritdén X-100 10%, 0,25 M EDTA pH 8.0, Tris
1M pH 8.0; se mezcld y se dejd en hielo durante 15 min,

Las bacterias se centrifugaron a baja velocidad y se descartd
el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 10 ml de
amortiguador TES (Tris-Cl 50 mM pH 7.5, EDTA 2 nM pH 7.5, SDS 5%);
y se agregd 1/10 del volumen de una solucidn de proteasa K 5 mg/ml,
incubando durante 1 hr g 379C,

Se realizaron numnerosas extracciones con tenol saturado con
Tris pH 8.0, centrifugando durante 10 min a 10,000 rpm para separar
las fases, Finalmente se realizd una extracciédn con fenol-
cloroformo 1:1, y dos extracciones adicionales tdnicamente con
cloroformo. El sobrenadante (fase acuosa) se precipité con 1/25 de
NaCl 5M y 2 volimenes de etanol 100%, se lavd y se secd (Sambrook
y col., 1989},

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

Purificacién de plédsmidos y céomidos

El DNA de pldsmidos y cédsmidos se purificd utilizando el kit
de Qiagen (Inc., Alemania). A partir de cultives de 100 ml
(midiprep) o 500 ml (maxiprep) se¢ purificaron los pldsmidos a
través de lisis alcalina seguida de una cromatografia de
intercambio idnico por la que se pasé el extracto celular,



Para pldsmidos con baje namero de copias, o bnen para la
purificacion de cdsmidos, el cultive se amplificd duorante 12 hes

con cloranfenical 170 jg/ml.
Retrategia de Clonacidén

Los plédsmidos se construyeron utilizaendo técnicas estandares
descritas en Sambrook y col., (1989},

Los vectores e insertos utilizados se purificaron a partir de
elucién de geles de agarosa 1% con el sistema Geneclean, (Bio 101},

El vector linearizado y desfosforilado se incubd con el
inserto de DNA a clonar, asi como con la ligasa de DNA de T4. La
ligacién se realizé a 16 o 20°C dependiendo de si los extremos eran
cohesivos o rasurados respectivamente.

La mezcla de reaccién se utilizéd para transformar células
competentes de E. coli preparadas con CaCl, 100 wM, y las clonas
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},

Congtruccidén de la Clona pTnMa0

El DNA adyacente al sitio de insercién del transposédn en el
cromosoma de la mutante MPG, fue clonado utilizando cowmo marcador
la resistencia a kanamicina que confiere Tnphcad. Se digirid durante
12 hrs 1 jg de pUC19 y 3 pg de DNA cromosomal de MPG con la enzima
Sall, Fl DNA resultante se extrajo con una solucién de fenol-
cloroformo y se precipitd con acetato de sodio y etanol. Los DNAs
se ligaron y se transformaron en células competentes de E. coli
IM103, Las transformantes se sembraron en cajas LB con 40 pg/ml X-
gal y 75 fg/ml kanamicina para seleccionar el fragmento de DNA que
incluyera el transposdn. La clona resultante gue se obtuvo contiene
4.6 kb de TnphoAd y ~1.1 kb de DNA del gen mutado en R. sphaeroides.
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Hibridacidn tipo Southorn

La hibridacién tipo Southern Blot se realizod de acuerdo con la
técnica descrita por Southern ({(197%). Las sondas uwtilizadas se
marcaron con biotina a trvavés de la técnica de *nick translation",
siguiendo el protocolo del sistema (Bionick Labeling System, Gibco
BRL) . Aproximadamente ) jtg de DNA se¢ incubd a 16°C durante 30 min,
en presencia de degoxioligonucledtidos (incluyendo el marcado con
biotina-14-dATP), y de las enzimas DNA Polimerasa I y DNasa I. La
reaccién se detuvoe con EDTA, y se precipitd con ECOH vavias veces
para eliminar los nucledtidos que no se incorperaron. La sonda
biotinilada se guardd en amortiguador de Tris-EDTA a -20°C,

La hibridacidn se realizd de acuerdo al protocolo de deteccidn
del sistema (PhotoGene, Gibca BRL). El DNA desnaturalizado en un
gel de agarosa, se transfirié a membranas de Nylon durante 15 min
con vacio. La membrana se prehibridé durante 4 hrs a 42°C en
presencia de DNA de esperma de salmén, y se hibriddé durante 18 hrs
en presencia de la sonda biotinilada.

Posteriormente se realizaron varios lavados a la membrana en
amort iguador SSC-8DS (NaCl 3 M, Citrato de sodio 0.3 M; SDS)
ajustando la temperatura al nivel de astringencia que se requirid.
La membrana se bloqued durante 1 hr en una solucién de albimina,
después de lo cual se le unid un conjugade de estreptavidina y
fosfatasa alcalina, que a su vez se incorpora en las biotinas de la
sonda marcada.

Finalmente la deteccidn de la seflal se realizd 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 autorradiografia. La placa se reveld después de
someterse 2 diferentes tiempos de exposicién dependiendo de que tan
fuerte era la seial.
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Secuenclacidén

La secuenciacion de nucledtidos se realizd de acuerdoe al
nétodo enzimdtico de terminacién de la cadena de Sanger y col.,
(1977}, Las reacciones de secuencia se reallzaron sequn el

protocolo del sistema de deltaTag DNA polimerasa Version 2.0 (USB).

Alineacién, Marcado v Terminacidn:

Todas las reacciones se llevaronm a cabo utilizando DNA de
doble cadena, con pldsmidos purificados por columas de Qiagen, El
DNA plasmidico (2 ftg) se desnaturalizé con 2.0 M de NaOH durante §
min., Para la reaccidén de alineacidn se agregaron 20 pmolas de
oligonucledtido (cebador] y se neutralizé la solucidn con acetato
de sodio 3 M pH 5.0, precipitando con 2.5 volumenes de etanol 80%.
Se incubd a -70°C durante 30 min y se centrifugdé a 14000 rpm
durante 12 min a 4°C. La pastilla resultante se lavé con etanol 80%
y se secd en un liofilizador al vacio.

A la mezcla templado-cebador se  le agregaron  los
desoxioligonucledtidos excepto el dCTP que se incluye como (0-**$-
dCTP), asi como la enzima Tag DNA polimerasa. La reaccién de
marcado se incubd durante 5 min a 45°C,

Por otra parte, se afladid en 4 tubos, 4.0 gl de la mezcla de
terminacién que contenia cada uno de los dideoxinucledtidos; (4.0
jl de ddATP al primer tubo y asi respectivamente a los siguientes) .

Al terminar la reaccidn de marcado se tomaron 4 Wl de la
mezcla y se colocaron en cada uno de los 4 tubos que contenian la
mezcla de terminaciédn, Se incubd a 72°C durante 5 min, y se
agregaron 4 |11 de solucién de término (stop solution). Las
reacciones se guardaron a -20°C hasta ser utilizadas.

Cabe mencionar que en todas las reacciones se utilizd el
desoxioligonucledtido andlogo del dGTP: (7-deaza-dGTP) que se
recomiends para DNAs con alto contenido G-C, ya que forma
estructuras secundarias mds débiles evitando la formacidn de
compresiones en la electroforesis.

Las reacciones se incubaron a 70°C duxante 5 min antes de

44



cargarse en un gel de secuencia. La electrotoresis se realizd
cargando 2.5 @l de la reaccidn en un gel de acrilamida/bis-
acrilamida tanto al 6% como al 4%, Bl gel se precalentd durante 1
hora, y se corrid fijando la corriente a b0 watts.

Al finalizar la electroforesis, se fijd el gel en écido
acético 10% y metanol 10% durante 30 min con agitacién constante.

Por Ultimo se secd durante 1 hr a 130°C y se expuso durante 12
hrs en una placa de rayos-X para autoradiografia.
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RESULTADOS

Aleslamiento y Selecciédn de la Mmutante Poligancho

A través de la insercién del elemento transponible Tnphod en
el cromosoma de R. sphaeroides se aislaron dos mutantes afectadas
en la movilidad. Las mutantes se obluvieron a través de conjugacidn
diparental con una frecuencia de 2 colonias nutantes no méviles en
600 colonias exconjugantes, y se seleccionaron como coloniag
resistentes a los antibiéticos: kanamicina (resistencia que
confiere el transposén), asi como a 4cido 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 seleccién fue la capacidad de nado:
en la Pigura 8 se muestra el andlisis de movilidad en placas de
nado o agar suave. Las mutantes no son capaces de producir el
anillo de nado caracteristico que forms la cepa silvestre al
alejarse del punto de inoculacién.

Por otro lado, la caracterizacién de las mutantes al
microscopio éptico muestra que ambas son no méviles, y que no
presentan estructuras flagelares distinguibles.

La caracterizacién morfolégica de las mutantes al microscopio
electrénico 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
pequefio” como se muestra en la Figura 9.

Para determinar a qué tipo de estructura flagelar correspondia
lo observado en la mutante MPG, se analizdé al microscopio
electrénico el flagelo purificado de una cepa silvestre. La parte
extracelular del flagelo (gancho y filamento), se aisld por ruptura
mecénica, de la misma forma gue se describe en la metodologia para
la purificacién del gancho.



Figura 8 Placa de nado o agar suave (0.3%), en donde se muestran
los anillos de nado que forman la cepa silvestre RS (extremo
izquierdo y derecho de la caja de Petri), y la mutante poligancho
PG (extremo superior ¢ inferior de la caja de Petri), al alejarse
del punto de inoculacién,
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Pigura 9 Fotografia al microscopio electrdnico 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 sefialan el “flagelo pequefio*.lLas
muestras fueron procesadas por tincidn negativa como se describe en
la metodologia.
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En la Flgura 10 se puestra una fotografia al microscopio

elaectrénico del flagelo obtenido de una cepa silvestre, en donde se
distingue el gancho, el filamento y las proteinas HAP de unién

3

entre éstos. El patrdn morfolégico que sc observa en el gancho, s
distingue claramente del que muestra el arrveqglo de subunidades de
flagelina en el filamento.

De esta manera, con el andlisis del flagelo silvestre, se
logrd asignarle a la mutante MPG el fenotipo poligancho, que se
caracteriza por la formacién de polimeros de ganchos de diferentes
tamafios. En la Figura 11 se muestra a un mayor aumento, que el
patrén morfolégico del *flagelo pequefio™ en la mutante MPG,
corresponde al del gancho.

El gancho en la mutante MPG presenta un tamafio 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 proteinas HAP de unidén entre gancho y filamento (ver
figura 11). El presente fenolipo se clasifica a su vez como Fla
debido a la ausencia de filamento.

La continuacién del trabajo se realizd Unicamente con la
mutante MPG.

Purificacién de la Proteina del Gancho

Como se menciond anteriormente, el gancho de una cepa
silvestre es una estructura corta de aproximadamente 100 nm, vy
siendo R. sphaeroides una hacteria uniflagelada, la purificaeién de
la protefna monomérica del gancho (FlgE), a partir de una cepa
silvestre, gennra rendimientos muy bajos. Debido a esto, se utilizé
la mutante poligancho pare la purificacién de la protefna FlgEg,
utilizando la metodologia antes mencionada.

La pureza de la preparacién se verificéd a través de geles de
poliacrilamida SDS, asi como por microscopia electrénica.

En la Figura 12 se muestra el patrén electroforético que se
obtiene a partir de la ruptura de las estructuras extracelulares
del flagelo, tanto en la cepa silvestre como en la nutante
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Figura 10 Fotografia al microscopio electroénico de las
estructuras extracelulares del flagelo de R. sphaecroides WS8. La
fle

1a  seilala las proteinas HAP de uniém  entre el gancho
‘uctura recta en la parte derecha), y el filamento {del lado
ivquierdo de la flecha). La barra corresponde a 100 rnm.
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Figura 11 Fotograffa al microscopio electrénico de la mutante
poligancho. No se observan las proteinas HAP ni el filamento. La
barra corresponde a 100 nm.
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poliganche, En la cepa silvestre se observa tna banda mayoritaria
que corresponde a la flagelina (FLIC) con un peso wmolecular
aproximado de 5% kDa como se habia descrito anteriormente (Sockett
y col,, 1990), asi como una proteina de menor peso molecular (-50
kDa) correspondiente a la proteina del gancho.

En el carril que corresponde a la mutante, no se observa la
banda de flagelina, y se evidencia que la cantidad de proteina de
gancho es muicho mayor en comparacidn con la cepa silvestre. A su
ver, se muestra una tincldn con plata del patrdn electroforético
del Ultimo paso de purificacion de la proteina del gancho, Los
pesos moleculares se  obtuvieron a través de un barrido
densitométrico como se menciond en la metodologia.

En la Filgura 13 se muestran las fotografias al microscopio
electrdnico obtenidas con la preparacion de gancho. Como se
observa, se conserva el mismo patrén morfolédgico que corresponde al
del gancho en la cepa silvestre, y en la mutante MPG, El fenokipo
poligancho se caracteriza por una desregulacién del control de la
longitud del gancho, por lo que se pueden encontrar poliganchos de
diferentes tamafios a partir de 100 nm.

Por Gltimo, para corroborar que la banda observada en los
geles de poliacrilamida correspondia a la proteina del gancho, se
obhtuvo la secuencia amino-terminal. En la Flgura 14 se muestra la
secuencia N-terminal de la proteina FlgE, comparada con las
secuencias de la misma proteina reportadas para otras especies
bacterianas. Como se puede observar, la protefna del gancho de R.
sphaeroides muestra el dominio conservado *SGL* que se ha observado
en otras especies, asi como aminodcidos altamente conservados y la
presencia de héptadas repetidas (un aminodcido hidrofébico cada 7
residuos) .
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Figura 12 A) Electroforesis en geles de poliacrilamida dodecil
sulfato de sodio (15%). Tincién 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 poligancho: proteina del gancho (50 kba}.

B) Tincién con plata del Gltimo paso de purificacién de
la protefna del gancho. No se observan pigmentos contaminantes de
bajo peso molecular en la zona de 10 kba.

53



microscopio electrdnico de los
‘e depcribe en la metodologiae. La

Figura 13 Fotografia al
poliganchos obtenidos de MPG como §
barra corresponde a 200 nm.
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sphaeroides MINTALISGLISIAJAQHDTDNCEDP

coli T2 MMRSLFSGVISG LIQIAIT X T AN

jejuni MMRSLFSGV|SG LIQJAjJT QV

coli 7't MMRSLFSGVISGLIQIAMJTQVAMDVIGNVI
phagedenis MMRS LFSGV|[SCGMIQINIHQTRMDVIGNNY
typhimurivm MSFSQAV[SGLINJAIAATNLDVIGNNT
crescenlus MSINSAMLAGVISGLITIAINSSALAATISDNI
Figura 14 Comparacién de las secuencias de aminodcidos del

extremo N-terminal de las proteinas del gancho de diferentes
bacterias flageladas. Se seflalan en un recuadro las secuencias
congenso y los aminodcidos altamente conservados, Las flechas
seffalan la existencia de residuos hidroféhicos que se repiten cada
7 aminodcidos: héptadas repetidas (se incluyd la secuencia de R.
sphaeroides en Power, M.E. y col., 1992},
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Inpercién de TnphoA ¢n al cromosona de lg mutanta

para demostrar lao existencia de un (nico evento de insercion
del transposdn en cl cromosoma de R, sphacroides, se realizd
hibridacidn tipo Southern utilizando como sonda un fragmento Hind
111 de 3.4 kb, del pldsmido pul800, que corresponde @ una region
interna de MphoA como se muestra en el mapa de la Flgurxa 15,

La hibridacién se realizé con DNA cromosomal purificado de MPG
y digerido con las enzimas de restrviccidn Bamiil y Sacl como se
muestra en la FPigura 16, EL 'mphoA no es cortado por la enzima
Sacl, por lo que la banda de hibridacidén que se observa corresponde
a la distancia que existe entre dos sitios Sact en los extremos 3¢
y 5’ del sitio de insercidn del transposén, Por su parte, existe un
5610 sitio BanHI dentra de TnphoA, por lo que la banda de 5 kb que
se observa corresponde a dos fragmentos que comigran: €l primero
incluye 4.9 kb de TnphoA y 55 pb del extremo 5’ del DNA adyacente
al sitio de insercién; y el segundo contiene 2.7 kb de TnphoA y 2.3
kb del extremo 3' del DNA adyacente al sitio de insercidn.

Los sitios BamHl del DNA cromosomal antes mencionados, Se
identificaron a través de mapas de restriccidn y por secuenciacién,
como se verd mas adelante,

Botudios de Complementacién

Para los experimentos de complementacién y restablecimiento de
la movilidad de la mutante, se utilizaron 3 c¢ésmidos de una
libreria gendémica 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 cromoscomal.

A través de conjugacién diparental se introdujeron los
césmidos en la mutante MPG. Las colonias exconjugantes se
seleccionaron por resistencia a tetraciclina (conferida por el
cédsmido) ; kanamicina (por la presencia de TnS) y dcido nalidixico.

Con estos estudios se identificé un césmida de ~25 kb
denominado ¢l40, que compelementa a la MPG, La wutante
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Figura 15 Mapa de TnphoA en el que se muestra la sonda de 3.4 kb
utilizada para la identificacién del transposén en experimentos de
hibridacién. Se sefala el gene de la fosfatasa alcalina asi como la
zona que confiere resistencia a kanamicina. Las letras seflalan las
siguientes enzimas de restriccidén B (BamHI), D (Dral), H (Hindill)
y S (Sal1).

57



i —p 8.4 Kb
<, =k 4.9 Kb

-

Figura 16 Hibridacidn tipo Southern del DNA cromosomal de la cepa
silvestre digerido con Sacl y BamdHl (carriles 1 y 2); DNA
cromosomal de MPG digerido con Sacl (carril 4) y con BamMl (carril
5).

En el tercer carril se corrieron estdndares de peso molecular,
lambda digerido con Bstl,
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complementada recupera la movilidad como se muestra en las placas
de nado de la Figura 17a, El andlisis al microscopio electrdnico de
la mutante complementada muestra el restablecimiento de una
longitud de gancho normal, silendo éste capaz de ensamblar £ilamento

como se muestra en la Figura 17b.

Subclonacién de c1490

Para la clonacidn del gen silvestre que se encuentra presente
en el cosmido ¢140 (gen interrumpido por TnphoA en la wutante), se
realizaron estudios de hibridacidn tipo Southern. Se utilizd como
sonda especifica un fragmentn Sall/Dral de ~1.3 kb de la clona
pTnM20, que contiene el DNA de R, sphaeroides MPG adyacente al
sitio de insercién del transposdén, y 254 pb correspondientes al
extremo 5' del gen de la fosfatasa alcalina en el TnphoA (ver
Figura 18),

En la Figura 19 se nmuestra el patrén de hibridacidn obtenide
a partir de digestiones del césmido €140 con diferentes enzimas de
restriccién, utilizando la sonda Sall/Dral antes descrita.

Cabe mencionar que se realizaron experimentos de hibridacidn
heterdloga utilizando como sonda un fragmento BamHI/PstI de 1.3 kb
del pldsmido pIKBO0 que contiene al gen fliK de $. typhimurium, Sin
embargo, no se logrd identificar ninguna banda en el DNA cromosomal
de R, sphaeroides que hibridara con dicha sonda, aun en condiciones

de baja astringencia.

Complementacién de 1la Mutante Poligancho

Un c¢riterio para identificar al gen responsable del fenotipo
que presenta la mutante, es el de restablecimiento de la movilidad
por complementacidén en trans. Debido a esto, las bandas de
hibridacidén de la figura 19 provinientes de ¢140, fueron clonadas
en el vector pRK41%5, obteniéndose las siguientes construcciones:
pBGO201, pBG0S502, pPBGOS03 y pRGO40S (ver tabla de pldsmidos). Los
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rigura 17 a) Placas de nado en agar suave de la mutante
poligancho del lado derecho, y la mutante poligancho complementada
con el cl40 del lado izquierdo.

b} Fotografia al wicroscopio electrénico del flagelo
purificado de la MPG complementada, en la que se nuestra el
restablecimiento del tamafio del gancho normal, s{ como el
ensamblaje de las proteinas HAP (sefialadas por la flecha) y del
filamenta. La barra corresponde a 100 nm,
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Figura 18 Mapa de la clona pTnM20. Se muestra el fragmento
Sall/Dral de 1.3 kb que se utilizd como sonda para identificar la
banda Sall de 4.6 kb de la clona pBG0404. Las flechas representan
la estrategia de secuenciacién uvtilizada. Las letras sefialan las
siguientes enzimas de restriccidn: D (Dral), S {Sall), E (EcoRI).
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FPigura 19 Patrén de hibridacidn obtenido para el cl4) con
diferentes enzimas de restriccidn.

A 1) DNA de la clona pTnM20 como control positivo;
césmido c140 digerido con 2) BamiI 3) Smal 4) PstI 5) EcoRI

B 1) Digestidn de cl40 con Sall 2) control positivo
(inserto Sall-Dral de 1.3 kb gue se utilizd como sondaj,
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cuatro pldsmidos ge intredujeron en la MPG a través de conjugacidn,
y las colonias exconjugantes se analizavon con log 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 orientacidn opuesta al
promotor del vector.

Por su parte, la construccidén pTBOS1S fue a su vez utilizada
para complementar la MPG, siendo también el resultado negativo.

B5tos resultados se analizarvdn en la discusién.

Clonacién dal gen mutado y Secuenciacién

Las primeras reacciones de secuencia sc realizaron utilizando
la clona pTnM20 ver figura 18. Se utilizaron 1los siguientes
desoxioligonucledtidos: 2 disedados a partir de la secuencia del
extremo 5’ del TnphoA denominados Tnl y Tn2; el cebador universal
-40 para secuenciar a partir del vector puClY; asi como
desoxioligonucledtidos internos que se fueron disefiando conforme se
obtuvo la secuencia, denominados MPH1, MPH2 y MPH3.

Por otro lado, el fragmento Sall de ~4.6 kb del c140 se clond
en el vector pTZl9R, generando la construccidn pBG0404 (Figura 18).
Con esta nueva construccién se utilizd el desoxioligonucledtido
MPH3 para leer hacia el extremo 3’ del sitio de insercién del
transposén en el gen interrumpido, como se muestra en la Figura 20.
De esta manera se corrochord la presencia del gen mutado en este
fragmento Sall.

En la Figura 20 se muestra el total de pares de bases
secuenciadas (1555 pb), as{ como el sitio de insercién del TnphoA.
El contenido de G-C en esta secuencia es del 76%.

A partir de la secuencia nucleotidica, se obtuvo la secuencia
de aminoécidos y se realizd un andlisis parcial de similitud entre
un marco de lectura abierto de la secuencia de R. sphaeroides y el
gen [liK de §. typhimurium (Figura 21). Se observa una identidad
del 20%, sin embargo fue necesaria la introduccidn de 7 ventanas en
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la secuencia de R. sphacroides. A su vesr, se puede distinguir una
zona de simalitud de secuencias en la parte central de ja proteina
FLiK de S, typhimurium, sin embaigo se requerird la secuencia

completa para la verificacidn del presente andlisis.



GTCGACCCTC
CCCGATCCGA
GACTCATCCG
CGGETCTGCT
ACCGCACCCT
CCTCCGCCGA
ATTCCTCCGC
CGGGGGATGA
TCTCAGCTCT

CTGUIGCCG
CCGAGCCCEC
GGGCGATGCC
GAGGTCCGGEG
CCGOATGUGLE
AGCCGCCTCC
GTCCGAGACT
COTGGOCGCG
CCCCGLeane

Thphod C15

GAACGCCTCAGAGA GGGCUT

CCCGGAGCGT
GCCCRUCTCE

CGCCGUGCT
AMCCCCACCG
AACCGCCGGG

GACCGTCGGA

CGEGCGGETC
TCGCACTTCG

CATCCCGCCG
TCTCCCGCTC
AAGGTGGCCG

CAGGACGGHLG

«-- 0ligo MPHI

CGCCGGETCA:

CGAGCGGGCG

CGCACCEGCC

GATCGTGCTC
CACCGCGCAG

GGAAGGACGC
CGGACAGGGC
TCCGCCCTGC
CCTGAGGAAC
GCCTCTIGEG

Figura 20

asi como el sitio de insercién

.BATCCCGTCG

GGCGAGCCCC

D AGAGGCAACG

CCCHGCCACT
TPPCACGCCC
CETCCEATGG
TCAGCGGGCE
GUGCTGCCAG
GGECC
GCCCAGGCGE
GCCGTTCCEC

GAGGGTGTGG
CGCTCCCCGA
CGGCCGCCGL

CTGCGGGGAC
CTGCGGCACA
ACGCGTCCGA

CAGAGACGGC

ceeeceecce
GGGCGLEGCGL

oligo MPH3 --»

GAGCTGCAGS

ACAGGATCCT

Tnphoh M20Q

GCCCCCGAGA
GTGAGCTTCA

CTGTCGGACC
GACACCGGCC
CCCCGATCCT
CGCCCGTGAC
CGCGCTGGTC

CCCTGGGCC
CCACCGAAAC

TCCGUGATGE CETEHELECT
GTOGGTCAAT TCGUGTECGU
GOATGCGGUT TCGGACCCTG
CGCTCCGLEA ACGTAGGGCT
TGCCTCITTEE GGGCATGTCG
AGGAGGAAGA TCCPTCGGAA

G GCTCGECCGG CGCAGATGCG

GOCCCACCET GOIPTGCGHCC
TTCCGGGAGG GTCGCGCCCG

CGGCCGCCET AGCCCCGGCT
GGCHGGCCGE CCCCACGACG
CCAACCGGGG ACAGCCGGGE

GGCTOPGCCR
CCTaG SAG
ceeesneeey
TGCCACAGGG
GAACTCTCGA
GAGCCGCAGE
GCCACGTCUG
AATCCGACCE
CCTGCCGACG

GACGCTCCGC
CCTCTCCCET
GLOAGGGLGC

«-~ oligo MPH2

AGTGCCCTCG WGCCAGGRTG
GAGGCCGGAG ATCGCAGUGG
GRCACCGGCC GCCGAGARCG

TCTGGCCETE GAGCCCGCCG

CCTGACCGCC CTTCCGAGCG
GOACGGGCCC CTCGCCCTCG

COAGGCCGEC GCAGGGEAGG

GCTCCGCATC CGCGTCGAGA
GGCCGAGGUC GCCCGTCTCC

0ligo MPH4 --»

TCCTIGAGAA

GCCGCTCCGA

TCCGAGCCCG
CGACGCCTCC
TICTGCTGCT

‘GCACGEECTGH TEGETCCGCL

GGCCGCTRCC GCAGCCCCGH
CGCCCGTNCN CGGGACCGTC
GCTCCCTCGA CACGANGCCC
CGGRGCCTTC CPGCTGGCCE

CAGCOGACAC
CGCCECene
CEPCCGOGEE

o«

GGGCCAQTCT

ACCTGCGCCT
CHRGCCCCCGA

GCGAGATCGA

TGCCGCGACGG
TGPCGEGGCA

GGCACGAGGC
CCGCGCGCLC
AATCTGATTG
CGCCGNNGCG
GCCGG

Se muestra el total de pares de bases secuenciadas,

del TnphoA M20 de

la mutante

poligancho (M20)}. Se sefialan a su vez los desoxioligonucledtidos
internos que se utilizaron para secuenciar, denominados MPH.

66



PLIKGT -~ MITLPQLITTDTDHTAGLTAGKTTOSARDPLALLAGALGADGAQGKDARI -50

ORF2 o Quemmmmmn s GARREPORRBAPERRAGELAEAGRADDAERY - 32
PLIKBT -~ PLADIAQAAGGRLAKRLLTQHAGRPOQAVEK LADLIAQKANATDRTLTDIATQA - 100
onea - PABBHPARGAQPA- - -~ -« - o oo e e o m e e -45
PLIRET - QULLOTHTPHLKTSALAALGKTAQUDEKTPALGDEDLAGLEALFAMLEGY -150
ORP2 S FAGREOAARAEPAAAGTVPUGNGARDTIPPUPAVAMY -02
PLIKO? - PVATPVAGETPARNHIALPOLLRGDMPOAPQEBTRTLOFPOEHRKGKTEAG -200
ORF2 - BPRIAMAPERTAGK- -~ VADABBAPANRN- - <~~~ A ~110
FLIKST - LARABDDRATOPALTPLVVAAAATSAKVEVDSPPAPVTUOAAMPTLESAT -250
ORF2 - MWGQDGAI—-»-TAMVBP‘OA'&‘LAOBDPVAI"AI!I:':‘ALP!'!DLRII.ERAIG 156
FPLIKST ~ AQPLPVABAPVLSAPLGBERNQQTFBOQVELFTRQGOQSAQLRINPERIA -300
ORP1 - RPMMDQPMLAAI:’DAP“IQDHILM ~~~~~ (I]BGBIKiVIIALJI’;TIlKIJ ~a01
PLIKSY - QVHIALKLDDHQAQLOMVSPHEHVRAALEAALPHLRTQLABGOIQLGQEE -150
ORP2 - nmmvmllm}\évsmenmnml.aoonom.snuumél.m'x'annx -251
PLIKST - TASESPAOQQQBESQQQEARAQHTDAPOAEDDIALAAPASLOMAARGNOA - 400
ORF2 - AGQGD’I’GRRBBA.MAAPAMPPPC ''''''' PR;;PR;RM“DI'IQHDC ~292
PLIKET - VDIPA -405

ORF2 - LRNRP -297

Pigura 21 Comparacién preliminar de aminodcidos entre un marco de
lectura abierto (ORF2) en la secuencia de R. sphaeroides, y la
proteina FliK de §. typhimurium. La linea vertical indica los
aminodcidos 1idénticos y los puntos sefialan los aminodcidos
conservados. Las secuencias muestran una identidad del 20% y una
similitud de 10%.
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DISCUSION

Alslamlanto de mutantee Fla', sgeloccién y complementacidn

Como se ha mencionado a lo largo del trabajo, no e¢s posible
alslar estructuras flagelares que puedan ser identificadas por su
actividad biolédgica. Por elle, resulta indispensable para el
estudio del tlagelo en R. sphaeroides, o en cualquier otra especie
bacteriana, utilizar diferentes enfoques experimentales como, en
este caso, la generacidn de mutantes incapaces de nadar. De esta
manera, el estudio hioquimico de las proteinas flagelares requiere
gque primero se localice, c¢lone y se secuencle el gen
correspondiente.

Debido a esto, es ldgico encontrar que el estudio del flagelo
procarionte se encuentre mucho mds avanzado en bacterias como E.
coli, que es un organismo muy estudiado en cuanto a su genética
molecular, Sin embargo, es también cierto que en los Gltimos afos
el estudio del flagelo bacteriano en diferentes organismos como
Caulobacter, Bacillus, Vibrio, Yersinia, Rhodobacter, etc., ha
generado nueva informacién en diferentes aspectos como los
mecanismos de regulacidn genética, diferenciacidén celular,
patogenicidad y funcionamiento del motor flagelar.

El trabajo de biologia molecular en bacterias parpuras no
sulfurosas se ha desarrollado con lentitud debido principalmente a
dificultades técnicas como la ausencia de vectores de expresicén, el
alto contenido de G-C del DNA de entre 68-70% (Donohue y Kaplan,
1991}, as{ como por la dificultad de introducir DNA en bacterias
fotosintéticas con los métodos de transformacién y electroporacién
comunmente utilizados. Debido a esto, se han tenido que desarrollar
diferentes metodologias como la conjugacién diparental, para
conseguir la movilizacién de DNA con alta eficiencia en estos
organismos.

En el presente estudio, las mutantes poligancho y MNM1
generadas por la insercidn de Tn5, se obtuvieron con una frecuencia
de 2:600, mucho mayor gue las frecuencias reportadas de 1-10:100000
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(Denohue y Kaplan, 1991 0 EL hecho de que las mutantes obtenides

5 como acrobicas, ¥ a

crecieran en condiciones tanto fotosintética:
la misma velocidad que la cepa silvestre fue un buen indicio de que
se habia mutado especificamente un gen flagelar, y que la
incapacidad de las bacterias para nadar no era el resultado de una
mutacidn en  alguna ruta metabdlica, por ejemplo, gue pudiera
afectar de manera indirecta la sintesis de flagelo.

rPara la seleccidén de las mutantes se uwtilizaron diferentes
criterios, restltando la microscopfa clectrdnica una hervamienta
indispensable pava la asignacidn de fenotipos.

El presente trabajo constituye el priner aislamiento de una
mutante poligancho en R. sphaeroides. Gracias a esto, se logrd
purificar la proteina del gancho con un alto grado de pureza que se
evidencid a través de diferentes criterios. Por olLro lado, con la
secuencia N-terminal de FlgE asi como cop una secuencia de
aminodcidos interna, se diseflaron oligonucledtidos que podrén ser
utilizados para la localizacidn y amplificacion del gen estructural
del gancho.

Después de la obtencidn de las mutantes no mbviles, resultd
muy ventajoso el contar con una biblioteca gendmica de DNA, con lo
que se logré identificar el fragmentc de DNA que complementaba la
MPG, Y que por lo tanto, contenia al gen de interés. A partir de
este punto, el trabajo se centrd en la subclonacidn del cdsmido
c140.

Clonacién del gen raespongable del fenotipo poligancho

Con estulios de hibridacién tipo Southern se identificaron
fragmentos de c140 que contenian el gen de interés. Tal es el caso
del inserto Sall de la construccidn pRGOA404,

En la figura 20 se muestra el total de pares de bases
secuenciadas hacia los dos extremos del sitio de insercidn del
transposén, sin embargo, sélo un porcentaje pequeiio de las hases
corresponde al gen interrumpido en la mutante poligancho.

Recientemente se identificd en el laboratorio el sitio de insercidn

68



del transposdn de una mutante Fla denomanada C1S, en la que no
existe ninguna estructure flagelar visible (ver figura 20). Es
decir, gran parte de la secuencla gue se eobtuvo corresponde a la
del gen aledanio al de la MPG.

Al realizar la traduccidn a aminodcidos en las diferentes
fases de lectura, se encontrd un marco de lectura ablerto con un
codén de inicio cercano al sitio de insercidn de Tnphoa, 1o que
pudiera indicar que todavia falta gran parte del gen por ser
secuenciado,

Para terminar de secuenciar el extreme 3 de dicho gen se
disefid el oligonucledtido MPHe como se muestva en la tigure 20, el
cual se utilizard para secuenciar el DNA de la subclona Sall/EcoRl
(pBG0206) .

!Bl gen mutado en R. sphasroides er el homélogo a f1liK de §.
typhimurium y B, coli?

Se realizaron experimentos de hibridacién heterdloga
utilizando como sonda al gen fliK de S. typhimurium, y no fue
posible detectar alguna seflal, FEste primer resultado podia
simplemente reflejar la diferencia de contenido G-C entre estos
organismos, © bien que no existia un gen homélogo en R,
gphaeroides.

Por otro lado, el alineamiento de la seccuencia de aminodcidos
deducida del gen mutado en R. sphaeroides con las proteinas FliK de
E, coli y 8. typhimurium, no muestra que existan datos
significativos de que se trate de estructuras homdlogas 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 hombélogo a flikK.
De cualguier forma, no se puede descartar la posibilidad de que
exista un producto génico diferente, que esté involucrade 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 [HR de Poocold y £ typhimor iun han sido clonados
y secuencilados (Bartletl y Matsumura, 1984; Kawagishi, 1290), y la
secuencia de aminodcidos indica que las protefnas no se parecen
mucho entre estas dos especies {50%), en comparacidn con otras
proteinas flagelares como las del switch que presentan hasta 95% de
identidad {(figura 22). Par otreo lado, la mayor similitud entve
ambas proteinas se abserva en la regidn C-terminal, que es la més
conservada.

Por otra parte, la construccidn pTBOS1S contiene 5.3 kb de DNA
de la cepa silvestre R. sphaeroides 2.4.1. Dicha c¢lona contiene un
fragmento del gen fliH, el gen flil y el gen fliJ, que se
encuentran organizados dentro de un operdn (Ballado y col., 1996).
31 consideramos la organizacién cromosomal de diches genes en E,
coli y S. typhimurium, fliK deberia corresponder al 0ltimo gen de
ese operdn.

Recientemente en el laboratorio se obtuvo la secuencia
nucleotidica del fragmento de DNA adyacente a los genes (1iH, F1II
y fliJ de pTB0515, encontrdndose una zona de secuencia idéntica a
la obtenida en la c¢lona pTtnM20, por lo que ¢l gen responsable del
fenotipo poligancho se localiza en pTRB0S1S.

De esta manera, vresulta altamente probakle, dada la
organizacién cromosomal de los genes en pTB051%, que sea un gen
f11K homdlogo al de bhacterias entéricas el que se encuentre mutado
en R. sphaeroides.

Sin embargo, resultados preliminares del presente trabajo
indicaron que la construccidn pTB0515 no se digeria con la enzima
de restriccidn Sall, sitio que deberia 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
pucde 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 restriecién.

Por lo anterior, podemos concluir que es muy probable que el
gen localizado en pTB0515 y pBG0404 corresponda a fliK.
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FliK, 1 MITLRQLITTDTOMIAGLTSGKTTGSAEDFLALLAGALGARCAQGKDARTTLADLOQRAGG

IR I L L T

]
F1iK; 1 MIRLAPLITADVD- TTTLPGGKASDAAQDFLALLSERLAGETTTDRKAAPQLLVATDERTT

F1iK, 61  KLSKEL L.xomLpquvxLAnt,momm [DETLIDLTOAGHLLSTLIPS LKTSALAALS
’ I Lo ) Ll
FliK, 60 K-GEPL LEDIVSDAQ- - Q-ARLLIP -VDETRPVIND - EQSTS - - tPLTTA-QTMALAAVA

FliK, 121  -KTAQHDEKTPALSDEDL-ASLSALFAMLPGOPVATEVAGETPAENHIALPSLLRGEMPS
R I R S A S A L A L T T |

Fli¥y 111  DEKNTTEDEKALDL-NEDVIASLSALFAMLPG FD-NTPKVTDAPS =T -V-LRPT- - ~E~-K

Flik, 180 APQEETHTLSFSEHEKGKTEASLARA-SDDRATGRA- -L’I‘PL\’VAMAT.:AYWVDaPPA
|

L IS N A T HIIHHI(IHI
FliK, 260  +Pe---- TL-FT- - -KLTSEQ- LTTAQPDDARGTEAQPLTPL - VAEAQ- § - KAEVI STPS

FLiK, 236 PUTHGAAMPTLSSATAQPLEVASAPVLSAPLGSHENQQTFSQQUMLETRQGORSAQLRLE
et PO P T e b THERLT LY )
FLiK, 206 BVT- AAI\SPLITPHQrQPLPTVAM‘VL.:APLGGHI-WQQ‘;LS‘QHIJLPTRQGQQS:\ELRUI

FliKg 29€ PEELL»OVHISLKLDDNQAOLQMV PHSHVRAALEAALPMLRTQLAESGIQLGQSSISSES

‘ S TR et e e el
FliK, 265 I’QDLGEVQI.>LKVDDNOI\QIQMV.:PHQ\NR}\ALEMXPVLRTQU\FSGIQLGQSNISGFS

FLiKs 356  FAGQQOSSS-QOQSSRAQUTDAFGAEDDIALAAPASLQARARGNGIVDIFAS
I S N O A I A R A A
FliK, 325 FSGQQQMSQQQQSQRT}\NI!EPL}\GEDDDTLPVPVSLQGRV'IGN SGVDLFA*

Figura’ 42  Comparacidn de las secuencias de aminodcidos de la
proteina FliK de 8. typhimurium (8) y E. coli {E). Las identidades
se muestran con lineas verticales y las sustituciones conservadas
con puntos. Las prolinas de la regidén central se indican en
negritas (tomada de Williams, 1995).
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Resultados de Complementacién

El hecho de gque en los experimentos de complementacién, en los
que al introducir en la mutante poligancho las construcciones
pPTBO515, pBGO405 vy pBGO503 que contienen al gen silvestre completa,
no se reestablezca la mavilidad, se puede explicar debido a que las
construcciones se encuentren ¢lonadas en la orientacidn incorrecta.

El vector PpRK415 contiene al promotor de lactosa y de
Letraciclina, ambos en la misma direccidn; por lo que se requiere
que ¢l gen clanado en dicho vector contenga su propio promotor, o
bien sea clonado en la orientacidn que permita su expresidén (Shah
y Sockett, 1995). S8i fliK de R, sphaeroides se encuentra al final
del operdn fliF como en las entéricas, el promotor no se locallza
en ninguna de las construcciones.

Actualmente se trabaja en la reorientacién de dichas clonas
con lo que se espera obtener el restablecimiento del fenotipo

silvestre en la mutante.

Maecaniemo de Regulacién de la Longlitud del Gancho

Como se menciond en la introduccidn, inicialmente se creyé que
la regulacidén del tamafo del gancho dependia de la proteina
monomérica FlgE, sin embargo, diferentes estudios indicaron que no
es una modificacién bioguimica de F1gE la responsable de regular la
longitud de dicha estructura. De hecho, el gen fliK ha sido hasta
ahora el unico identificado como directamente responsable de
generar ganchos de tamafios anormales (Silverman y Simon, 1972;
Patterson-Delafield, 1973). Sin embargo, se desconoce ¢l mecanismo
mediante el que ocurre dicha regulacién.

Desde este punto de vista, resulta importante el contar con
una mutante poligancho en un organismo uniflagelado, con un gancho
recto. Bs decir, el aislamiento de una nutante poligancho en R.
sphaeroides indica que a pesar de ser un organismo con un flagelo
estructural y funcionalmente distinto, asi como con un mecanismo de

movimiento diferente, la biogénesis de la estructura involucra
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MeCanlsmos Semejantes.

El modelo hasta ahora mds aceptado en cuante al mecaniswmo
utilizade por la proteina F1iK para regular la longitund del gancho
es el propuesto por Kutsukake y col., {1994}, que se hasa en la
siguiente serie de evidencias:

Existen mutantes supresoras intragénicas que generan un
fenotipo pseudo-revevtante poligancho-filamento, es decir se
restablece s6lo uno de los defectos ocasionados por la mutacién de
f1iK (Hirano y col., 1994). De esto se concluye que la proteina
F1iK se encuentra involucrada tanto en el proceso de regulacién de
la longitud del gancho, cowmo en el de sintesis del [ilamento.

Por otro lado, el mismo grupo reportd la existencia de
supresoras intergénicas que mapean en el gen flhb, lo que también
implica a F1hB en el inicio de la formacién del filamento. De estos
experimentos se concluye que el proceso de regulacidén del tamafio
del gancho involucra ne sélo la terminacién de la elongacidn del
gancho, sino la iniciacién de la sintesis del filamento, teniendo
£1iK un papel dual al intervenir en ambos procesos.

El andlisis de la secuencia de diferentes mutaciones en f1lik,
y de sus correspondientes pseudo-revertantes intragénicas, indican
que los extremos amino y carboxile terminales pueden tener
diferentes funciones (Williams, 199%). Se observa que mutaciones en
la regién C-terminal del gen producen un poligancho incapaz de
ensamblar filamento, mientras que una interrupcidn en el extremo
correspondiente al N-terminal g¢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 aminodcidos, y que se
encuentran separados por una regidn central rica en prolina como se
muestra en la figura 22.

Por otra parte, se demuestra gue la proteina F1lhB consiste de
dos regiones estructuralmente diferentes, con el extremo N-terminal
hidrofdbico en la membrana y una regidn C-terwminal hidrofflica
(Minamino y col., 1994},

Por ultimo, en el proceso de ensamblaje flagelar, existe una
proteina cuya exportacién depende de la formacidén correcta del

73



gancho. La proteina FlgM es un factor anti-sigma que previene a
expresién  de  los genes tardios hasta que el gancho  este
correctamente ensanblado, En este punto, FlgM es exportado hacia el
exterior celular (Hughes y col., 1993; Kutsukake, 1994).

Con todos estos datos se propuso el siguiente modelo: La
protefna FIhB presenta dos dominios, la region hidrofdbica que es
esencial para el proceso de ensamblaje de las proteinas del eje y
del gancho, y la regién hidrofilica que se encarga de inhibir la
exportacién de la protefna FlgM . A au vez, la proteina FLiK
presenta dos dominios, uno de los cuales se encarga de monitorear,
a través de un mecanismo desconocido, la longitud del tamafo del
gancho; y €l otro que es el encargado de interactuar con el extremo
C-terminal de FlhB, permitiendo la exportacién de FlgM y por tanto
la sintesis 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 FliK tiene la capacidad de apagar la exportacién de la proteina
FlgE y prender la de FlgM, en un punto espec{fico del proceso de
ensamblaje flagelar: la construccién de un gancho de tamafio
definido. Sin embargo, continda abierta la pregunta acerca del
mecanismo que registra la longitud del gancho.

Por otro lado, si el presente modelo fuera correcto,
implicaria que en R. sphaeroides debe existir FlgM, y que por lo
tanto, la regulacién de la expresién de los genes flagelares
pudiera ser un mecanismo muy parecido al de bacterias entéricas.

Existen muchos estudios interesantes a realizar con la
proteina responsable del fenotipo poligancho, entre los gque se
encuentra la localizacidn celular de la proteina, lo que ayudaria
a entender el mecanismo que se utiliza para regular la longitud del
gancho.

Por otro lado, se podria estudiar la interaccién de FliK con
otras proteinas del eistema flagelar que pudieran estar
involucradas en el proceso de regulacidn de la longitud del gancho.
Por ejemplo, serfa muy interesante conocer si existe alguna
interaccidn directa con la protefna FlgE que codifica para el
mondmero del gancho, o bien corroborar que existe interaccién con
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la proteina FLhB. Debido a esto resulta tanbién ilmportante la
obtencién de mutantes supresoras en R. sphaeroldes, con lo que se
podrian encontrar otros productos génicos que  estuvieran
involucrados en dicho proceso.

Como se menciond anteriarmente, la mutante poligancho permitid
la purificacién de la proteina FlgE, lo que facilitard por una
parte la clonacidén del gen, y por otra, la caracterizacidn
bioquimica del mondmero en esta especie cuyo gancho es recto. Es
decir, la organizacidn tridimensional de las subunidades de gancho
pudiera ser diferente a la de bacterias entéricas. Estos estudios
se pueden realizar con reconstruccidn de imdgenes a partir de las
micrografias electrénicas de la proteina del gancho obtenida de
MPG, A su vez, la generacién de anticuerpos anti la proteina FlgPR
servirdn para la caracterizacién de fenotipos en otras mutantes
Fla', en las que no se pueda distinguir al microscopio electrdnico
la presencia del gancho; asi como para experimentos quimiotdcticos
de rotacién flagelar, en los que se adhieren las células a un
portaobjetos a través de los anticuerpos. Con esta metodologia se
puede observar la rotacidén flagelar en respuesta a diferentes
estimulos,

Por dltimo, con el enfoque experimental utilizado se podrén
estudiar a largo plazo aspectos interesantes como la organizacién
cromosomal y la regulacién de la expresidédn de los genes flagelares
en R. sphaeroldes.

En conclusién, el presente trabajo representa un acercamiento
importante en el estudio de la biogénesis flagelar en Rhodobacter
sphaeroides.
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