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RESUMEN

En este trabajo se identifico el gen que codifica para la flagelina (f7iC) en Rhodobacter
sphaeroides. Asimismo, se estudiaron los mecanismos que podrian estar involucrados en su
regulacion.

Mediante un estudio de hibridacidén tipo Southern Blot, se identificé un fragmento de DNA
cromosomal de aproximadamente 6 kb que hibridé con una sonda de fIiC obtenida a partir de la
secuencia nucleotidica del gen fIiC de R. sphaeroides depositada en Gene bank con niimero de
acceso: CAA75001. La secuenciacion de dicho fragmento, nos permitié identificar el gen ffiC.
El producto de este gen mostré una gran similitud (50%) con las flagelinas reportadas en otras
bacterias. La funcionalidad del mismo fue comprobada al mutar por medio de recombinacién
homologa el gen fliC de la cepa silvestre WS8, con una copia del mismo interrumpida por el
cassette uidd-aad. Se obtuvieron dos mutantes de acuerdo a la orientacion del cassette (i.e. FliC’,
: W88 fliC::uidA-aad y FliC, : WS8 fliC::aad-uid4). Ambas mutantes son incapaces de nadar en
medio liquido y tampoco en agar semi-s6lido. Posteriormente, una copia del gen fTiC completo
fue introducida en estas cepas mutantes y el nado so6lo fue recuperado en la mutante FliC,. Esto
sugiere que la mutante FliC',, que contiene al alelo fliC:.aad-uidA, tiene alguna mutacidn
adicional que impide la complementacién; ésta mutacién adicional puede ser debida a una
recombinacion heterdloga al momento de insertar el gen mutado que ocasionaria la mutacién de
algan otro gen, o bien pudiese ser debida a una diferencia en la polaridad del cassette y que éste
solo ejerciera un efecto polar al insertarse en 12 orientacion opuesta a la transcripeién det gen f7iC.
Esta ultima interpretacidn se encuentra parcialmente sustentada en el hecho de que un fragmento
que expresa fliC y el gen rio abajo, es capaz de complementar a la cepa FliC (f1iC::aad-uidA).
Con el objeto de determinar la identidad del gen cuya expresion podria estar afectada por la
mutacion fliC:.aad-uid4, se secuencié rio abajo del codon de término del gen de la
flagelina y se encontré una secuencia que muestra gran similitud con el gen que codifica para el
factor sigma 34 en varias especies bacterianas. El producto de este gen mostré un 40% de
similitud con uno de los factores sigma 54 previamente reconocidos en Rhodobacter sphaeroides.
Para evaluar ¢l posible efecto polar que en la cepa FIliC, podria ocurrir, se introdujo un
plasmido de bajo nimero de copias con el gen reportero de la B-glucuronidasa expresado a partir

de un promotor flagelar reconocido por el factor sigma 54. Los resultados mostraron que a pesar
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de que el promotor es reconocido en la cepa silvestre produciendo asi un alto nivel de B-
glucuronidasa, en la cepa mutante no se observé ninguna actividad. Este resultado apoya la idea
de que el promotor del cual depende la expresion del gen reportero no es reconocido en la cepa
FIiC,.

En R. sphaeroides existen 4 diferentes genes que potencialmente codifican para factores sigma 54
funcionales, con el fin de determinar si en la cepa FliC’, el nivel de expresion de sigma 54 se
encontraba disminuido, se realizd un Western Blot usando anticuerpos anti sigma 54 de
Rhizobium meliloti. En este ensayo se observd solo una ligera disminucién en la cantidad de
sigma 54 en la cepa mutante FliC", (WS8 fIiC::aad-uid4) con respecto a la cepa silvestre (WS8).
Los resultados anteriores sugieren que al menos uno de los otros genes que codifican para los
factores sigma 54 en R. sphaeroides es expresado en estas condiciones, y éste es incapaz de
reconocer al promotor flagelar dependiente de ™.

Por otra parte, se observo en la region 5° del inicio del gen f7iC una secuencia similar al promotor
consenso reconocido por el factor sigma 28 y se hipotetizd que éste podria ser el promotor
funcional del gen fIiC. Se decidié evaluar la actividad del gen reportero (vid4) regulada por el
promotor del gen f1:C de R sphaeroides en Escherichia coli. Dicha construccion promueve un
alto nivel de expresion del gene wid4 en la cepa silvestre de R sphaeroides; sin embargo, en L.
coli, muestra escasa actividad. Este resultado podria ser interpretado en términos de las
diferencias o cambios de nucledtidos entre las regiones consenso del promotor del gen fliC
dependiente de sigma 28 de R. sphaeroides y las secuencias reconocidas por el factor sigma 28 de
E. coli.

Por otro lado, se decidié evaluar si la expresion del gen fliC se encuentra regulada por la
presencia de una estructura gancho-cuerpo basal funcional. Para ello se introdujo el plasmido
que lleva el gen reportero bajo control del promotor del gen fIiC, en la cepa silvestre WS8, asi
como en cepas con defectos en el switch (FIiM') y en el gancho (FIgE’) flagelar. La actividad de
B-glucuronidasa observada parece indicar que las mutantes no reprimen la expresion de f7liC
como se ha observado en E. coli, sobre todo si notamos que la actividad de la mutante fliMA/
cuadriplica la actividad de la cepa silvestre. Sin embargo, en un estudio de hibridacidn tipo
Northern Blot (DNA-RNA), se observo que la cantidad de transcrito de flagelina es mucho menor

en las cepas mutantes, sobre todo en la mutante flgk:: TnSphoA. [Estos resultados sugeririan la
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existencia de algun mecanismo de regulacion post-traduccional que controla la vida media del
mensajero de fliC. Sin embargo, no puede ser descartado un artefacto debido al efecto multicopia
0 a la estabilidad de la enzima B-glucuronidasa (GUS).

Por lo anterior, se evalud la expresién de la construccion fliC::uidA-aad al reemplazar el gen fIiC
silvestre del cromosoma de las cepas WS8 (silvestre), SP5 (fliMAI) y TE1 (flgk:: TnSphoA). Los
resultados obtenidos, muestran una actividad de beta-glucuronidasa que refleja los niveles de
transcrito de flagelina observados en el Northern blot. Estos resultados sugieren la existencia de
un mecanismo que controla negativamente la expresion de flagelina en ausencia de una estructura
gancho-cuerpo basal funcional. Por otro lado, estos resultados también sugieren que esta
regulacion es enmascarada cuando la construccion f7iC::uid4-aad se encuentra en plasmido,
probablemente debido a un efecto multicopia.

Estos resultados apoyan la idea de la existencia de una cascada jerarquica en R. sphaeroides con
tres niveles de organizacion en la cual los promotores del nivel 11 dependen del reconocimiento
por el factor sigma 54 y los del nivel III dependen del factor sigma 28. El factor sigma 54
responsable de la expresion de los genes flagelares se encuentra expresado por el gen rpoN
ubicado rio abajo de fliC.



INTRODUCCION
Generalidades

El movimiento bacteriano se conoce practicamente desde el momento mismo en que
Leeuwenhoek descubrié a las bacterias a finales del siglo XVII (1), pero ha tomado casi tres
siglos el conocer algunas de las bases celulares y moleculares que regulan y permiten que las

bacterias lleven a cabo este movimiento o nado.

Algunas bacterias son capaces de moverse gracias a que cuentan con filamentos
helicoidales llamados flagelos, que funcionan como propelas insertadas en el cuerpo celular.
Cada flagelo rota gracias a que cuenta con un motor que se encuentra embebido en la membrana,
el cual utiliza como fuente energética el gradiente de protones (H') existente alrededor de la
membrana celular. Las bacterias de la especie Vibrio (bacterias alcaléfilas) aceptan Na® como
donador de protones por tener ciertas modificaciones estructurales en su motor. Algunos
mecanismos especificos y estructuras responsables para utilizar esta energia proveniente del flujo
de protones, han sido descritos recientemente para enterobacterias y se discutirdn més adelante

(1,2).

Hay tres requisitos necesarios para el movimiento y la quimiotaxis de las bacterias: la
presencia del aparato flagelar, la habilidad del flagelo para rotar, y la habilidad de las bacterias
para ser atraidas hacia atractores o alejadas de los repelentes. Las abreviaturas que se han dado
para estas funciones son fla, para la produccién del flagelo (genes flg, fTh y fli), mot, para la
motilidad (motA, motB y algunos genes f7i), y che, para la quimiotaxis (genes che)* (2), por lo que
son varias las proteinas responsables de que la bacteria sea capaz de ensamblar su(s) flagelo(s) y

poder rotarlo(s) para nadar.

El flagelo esta constituido por tres estructuras principales (Fig. 1): un filamento helicoidal
largo de aproximadamente 5-10 um (equivalentes a 2-5 cuerpos celulares), el gancho o conector
del filamento con el cuerpo basal, y el cuerpo basal que consiste de un eje central y varios anillos
(C,MS,Ly P)(3).

* Apéndice A
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Fig. 1. Esquema general del flagelo bacteriano. Se muestran las estructuras que conforman al cuerpo basal
(motor, anillos C, MS, L v P, y el eje); el gancho, las proteinas de unién al filamento (HAPs) y el filamento.
[Modificado de http:/fwww.bio.cmu.edw/Coursesi13441/TermPapers/old_tp/FlagellaMotor/FlagellaMotor. himl]

Por otra parte, dependiendo del nimero y la colocacién de los flagelos en las bacterias, éstas
se clasifican en: peritricas (es decir, estan rodeadas de multiples estructuras flagelares), tal como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Proteus mirabilis, lofétncas (varios flagelos
localizados en el polo celular en forma de penacho) tal come Sinorhizobium meliloti y Spirillum
volutans; anfitricas (varios flagelos en forma de penachos en ambos polos), y monétricas {que
contienen un solo flagelo insertado en el cuerpo celular), tal como Rhodobacter sphaeroides.

Estos arreglos flagelares se muestran en la Fig. 2.




Fig. 2 Arreglos flagelares.

Monotricas | |

Fig. 2. Diagrama que muestra los diferentes arreglos que pueden tener los flagelos en una bacteria, Se ha
postulado que estos arreglos en distintas bacterias representarian una ventaja adaptativa dependiendo del
nicho ambiental en el que se desarrollen (4).

El cuerpo basal es la estructura que, inmersa en la membrana citoplasmica y en la pared
celular, es necesaria para la rotacion flagelar y el anclaje del gancho-filamento al cuerpo celular.
Se piensa que interactia con el aparato de exportacion flagelar, el cual esta involucrado en la
exportaciéon de los monomeros de las proteinas requeridas para formar las estructuras

extracelulares del flagelo.

El motor flagelar (incluido en el cuerpo basal) tiene un componente citoplasmico que
forma una estructura tipo campana cuando es aislado y observado en el microscopio electrénico.
Dicha estructura, denominada anillo-C es responsable de una serie de capacidades importantes
para la motilidad, tales como la induccién de la rotacion del flagelo, permitir el cambio de
direccion de rotacion del giro del flagelo (en enterobacterias) (5), y regular la tasa de rotacion del

flagelo (6).

El motor flagelar contiene al menos 12 proteinas diferentes. Las mutantes Mot tienen su
estructura flagelar completa pero pierden la habilidad para moverse, este fenotipo es resultado del
defectuoso transporte membranal de los protones energéticos o bien, del desacoplamiento del
flujo protonico en la generacion de la fuerza o energia necesaria para la induccion del torque y

rotacion del flagelo (7).



En E. coliy S. typhimurium, las proteinas denominadas FliG, FliM y FliN conforman el
complejo del switch flagelar que se encarga de cambiar la orientacion del giro del flagelo de
direccion contraria al sentido de las manecillas del reloj (CCW) hacia el sentido de las manecillas

del reloj (CW). Estas proteinas forman el anillo C y se ubican en la base del flagelo bacteriano

(Fig. 1).

En un ambiente estable el motor flagelar en enterobacterias del tipo silvestre rota en
direccion CCW durante una fraccion de tiempo mayor en comparacion a la rotacion CW. Dado
que en E. coli el flagelo es una hélice de mano izquierda, la rotacion en el sentido CCW da lugar
a la propulsién de la célula bacteriana. Mientras que la rotaciéon CW produce la reorientacion de

la célula, dado el movimiento no coordinado de los flagelos que rodean a la bacteria.

Las funciones quimiotacticas de la célula y las habilidades asociadas al switch del motor
también han sido relacionadas con el anillo C. El modelo que relaciona a las proteinas del anillo
C con la respuesta quimiotactica se explica brevemente a continuacion:

La regién amino terminal de la proteina FliM interacciona con la proteina reguladora de la
respuesta quimiotictica CheY en estado fosforilado (fosfo-CheY) (8); se piensa que esta
interaccion provoca un cambio conformacional en la proteina FliM, y este cambio es trasmitido a
FliG lo que da lugar al cambio en la direccidén de la rotacion del flagelo (de CCW a CW) (9). Sin
embargo, para que todo esto ocurra, es necesario que las proteinas receptoras denominadas
MCP's (Methyl-accepting Chemotactic Proteins) perciban la presencia de atractores o repelentes
(Tabla 1). La molécula receptora estd compuesta de dos dominios transmembranales que
conectan a un sitio de unién a ligando dentro del periplasma a2 un dominio citoplasmico que se
unira al complejo CheA unida a CheW. La presencia de atractores inhiben la actividad de cinasa
de CheA, reduciendo la cantidad de CheY fosforilado (10), lo cual permite que los flagelos roten
durante un intervalo de tiempo mayor en direccion CCW, permitiendo que la bacteria se acerque
asi al atrayente. Inversamente, en presencia de repelentes se activa la actividad de cinasa de
CheA y por lo tanto la cantidad de fosfo-CheY que se unira a la proteina FliM, lo que da lugar a
la rotacion CW del motor, y consecuentemente a la reorientacion de la célula. Otra proteina
citoplasmica, CheZ, facilita la desfosforilacion de fosfo-CheY, impidiendo la estabilizacion del
estado CW (11;Fig. 3).
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Fig. 3. Esquema general de las proteinas involucradas en la quimiotaxis bacteriana.

{Modificado de 12].
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Algunas de las moléculas quimioefectoras de E. coli se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Quimioefectores atrayentes y repelentes para E. coli.

E. coli

ATRAYENTES REPELENTES

Compuestos organicos Compuestos organicos
N-acetilglucosamina Acetato

D-Fructosa Isopropanol

D-Galactosa Fenol

D-Glucosa Leucina

D-manosa Valina

Maltosa Benzoato

Manitol Salicilato

Ribosa Estimulos relacionados con energia
Aspartato Altas concentraciones de oxigeno
Serina Luz azul de alta intensidad
Disorbitol Miscelanea

Trealosa Indol

Estimulos relacionados con energia Glicerol

Oxigeno pHs extremos (acidos o basicos)

Prolina como donador de electrones

C02+ y N12+

(13)




En relacion con el resto de las proteinas que conforman el anillo C, la proteina FliG esta
ubicada cerca del anillo MS formando parte del anillo C, y esta involucrada tanto en la rotacién
como en el cambio de direccion (switch) del flagelo. Algunas mutaciones sin sentido en el gene
JUiG resultan en un fenotipo Fla”. De los 331 residuos de la secuencia proteica, 26 posiciones
estan asociadas con la capacidad de la mutante para rotar en el sentido CW, mientras que solo 10
estan asociadas con la rotacion en sentido CCW. Se ha encontrado que la mayoria de la region
N-terminal de esta proteina no es necesaria para el ensamblaje flagelar. De hecho, cerca de un
tercio del total de los aminoacidos pueden ser eliminados sin ningin efecto en la estructura
flagelar, pero estas deleciones resultan en un flagelo incapaz de rotar (Mot’). Asi, la mayoria de
la secuencia de FliG no esta involucrada de una forma importante en el ensamblaje de la
estructura flagelar como tal. Actualmente, se considera que de las proteinas que conforman el

anillo C, solamente FliG esta involucrada en la generacion del torque (5).

La proteina FliN se ubica en el anillo-C y su funcién exacta es ain desconocida. Las
mutaciones en FliN que provocan que el flagelo pierda la capacidad de rotar en direccion CW se
encuentran asociadas a cambios en sdlo 4 aminoacidos, mientras que las mutaciones en FliN
incapaces de rotar el flagelo en direccion CCW se asocian al cambio de un solo aminoacido. La
poca dependencia del cambio de rotacion flagelar con FIiN sugiere que esta proteina no esta
directamente involucrada en este proceso y por lo tanto, se postula que las escasas mutaciones en
FliN que provocan defectos en la rotacién flagelar son causadas por defectos en la estructura de
FliN, los cuales impedirian la propagacién de los cambios estructurales hacia FliG o a FliM. Por
otro lado, se sospecha que FliN podria estar involucrada en la exportacion de los componentes
flagelares puesto que su secuencia es homoéloga a las proteinas Spa33, HrcQ, YscQ, etc., las
cuales estan involucradas en la formacion del aparato de exportacion tipo III de los factores de
virulencia en Shigella flexneri (invasinas o Ipas), Xanthomonas campestris (Hrps) y Yersinia spp.

(Yops), respectivamente (5).

Por otra parte, se han propuesto diversos modelos para explicar la forma en la cual los
protones fluyen a través de la estructura flagelar. A la fecha el mas aceptado sugiere que la
conduccion de los protones es a través de una via o canal continuo conformado por las proteinas

MotA y MotB, posteriormente alrededor de las estructuras dinamicas de los anillos C y MS,
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dando lugar a la energizacion del motor. La naturaleza instantanea del switch entre la rotacion
CCW y CW parece ser debida a un sistema “complejo” que permite redireccionar el flujo de
protones a través del eficiente cambio conformacional de las proteinas FliG y/o FlIN que

permitirian el cambio en la direccion de la rotacién (9,14).

Estructura del flagelo

Las tres estructuras diferenciadas del flagelo estan conformadas por el ensamblaje de
varios mondmeros proteicos. El cuerpo basal se encuentra localizado entre las membranas de la
célula bacteriana, mientras que el gancho y el filamento flagelar son estructuras que se

encuentran en la parte externa de la célula.

El gancho es la estructura que se encuentra unida al eje del motor siendo la primera
estructura extracelular. Es ensamblado a partir de mondémeros de la proteina FIgE y éstos son
ensamblados de la base hacia la parte distal de la célula. El gancho es una estructura con una
longitud determinada, siendo la proteina FliK la que regula que esta longitud sea la apropiada
(15). Esta longitud ha sido determinada entre 50 y 105 nm dependiendo de la especie. En el
centro de la estructura del gancho, hay un canal de 2.5 nm de diametro que, se ha postulado, es
parte de la via de exportacién de las subunidades del gancho y de la flagelina durante el
ensamblaje del filamento. Aqui es importante destacar que el gancho en enterobactenas es una
estructura curva (de ahi su nombre), pero en R sphaeroides es una estructura recta, que al igual
que en los ganchos de enterobacterias cuenta con las proteinas necesarias para el ensamblaje del
filamento inmediatamente después del gancho. Estas proteinas se conocen como proteinas
asociadas al gancho y son tres: HAP1 y HAP3 se encuentran en este orden entre el gancho y el
filamento, y la proteina HAP2 (también conocida como FliD o proteina de coronamiento) se
encuentra en la parte distal del filamento. Todas estas proteinas [FlgE, FiC, FIgK(HAP1),
FlglL(HAP3) y FliD(HAP2)]* se conocen como proteinas axiales y se caracterizan por tener una
gran homologia en las regiones amino y carboxilo terminales, de lo cual depende la correcta

formacion del flagelo.

* Apéndice A



El filamento es la parte distal del flagelo y se conforma por monémeros de flagelina
autoensamblados. Se cree que su longitud es controlada por la proteina de coronamiento FiiD,
aunque el mecanismo por el cual se regula no es entendido ain. Se ha determinado que FiiD
posee una arquitectura pentamérica y ayuda a la polimerizacion de las subunidades de flagelina
(16). Asi mismo, FliD impide que los mondémeros de flagelina escapen hacia el medio
extracelular y se ha asociado la presencia de esta proteina con la represion de la expresion de los

genes de clase III (17).

Los mondmeros de flagelina, también tienen extremos terminales con alta homologia y se
piensa que su ensamblaje esta determinado por dos tipos de conformaciones de la proteina
denominadas de mano izquierda (left-handed) y de mano derecha (right-handed). Estas dos
confomaciones permiten que la estructura del filamento sea una hélice y no un cilindro como
ocurriria en ¢l caso de que la flagelina tuviese solo una conformacién y todos los monémeros de
esta proteina se autoensamblasen de la misma forma. Cada monémero de flagelina, se acomoda
en la hélice de la siguiente manera: las regiones amino y carboxilo terminales ensambladas en
alfa hélices se localizan en la parte interna de la hélice, mientras la region central de la proteina,
que es la mas variable, se ubica en la parte externa de la estructura del filamento helicoidal,

representando una ventaja para la bacteria, dado que coadyuva a la variabilidad antigénica.

Estudios de la estructura del filamento han mostrado que hay 5.5 monémeros de flagelina
por vuelta en la hélice y que la longitud del eje helicoidal del filamento aumenta 4.78 A por
subunidad que se adiciona a! filamento. También se sabe que cada mondmero de la proteina esta

conformado por tres dominios (Fig. 4), cuyas caracteristicas se mencionan en la Tabla 2.




Fig. 4. Esquema en ¢l que s¢ muestra ¢l mapa de densidad
electrénica transversal al eje del filamento. Se marcan los 3
dominios encontrados en estas subunidades.

[Tomado de 18]

Tabla 2. Caracteristicas de los tres dominios de la flagelina (F1iC).

DOMINIO UBICACION CARACTERISTICAS
Dominio 1 (D1) aa 1-176 de la regién amno terminal Alto contenido de alfa hélices
aa 402-493 de la region carboxilo terminal (corresponde al 30% del volumen
total)

Contiene regiones importantes
para el ensamblaje
conformacional del filamento
(forma parte de las regiones
circunscritas ro y ri de la
estructura terciaria de la proteina
vista por micrografia electrénica a

11 Ade resolucion) (Fig. 5)

Dominio 2 (D2) aa 177 - 189 region amino terminal Alto contenido en cadenas beta aa

284 - 401 region carboxilo terminal Corresponde al 25% del volumen
total
Se subdivide en 2 regiones
altamente hidrofobicas
denominadas D2a y D2b.
D2a interacciona con el D3 de la
subunidad de flagelina (Fig. 6)

Dominto 3 (D3) aa 190-283 region central Bajo contenido de alfa hélices
Esta region esta principalmente
conformada por cadenas beta.
Corresponde al 45% vol. total
Se le ha relacionado con
interacciones entre monomeros de
flagelina que apoyan la
estabilidad del filamento.



Fig. 5. Imagen de microscopia electrénica de 1a seccidn transversal al gje del
filamento en la que se muestran los dominios D3 y D2; ¢l anillo externo (ro)
e interno {ri); s representa el radio ("spoke") entre ro y ri; mientras que ch
es el hueco o canal central.

La linea ubicada en la parte inferior derecha representa 50 Angstroms.
[Tomada de 19].

Fig, 6. Diagrama en el que se muestra el arreglo estructural y los
dominios de la flagelina de Salmonella typhimurium.
[Tomado de 20].

Por medio de estudios de difracciéon de rayos X y microscopia electronica, se ha
observado que el canal o hueco interno en el filamento es de 30 A de diametro (21) (Fig. 5) por el

cual se asume transitan los monomeros de flagelina; se considera que D3-D2-D1 avanzan en una
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forma vertical en este orden secuencial hasta llegar a la parte distal del filamento en donde se
encuentran con la proteina HAP2 (FliD) y se autoensamblan formando la hélice, dejando el hueco
interno y estableciéndose a la derecha (i.e., en el sentido de las manecillas del reloj) cada nuevo
monomero que se va agregando al filamento, formando asi la hélice macroscopica. Todo lo
anterior se observd con monémeros de flagelina del filamento normal de Salmonella typhimurium
(18). Como ya se habia mencionado, se han descrito dos conformaciones posibles en las cuales se
autoensamblan los monémeros de flagelina: L y R (de acuerdo al giro de mano izquierda (L) o
mano derecha (R) en el cual se ensamblaran las subunidades de flagelina en el filamento). Estas
dos conformaciones se caracterizan por la distancia de repeticion (i.e. la distancia entre los

monomeros de flagelina ensamblados) y las interacciones laterales entre los monomeéros.

El filamento se compone por 11 fibrillas, cada una de las cuales se compone por
mondmeros de flagelina autoensamblados en la siguiente manera: la regidn amino terminal de la
proteina contribuye con dos alfa hélices y la region carboxilo terminal con un alfa hélice para
formar el D1, que conforma a los dos anillos ro y ri que rodean el canal interno del filamento
(Fig. 7). Las alfa hélices del D1 estan intimamente ligadas con el ensamblaje de las fibrillas y
por ende del filamento como tal. El D2 y el D3 también estan involucrados en las interacciones
entre los mondmeros de flagelina, y se ha propuesto que el D3 ayuda a estabilizar la
conformacion de las fibrillas. Aunado a lo anterior, se ha caracterizado un motivo B-hairpin
dentro del DI que se encuentra en una region hidrofobica de este dominio, el cual se cree es el

interruptor entre las dos conformaciones previamente mencionadas (L o R) (20).

La formacion del filamento helicoidal en base a las fibrillas observadas en el mismo, es
descrito en base a que las fibrillas estin ensambladas en conformacion L o R de acuerdo a la
conformacion del monémero por el cual esta compuesta. En un filamento normal de Salmonella
con rotacion en direccion CCW, se observan 9 fibrillas L y dos R. Al ocurrir el switch y por ende
el cambio en la direccion de rotacion del flagelo, el filamento sufre un cambio conformacional en

el cual observan de 4 a S fibrillas R (20).
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A) T

Figura 7. Mapa de densidad del fitamento. En 7A se muestran los dominios de la
flagelina descritos en el texto v los dos anillos tanto interno como extemno
(i y ro, respectivamente). En 7B se¢ muesira las posibles interacciones de
dos monomeros de flagelina en una fibrilla.

[Tomado de 20].

También debemos mencionar que la caracteristica del filamento de autoensamblarse con
monomeros de la proteina flagelina (expresada por el gen f7iC), no es un modelo para todas las
bacterias, puesto que existen varias especies cuyos filamentos bacterianos son formados por el
ensamblaje de diferentes flagelinas, por mencionar algunos ejemplos. Fibrio cholera,
Agrobacterium tumefaciens y Caulobacter crescentus. En el caso de C. crescentus, se han
identificado 6 genes que codifican para la proteina flagelina, estos genes estan arreglados en 2
clusters denominados o y B. En el cluster . se encuentran fIi/, fliK y fliL entre los genes flaE'y
flaF. FliJ es una proteina de 29 kDa, FljK de 25 kDa y FljL de 27 kDa. En el cluster B se
encuentran fIiM, fIiN y fIjO que codifican para proteinas de 25 kDa cada una. Se ha visto que el
filamento se conforma primeramente por la proteina FIjJ cercana al gancho, seguida por la
proteina FjL y posteriormente por la combinacion de las proteinas de 25 kDa (FijK, FIjM, FljN y
F1jO). Por lo anterior, la funcionalidad del filamento no se ve tan comprometida por la ausencia
de una de las flagelinas, puesto que en C. crescentus, las flagelinas restantes pueden suplir a la
flagelina faltante. Un dato interesante es que la transcripcion del cluster o (fiJKL) es
dependiente del factor sigma 54, mientras que el cluster B (f/MNO) es independiente de este
factor, por lo que en C. crescentus la delecién del gen rpoN (sigma 54) da lugar a un filamento

corto mas no a la ausencia de éste (22).
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Expresion de los genes flagelares

En E. coli y S. typhimurium los genes flagelares son expresados siguiendo un patron
jerdrquico de expresion que es altamente regulado. Para que el flagelo sea conformado (Fig. 8),
€s necesaria la expresion de mas de 40 genes que en E. coli se encuentran organizados en 14
operones que se clasifican en 3 categorias de acuerdo a su ubicacion fisica, forma de ser

regulados, y momento en que son expresados (23).

Estas tres categorias o niveles son coincidentes con las estructuras que se van requiriendo
para el ensamblaje del flagelo. EI nivel 1 (también conocido como operén maestro), es el
encargado de recibir las sefiales del medio ambiente. Es regulado principalmente por el complejo

cAMP/CAP, es decir sefiales ambientales y por OmpR (24).

Hueco central .
HAP! Filamento

(F1gK) HAP3 i
Gancho : Y A __
(FlgE) ////7/////4/ é__. HAP?2
/////////;P’ /244&‘ (FliD )
AnilloL Membrana
1110
(gt E}jtema

AnilloP “E3  gid~—t1Eje del motor ~ Capade
(Figh b= Rgr  E2 peptidoglicanos
11 \
FEE
: : Membrana Interna
Anillo MS Mot B
(FUiF) Mot A APARATO DE EXPORTACION
Anillo C FlhA FIhB FiiH Fll FLiJ RAH
(FliG, FliM, FlIiN) FliO FLiP FliQ FlR

Fig. 8. Proteinas flagelares que conforman al flagelo en enterobacterias.

[Modificado de hup.//www.bio cmuedu/Courses/13441/TermPapers/old _tp/FlagellaMotor/FlagellaMotor himl)
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El operon maestro esta compuesto por los genes fThC y flhD. Las proteinas codificadas
por estos genes forman un complejo heterotetramérico que permite el reconocimiento por la
RNA polimerasa de los genes de la clase 11 del regulon flagelar (2, 3, 25). Pertenecen a esta ultima
clase o nivel los genes necesarios para la formacion del cuerpo basal, el gancho, el aparato de
exportacion y las proteinas FliA y FlgM. FliA codifica para el factor sigma 28 que se encarga de
expresar a los genes flagelares del tercer nivel. FlgM es un factor antisigma que mantiene
secuestrado a sigma 28 hasta el momento en que el cuerpo basal y el gancho estén
completamente ensamblados, una vez que esto ocurre la proteina FlgM se exporta fuera de la
célula liberando a FliA (sigma 28) para transcribir los genes de la clase III (26). Este mecanismo
garantiza la no expresion de genes tardios si en la bacteria no existen las estructuras previas a las

que deban unirse las nuevas estructuras 0 mondmeros proteicos.

Finalmente, en la clase III tenemos a fliC que, como ya se menciono, codifica para la
proteina flagelina que autoensamblada a otros monomeros de flagelina conforman al filamento.
También la proteina de coronamiento (FliD) se ubica en los genes de este nivel. En una forma
general, los genes de la clase 11 son expresados gracias a la RNA polimerasa asociada al factor
sigma 70, mientras que los promotores de la clase III son reconocidos por el factor sigma 28 (25,

2.

R e L R LR R ey |
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Fig. 9. Cascada jerdrquica del regulén flagelar de E. coli. Los operones estin marcados con lineas oscuras, las
proteinas estan marcadas con lineas blancas a partir del operon que las codifica, los reguladores positivos estan
marcados con flechas negras v los reguladores negativos estan marcados con flechas punteadas. Los promotores de
diferentes clases estin marcados como pCl (promotor de clase I), pC2 (promotor de clase 2), etc. (2).

Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter sphaeroides pertenece al subgrupo-a de las proteobacterias. Este grupo se
caracteriza por un alto contenido de G+C (arriba del 60%), incluye especies encontradas en una
amplia variedad de ambientes y muestran una gran flexibilidad metabolica. Algunos otros
miembros de este subgrupo son Agrobacterium, Azospirillum, Caulobacter y Sinorhizobium.
De estas, la mas cercana a las entéricas es Caulobacter y las mas lejanas son Sinorhizobium 'y

Rhodobacter (28).

A diferencia de las enterobacterias, muchos miembros del subgrupo-o. muestran motores
flagelares que solo giran en una direccidon. Rhodobacter sphaeroides tiene un solo flagelo de
ubicacion subpolar (29). Su flagelo generalmente gira CW, pero se han encontrado variantes

CCW 30).

También se ha observado, que en lugar de nadar y reorientarse, R. sphaeroides nada y
para, reorientandose durante la pausa. Se ha observado que durante los episodios de paro el
flagelo se encuentra relajado en su parte distal y se enrolla en direccion del cuerpo celular.
Durante este periodo, la célula es reorientada y cuando el flagelo se desenrolla, la célula nada en
una nueva direccion. Se asume que el movimiento browniano es el responsable de la

reorientacion de la bacteria durante los periodos de pausa (29).

En presencia de atrayentes (Tabla 3), R. sphaeroides aumenta la velocidad de nado hasta
en un 25% vy reduce la frecuencia de paro. Este aumento se sostiene durante alrededor de 10
minutos y al parecer regresa a su velocidad normal sélo después de que el efector ha sido

metabolizado de alguna manera (28).
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Hasta el momento no se sabe exactamente cua! es la sefial metabolica que controla el nado
de Rhodobacter, pero han sido identificados algunos genes homologos a las MCP de entéricas
(31), estos codifican para las proteinas denominadas Tlp. TIpA, pesa alrededor de 70 kDa y tiene
un solo dominio que podria atravesar la membrana, aunque estudios con anticuerpos sugieren gue
es una proteina citoplasmica. La otra TlpB, pesa menos de 40 kDa y tiene un solo dominio de
seftalamiento, homologo a las MCPs con una pequefia region hidrofobica que podria anclarse a la
membrana. El que carezcan de un dominio sensor puede indicar que interactilan con alguna otra
proteina posiblemente anclada a la membrana. Ambas proteinas son citoplasmicas y
probablemente sensen intermediarios metabdlicos especificos en el citoplasma. En cepas con
mutaciones en #pA, se reduce la quimiotaxis a varios de los compuestos utilizados como fuente
de carbono pero sdlo en condiciones aerdbicas, lo cual sugiere la existencia de una via de
transduccion de sefiales alterna. TlpB se expresa en condiciones de anaerobiosis, pero la delecion
del gen #pB tiene poco efecto en el comportamiento en cualquiera de las dos condiciones de
cultivo. La introduccion de estos dos genes en una cepa mcp” de E. coli aunque no complementan
la mutante, inhibieron la quimiotaxis de la cepa silvestre, sugiriendo un efecto sobre la

quimiosensibilidad de E. coli (28).

En cuanto a los genes de quimiotaxis, se han caracterizado a las bacterias del subgrupo-o
y todas presentan una organizacion similar entre ellas y muy diferentes a £. coli. En los
miembros del subgrupo estudiados hasta el momento, hay por lo menos dos genes cheY, pero no
hay cheZ. En R sphaeroides se identificé primero un operdn de genes de quimiotaxis constituido
por los genes cheY;, cheA, cheW, cheRy cheY,. Al hacer la delecion de este operon, la respuesta
guimiotactica hacia el acetato y propionato (Tabla 3) soélo cambid ligeramente. Estos datos
sugirieron que existe una via alternativa de quimiotaxis en R sphaeroides, tal como fue
comprobado por la identtficacion de un segundo operon de genes flagelares funcionales, que
presenta copias adicionales de los genes ched, cheR, una primera copia de cheB y dos

homologos a cheW (32).

Algunas de las moléculas quimioefectoras de R sphaeroides que han sido descritas en la

literatura se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Quimicefectores atrayentes y repelente para R. sphaeroides

R. sphaeroides
ATRAYENTES REPELENTE

Acidos organicos débiles Luz azul (nico repelente identificado)
Acetato

Aspartato

Benzoato

Glutamato

Propionato

Otros

Alanina

Fructosa

Luz de 650 nm (Desviacion estandar 10nm)
Oxigeno

Potasio

(28, 33, 34, 35, 36)

La existencia de varias copias de los genes quimiotacticos marca una diferencia
importante del esquema planteado en enterobacterias. Una primera especulacion ante la
presencia de mas de una copia de estos genes, es que estos fueran utilizados diferencialmente en
distintas vias de transduccion de sefiales quimiotacticas, como en el caso de cheW2 y che42, los
cuales se requieren para la respuesta quimiotactica en respuesta a un gradiente en la intensidad de
la luz (fotorespuesta) (37). Sin embargo, a la fecha no existe informacién experimental para

sustentar o rechazar ésta hipotesis.

Por otro lado, el sistema genético flagelar de R sphaeroides no esta completamente
caracterizado. Sin embargo, recientemente fue reportado que los genes que codifican para las
proteinas involucradas en la formacion del gancho y del cuerpo basal son dependientes del factor
o' (25). A partir de ello surge la posibilidad de que la expresion de la flagelina pudiera también
ser dependiente del factor o>* como es el caso en C. crescentus. Sin embargo, en el laboratorio se
contaba con evidencia de la existencia del gen f7i4 en el cromosoma de R. sphaeroides. Por esta
razon se decidio identificar el gen de la flagelina (fliC) de R. sphaeroides y estudiar los

mecanismos que controlan su expresion.
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OBJETIVOS

1. ldentificar el gen fIiC de Rhodobacter sphaeroides

1.1 Determinacion de la secuencia nucleotidica del gen identificado.

1.2 Determinar la funcionalidad del gen mediante el aislamiento de una cepa fliC".

2. Estudio y caracterizacion de la region promotora del gen f7iC.

21 Identificar las regiones consenso importantes para la transcripcion del gen.

2.2 Comprobar la funcionalidad del promotor.

3. Comparar cuantitativamente la expresion del gen fliC a partir de su promotor en R

sphaeroides y en E. coli.

4. Determinar el nivel de expresion del promotor cromosomal de f7iC en funcion de la presencia

o ausencia de la estructura gancho-cuerpo basal.

5. Estudiar las regiones rio arriba y rio abajo cercanas al gen e inferir posibles implicaciones en

la regulacion de la expresion de f7iC.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas Bacterianas
Las cepas bacterianas utilizadas durante este trabajo fueron:

- Escherichia coli

HB101: F, thi-1, hsds20 (fB", mB"), recA13, ara-14, leuB6, proA2, lacY1, galk2, rpsL20 [(Str"),
xyl-§, mil-1, supE44, 1] (38)

IM103: Aflac-pro), thi, strA, supkE, endA, sbeB, hsd R, F'ira D36, proAB+, lac P, Z AM135 (39)
RP437: cepa derivada de E. coli K-12, F, thi, thr, leu, his, (gal-att 3.)", strA, eda’, recA” (che”,
fla®, mot™) (a0)

S17-1: Pro” Res Mod" recA-plasmido integrado RP4-Tc::Mu-Km:: Tn7 (41)

- Rhodobacter sphaeroides

WSBN: cepa resistente espontanea a nalidixico derivada de WS8 (42)
SP5: WSBN fliMAI; Nal' 43)

NG1: WS8N fliM:.uidA-aad, Spc” Nal' (25)

TE1: WS8N figk:: TnSphod, Km' Nal' (44)

Plasmidos

pJQ200mp18: Gm', mob”, sacB, oriT, tral, oriV, pl5a (el cual es funcional sélo en
enterobacterias) (45)

pRK415: pRK404 derivada con un sitio multiple para clonacion (MCS) modificado,
Mob™, Tc', oriT, lac Za IncP, RK2 oriV (plasmido con promotor lac
empleado en esta tesis para clonar genes de interés de Rhodobacter
sphaeroides) (46)

pRK2013: Mod", Tra", Km', oriColE1 (no se replica en R. sph.) (47)

pTZ18R: vector de clonacidn, pUC, oriM13, pMB1, Amp’ (48)

pTZ19R: vector de clonacion, pMB1, Amp' (Pharmacia)

pWMS: contiene el cassette (widA-aad), oriColE] (no se replica en R. sph.) (49)

pRS602: Fragmento BamHI de 6 kb que lleva el gen fliC de R. sphaeroides clonado

en pTZ19R.
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Condiciones de cultivo

E. coli se creci6 a 37°C aerdbicamente en el siguiente medio: Luria-Bertani (LB), el cual
contiene 1 % de bactotriptona, 0.5 % de extracto de levadura y 1 % de cloruro de sodio. Se
esteriliza por autoclave 20 minutos, a 15 Ib y 121 °C antes de usarse.

Para los cultivos en medios solidos, se utilizaron los mismos medios, adicionandose 15 g/l agar.
La cepa RP437 y derivadas se crecieron en triptona 1.3%-NaCl 0.7% a 30 °C en agitacion.

Las concentraciones de los antibidticos empleados, cuando eran requeridas fueron: ampicilina
50 pg/ml, tetraciclina 25 ug/ml, cloramfenicol 20 pug/ml, kanamicina 50 pg/ml, espectinomicina
50 pg/ml y gentamicina 30 pg/ml.

Rhodobacter sphaeroides se crecitd a 30°C heterotroficamente, en medio minimo reportado por
Sistrom (50) con agitacidn rigurosa (300 r.p.m-.) en la oscuridad. La concentracién de los
antibioticos empleada fue tetraciclina 1 pg/ml, kanamicina 25 pg/ml, gentamicina 30 pg/ml,
espectinomicina 25 pug/ml, cloramfenicol 20 pg/mi y actdo nalidixico 25 pg/ml.

Los cultivos se usaron a una densidad éptica de 0.6 £ 0.05 a 600 nm.
Transformacioén de E. coli por CaCl (51).

A partir de un cultivo de la cepa deseada, se inocularon 10 ml de LB con 0.2 mi del cultivo. Se
crecieron hasta una densidad Optica de 0.5 a 550 nm y se incubaron en hielo 10 minutos;
posteriormente se centrifugaron en condiciones de esterilidad en tubos de policarbonato S
minutos a 4000 r.p.m. Se resuspendieron en 5 ml de CaCl; 100 mM e incubaron 20 minutos en
hielo. Se centrifugaron por 5 minutos a 4000 r.p.m. y se resuspendieron en 0.66 ml de CaCl; 100
mM. Se incubaron una hora en hielo para postenormente tomar 200 pl de células que se
adicionaron a un tubo Eppendorf con 200 ng de plasmido. Se incubaron 30 minutos en hielo y se
les di6 un choque térmico a 42°C durante 2 minutos. Se incubaron otros 2 minutos en hielo y se
les agregd 0.8 ml de LB. Se incubaron a 37°C durante 45 minutos para que las células
expresasen la resistencia al antibiotico y se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm. Se
resuspendieron Jas células en el liquido que queda después de decantar y se plated todo en medio

selectivo.
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Conjugacién bi o triparental (52)

La conjugacion biparental se utilizé6 cuando se emplearon cepas de E. coli que contenian los
genes necesarios para la mobilizacidn de plasmidos integrados en su cromosoma (tal como la
cepa SI7-1) para su posterior conjugacidn con R. sphaeroides. Triparental para el caso en el que
la cepa de E. coli que contenia el fragmento a transferir no tuviese los genes y, por lo tanto, las
proteinas para llevar cabo la mobilizacién de DNA a R. sphaeroides, por lo que se incluia una
cepa que lleva un plasmido helper que si contiene estos genes.

Se pusieron cultivos de las cepas de interés a crecer hasta una densidad éptica de 0.5 a 600 nm.
En condiciones de esterilidad, se tomaron 1.5 ml de cada uno de los cultivos y se centrifugaron a
14000 r.p.m. por 5 minutos a temperatura ambiente. Se decantd el sobrenadante y se resuspendio
el paquete celular en 1 ml de LB. Se centrifugaron por 5 minutos a 14000 r.p.m. y a temperatura
ambiente. Se resuspendieron en 500 pul de LB y se transfirieron las 2 6 3 cepas a un solo tubo
eppendorf, y se mezclaron cuidadosamente (sin vortex de ser posible). Se centrifugaron a 14000
r.p.m. por 4 minutos a temperatura ambiente. Se decanté el sobrenadante y se resuspendié en
aproximadamente 50 -100 ul.

Las células se colocaron en un rectangulo de nitrocelulosa (0.5 cm x 1 cm) en una placa de LB
sin antibidtico. Posteriormente, se incubaron a 30°C por un periodo de 6 horas en las cuales se
llevo a cabo la conjugacion. Se resuspendieron las células en 1 ml de LB en un tubo eppendorf.
Se centrifugaron 3 minutos a 14000 r.p.m. a temperatura ambiente. Se decanté y resuspendio en
aproximadamente 50 pl. Posteriormente se plateo en cajas de LB a las cuales se les habia

afiadido el antibidtico adecuado para la seleccion de las bacterias exconjugantes.
Por este método se conjugd Rhodobacter sphaeroides con E. coli (S17 para conjugacion

biparental 0 JM103 para conjugacion triparental ayudado por el plasmido pRK2013 para las

funciones de corte y transferencia genética).
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Purificacion de plasmidos por el método de mini-prep hervidos (53)

A partir de 3 ml de un cultivo de toda la noche en medio selectivo, se pasaron las células a un
tubo Eppendorf donde se centrifugaron 4 minutos. Se decantd y se resuspendié en lo que quedo
de medio y se agregaron 300 pl de STET (8% sacarosa, 5 % triton, 50 mM EDTA pH 8.0, 50
mM Tris-HCI pH 8.0) y 30 pl de lisozima 10 mg/ml. Se agitaron en vortex 2 segundos, se
hirvieron 45 segundos exactamente y se centrifugaron a 14000 r.p.m. a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Se decantd el sobrenadante a un nuevo eppendorf y se agregaron 400 pl de
1sopropanol a este sobrenadante. Se incubaron en hielo 10 minutos y posteriormente se
centrifugaron 20 minutos a 14 000 r.p.m. a 4°C. La pastilla se lavo con etanol al 70 % y se seco
al vacio durante 10 minutos. La pastilla se resuspendi6 en 30 ul de agua y se corrieron 3 pl en un

gel de agarosa al 1 %.

Purificacién de plasmidos por lisis alcalina (54)

Se toméd una colonia de la cepa de interés y se inocularon en 3 ml de medio selesctivo. Se
incubaron con agitacion rigurosa a 37°C por aproximadamente 8 horas. Posteriormente, se
inocularon 30 mil de medio selectivo con 200 ml del cultivo anterior y se dejaron crecer durante
toda la noche (12-16 horas) en agitacion a 37°C. Al dia siguiente se incubaron las células 10
minutos en htelo y postertormente se centrifugaron 10 minutos a 5000 r.p.m. Se decanté el
sobrenadante y se resuspendio en el reactivo P1 del kit de QIAGEN siguiéndose los pasos
descritos en el manual de este kit (QIAGEN Plasmid Midi Kits). El procedimiento de éste kit
puede ser descrito en tres fases: en la primera, por medio de lisis alcalina (pH 12.0 - 12.6) se
provoca Ja desnaturalizacion del DNA cromosomal permaneciéndo el DNA del plasmido en su
naturaleza CCC (covalently closed circular);, en la segunda, la neutralizacion del extracto en
presencia de una alta concentracion de sales en la cual la precipitacién del DNA cromosomal
ocurre permaneciendo el plasmido en la fraccion soluble. También el RNA celular y las
proteinas se precipitan bajo estas condiciones siempre y cuando las proteinas esten en complejo
con un detergente anionico SDS; en la tercera, la fraccion soluble se precipitd con un volumen de

isopropanol a temperatura ambiente durante al menos 30 minutos. Posteriormente, se
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centrifugaron a 15000 r.p.m. por 40 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y el paquete de
DNA se purificoé por medio de una columna Qiagen-Tip20 provista en el kit. Una vez obtenida la
elucion del plasmido de interés, se precipité con 0.7 volimenes de isopropanol durante toda la
noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se centrifugd a 14000 r.p.m. por 30 minutos a
4°C y se lavé con 500 pl de etanol al 70%. Se centrifugd a 14000 r.p.m. durante 10 minutos a
4°C. Finalmente, se resuspendié en agua bidestilada y desionizada estéril (200 - 500 pl de

acuerdo a la concentracion del plasmido obtenido).

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

Se empled el kit QIAEXII de Qiagen, cuyo principio basico es la extraccion y purificacion de
fragmentos de DNA al solubilizar la agarosa, adsorber los acidos nucleicos en las particulas de
silica-gel de la columna del kit en la presencia de altas sales caotropicas. La elucion del DNA se
llevé a cabo con una solucién baja en sales tal como el buffer Tris 10 mM o bien en agua

desionizada.

Extraccion de DNA cromosomal de Rhodobacter sphaeroides (55)

Se pusd un cultivo de la cepa de la cual se deseaba extraer el DNA cromosomal en 10 mi de
medio minimo (con los antibidticos correspondientes) durante toda la noche. Se centrifugo
durante 10 minutos a 4000 r.p.m. Se elimind el sobrenadante en su totalidad y se resuspendio en
1.5 ml de TE 10 mM con un pH 8. Se agregaron 90 jl de SDS al 10 % y 15 pul de proteinasa K
(20 mg/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente el DNA se tomd con un tip de plastico y se transfirieron 0.6 ml a un tubo
eppendorf de 1.5 ml de capacidad. Se afiadieron 0.25 ml de fenol y 0.25 ml de cloroformo. Se
mezclaron muy bien usando una micropipeta de 1 ml hasta formar una emulsion blanca.
Posteriormente, se centrifugd durante 6 minutos a temperatura ambiente a 14000 r.p.m. Se tomo6
la fase acuosa y se pasé a un tubo limpio repitiéndose la extraccion 2 veces mas. Se precipito la
fase acuosa en un tubo nuevo con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 1 volumen de

isopropanol.
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Se tomé la hebra de DNA con una pipeta Pasteur, y se lavo con etanol al 70 %. Se dejo secar al
aire a temperatura ambiente hasta que se volvio totalmente translucido. Se resuspendio en agua
(el volumen depende del tamafio de la hebra de DNA). Se corrieron 3 pl en gel de agarosa al 1%.

Se cuantificé por espectrofotometro determinando la absorbancia de la muestra a 260 nm.

Hibridizacion DNA:DNA (Southern Blot) (56)

Procedimiento de Southern Blot

Se corrio un gel de agarosa al 1% con las muestras de DNA cromosomal digerido totalmente
con distintas enzimas. Se digirieron 2 pg de DNA cromosomal con Smal, Sall y BamHI.
Después de correr el gel, éste se tifid con bromuro de etidio (aprox. 200 pg/ml ) y se sacod una

fotografia.

Para desnaturalizar el gel:

Se colocd el gel en 5 volimenes de HCI 0.25 M con agitacién suave, durante 15 minutos.
Durante este periodo el azul de bromofenol (el cual es un colorante utilizado para monitorear la
electroforesis del DNA) adquirio una coloracion amarilla en el gel. Inmediatamente se eliminé la
solucién y se substituyd con 5 volimenes de NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M, se incubé por 20

minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Este lavado se repitid una vez mas.

Para neutralizar el gel:

Se neutralizo dos veces el gel en 5 volamenes de una solucién de Tris 1M pH 7.5 -NaCl 1.5 M
durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se verifico la eficiencia de la

neutralizacion del gel, probando el pH. Si éste no era menor de 8.5, se repetia el Gltimo lavado.

Para transferir el gel:

Se corto un pedazo de nylon Hybond-N (Amersham) y se hidraté en agua desionizada. Se

mont6 una camara de transferencia (Stratagene) con una presiéon de 50 mmHg por 30 minutos.
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Para fijar el DNA:

EI DNA se fij6 a la membrana de nylon mediante la incubacion de la membrana a 65°C durante

toda la noche.

Prehibridacién del filtro:

El filtro se prehibrido durante 4 horas a 42°C con la siguiente sclucion:

Para 16 ml de solucion

Concentracién Volumen
Final Requerido
Formamida 100% 50% (v/v) 8.0 ml
SSPE 20X 6X 4.8 ml
{SSPE 20X: NaCl 3M, NaH,P0,.H;0 0.2 M, Na,EDTA, 0.02, pH 7.4)
Denhart 50X 5X 1.6 ml
SDS 10% 1% 1.6 ml

De una solucion de DNA de timo de ternera a concentracion de 10 mg/ml, se tomaron 20 pl por
cada ml de solucidn de prehibridacion y se desnaturalizé a 95°C durante 5 min. Transferiéndose
inmediatamente a hielo. Posteriormente, se afiadié a la solucion de prehibridacion este DNA

desnaturalizado.

Para hibridar el filtro:

Se utilizo 40% de formamida y la temperatura de hibridacion fue de 37°C. La solucion de

hibridacion que se utilizd fue la siguiente (8 ml):
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Concentracion Volumen

Final Requerido
Formamida 100% 40% (v/v) 3.2 ml
SSPE 20X 6X 2.4 ml
Denhart 50X 5X 0.8 ml
SDS 10% 1% 0.8 ml
Agua 10% 0.8 ml

El DNA de timo (10 mg/ml) fue utilizado en un volumen de 20 pl por cada ml de solucion. Este
DNA fue desnaturalizado junto con la sonda marcada con el kit de BioNick (125 nl que
contenian 40 ng/m! de la sonda) hirviéndolo durante 10 minutos y poniéndolo en hielo durante 5

minutos.

Para lavar el filtro:

Se lavd 2 veces con SSC5X vy 0.5% SDS a 42 °C durante 5 minutos.
Selavo 1 vez con SSC 0.1X y 1% SDS a 42 °C durante 30 minutos.

Se lavo una vez con SSC 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos.
{SSC 20X: NaCl 3 M, Citrato de Sodio 0.3 M)

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

Se lavo el filtro en TBS-Tween20 (Tris base 100mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05% (v/v),
pH 7.5 filtrado a través de una membrana de 0.45 pum esténl) durante un minuto. No se dejo que
la membrana se secase. Se afiadi6 la solucién bloqueadora (BSA 3% en TBS-Tween20; filtrado),
precalentada a 65°C. Se incubé una hora a 65°C con agitacién suave. Posteriormente, se regres6
la solucién de bloqueo a su tubo y se agregd a la membrana el conjugado SA-AP diluido(1:1000
en TBS-Tween). Se incub6 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se enjuagd

la membrana con TBS-Tween durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se lavé durante una
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hora con solucion fresca de TBS-Tween. Se lavo la membrana con una dilucion 1:10 de la
solucidn de lavado final 10X (Tris base 100 mM, NaCl 100mM, MgCl;.6H,0 50 mM, pH 9.5),
incubandose una hora a temperatura ambiente. Se pusé la membrana en un folder y se agregaron
450 pl del reactivo de deteccion. El folder se cerro y el reactivo se extendid a lo largo de la
membrana sin dejar burbujas. Se incubd durante 5 minutos a 37°C. Se puso a exponer una placa

de radiografia durante 1-5 minutos y se reveld.

Preparacion de la sonda de DNA:

La sonda utilizada para el Southern Blot fue marcada con el sistema de marcado de BioNick
(Sistema de deteccion de acidos nucleicos quimioluminiscente Gibco BRL), equivalente al
procedimiento de Nick Translation, pero en vez de utilizar un nucleotido radioactivo se incorpord
a la sonda Biotina-14-dATP, mismo que es revelado por el procedimiento de union del conjugado

SA-AP (estreptavidina-fosfatasa alcalina).

Inmunodeteccion de Proteina (Western Blot)

Extractos totales para Western Blot:

Se crecieron las bacterias hasta una D.O. (600 nm) de 0.6-0.7

Se centrifugaron durante 5 minutos a 6000 r.p.m. a 4°C, en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Se resuspendieron en 60 ul de Buffer de corrida de Laemmli (0.125 M Tris_HCI pH 6.8, 4%
SDS, 20% glicerol, 10% B-mercaptoetanol) (57).

Se congelaron a -70°C hasta su uso.

Procedimiento de Western Blot

Se prepard un gel de acrilamida al 12% y se utilizaron separadores de 0.75 mm. Las muestras
de los extractos totales se hiervieron por 5 minutos y se cargaron 10 pl. A su lado se corrieron 5

ul del marcador de peso molecular.

27



Gel de Proteinas:

-Gel separador 12%

Acrilamida-Bis

(30%-0.8%) 2 ml
Tris IMpH 8.8 1.87 ml
SDS 10% 50 pl
Agua bidestilada 1 mi
Persulfato al 10% 38 ul
TEMED 25ul
4.96 ml

-Gel concentrador 4%

Acrilamida 0.67 ml
Tris IMpH 6.8 0.625 ml
SDS 10% 50 pl
Agua bidestilada 3.6 ml
Persulfato al 10% 50 pl
TEMED 2.5 ut
4.99 ml

Buffer de cormnda:

Glicina 144 g
Tris base 3g
SDS 10% 10 mt

Ajustar el pH a 8.3 y aforar a 1 litro.

El gel se corrié a 20 mA durante 1 hora 30 minutos. Posteriormente, se transfirieron las proteinas
a una membrana de nitrocelulosa empleando un aparato de electro transferencia humeda de la

casa comercial BioRad. La membrana se incubé con un anticuerpo anti-sigma54 durante toda la
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noche. Posteriormente se incubd 1 hora con un anticuerpo anti-IgG el cual esta acoplado a la
enzima fosfatasa alcalina. Posterior a este paso, la membrana se lavd con buffer final de lavado
(ver metodologia de Southern blot) y finalmente se afiadi6 el reactivo de deteccion. Se expuso y

se revelé empleando una placa de rayos X,

Purificacion de RNA total (58)

Todo el material utilizado durante ia mantpulacién de RNA debe estar homeado (en caso de
material de vidrio), o ser nuevo y esterilizado en autoclave durante 25 minutos (en caso de
material de plastico). El manejo durante todos los procesos debe llevarse a cabo con guantes y no
debe ser tocado por las manos. Los frascos de reactivos como etanol, cloroformo, fenol, etc.

Debe ser nuevo y solamente introducir pipetas horneadas.

Soluciones de lisis:

NaAc20mM pH 5.5

EDTA ImM

SDS 0.5%

Estenlizar por autoclave

Fenol bidestilado saturado con NaAC 20 mM pH 5.5 y EDTA 1 mM
Acetato de sodio 3M pH 5.5 (esténl)

Etanol absoluto

Etanol al 70%

Procedimiento:

Se hizo un cultivo de toda la noche de la cepa deseada en medié minimo con sus requerimientos

respectivos.

Se inoculan matraces con 0.1 ml por cada 10 ml de medio y se crecieron hasta una densidad
optica de 0.5 a 600 nm. Una vez lograda esta densidad, inmediatamente centrifugar en corex

siliconizados de 30 ml, a 10000 r.p.m. durante 1 minuto a 4°C. Se resuspendié en 1/10 del
29



volumen de solucién de lisis. Posteriormente, se calentd a 65°C un minuto y se le agregd 1
volumen de fenol previamente calentado a 65°C. Se agitd en incubadora a 65°C durante 10
minutos a 200-300 r.p.m. asegurando que las fases se mezclaran. Se centrifugé a 4000
r.p.m.durante 10 minutos a temperatura ambiente. Sin mezclar las fases, se sumergieron los
tubos unos segundos en bafio maria a 65°C, se tomo la fase acuosa repitiéndose dos veces mas la
extraccion. Se precipitd con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.5 mas 2 volGmenes
de etanol absoluto a -20°C durante toda la noche. Se centrifugo a 10000 r.p.m. durante 15
minutos a 4°C. Se resuspendio en 500 pl de agua y se extrajo con un volumen de cloroformo. Se
volvié a precipitar. Se centrifugd a 10000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C, se lavd con etanol al
70%, se secod la pastilla ligeramente y se resuspendid en 50 ul de agua. Se leyd en el
espectrofotdmetro 5 o 10 p! de la muestra en 1 ml de agua a 260, 280 y 310 nm. El valor de la
relacidon 260 nm equivale a 40 ug/ml de RNA.

Hibridizacion DNA:RNA (Northern Blot) (59)

Solucicnes:

MENP 10X (1 1t)

MOPS 41.8 gr
NaAc 6.8 gr Ajustar pHa 7.0
EDTA 3.7gr

Mezcla de muestra (610 pl):

Formamida desionizada 400 ul
Formaldehido 37% 46 nl
MENP 10% 90 ul
H,0 84 ul

Fosfato de sodio v potasio IM pH 6.9
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Solucién de azul de bromofenol (10 ml)

5 ml de glicerol

0.05%-de azu! de bromofenol

100 pl de fosfato de sodio y potasio pH 6.9
5 ml de H,O

SSC 20X
NaCl 3M
Citrato de Sodio 03 M

Denhart 50X:

Ficoll 1%
Polivinilpirrolidona 1%
BSA 1%

Solucidn de prehibridacion (10 ml)

Formamida 5.0 ml
20X SSC 25ml
FosfatodeNayK pH 6.9 0.5 ml
Pirofosfato de Na 2% 0.5 ml
SDS 10% 0.1 ml
Denhart 50X 1.0 ml
DNA de timo (10 mg/ml)  0.25 ml
EDTAO05M 0.05 ml
H,0 0.05 ml

Se desnaturalizd el DNA de timo por 5 minutos a 100°C, se puso en hielo y se afadié a la

solucion de prehibridizacion.
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Solucién de hibridacién (10 ml)

Formamida 50ml
20X SSC 2.5 ml
Fosfatode Nay KpH 6.9 0.5ml
Pirofosfato de Na 2% 0.5 ml
SDS 10% 0.1mi
Denhart 50X 0.2 ml
DNA de timo (10 mg/ml}  0.25 ml
Sonda marcada 0.125 m!
EDTAO05M 0.05 mi
H,0 0.05 ml

Se desnaturalizo el DNA (dei timo y sonda juntos) 5 minutos a 100°C, se pusieron en hielo y se

afiadieron a la solucién de prehibridacion.

Preparacion de la sonda de DNA.

A partir de un producto de PCR del gen fliC (1491 pb) de Rhodobacter sphaeroides obtenido a
partir de primers especificos para amplificar este gen, se corrié un gel y se corté una banda de 1.5
kb que correspondia a €ste gen y se purifico por el método de purificacion de fragmentos a partir
de geles de agarosa. 300 ng del fragmento fueron marcados por el método de Nick Translation
del kit de BRL con dCTP o?P.

Gel desnaturalizante

La agarosa se preparo poniendo por cada 100 m] finales de agarosa:
10 ml MENP 10X + 1.5 gr agarosa (gel al 1.5%). Se aforo con 94.6 mi de agua.
Se esterilizd durante 15 minutos. Cuando se hubo enfriado hasta 65°C se afiadieron 5.35 ml de

formaldehido para una concentracion final de 0.66 M.



Tanto el peine como el molde para el gel y la cdmara de electroforesis se trataron contra RNAsas.
Se sumergieron en NaOH 0.5 M durante toda la noche y se enjuagaron con agua desionizada
estéril. El buffer de corrida fue MENP 1X, y se utiliz una bomba peristaltica para recircular el

buffer durante toda la corrida, misma que se llevo a cabo en el cuarto frio.

Preparacion de las muestras.

Se tomaron 7.5 pl de RNA (20 pg) y se les agregd 22.5 pl de la mezcla de muestras recién
preparada y se mezclé. Se calentd a 65°C dos minutos y se puso en hielo cinco minutos. Se
afiadieron 3 pul de solucién de azul de bromofenol, se mezclé y se cargd el gel. El gel se corrid

toda la noche en el cuarto frio a20 V.

Transferencia

El gel se paso a una camara de transferencia que contenia SSC 20X. Se transfierié por medio
de presidon durante 1 hora. Después de la misma la nitrocelulosa se dejo secar entre 2 filtros

whatman, y luego se horned a 80 °C durante 2.5 horas en un horno con vacio.

Hibnidacion:

El filtr6 se enjuagd con SSC 4X durante 5 minutos y se dejo escurrir (casi secar), se puso en
una bolsa para hibridizacién y se le afiadio la solucion de prehibridizacion. La bolsa fue sellada y
se prehibridizo a 42°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se abrié una esquina de fa bolsa y
se saco la solucion de prehibridizacion; posteriormente se llend con solucion de hibridizacion con
Ia sonda radioactiva. Se hibridizo toda la noche. Se deseché la solucién de hibridizacién y se

lavd el filtro.

Lavado det filtro:

El filtro se lava tres veces durante 5 minutos a temperatura ambiente en SSC 2X y SDS 0.1 %,

Después se lavo dos veces durante 10 minutos en SSC 0.1X'y SDS 0.1% a 42°C. Por dltimo, el
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filtro se enjuagd en 0.1X de SSC dos veces durante 15 minutos, se seco en un filtro whatman y se

expuso con un film de rayos X.
Purificacién de cadena sencilla para secuenciacién (60)

Se inocularon $ ml de LB suplementados con ampicilina con un precultivo de la cepa JM103 con
el plasmido pTZ19R que llevaba clonado el inserto a secuenciar. Cuando el cultivo estuvo a
D.0.s50 = 0.5, se sacaron tantos mililitros como fuesen necesarios para dejar el matraz con sélo 2
ml a los que se les agregé 1x10° fagos M13 K07. Se incubé 1 hora a 37°C. Posteriormente, se
tomaron 200 pl y se inocularon 6 ml de LB con kanamicina. Se incubaron a 37°C con agitacion
toda la noche.

Al dia siguiente, se centrifugaron 4 tubos eppendorfs con 1.5 ml del cultivo a 14 000 r.p.m. por 5
minutos. Se tomaron 0.65 ml del sobrenadante y se transfirieron a otros tubos eppendorfs para
volver a centrifugar por 5 minutos a 14 000 r.p.m. Posteriormente, se transfirieron 1.2 ml a un
nuevo tubo eppendorf y se agregaron 0.25 ml de polietilén glicol y se mezclaron
cuidadosamente. (El PEG se prepardé en NaCl 2.5 M a una concentracion final del 20%). Se
incubd 30 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 14 000 r.p.m. por 15 minutos y las pastillas se secaron perfectamente. Se

resuspendio la pastilla en 100 pl de agua desionizada.

Se extrajo.  con Y2 volumen (100 pl) de fenol
con 1 volumen de fenol-cloroformo 50:50 (v/v)

con 1 volumen de cloroformo

Se precipitd con 1/10 del volumen con Acetato de sodio 3 M pH 4.8 y 2 volimenes de etanol
absoluto. Se incubaron por 30 minutos en hielo seco y se centrifugaron por 30 minutos a 14 000
r.p.m. a4°C.

Se secd y resuspendié en 25 ul de agua desionizada. Se corrieron 3 pl en un gel de agarosa al 1%
y se cuantifico la cadena sencilla (se empleara para secuenciar de 0.5 - 1 pmol). Se guard6 a -

20°C.
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Secuenciacion de DNA por el Método de Sanger (61)

Una de las metodologias para la secuenciacion de acidos nucléicos es la de Sanger, llamado
cominmente método por terminacién de cadenas 6 método de los dideoxinucleotidos. El
plasmido utilizado para secuenciar en ésta tesis es el pTZ19R que mide 2870 pb; el cual contiene
un origen de replicacién de M13, lo cual permite que al infectar la cepa con un bacteriofago M13
defectivo, se replique el plasmido en forma de cadena sencilla, las cuales se empaquetan y son

purificadas para su secuenciacion. Se utilizo el kit thermosequenase (Amersham).

1) Para cada templado, se hizo la siguiente reaccion de alineacion:

Primer 0.5 pmol
DNA cadena sencilla 0.5 -1.0 pmol
Buffer de alineacion 5X 2ul

(200 mM Tris-HCl pH 7.5

100 mM MgCl;

250 mM NaCl)

H,0 para un volumen final de 13 ul.
2) Se calentd la reaccion a 65°C durante 3 minutos, luego se dejo que se enfriara lentamente hasta
temperatura ambiente.
3) Aparte se prepararon las siguientes mezclas:

1w dedATP (3uM)

Tul dedTTP (GuM)

1ul  de7 deaza-dGTP (3uM)

0.5 ul de dCTP-aS* (3 000 Ci/mol)

2 ¢l dethermosequenasa
Se agregd la reaccion de alineacion a este tubo. Se incubé durante 5 min a 45°C.
4) Mientras tanto se etiquetaron 4 tubos “G”, “A”, “T”, “C”. Se llenarén con 4 pl de la mezcla de
terminacion de dideoxinucledtidos (ddG: 150 pM de cada dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP,
1.5 uM ddGTP; ddC: 150 pM de cada dATP, dTTP, 7-deaza-dGTP, dCTP, 1.5 uM ddCTP, ddA:
150 uM de cada dATP, dTTP, 7-deaza-dGTP, dCTP, 1.5 uM ddATP; ddT: 150 pM de cada
dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP, 1.5 uM ddTTP)
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5) Se transfirieron 4 ul de la reaccion del paso 3 a los 4 tubos que contenian la mezcla de cada
dideoxi. Se incubaron por 10 min a 72°C.

6) Al cabo de ese tiempo, se afiadieron 4 ul de la solucién de terminacién (95% formamida, 20
mM EDTA, 0.05% azul de bromofenol y 0.05 % xilen-cianol ff) a cada tubo, se mezcld y se
congelo.

7) Para cargar el gel de secuencia, se calentaron las muestras a 75°C durante 7 min y se cargaron
de 2 a 3 pl en cada carril.

Las muestras se corrieron en geles de acrilamida al 5% con 8 M de urea a 40 Watts. Los geles se
secaron a 60°C toda la noche antes de ponerse a exponer con una placa Kodak X-O mat K

durante 72 horas, después de lo cual se leyeron las secuencias.

Determinacion de la actividad de B-glucuronidasa (62)

Soluciones:

-Buffer de Reaccién

5 ml de Na;HPQ4 0.1M

7 pl de B-mercaptoethanol

200 pl de EDTApH 7

100 ul de Triton al 10%

4.7 ml de H,O desionizada y estéril.

Lo anterior se preparo en frio y se guardo a 4°C cubierto con papel aluminio.

-Buffer de Ensayo
Se adicionaron 1.76 mg de 4-Metilumbeliferil B-D-glucurontdo (MUG) a 5 ml de Buffer de

Reaccion, se mezclaron bien y se almacenaron a 4°C cubierto con papel aluminio.
Procedimiento

Se crecieron los cultivos de las cepas de interés hasta una D.O.go0 = 0.5 -0.6. Se tomaron 3 mly
se resuspendieron en 0.4 ml de Buffer de Extraccion. Inmediatamente y manteniendo las

muestras en hielo, se sonicaron 2 veces 10 segundos con intervalos de 30 segundos por
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sonicacion para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. Posteriormente, se centrifugaron a
14000 r.p.m. por 2 minutos a 4°C. Se tomaron 80 pl de la muestra una vez centrifugada y se
mezclo con 320 ul de Buffer de Ensayo de GUS previamente incubado a 37°C. Una vez
adicionado el extracto al Buffer de Ensayo se empezb a correr el tiempo de la reaccion, el cual
era de 1 minuto, 2 minutos, 5 minutos, etc., después del cual se tomar6én 100 pl de la reaccion y
se colocaron en tubos de ensayo que contenian 900 pl de Na;CO; 0.2 M para detener la reaccion.
Para determinar la actividad de glucuronidasa en nmoles, se incluyé la siguiente curva estandar:
100 nmoles (10 pl de MUG 10 uM + 90 ul de Buffer Extraccion + 0.9 mt de NazCO; 0.2 M + 1
ml H,0 desionizada)

500 nmoles (50 pl de MUG 10 uM + 50 ul de Buffer Extraccion + 0.9 ml de Na,CQ; 02 M + 1
ml H;0 desionizada)

1000 nmoles (100 ut de MUG 10 pM + 0.9 m! de Na,CO3 0.2 M + 1 ml de H»0 desionizada)
Las muestras se midieron en un fluorémetro a una longitud de onda de excitacion de 366 nm y de
emision de 565 nm. Los valores obtenidos de la curva estindar se graficaron en papel
milimétrico poniendo en el eje horizontal los nanomoles (nmoles) y en el eje vertical los valores
de fluorescencia. Los 3 puntos correspondientes a 100, 500 y 1000 nmoles se unieron con una
linea recta; esta linea nos permitié extrapolar los nmoles de las muestras a los tiempos escogidos
(1 minuto, 2 minutos, 5 minutos, etc.) Posteriormente, se determind la concentracion proteica de
los extractos utilizando el reactivo de Bradford (ver mas adelante} y se calculo la actividad

especifica de B-glucuronidasa en nmoles/min/mg de proteina.

Determinacion de la concentracién proteica utilizando el reactivo de Bradford.

El reactivo de Bradford utilizado en este trabajo se adquiri6 comercialmente de la compafiia
BioRad. El reactivo de Bradford se diluyd (1 ml de reactivo al cual se afiadieron 4 ml de agua
desionizada), de esta dilucién se utilizaron 5 ml para cada extracto que se queria medir y 5 mas
para el control de albumina bovina (BSA) a una concentracién determinada.

De ésta forma, se empled un tubo de ensayo por cada muestra y uno mas para el control. Se
etiqueté cada tubo de ensayo y se adicionaron 5 ml del Bradford diluido en cada uno. A el tubo

de ensayo #1 (control), se le adicionaron 50 ul de BSA y a los siguientes tubos (correspondientes
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a las muestras de las cuales se deseaba saber la concentracion proteica), se agregaron 20 pl de la

muestra correspondiente a cada tubo.
Se esperaron 10 minutos exactos para medir en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de
595 nm. Posteriormente, se calculd la concentracion de proteinas mediante una simple regla de

tres considerando que la lectura obtenida del BSA equivale a 50 ug de proteina.

Amplificaciéon de DNA por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

En un tubo eppendorf de 500 pl de capacidad, se adiciono lo siguiente:

H,0 desionizada 59 ul
Buffer de Alta Fidelidad para PCR 10X 10 pl
MgSO; 0.2 mM 3ul
dNTPs (stock 2mM) 13 pl
DMSO (Sigma) 10 ul
Oligo forward (100 pmoles/ptl) (Tm 32°C) 2 ul
Oligo reverse (100 pmoles/pl) (Tm 36°C) 2wl
Taq Platinum High Fidelity (Gibco) lpl
100 pl

(La Tm de los oligos se calcul6 considerando 4°C para las Gs y 2°C para las Ts).
Se agregaron aproximadamente 50 ng del plasmido que contenia el fragmento de DNA templado,
es decir, la regién que se deseaba amplificar por la reaccion de PCR. (Se afiadieron 2 gotas de

aceite mineral (Sigma) que impiden la evaporacion de la muestra).

Posteriormente, se programo un controlador térmico con el siguiente programa:

1.- 94°C |

2.- 94°C 30

3.- 55°C 307

4 .- 68°C 2’

5-  Repetir en forma ciclica del paso 2 al 4 por 24 veces.
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RESULTADOS
Identificacion y Secuenciacion del gen fliC de Rhodobacter sphaeroides WS8N

Con objeto de clonar el gen fliC, se realizé un analisis de hibridacion tipo Southern Blot
utilizando DNA cromosomal total de R. sphaeroides digerido con BamHI y utilizando como
sonda un fragmento obtenido por PCR en base a la secuencia gendmica parcial del gen fIiC de R.
sphaeroides depositado en Gene bank con nimero de acceso CAA75001. Se identificé un
fragmento BamHI de aproximadamente 6 kb que hibrid6 con la sonda de deteccion de fiagelina
(liC)[Material y métodos]. Posteriormente, se clond este fragmento en pTZI9R y el p]ésmido

resultante fue denominado pRS602.

Este plasmido fue sujeto a varias digestiones para poder obtener su mapa de restriccion (Fig. 10)
y adicionalmente, se inici6 la secuenciacion de este fragmento utilizando subclonas construidas
con los fragmentos EcoRl — Bg/ll y Bglll — Hindlll. Comparando la secuencia obtenida y
buscando homologia con otras secuencias de DNA, se identificd al gene f7iC a 662 pb después

del primer sitio BamHI. El gene consta de 493 aa codificados en 1479 pb.

Bamtll
EeoRI  Fst]

Fig. 10. Mapa de restriccidn del plasmido
pRS602, que contiene el fragmento BamHI de 6
kb en pTZ19R.

En amarillo se muestra la localizacion del gene
fIiC y el sitio Bg/ll en el cual se insertard el gene
reportero de la B-glucuronidasa (wid4).
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En el transcurso de éste trabajo, el grupo de R. E. Sockett publico la secuencia completa del gen
S1iC (63). Esta secuencia presenta una identidad del 99.59% con nuestra secuencia; los Gnicos
cambios fueron V3531 y T397S (Fig. 11), sin embargo, estos cambios no alteran el grupo

funcional del aminoacido correspondiente a esas posiciones.

1 MTTINTNIGAIAAQANMTKVNDQFNTAMTRLSTGLRINAAKDDARGMALGEKMTAQVMGL

AR RN RN R R R RN AR RN AR R R RN RN AR NN RN R R R RN R
1 MTTINTNIGAIAAQANMTKVNDQFNTAMTRLSTGLRINAAKDDAAGMATIGEKMTAQVMGL

61 NOAIRNAQDGKNLVDTTEGAHVEVSSMLORLRELAVQSSNDTNTAADRGSLAAEGKQLIA

AR RN RN AR R R N R AN R AR NN NN AR R AR AR
61 NQATRNAQDGKNLVDTTEGAHVEVSSMLORLRELAVQSSNDTNTAADRGSLAAEGKQLIA

121 EINRVAESTTFNGMKVLDGSFTGKQLOIGADSGQTMAINVDSAAATDIGAHKI SSASTVV

CEVERCES BT e e e b g b e e e b e e b e b b e i
121  EINRVAESTTFNGMKVLDGSFTGKQLQIGADSGQTMAINVDSAAATDIGAHKISSASTVV

181 ADAALTDTTIAASTDITITGFAGSDKITTAAGDSARTLAESINKKTSSTGVEATATTKAQ

FEEEEP P et bbb e bbb e e e e b e v bbb i bbbl
181  ADAALTDTTIAASTDITITGFAGSDKITTAAGDSARTLAESINKKTSSTGVEATATTKAQ

241 LSGFTKGDTVSFKIGTADGNEVSIGDVSITDASDVRGLRDAINAVSGQTGITAAMAKDDN

PETTEETEETEE R et s b et e e e bbb e e b e
241  LSGFTKGDIVSFKIGTADGNEVSIGDVSITDASDVRGLRDAINAVSGQTGITAAMAKDDN

301 SKIVLTDANGDDIMLTSVSSTTADFKVTALKSDGTATATNVDEGFGTNKSAGVTGQVDLV

RN RN R AR R RN AR RN R RN NRR AR
301  SKIVLTDANGDDIMLTSVSSTTADFKVTALKSDGTATATNVDEGFGTNKSAGVTGQVDLY

36l STKSFSVAASVSGSATAHFANANEGSELSSVAEIDLETAEGASAAIGVIDVALSKISQSR

PERTECEPE RN e e e e e e et e e e e et
361  STKSFSVAASVSGSATAHFANANEGSELSSVAEIDLETAEGASAATIGVIDVALSKISQSR

421 SELGAVSNRLDSTISNLTNISTSVQAAKSQVMDADFAAESTNLARSQILSQASTAMLAQA

RN AR RN NN RN AR R RN NN N RN NN
421  SELGAVSNRLDSTISNLTNISTSVQAAKSQVMDADFARESTNLARSQILSQASTAMLAQA

481 NSSKONVLSLLRG

PEEEETETEern
481  NSSKONVLSLLRG

Fig. 11. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de la traduccion del gene /iC de R. sphaeroides WS8N.

Arriba FliC determinado en el laboratorio. Abajo FliC - R. E, Sockett. Se observaron solamente dos diferencias en

la traduccion de la secuencia, estos cambios fueron: V3531y T3978, los cuales se remarcan en rojo.
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Analisis de las secuencias rio arriba y rio abajo del gen fliC

Al alinear las secuencias rio arriba y rio abajo de la region codificadora del gen fliC (Fig. 12), se

observaron los siguientes cambios:

- En la region rio arriba existen 4 gaps (en azul) en la secuencia Sockett con respecto a la

secuencia obtenida en el laboratorio, ademas de 4 sustituciones o cambios en el nucledtido

correspondiente (en verde). (Fig. 12A) Sin embargo, es importante destacar que en ambas

secuencias se localizaron secuencias consenso importantes para la regulacion del gen fIiC (tales

como Shine-Dalgarno (en amaritlo) y secuencias -35 y -10 putativas para la unién del factor

sigma 28 (en rosa).

- En los primeros 280 nt rio abajo del gen f7iC, encontramos sélo un par de sustituciones (Fig.

12B).

A) 1

6l

56

121
116
181
176
241

236

61

61

BrEccaTecTCcCTTGCGCTCTACCCCCGGATTAACGGRRERCGTCCGCAGGGCTTTAGCT

(R A RN AR AR AR R AR RN RN
ErBccATGCTCCTTGCGCTCTACCCCCEGATTAAC GCCGT CCGCAGGGCTTTAGCC

CGCCCCTGCAAGAAGGATGCAAGCTGCCGCAGGCCGCGACGGCCTTTGTCCGAACGGLTG

RN RN RN R RN AR RN AR R R AR R RN RN R R AR R R
CGCCCCTECAAGARAGGAT GCAAGCTGCCGCAGGCCGCGACGGCCTTTGTCCGAACGGCTG

TCARAGGGCAGCCTCCGCCTGCCGCGGATTTTTGGGAGGGGCECEBRBAGETTCTCCGGE

FEERERTETEs e bt e b e et eirr et reb bbb et
TCARAGGGCAGCCTCCGCCTGCCGCGGATTTTTGGGAGGGGCHCEBRRAGETTCTCCGGE

coBcEETEGBAGGGEACAGAGCGCCGCGAGGCGAGCGACGCGAGAT CAGGAGGGTCEACHE

R RN A NN NN R A R AN R N A NN RN R AR AR R
cGBCEGTECEAGGGGACAGAGCGCCGCOAGECGAGCGACGCGAGATCAGGAGGCTCEACH

CEREATG
I
AEEEEATG

CGGAAAACCGALGGCACCGCATCGGCCCTCCGCCCGCACAGGGGCGGGGGGECTTTCGCGE

R R N R R N R R RN R RN R RN R RN RR BN
CGGAAAACCGACGGCACCGCATCGGCCCTCCGCCCGCACAGGGGCGGGEGECTTTCGLGL

CAAGCACTTGGCCGLCGCEGLEGCCEETCTCGCETCGAACCGLCGTCATTTTACCCCTGT

FTPEREREE TR bR P E R PRV R TP e i
CAAGCACTTGGCCGCCGCGGCGGCCGGTCTCGCGTCGAACCGCCETCATTTTACCCCTGT
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121 CAAACTGAAATTTTGCCCGGCCGGCCATTTTCCGCCACTCTGTTCCTACGACAGGGT GGG

RN R R AR RN R AR R AR N AR RN RN R RN R RRRRRR R R RRN
121  CAAACTGAAATTTTGCCCGGCCGGCCATTTTCCGCCACTCTGTTCCTACGACAGGGTGGE

181 GAT GACGCCGGGAATGCAGCTTTACACCGCACAGAGCTTCACAGCGCCAGTCGCT CGT

RN NN R R R RN R R RN R AN R AR AR R A RN N RN
181  GATGACGCCGGGAATGCAGCTTTACACCGCACAGAGCTTERCACAGCGCCAGTCGCTCGT

241 GGTGACGGCACAGCTCCAGCAGGCCATCTGCCTGCTGCAG

CEETEEREEEEr A T e et bt ettt
241  GGTGACGGCACAGCTCCAGCAGGCCATCTGCCTGCTGCAG

Fig 12. Alineacion de las secuencias de nt que se encuentran rie arriba y rio abajo del gen /7iC tanto en la secuencia
obtenida en el laboratorio como de la secuencia presentada por R.E. Sockett. A) Alineacion de la secuencia de nt rio
arriba del gen f1iC. La secuencia obtenida en el laboratorio arriba v la secuencia obtenida por Sockett ef. a/. abajo. B)
Alineacion de la secuencia de nt rio abajo del gen fiC. Arriba, la secuencia obtenida en el laboratorio y abajo la
secuencia de Sockett.

Funcionalidad del gen f1iC

Para comprobar que la secuencia identificada corresponde al gen funcional de flagelina, se
aislaron mutantes de la cepa WS8N por medio de la recombinacion homologa del gen f7iC con
una copia del mismo gen interrumpido por el cassette wid4-aad. Para ello, el plasmido pRS602
fue digerido con Bgl/lI. Este sitio se localiza a 171 aminoacidos a partir de la posible metionina
inicial. El cassette widd-aad fue obtenido como un fragmento BamHI de 4 kb a partir del
plasmido pWMS (49). El gen uidd codifica para la B-glucuronidasa y el gen aad proporciona
resistencia a espectinomicina (Spc). El producto de la ligacion de estos fragmentos fue
tranformado en JM103 y las colonias Ap" Spc' fueron seleccionadas. Digestiones de los
plasmidos de 8 colonias independientes mostraron que en todas ellas el cassette se inserto en la
orientacion que se muestra en la Fig. 13. Una de estas transformantes fue seleccionada y el
plasmido purificado con el objeto de subclonar el fragmento BamHI de aprox. 10 kb que lleva el
alelo fliC::aad-uidA en el plasmido pJQ200 (45). Este Gltimo plasmido es incapaz de replicarse
en R. sphaeroides y por lo tanto, la Gnica forma de obtener colonias Spc’ es mediante un evento

de recombinacion entre el plasmido y el cromosoma.
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Pal Pstl Pl  pal Bamil
. 1 [ J);u |
1 “5‘;‘; —— 10000
1000bp udA aic
JHC  qad-uidA

Fig 13. Esquema del plasmido pRS602 [fiC::aad-uidA).

Por otro lado, para obtener el alelo fIiC::uidd-aad, se disefaron oligonucledtidos especificos para
amplificar el gen f1iC por medio de PCR. El producto de PCR fue clonado en pTZ19R utilizando
sitios de restriccion que fueron disefiados en cada uno de los oligonucléotidos (Xbal para el
oligonucléotido forward y Kpnl para el oligonucléotido reverse). La clona correcta fue
secuenciada y en el sitio Bg/lI se insertd el cassette wid4-aad como un fragmento BamHI de 4 kb.
En esta ocasion, entre las colonias transformantes obtenidas de ésta reaccion de ligacion, si fue
posible obtener un plasmido que llevo el alelo fliC::uidd-aad. Posteriormente, el fragmento
Xbal-Kpnl de 5.4 kb fue subclonado al plasmido pJQ200 y posteriormente transferido a R
sphaeroides por conjugaciéon. Las clonas recombinantes fueron aquellas en las que el proceso de
doble recombinacion entre el plasmido y el cromosoma se llevd a cabo y por lo tanto tienen la

resistencia a espectinomicina (Spc").
Las mutantes fueron llamadas FliC’,: WS8N fliC::uidd-aad y FliC,: WS8N fliC:.aad-uidA4.

Como era de esperarse, el fenotipo de estas mutantes es Fla', por lo que no nadan en medio

liquido ni en agar semisolido (Fig 14).
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Fig. 14. Fotografia de una caja de swarming en la que se muestra la cepa WS8N silvestre (izquierda)
y las cepas mutantes FliC’, (artiba y a la derecha) y FliC', (abajo y a 1a derecha). En la fotografia se

observa que las mutanies carecen del halo caracteristico de la cepa silvestre que tiene motilidad.

El gen fIiC (intacto) fue clonado en el plasmido pRK415 como un fragmento Psil de aprox. 2.5
kb, en la misma orientacion que el promotor de pRK415{Material y métodos]. Al introducir este
plasmido en la mutante FliC’, el nado es recuperado. Sin embargo, este mismo plasmido es
incapaz de complementar a la mutante FliC%, por lo que suponemos que esta mutante que
contiene el alelo mutado fIiC::aad-uidA comprobado por Southern Blot, tiene alguna mutacion
adicional que impide la complementaciéon. Esta mutacién adicional puede ser debida a una
recombinacion heterologa al momento de buscar la clona recombinante, lo cual implicaria la
mutaciéon de algin otro gene, o bien pudiese ser debida a una diferencia en la polaridad del
cassette de acuerdo a su orientacion que ocasiona efectos adicionales a la mutacién del gen f1iC

(64) tales como la no expresion del(os) gen(es) ubicado(s) rio abajo de fiC.

Por lo anterior, se decidié introducir a las mutantes previamente descritas el fragmento BamHI de
aproximadamente 6 kb del plasmido pRS602, el cual contiene al gen fliC' y aproximadamente 4
kb rio abajo del gen. Este fragmento BamHI fue entonces clonado en pRK415 y conjugado en las
mutantes FliC". Tanto la mutante FiC’, como la mutante FliC, llevando este altimo plasmido
recuperaron el nado en medio liquido y en agar semi sélido (Fig. 15). Lo anterior apoya la idea
de que la insercién del cassette wid4-aad insertado en el gen fliC en orientacién inversa al
promotor del mismo gen (mutante FliC7) (Fig. 13), ejerce un efecto polar, es decir, impide la

expresion de los genes ubicados rio abajo del gen fIiC.
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Fig 15. Fotografia de una caja de swarming en la que se muestra WS8N (cepa silvestre) a la izquierda y arriba,
la mutante FliC, a la izquierda y abajo, y las mutantes F1iC, (abajo y a la derecha) y FliC, (arriba y a la derecha)
complementadas con ¢l fragmento BamHI de 6 kb de pRS602.

Identificacion y secuenciacion del ORF ubicado rio abajo del gen fliC

Por lo anterior, con objeto de determinar la secuencia rio abajo del gen de la flagelina, el
plasmido pRS602 fue secuenciado utilizando oligonucledtidos especificos. A 181 pb rio abajo
del codon de término del gene f1iC, encontramos el inicio de un marco de lectura abierto, el cual
mostro alta similitud con el factor sigma 54 de varias especies bacterianas. Con uno de los
factores sigma 54 previamente reconocidos en Rhodobacter sphaeroides la alineacion realizada
por el programa BLAST mostré un 39% de identidad. El gene identificado esta codificado en
442 aminoécidos y tiene un peso molecular estimado de 47.41 kDa. La secuencia nucleotidica y

su traduccidn se muestran a continuacion.

ATGACGCCGGGAATGCAGCT TTACACCGCACAGAGCTTCGCACAGCGCCAGTCGCTCETS
M TPGMOQTLY T A QST FA ATG GRIQSTL V

GTGACGGCACAGUTCCAGCAGGCCATCTGCCTGCTGCAGATGCCGAACGCCGAACTGTCC
v T A QL Q Q A I C L L QM P NAUEL S

TCGTTCATCGAGAGCCAGTCGGAGGARARCCCTTTCATCGAACTGCGCCTGCLGCCGGLG
$ F I E 5 Q 8 EE N P F I E L R VL P P A

CCGGTGCCGTCCGCTCCTCTGGECARGACCGCACCCGAGGACTGGEACCGCGTGECAGGSE
P vV P § A P L G K TAUPETDWWDT RV A G

CTTGCCGCCGATCCGGEGCCGTCGCTCTATGTGCATGTGGCEGECCGAGATCGCGCGTCTS
L AADU®PGZ®P S L ¥ V HVY A A ETI AR L

GGGTTCGATECCCCGCAAGCGGECEELCECCCAGETCTTTCTCGRACGCGCTCGAACCCTGE
G ¥F DA P Q AADAAUQV F L DAILETP W

GGCTGGCTCGGTCGCCCGATGGAGGAACTTGCCTTCCGCECGGGCCTETCGCTCRAGELG
G W L G R P M EEUL AT FURAGUL S L E R

GCCGAGGCGCTGCTCCCCCGGCTTCAGARAGATCGAACCCGCAGGGCTCTTTGCGLGCACE
A'E A L L A RUL ¢ KK I E P A G L F A R T
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CTTGCCGRATGOCTGCAGCT TCAGGCGGRAGAGCAGGGGCTECTCACCCCGCTGTTCGCC
L A E ¢CLQLQ®AZEZEUZQGULULTZ®PTL F A

GCCGTTCTCGCGCATCTCCCGCTGCTGGCTGCGGCCGATCTCARGGGCCTGTGCCGCGLT
A VvV L A H L P L L A A ADULIE KGULCRA

TGCGGCT GCGGGATGGAGGATCTGRAGGCCGTGCTGCGCAGCCTGCGCGGTCTCAARTCCT
C 6 ¢ 6 M E DL X AV LR S L RGL NP

AAGCCGGGCGECECTETTCGACGCGGCCCCTCCGCCCCAGCGECCGCCGGATCTGETGETC
K P G AL FDAARPUPUZPOGQRUPZPUDILVYV

AGCCGCGGCGCCGAACGGTGGCEGGETGEATCTGAACCGCTCGACGCTGCCGTCCGTCGTE
S R G A ERWRVY DL NR S$ TZL P S V V

GTGCGCTCGGACGCTGCGEARGGCTTCGCCCGGACGECCECGCCCTATGTGGGCEAGLEG
v R 8 b AKX E G F A RTAAZPY VYV G E R

CTGTCGGTCECGAAGTGGCT TGCGAGGGCCGTCGAGCATCGCARCCAGACCACGCTCAAG
L S V A KWL ARAVEMHRNOGTT L K

ATCGGCGCCGAGGTGETCCGCCGTCAGCGCGGCTTCCTCGAGGAGGGGCTGGCGCGCATE
I 6 A EV ¥ RRQQRGFLEUEG L A R M

GCGCCCATGACGCTGCGLGARGTGGCCGATGCGGTGGGCGTGCATGAGAGCACCGTCAGT
A P M TULREV A DAV SV HE 8TV 8§

CGGGTGAGCTCGGGGCTGATGATCGCCACGCCGCAGGGCACCTTCCCGCTGAAGTCGTTT
R vV $ s ¢ LM I A TP QG T F P L K 8 F

TTCACCGCAGCGCTGGCCGCCCGOGAGGGCGACACGGCGGGATCGGCCECCGLTGTCCGG
F T A R L A A REGDTAGOG S A B A V R

CRCCGCGTCCGCCAGCTCGTGCAGGCGGARTCGCCCGACGATCCGCTGAGCGACGATGCG
H R V KR ¢ L v ¢ A E S P DD VP L s I D A

ATCGCARAGATCATTTCCGACGAGGGCGTGACGCTCGCCCGGCGCACCGTCGCUAAATAT
I A K I I 8 DE G V T L A RURT V A K Y

CGCGAGCAGCTGAACATCCCCTCGTCGGTGCAGCGCLGCCGTCAGGCCATCGTCACCGEC
R E ¢ L N I P S§ S8 V QR R R QO ATIV T G

GCACTCTGA
A L ~

Fig. 16. Secuencia nucleotidica y su traduccion del gen denominado #poN3,

que se encuentra rio abajo de fliC.

Recientemente, fue liberada la secuencia completa del DNA genémico de la cepa 2.4.1 de R
sphaeroides y en esta base de datos realizamos una busqueda de secuencias similares al gen rpoN
que identificamos rio abajo de fliC. De esta busqueda encontramos cuatro posibles genes que
potenciaimente codifican para el factor sigma $4: rpoN/, rpoN2, rpoN3 (corresponde al gen rio
abajo de fliC con un 99.7% de identidad) y rpoN4. La alineacion de las cuatro proteinas
correspondientes a estos genes identificados en el genoma de la cepa 2.4.1. se muestra en la Fig.

17 y el arbol de homologia de las mismas proteinas se muestra posteriormente (Fig. 18).
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RpoNZ ... MKSRQRISTAQTORLOLNLGLTASIRVLNSDAEGLT 36

RpoN3 MTPGHQLYTAQSFAQROSLVVTRAQLOOAICLLOMPNAELS 40
RpoN4d ....... MVSMQLRLGQRLAQRAVLVQRAEILEATGT WA 33
RpeMl  ...... MDMMGFOROTTOLAMTQRMOESLRILOMSHNADLA 34
Consensus m gs agtgrla ta lqgsirilgm nadla

RpoN2 RYLQEQAAENPHI QLEPATSTDWLPRWTSVLSRLAQGEGS 76
RpoN3 SFIESQSEENPFIELRLP~-PAPVPSAP --LGKTAPEIWD 76
RpoN4 ERIAAEACRNPFLRVRQPATAAPIPE-—--=-———===—=-— 59
RpoN1 DYLTAQALENPVLEVRVPEGASVAPALIS—RGIQAGLDORD 73
Consensus yi aga enpfielr p aapp ps lg a dd

RpoN2 AGGETVAARAGPSLMAHVMARIDTLYPRGPERRIAILLAEA 116
RpoN3 RVAGLAADPGPSLYVHVAAEIARLGEDAFPQARRAQVELDA 116
RpoN4 ~  -——-—~ SAALPPDLHAWLGSQIRMAMADPETRRLAFRLLEA 94
RpoN1 AFATVEGRP~PSLLAHVEAQIDLAFIDPGORRTALAFAEA 112
Consensus a @ aapgpsl ahv aqid a fdppdra a faea

RpoN2 LEPTGWLGTGPRE JARQARVPSAEVERVLAGLOKI EPAGL 156
RpoN3 LEPWGWLGRPMEELAFRAGLSLEAAEALLARLOKI EPAGL 156
RpoN4 LEPSGWLG)PLSRLAPGAE —---EQAARVLHRLQOMEPAGI 131
RpoN1 LEPSGWLGOPVSEVAAAAEVEEEEALVILERLOALEPAGL 152
Consensus lepsgwlggp sela aev eeaeavlarlgkiepagl

RpoN2 FARTLAECLRLQAIEAERLDSTLSCLLDHLILVAEGALGR 196
RpoN3 FARTLAECLQLQAEEQGLLTPLFARVLAHLPLLAARADLKG 196
RpoN4 FARDLRECLMLQARDRGQLDEAMALVLDRLICLASDGPAR 171
RpoN1 FARSLAECLALQLECLGLLTWELRTMLDHLPLLAZGRIAD 182
Consensus fartlaecl lgaed glldp laavldhldllaeg la

RpoN2 LERLCNTDEAGVTARLRLLRTFLPKPGAQFDPGARPVRED 236
RpoN3 LCR~CSCGMEDLKAVLRSLRGLNPKPGALFDARPPPOR PP 236
RpoN4 VARSATZ LOTVLRCLELIRRMIPKPG A F-AEDAPLREP 211
RpoN1 LARRUDCEPEHIRENLALIRSLSPKPGERFARDRTPIQPP 23z
Consensus laracgceee v a lrlir ldpkpgaafaa ap rep

RpoN2 DI IATKGEAGWEVSLNRSAMPTVQIRKP--—--CKRETTIA 272
RpoN 3 DLVVSRGAEGWRVDLNRSTLPSVVVRSDAREGFARTAAPY 276
RpoN4 DLIARRTASGWSVELNRELLPEVRY---APLPDGS AL~ - 246
RpoN1 DVRVLRGPEGWEVELTRAQLPRIRV - SEAGDTGDRQADAW 271
Consensus dliz rgaegwevelnrs lp vrvrs a d rpadp

RpoN2 ALR-WTUAQOAVGRMIENRNVATLLRVARZILARQEAALDEG 312
RpoN3 VGERLSVAKWLARAVEHRHQPTLKIGAEVVRAQRGFLEEG 316
RpoN4 VEQMHQEALSLAKATGLRGRTLLAVGALVVERQRAFLDEG 296
RpoN1 LARZRSQARWLERAVERRQATLLETAVCLVRHQADE LI'QG 311
Consensus Vvr & sqa wlarave rnatllrvgaevvrrgrafldeg

RpcNZ PSELVAELTMTEVAEALGIHESTVSRVVACGTCVDTPEGTWW 352
RpoN3 LARMAPMTLREVADAVGVHESTVSRYSSGIMIATPQGI FP 356
RpoN4 LA RLGIGEAADALALHPSTISRTVTGLIMATPRGLVA 336
RpoN1 PRA_RPLSMEEYALELDLHPSTISRATATRLIETPRGLIP 351
Consensus psalvaltm evadalglhest srv agliliatprgt P

RpoN2 LERMFSGRLAEGGP-—--SRPAIRAAT ARLVAQEDPARPL 388
RpoN3 LKSEFFTAALAAREGDTAGSEEAVREHRVRQLVORRSPDDPL 396
RpoN4 VRADLFCARLAEGTG--ALSAPALQALIRETIASESAHAPL 364
RpoN1 LEAFFERSVSSDZPEAPQSQODALMALVREIIAREDRTKPE 391
Consensus r ffsarlaeggg a saaalralireliasaedp apl

RpoN2 SDGELVEALAALDMOLARRTVAKYREMI! . IPPGHRRERRP 428
RpoN3 SDLAIAKITSDEGVTLARRTVAKTREQLI IPSSVORRRQA 436
RpoN4 EDGEIVEALARRGIHVARRTVAKHRTLAGLPPAAVRRRAA 404
RpoN1 SDOAIVKQOAKLAGAVLARRTVTKIRETLGIPSSY DREKRAA 431
Consensus sddaiveala eg larrtvakyre lnipss rrraa

RpoN2 SRSA--—-———————-———— 432
RpoN3 IVTGAL-~———— e e 442
RpoN4 PSGSEAVAFGROPVPLGGRN 424
RpoN1 AAf - mm e 434
Consensus

Fig. 17. Alineamiento de las cuatro proteinas de sigma 54 del genoma de R. sphaeroides 2.4.1. En negritas se
muestran los aminodcidos idénticos (100% de similitud), en rosa los aminoécidos similares al menos 75% y en azul
los aminoacidos que son similares al menos en un 50%. (El parametro de similitud se refiere a que se conserve o no
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el grupo funcional (i.e. polar, neutro, basico, etc.) de los aminoacidos que ocupan la misma posicién en la
alineacién).

100% 90% B0% 70% 60% 50% 40% 30%
| 1 1 A 1 | 1 ]

RpoN1 359
Rpol4 19%,
RpoH2

RpoN3 37%

Fig. 18 Arbol de homologia de las proteinas del factor sigma 54
encontradas en Rhodobacter sphaeroides 2.4.1.

Adicionalmente, decidimos comparar RpoN2 y RpoN3 que son los que muestran mayor

homologia utilizando una matriz de punto, que se muestra a continuacion:

PN oY | AT 13 dad o ity
P I T T

Fig 19 Comparacién de RpoN2 v RpoN3 por matriz de punio.

Lo que vimos con esta matriz, es que existe gran similitud entre estas dos proteinas.
Importantemente, las regiones del aminoacido 145/146 al 163/164 (RpoN2/RpoN3) y del
aminoacido 403/413 al 410/420 (RpoN2/RpoN3) son conservadas, por lo que se realizd la
comparacion con los dominios funcionales en los que esté organizada la proteina sigma 54 de E.

coli. Estos dominjos estan distribuidos en 3 regiones (I, Il y III), los cuales estan involucradas en
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la activacion y modulacion de la holoenzima o *-RNA polimerasa (65). En la Fig. 20 se muestra

un esquema de los dominios importantes en la funcién del factor sigma 54.

I I T
ACTIVACION MODULACION
UNION A LA RNA-POL UNION AL DNA
~ % 58 8 3 8 3%8E %%
Regidnricaen Regidn X.link HTH RpoN
glutamina v variable box
leucina dcida

Fig. 20. Esquema de la organizacion por dominios y regiones de la proteina sigma 54 de E. coli.

Las funciones de unién al DNA y motivos asociados (region de entrecruzamiento con el DNA (XLINK), el motivo
de hélice, vuelta, hélice (HTH) v la caja RpoN (RpoN box) se localizan en el extremo carboxilo terminal, cerca de
las secuencias que modulan la unidn con el DNA (aa 180-306). La respuesta a los activadores involucra a las
secuencias de la region I, rica en leucinas y glutaminas (66), y la regién Il es icida y variable. El principal
determinantc para que se ileve a cabo la union con la RNA polimerasa se localiza entre los aminoacidos 120 a 215
(67).

Con base en lo anterior, y por medio de una extrapolacidén, podemos decir que en RpoN3 y
RpoN2 se encuentran las regiones conservadas que corresponden a: 1) el dominio de unién a la
RNA polimerasa (este dominio dada su importancia se encuentra altamente conservado en las
proteinas sigma 54 funcionales)(68), v 2) al dominio de la caja RpoN. A éste dominio se le ha
atribuido la unién del factor sigma 54 con la region consenso —24 de los promotores dependientes

de sigma54 (69).

Actividad de sigma 5S4 en la cepa FliC’,

Dado que la cepa FliC’y, (/1i1C::aad-uidA) no puede ser complementada solamente con el gen f1iC,
pero recupera el nado al complementarse con un fragmento de 6 kb que incluye f1iC, rpoN3, y un
posible ORF. Se hipotetizo que el cassette de resistencia ejerce un efecto polar sobre la expresion

del gen rpoN3. Para probar esta hipotesis, se introdujo un plasmido que lleva el gen reportero
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uidA bajo control del promotor flagelar f7iOp, el cual es dependiente del factor sigma 54 (25). La
actividad de PB-glucuronidasa se compard entre la cepa silvestre y la mutante FliC%, ambas
conteniendo el plasmido con la construccidn fliOp-uidA-aad. Como control negativo se empled a

la mutante FliC, sin plasmido alguno. Las actividades obtenidas se muestran en la siguiente

figura:
-] T
o
50 8
000 < 2
a2 800
g o -
2 E
© 3
§ 40004 5::
o E 4
o 3007
< 200
2 20004
g -
1000 :100
b} ]
CEPA WSS8N  FliC,  FiCt
Plasmido f1i0,-uid4-aad + + -

Figura 21. Actividad de p-glucuronidasa expresada a partir del promotor del gen fliQ dependiente de sigma 34, El
control negativo es la cepa F1iC, (columna 3) sin plismido. EI control positivo es la cepa WS8N (cepa silvestre) con
el plasmido que contiene la fusién fliQ,-uidd-aad. La columna 2 es la cepa FIiC%, que lleva el plasmido con la
fusion. [El valor de la actividad de beta glucuronidasa es ¢l promedio de tres ensayos cuya desviacion estandar se
muestra en la figura).

Este resultado apoya la idea de que el cassette uid4-aad al estar insertado en la orientacion aad-
uid4 (mutante FliC’y), ejerce un efecto polar sobre el gen rpoN3 dado que la actividad del gen
reportero (regulada por el promotor fliOp dependiente de sigma 34), escasamente aumenta un
20%, lo cual no es estadisticamente significativo {p = 0.321) con respecto a la cepa sin plasmido.
Por otra parte, observamos que el promotor de f7iOp es reconocido por el producto de este gen
(rpoN3) puesto que la cepa silvestre que tiene al plasmido con el gen reportero dependiente de
fliOp, aumenta un 614% con respecto a la cepa mutante, lo cual es obviamente estadisticamente

significativo (p = 0.017).
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Por otra parte, se realizd un estudio de tipo Western Blot utilizando un anticuerpo obtenido a
partir de Sinorhizobium meliloti (Lab. del Dr. Enrique Morett) para ver la cantidad del factor
sigma 54 en la cepa WS8N silvestre y en la mutante FliCy, (Fig. 22).

Fig. 22 Western Blot utilizando un anticuerpo anti-sigma 54. El
carmil 1 es la cepa silvestre WS8N y el carril 2 es la mutante F1iC.

Este ensayo, mostré que ambas cepas cuentan con un polipéptido reconocido por el anticuerpo
antisigma 54 casi en la misma proporcion. A pesar de que este no es un ensayo cuantitativo, se
puede apreciar una ligera disminucion en la cantidad de sigma 54 en la mutante F1iC?, pero esta
disminucion no fue dramatica. Por lo tanto, este resultado sugiere que en las condiciones de
cultivo empleadas, al menos uno mas de los genes rpoN (rpoNIrpoN2 o rpoN4) debe ser

expresado.

De los dos estudios anteriores podemos concluir que el promotor flagelar dependiente de sigma
54 es reconocido en la cepa silvestre WS8N y la B-glucuronidasa es expresada (Fig. 21). Sin
embargo, en la mutante FliC%, la poca actividad del gene reportero sugiere que los otros factores
sigma 54 codificados por los genes rpoN1, rpoN2 y rpoN4, no reconocen eficientemente a este
promotor. Alternativamente no puede ser descartado que la mutacidn en la cepa FliCy, haya
afectado también alguna otra secuencia, tal y como el ORF3, y parte de los resultados de la

complementacién puedan ser explicados por la alteracion de mas de un solo gen.

Caracterizacién del promotor del gen fliC de R sphaeroides

Al analizar la region rio arriba de la secuencia codificadora del gen fIiC, se encontrdé una
secuencta similar al consenso de los promotores reconocidos por el factor sigma 28 (Fig. 12A,
nucledtidos remarcados en rosa). Se decidio evaluar si esta region era capaz por si misma de
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promover la expresion de un gen reportero en R. sphaeroides. Asimismo, como el factor sigma
28 se encuentra presente también en £. coli, decidimos explorar la actividad de este promotor

putativo también en E. coli.

Para ello se realizé la siguiente fusién transcripcional: un fragmento de 662 pb correspondiente a
la regién reguladora del gen fIiC y aproximadamente las primeras 540 pb del gen estructural,
fueron clonadas rio arriba del cassette vidd-aad. Esta construccion fue clonada en pRK415 en la
orientacién contraria al promotor del vector, de esta forma el cassette wid4 (el cual carece de
promotor) se expresa a partir del promotor del gen fliC. El plasmido fue transferido a la cepa
WS8N y los resultados obtenidos (Fig. 23) muestran que la cepa WS8N con el plasmido tiene
elevada actividad mientras que, en la misma cepa sin el plasmido (control negativo) no se detecta
actividad. Estos resultados son estadisticamente significativos (n = 2, p = 0.011) e implican que
el promotor es reconocido en R. sphaeroides.

ACTIVIDAD DE B-GLUCURONIDASA EN R. sphaeroides REGULADA POR fliCp

120000

- 100 %

100000 l__l_uaan__! 3

800001
60000
400001
200001

0

7 3
Fig. 23. Actividad de la B-giucuronidasa en la cepa WS8N de R. sphaeroides. Se observé que la actividad del gen
reportero regulada por fliCp en la cepa WS8N (2) es significativamente diferente a la cepa WS8N (1) que no

contiene la construccion que contiene al gen reportero. [n=2, p=0.011, desviacién estindar columna 2=2601.9,
desviacion estandar columna 1=1.925].

Posteriormente, el mismo plasmido con la construccion que lleva al gen reportero se introdujo en
la cepa RP437 de E. coli y se midi6 la actividad de beta glucuronidasa. Los resultados obtenidos
(Fig. 24) muestran que el promotor de fiC de R. sphaeroides es ligeramente reconocido en E.
coli. Aunado a este Gltimo resultado, se observo que la actividad de B-glucuronidasa (producida

por el mismo plasmido) en cepas mutantes derivadas de RP437 fue muy similar a la observada
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para la cepa silvestre (ver resultados posteriores), lo cual apoyo la idea de que en realidad es muy
bajo el nivel de reconocimiento del promotor de fliC en E. coli. Por lo tanto, es factible que este

promotor no sea adecuadamente reconocido por el factor sigma 28 en esta bacteria.

tomm Figura 24. Actividad de beta glucuronidasa

uanesd

regulada por el promotor del gen fliC de R.

B

sphaerocides en FE. coli. La cepa sin el

g

plasmido que contiene al gen reportero

(RP437) se muestra a la derecha y la misma

. T3]
o cepa con el plasmido que contiene al gen

reportero s muestra a la izquierda.

Actividad de bata gluceronidasa

: . . .
. 153 ] [Experimento representativo)

H B B B B

RPA37/pRK- ﬂ!’%-u’d&-aod RPa37

Estudios adicionales a este trabajo realizados en el laboratorio en los que fue aislada una cepa de
R. sphaeroides que lleva una lesion en el gen que codifica para el factor o® (i4.: TophoA)
(Rivera-Osorio, A; Osorio A; Poggio, S; Camarena L. Resultados sin publicar) demostraron que
la actividad de beta glucuronidasa producida por el plasmido que lleva la fusion fliC::uidA-aad es
totalmente dependiente de la presencia del gen flid funcional. Asimismo, este resultado apoya la
idea de que el gen fIiC en R. sphaeroides es expresado a partir del promotor sigma 28 localizado
rio arriba del gen fliC. Por lo tanto, el factor sigma 28 de £. coli debe reconocer de forma muy
ineficiente a este promotor. Por lo anterior, se decidid comparar las regiones promotoras

dependientes de sigma 28 en estas dos bacterias.

GGGCGC TAAAAGTT TATCCGGCCG GCCGTTGA AGGGGACAGAGCGCC Nis ATG

AAATTC TAAAGGTT GTITTACGACA GACGATAA CAGGGTTGACGGCGA N ATG

Fig. 25. Comparacion de las regiones promotoras del gen fiC de R. sphaeroides {arTiba)
v E. coli (abajo). La secuencia consenso de reconocimiento de! factor sigma 28 se
encuentra subrayado. Los cambios de nucledtidos entre estas secuencias se muestran en
rosa.
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Tal como se muestra en el esquema anterior, existen algunas diferencias o cambios de
nucledtidos en estas regiones consenso (principalmente en las regiones —35 y —~10) que podrian
estar influyendo significativamente en el reconocimiento del promotor de fliC dependiente de

sigma 28 en E. coli (70).

Actividad del promotor de fliC dependiente del factor sigma 28 en mutantes flagelares de E.

coli

Al cuantificar la actividad del gen reportero expresado a partir de fliCp (de R sphaeroides), en
mutantes del control de la longitud del gancho (fiK") y del switch flagetar (fliM') (de E. coli) se
obtuvo la Fig. 26.

o Fig. 26. Actividad de beta-glucuronidasa en mutantes de E.

_— g coli. La primera y la tiltima columna representan a las mutantes
_tgn 20 en switch fliA£ (1) y en el control de la longitud del gancho ik
£ =m (4) sin el plasmido que tene la construccidén fHiCp-uidd-aad.
“% 100 4 ‘ Las columnas 2 y 3 representan a la mutante flid y /K con €l
E plasmido que contiene al gen reportero regulado por el
% T 4
E 3651 T promotor de fIiC.
Zg 1o 1 504D [Valores representativos (n=1) de un ensayo de beta-
«m = glucuronidasa en cepas de E. coli].
-
1 2 3 .
CEPA FiM’ FliK Flinf Fhik’
pRKSNCp-
uidd-aad - + -

Tal como se ve en la Fig. 26, el reconocimiento del promotor de fliC de R. sphaeroides por el
factor sigma 28 de E. coli es ineficiente, es decir, no hay diferencias significativas entre las cepas
mutantes solas o con el plasmido pRK-fliCp-uidA-aad Estas actividades aunadas a la Fig. 25,
nos dan fundamentos para decir que el promotor del gen fliC de R sphaeroides es

ineficientemente reconocido por el factor sigma 28 de E. coli.
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Actividad del promotor fliCp dependiente del factor sigma 28 en cepas mutantes de R

sphaeroides

En enterobacterias la expresion de los genes flagelares se encuentra regulada en forma jerarquica,
en donde el factor sigma 28 (FliA) se requiere para la expresion de ios genes de la clase III. Este
factor sigma 28 es regulado por FlgM, el cual es un factor antisigma que secuestra a FHA hasta
que la estructura del cuerpo basal y gancho (HBB por sus siglas en inglés) se encuentra

ensamblada; una vez que esto ocurre FIgM se exporta hacia el exterior de la célula (71, 26).

Dado que el gen fliC de R sphaeroides también es expresado utilizando el factor sigma 28,
decidimos analizar la actividad del promotor fliCp en cepas de R. sphaeroides que llevan
mutaciones en las estructuras del gancho y del cuerpo basal. Para ello, el mismo plasmido
empleado anteriormente conteniendo al gen reportero (uid4) dependiente del promotor del gen
SIiC fue introducido en }a cepa mutante TE1, la cual tiene interrumpido el gen fIgk™* por TnphoA,
por lo tanto no ensambla gancho (44), y la mutante SP5, la cual lleva el alelo fTIMAI*, y muestra
fenotipo Fla” (25). Debido a que estos genes en enterobacterias se encuentran dentro de la clase I
de la cascada jerarquica, fue sorprendente el hecho de encontrar que la actividad de f-
glucuronidasa fuese mayor en las mutantes TE/pRK-fliCp-uidd-aad y SP5/pRK-fliCp-uidd-aad,
que en la cepa silvestre WS8N/pRK-fliCp-uidA-aad (Fig. 27).

*Apéndice A
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ACTIVIDAD DE B-GLUCURONIDASA DEPENDIENTE DEL PROMOTOR DEL GEN fiiC EN LAS CEPAS

MUTANTES DE R. sphaeroides
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Fig. 27 Actividad de B-glucuronidasa dependiente del promotor de f1iC

en la cepa WS8N, SP5 (flidf), TE1 (fIigE") y FliC',. [El valor graficado es el
promedio de dos ensayos de beta-glucuronidasa, las desviaciones estandar para
cada cepa son las siguientes: SP5=2561.97, TE=12023.6, WS8N=2601.9 y
FliC=172.6].

Tal como se ve en la Fig. 27, la mutante SP5/pRK-fliCp-uidd-aad tiene una actividad 350%

mayor con respecto 2 WS8N/pRK-/iCp-uid4-aad, 1o cual es estadisticamente significativo (p =
0.000). La diferencia entre la mutante TE/pRK-fliCp-uidA-aad y la cepa control WS8N/pRK-

fliCp-uidd-aad no es estadisticamente significativa (p = 0.084), mientras que la diferencia entre

la mutante FliCW/pRK-fliCp-uidA-aad y la misma cepa control WS8N tiene una significancia

estadistica de p = 0.013. Por lo anterior, dado que al parecer la mutacion en genes de la clase IT

(mutantes SP5 y TEI1), es decir de estructuras previas al filamento flagelar no regulan

transcripcionalmente la expresion del gen de la flagelina (fiC), decidimos comprobar la

expresion de este gen al nivel de mRNA por medio de un Northern Blot (Fig. 28).
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Fig. 28.  A) Fotografia de un gel de agarosa con RNA total que muestra la expresion de las subunidades
ribosomales en las diferentes cepas empleadas en B, B) Northern Blot del mRNA de fliC en la cepa WSSN
v en las mutantes NG1 [/iM::uid4-aad) y TE1 [flgE:TniphoA] (25).

Tal como se ve en la Fig. 28, la cantidad de mRNA de flagelina en la cepa silvestre es mayor que
en las mutantes, lo cual nos sugiere que en realidad si existe un control de la expresion del gen
f1iC que mantiene el orden de la expresion de cada una de las proteinas que se encargaran de
autoensamblarse para formar la estructura flagelar. Tomando en cuenta los resultados anteriores
(Fig. 27), podria proponerse la existencia de un control post-transcripcional que regula la vida

media del mRNA de flagelina, tal como se ha reportado en C. crescentus (72).

Sin embargo, debido a que los resultados de la Fig. 27 podrian ser causados por un mayor
nimero de copias debidas al plasmido empleado, se decidi6 integrar al cromosoma de R.
sphaeroides la construccion del gen reportero regulado por el promotor de fliC. Para ello, el alelo
SliC::uidd-aad clonado en el plasmido suicida pJQ200, fue introducido en las cepas TEl
(g TophoA) y SP5 (fliMAl). Las cepas en las que ocurrié un evento de doble recombinacion

fueron seleccionadas y la actividad de B-glucuronidasa fue determinada para cada una de estas

dobles mutantes (Fig. 29).

58



pUCLIEN|

1 2 3

CEPA W38N SP5 TE1
NiC-uid4-aad + + +

Fig. 29 Actividad de beta glucuronidasa en R. sphaeroides.

En este caso, la actividad es regulada por el promotor cromosomal de
SiC [Las desviaciones estandar son las siguientes: WS8N=1785.41,
SP5=317.47 y TE1=81.86].

De acuerdo a los resultados observados (Fig. 29), podemos decir que las tres columnas son
estadisticamente diferentes (n = 3, p = 0.001). Y que la actividad del gen reportero regulada por
el promotor cromosomal del gen fliC genera los mismos resultados que los observados con el

Northern Blot de la Fig. 28.
Los resultados anteriores nos sugieren que existe algun mecanismo de regulacion transcripcional

que controla la expresion de la flagelina de acuerdo al ensamblaje de estructuras previas al

filamento, tal como se ha observado en E. coli, S. typhimurium y B. subtilis.
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DISCUSION

En R. sphaeroides, €l filamento es la estructura mas larga del flagelo y se constituye por
mondmeros del producto del gene de la flagelina, fliC. En este trabajo identificamos y
secuenciamos el gen fIiC de R. sphaeroides, encontramos una similitud cercana al 50% con las
flagelinas de Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Caulobacter
crescentus y Pseudomonas fluorescens, entre otras. La flagelina de R. sphaeroides esta
compuesta de 493 aa codificados en 1479 pb; la prediccion de estructura secundaria (Fig. 30)
muestra un arreglo tridimensional similar al esperado por la comparacion con flagelinas de otras
especies, es decir, las regiones amino y carboxilo terminales muestran una gran tendencia para
ensamblarse en alfa hélices, mientras que la region central de la proteina muestra una mayor
tendencia a formar cadenas B-planares y pequefias regiones que le ayudan en la conexién y giro

de las cadenas, permitiendo el ensamblaje terciario de la proteina (3).

1 493

R LT T

Fig. 30. Esquema de la prediccién de estructura secundaria de la flagelina de
R. sphaeroides WS8N. Las cajas amarillas representan o-hélices, las cajas
verdes representan cadenas beta y las cajas moradas representan vueltas.
(Este esquema se realizd con el consenso de Ia prediccién de estructura
secundaria de proteinas de los programas SOPM, SSP, Predator, DNAMAN).
http://www.expasv.ch

Por otra parte, recientemente se cristalizo la flagelina de S. fyphimurium, por lo cual, decidimos
crear un modelo tedrico de la estructura tridimensional de la flagelina de R. sphaeroides a partir

de los datos obtenidos de la difraccion del cristal de Salmonella (Fig. 30).
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Fig. 31. Comparacion de la estructura de la flagelina de R. sphaeroides (A) v 8. typhimurium (B).
{Fig. 31B tomada de 21].

En la Fig. 31A, se muestra el modelo tedrico de la estructura de la flagelina de Rhodobacter
sphaeroides, el cual se realizé en base al cristal de la flagelina de Salmonella typhimurium (Fig.
31B) por medio del programa Spdv-swissmod (73, 74, 75). El andlisis de la estructura muestra
rotameros y loops poco frecuentes en otras estructuras. También predice, en base a la
distribucion de los aminoacidos internos y externos en la estructura, que la flagelina es parte de
una estructura multimérica. Tal como se muestra en esta figura, la estructura es muy similar
entre las dos flagelinas. Ambas parecen tener los dominios necesarios para su ensamblaje dentro
del filamento, esto es: hélices que conforman al D1, las cadenas beta en lo que es el D3, y un
arreglo tridimensional en el D2 igualmente muy similar. Adicionalmente, observamos loops
entre los aminoacidos N135, K177 y N100 en ambas estructuras, siendo que se ha predicho que
estos loops son responsables de la interaccion entre el D2 y el D1 de dos flagelinas ensambladas
dentro de una fibrilla (ver introduccion). Por lo anterior, podemos suponer que el arregto

tridimensional y ensamblado de estos mondmeros debe ser casi idéntico.

Por otra parte, el grupo de R. E. Sockett recientemente publico la secuencia de la flagelina (/1iC)
de Rhodobacter sphaeroides cepa WS8N (63). Al hacer la alineacion entre su secuencia f7iC y la
secuencia obtenida en este trabajo, encontramos solo dos cambios en la secuencia de
aminodcidos; Sin embargo, en ambos casos estos cambios no alteran el grupo funcionat del

aminoacido. Esto es: la valina por una isoleucina en Ia posicion 353 no altera el hecho de que
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ésta posicidn es ocupada por un aminoacido polar neutro, mientras que la treonina que cambia
por serina en la posicion 397 conserva un aminoacido alifatico no polar en esta posicién. Por lo
anterior, podemos suponer que las caracteristicas de la flagelina codificada por ambas secuencias

no se alteran por éstos cambios.

Adicionalmente, se ha liberado recientemente la secuencia del genoma de Rhodobacter
sphaeroides 2.4.1. Esta secuencia se encuentra organizada en contigs (fragmentos de DNA de
longitud variable) disponibles en la siguiente pagina electronica:

http://www-mmg. med uth.tmc.edu/sphaeroides

Dada la cercania filogenética de esta cepa (2.4.1.) con la cepa WS8N, se decidié alinear la
secuencia de f7iC de la cepa WS8N con aquella obtenida a partir del genoma de la cepa 2.4.1. Se
encontro al gene f7iC de la cepa 2.4.1. en el contig 102 y se observo que conserva una identidad
del 99.39 % con el gene f7iC de la cepa WS8N de Rhodobacter sphaeroides.

En cuanto a la funcionalidad del gen fliC, ésta se verifico al confirmarse que mutantes por
interrupcion del gen con el cassette omega, eran incapaces de nadar en medio liquido y tampoco
fueron capaces de realizar el anillo de expansion que forman las cepas silvestres en cajas de
swarm. Al introducir en las cepas mutantes un plasmido que solamente contiene el gen fliC
intacto y sin modificaciones, se observdé que solo la mutante FiC, (fliC::uidA-aad) se
complementé y el nado fue recuperado. Sin embargo, la cepa mutante FIiCy, (fTiC::aad-uidA), no
se complementd. Este resultado podria ser explicado en términos de que ¢l cassette omega tenga
diferencias en la polaridad ejercida causadas por la orientacion del mismo, es decir, que estando
en la orientacién contraria al sentido de la transcripcion del gen f1iC, ejerza una mayor inhibicién
sobre la expresion de los genes que se encuentran rio abajo de fliC. Este efecto ha sido
documentado en el caso de Azotobacter vinelandi en donde observan un cambio en la polaridad
del cassette omega de acuerdo a la orientacion en la cual se inserta este cassette. Al igual que lo
observado en esta tesis, la insercion del cassette omega solo provoca un efecto polar cuando el
cassette se inserta en sentido opuesto a la transcripcion del gen interrumpido (76). En base a esta
explicacion, secuenciamos la region rio abajo del gen fIiC e identificamos el gen rpoN, el cual

codifica para el factor sigma 54.
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La secuencia nucleotidica de este factor sigma 54, muestra las dos regiones conservadas que son
indispensables para su funcicnalidad, las cuales son la caja RpoN para su interaccion con el DNA
(especificamente con la region -24 de los promotores dependientes de este factor sigma) y una
region de unidn a la polimerasa. La funcionalidad de este gen fue apoyada por los estudios de
expresion del promotor f7iOp en la cepa FliC' (Fig. 27). Este resultado, junto con el resultado
del Western Blot, utilizando anticuerpos anti-sigma 54 nos sugieren que los otros factores sigma

54 que se encuentran en R. sphaeroides, no reconocen a este promotor flagelar.

Lo anterior, nos lleva a hipotetizar que en la mutante FliC, el nivel de expresion del gen rpoN
podria ser insuficiente para la adecuada expresion de los genes flagelares de la clase II (los cuales
son dependientes de este factor). Esta idea fue apoyada por dos lineas de evidencia. Primero, la
exitosa complementacion de la cepa FIiC’y con un plasmido que lleva clonado tanto a fiC como a
rpoN3. Segundo, se observd que el promotor fliOp (clase 1I) fue incapaz de promover la
expresion de un gen reportero en la cepa FliC,. En este sentido, seria importante obtener

evidencia fisica que nos permita comprobar si los genes f7iC y rpoN3 conforman un operén.

En base a la secuencia genomica de R. sphaeroides 2.4.1., tenemos que el gen f7iC esta ubicado

en una region de genes flagelares con el siguiente orden:

ﬂgKL\ ﬂaK\ ;Z:’D ﬂiC\ rpo.?{ f}zB

Este orden varia en comparacion con la region de genes flagelares que contiene al gen fliC en E.

coliy Saimonella, el cual es:

fikCD fHABC  fiDST
— e —
a7

Sin embargo, no podemos pensar que el orden afecte de una manera importante la regulacion
transcripcional de estos genes dado que la regulacion de los mismos es dependiente de los
promotores que los controlan. Sin embargo, en R. sphaeroides, una caracteristica fisica

importante es la presencia de rpoN rio abajo del gen fIiC, puesto que pareciera que ambos genes
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podrian estar formando parte de un superoperén. Ya que suponemos que el gen fli4 (sigma 28)
es expresado a partir de un promotor sigma 54, esto implicaria que existe una autoregulacion por
parte de sigma 28, es decir, sigma 28 expresa a fliC y aumenta la expresion de rpoN asegurando
asi su propia expresiéon. Sin embargo, hasta el momento no tenemos ninguna evidencia fisica de

que esto suceda in vivo.

Ademas, es importante destacar que las observaciones que se realicen en la cepa 2.4.1 de R
sphaeroides no implican necesariamente que sean validas para la cepa WS8N, ya que existen
estudios sobre la complejidad gendmica de varias cepas de R. sphaeroides que muestran que
existe cierta heterogeneidad entre las diferentes cepas de este microorganismo, por ejemplo, se
pueden encontrar uno o mas operones transcritos en direcion opuesta en relacion al mismo
operon(es) pero en otras cepas, ademas de diferentes patrones de digestion enzimatica, etc. (78).
Por lo que ¢l estudio de los genes y regiones genéticas que codifican a las proteinas flagelares de
la cepa WSSN pudieran mostrar diferencias en otras regiones de genes flagelares de la cepa 2.4.1,

por lo que su estudio es importante.

Al analizar otras regiones de la base de datos del genoma de Rhodobacter sphaeroides, se
encontro que el contig 75 contiene un gen homoélogo (40 %) a fIiL (la flagelina de 27 kDa) de C.
crescentus. La alineacion de la traduccion de estos dos genes mostrd un 46% de residuos
similares. Ademas, fue interesante el encontrar que la alineacion de las proteinas FliC y FliL de
R. sphaeroides, muestra una similitud del 38% en la secuencia de aminoacidos, en la cual las
regiones con mayor rango de alineacion se encuentran tanto en la region amino y carboxilo
terminales. Dado que en FliC estas regiones conforman el D1 que es necesario para el
ensamblaje de las fibrillas del filamento, podriamos especular que esta proteina FIjL podria ser
ensamblada junto con FIiC en el filamento. Alternativamente, este gen podria ser utilizado para
la formacion de alguna otra estructura involucrada o no en motilidad.

Sin embargo, se requieren estudios encaminados a averiguar el nivel de transcripcién y tipo de
regulacion ejercida sobre éste gen para dilucidar si la proteina codificada por el mismo esta
involucrada de alguna manera con el ensamblaje del filamento de Rhodobacter sphaeroides o
bien con alguna otra estructura. Una alternativa, es crear mutantes FljL° (WS8N fljL.:aad) y
estudiar si forman o no filamento, o si este posee las mismas caracteristicas que el de la cepa

silvestre.
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En el articulo de Sockett (63), se menciona que la flagelina de Rhodebacter no es exportada hacia
el exterior de la célula en E. coli, y sugieren que esto pudiese ser debido a un defectuoso
reconocimiento de la proteina -por parte del aparato de exportacion flagelar en £. coli. Con el
actual conocimiento de la estructura de la flagelina y su traslado a través del canal central del
filamento, (aunado a la alineacién de las flagelinas de ambas especies), podemos sugerir que en
alguna region del D3 de flagelina se encuentra el motivo que es reconocido para su transporte en
E. coli dado que este es el primer dominio de la estructura de la flagelina que ingresa al canal
interno del filamento para su transporte hacia la parte distal del mismo filamento, pero es

necesario realizar experimentos para comprobar o rechazar esta hipétesis.

Por otra parte, en el trabajo experimental, se encontrd que el promotor del gen f1iC es reconocido
por el factor sigma 28. Las diferencias funcionales encontradas en la expresion del gen reportero
uidA transcrito a partir de este promotor entre R. sphaeroides y E. coli, pueden ser debidas a un
mal reconocimiento del promotor por el factor sigma 28 existente en E. coli (70). -Esto sugiere
que las diferencias observadas en las regiones consenso del promotor de fliC en R sphaeroides
con respecto a las regiones consenso de E. coli, son trascendentales para su reconocimiento por el
factor sigma 28 de E. coli. Por lo anterior, seria interesante realizar mutaciones puntuales en los
nucleotidos en rosa del siguiente esquema para investigar cual o cuales son los nucleotidos

trascendentales para permitir el reconocimiento del promotor de R. sphaeroides en E. coli.

R. sphaeroides  GGGCGC TAAAAGTYT TATCCGGCCG GCCGTTGA AGGGGACAGAGCGCC N ATG

E. coli AAATTC TAAAGGTT GTTTTACGACA GACGATAA CAGGGTTGACGGCGA N¢: ATG

Por otro lado, al evaluar si la expresion del gen fliC es regulada por la presencia de una
estructura gancho-cuerpo basal funcional por medio del plasmido que lieva el gen reportero bajo
control del promotor del gen f7iC, en la cepa silvestre WS8N, asi como en cepas con defectos en
el switch (FliM) y en el gancho (FIgE’) flagelar, observamos que las mutantes no reprimen la
expresion de este gen y en cambio notamos que la actividad de la mutante fliMA] cuadriplica la
actividad de la cepa silvestre (Fig. 27). Sin embargo, al observar el transcrito de flagelina por
medio de un estudio de hibridacion tipo Northern Blot (Fig. 28), lo que vimos fue que la

cantidad de transcrito de flagelina es mucho menor en las cepas mutantes, sobre todo en la
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mutante flgk::Tn5phoA. Estos resultados nos sugieren la existencia de algun mecanismo de
regulacion post-traduccional que controle la vida media del mensajero de f/iC. Sin embargo, no
podia ser descartado un artefacto debido al efecto multicopia o a la estabilidad de la enzima B-
glucuronidasa (GUS). Al evaluar la expresion de la construccion fIiC: uidA-aad al reemplazar el
gen fliC silvestre del cromosoma de las cepas WS8N (silvestre), SP5 (fliMAl) y TEI
(flgE::TnSphod) (Fig. 29), obtuvimos resultados que muestran una actividad de beta-
glucuronidasa que refleja los niveles de transcrito de flagelina observados en el Northern blot.
Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo que controla negativamente la expresion
de flagelina en ausencia de una estructura gancho-cuerpo basal funcional. Por otro lado, estos
resultados también sugieren que esta regulacion es enmascarada cuando la construccion

IC::uidA-aad se encuentra en plasmido, probablemente debido a un efecto multicopia.
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CONCLUSIONES

El gen f7iC codifica para una proteina funcional de 493 aminoacidos (FIiC).

La expresion det gen f7iC es dependiente de un promotor reconocido por el factor sigma 28

El nivel de mRNA de flagelina se encuentra regulado a nivel transcripcional o post-
transcripcional, mediante un mecanismo que detecta la existencia de las estructuras flagelares
previas a la formacion del filamento.

La mutacion fliC::uidd-aad ejerce un efecto polar sobre la expresion del gen rpoN3. Por lo
tanto, f7/C y rpoN3 podrian conformar un operon.

RpoN3 (sigma 54) es un factor transcripcional funcional del cual depende la expresion de
varios genes de la clase 1l dentro de la cascada jerarquica de R. sphaeroides.

La estructura terciaria de la proteina FIiC sugiere un ensamblado del filamento muy similar al

descrito en S. typhimurium.

PERSPECTIVAS

Cuantificar la posible regulacion post-traduccional del mRNA de fIiC mediante a) fusiones
traduccionales y/o b) uso de rifampicina para cuantificar el mRNA de fliC en distintas
condiciones y tiempos.

Determinar el posible papel que desempefie FIjL en el ensamblado del filamento por medio
de mutaciones en el gen fIjL.

Realizar posibles inferencias en la interacciéon de proteinas axiales con FljL por medio de
programas de docking (en caso de que ésta proteina resulte ser funcional),

Por medio de mutaciones puntuales del promotor del gen f7iC dependiente de ¢*° de R
sphaeroides, determinar los nucledtidos con mayor relevancia para su reconocimiento
eficiente en E. coli.

Determinar si FliC y RpoN3 conforman un operon mediante un estudio de Northern Blot o

mapeo por S1.
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Apéndice A. Genes flagelares, de motilidad y quimiotaxis, y sus funciones conocidas.

PRODUCTO GENICO

Proteinas reguladoras
FIhC, FIhD

Flia

FlgM

Fhi§, FIiT, FLD ¢?
Flja

Proteinas involucradas en el proceso de Ensamblaje

FlhA, FliH, FIiL, F1iO, FIiP, FliQ, FIiR
FlgA
FlgD
Flgk
FlgB

FIhB, FIhE
FliL

Componentes Estructurales del Flagelo
FIiF, FliM, FliN

MotA, MotB
FIiF
FIiE

FigB, FlgC, FigF
FlgG

Flgl

Flgl

FlgE

Flgl

Flgk, FlgL

FiiC, FiB

FiiD

FliJ

Proteinas Flagelares de Funcién Desconocida
Figd, FIhB, FIhE, FLiJ, FiW

Componentes de la Transduccién de la seial
CheA

CheZ

CheW
CheY

CheR
CheB
Quimioreceptores o Transductores

FUNCION-LOCALIZACION

Reguladores maestros del regulon flagelar actuando en
operones clase 2. Factores de iniciacién de la transcripeion.
Factor de Iniciacién (s) para clases 3° y 3b.

Factor ant-FliA. Activo sélo cuando la estructura formada
no ha completado el gancho.

Represores de la clase 3ay 3b

Represores del operon {liC

Componentes propuestos del aparato de exportacion.
Ensamblaje del anillo P. (mutantes tienen flagelo)
Iniciacién del ensamblaje del gancho.

Control de la longitud del gancho.

Metilacién de los residuos de lisina en la flagelina; la
funcion e esta modificacidn se desconoce.

Son co-transcritas con FlhA, un componente del aparato de
exportacion flagelar.

Se ha observado que solo tiene un segmento
intramembranal.

Complejo del switch; invelucrados en rotacién, y
determinacién de la direccion de ésta.

Permiten la rotacién;, componentes del motor flagelar.
Anillo M-8

Compenente del cuerpo-basal, posiblemente unién eje,
anillo M-3

Parte proximal de} Eje.

Parte distal del Eje.

Anillo P

Anillo L

(Gancho

Necesario para €l ensamblaje en una elapa temprana
{mutanies tienen flagelo)

Unién Filamento-Gancho.

Flagelina normal vy flagelina altemativa en S. Typhimurium
Proteina de corenamiento

Homologo a FliH de B. Subrilis

Cinasa de CheY y CheB

Fosfatasa de CheY, antagonista de CheY en Ja regulacion
del switch.

Regulador positive de la actividad de CheA

Regulador del switch, promueve rotacién en direccion a
favor de las manecillas del reloj, y nado al azar.
Metilacién de los transductores. Adaptacién a la sefial
Desmetilacion de los transductores. Adaptacion a la sefial.

Tar (aspartato), Tap (péptidos en E. coli); Trg (ribosa), Trg (serina), receptores de aziicares en el sistema de fosfotransferencia,

2
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