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RESUMEN

En este trabajo se compararon dos estrategias para obtener mutantes en genes
flagelates de Rhodobacter sphaeroides. 1a mutagénesis al azar y la mutagénesis dirigida por genética
reversa y se evaluaron las ventajas y desventajas del empleo de ambas para caracterizar el
regulon flagelar en esta bacteria.

El estudio de las mutaciones al azar se realizo a partir de la cepa NGI (fliM::unidA-
aadA/pRK415-fiMN") que presenta el fenotipo Mot’, GUS" la cual se muté empleando el
transposon TnphoA que se inserta al azar en el cromosoma de R. sphaervides. De las mutantes se
seleccionaron 8 cepas que presentaron el fenotipo Fla, GUS", Tc*, Kan®, Mot, ninguna de
éstas nadaba en agar semis6lido (swarm). De cada una se purificé el pRK415 fEZMN" para
descartar la posibilidad de que se hubiera integrado en el cromosoma, el tamafio del plasmido
fue comprobado digiriéndolo con la enzima Sad. Para identificar los sitios de insercion del
transposén, se realizé una hibridacién tipo Southern Blot del DNA cromosomal de las
mutantes, digerido con la enzima BamHI empleando como sonda el fragmento Sz4-Dral de 1.4
kb, proveniente del TnphoA marcado con biotina 14-dCTP. El tamafio del DNA adyacente al
sitio de insercién se calculé a partir de los datos de migracion relativa de cada una de las
bandas del marcador de peso molecular, extrapolando los valores de migracion relativa de
cada una de las bandas de hibridacion. Se seleccionaron dos mutantes : la #15 de 6,025 pb y la
#18 de 6,309 pb las cuales se purificaron y clonaron en el vector pTZ19R. Las clonas
obtenidas se secuenciaron utilizando para la #15 el “primer universal” y para la #18 un
primer disefiado a partir de la secuencia del TnphoA. Ambas secuencias se analizaron con el
programa BLAST-P del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI).

La secuencia de la mutante 15 corresponde a una proteina de 505 aminoacidos que
posiblemente posee actividad de cinasa, hasta el momento no se cuenta con elementos
suficientes que permitan correlacionar la funcién de esta proteina con el fenotipo observado.

La secuencia de la mutante 18 corresponde a la proteina del gancho del flagelo (FIgE),
la cual ya habia sido descrita previamente por Ballado ef a/, ( 2001) dado que el gancho forma
parte de la estructura del flagelo, es de esperarse que el fenotipo de esta mutante sea Fla' y por
consiguiente sea incapaz de nadar.

Para la mutagénesis dirigida por genética reversa se eligié el gen fhB, del cual ya se

conocia la secuencia que nos permitiria insertar el cassette #idA-aadA en la region codificadora



de dicho gen. El cassette #idA-aadA ejerce un efecto polar tio abajo del sitio de insercion. Para
obtener la mutante se procedi6 a clonar el gen 4B completo a partir del cosmido c140 en el
plasmido pTZ19R. La clona obtenida se sometié a una digestion con la enzima Sl que se
sabe tiene un sitio de corte en la regién codificadora de f#B y asi el producto lineal se lig6 al
cassette wdA-aadA . Mediante un analisis de los fragmentos obtenidos por restriccion del
DNA, se selecciono una clona en la que el inserto quedoé en el sentido de transcripcion del gen,
posteriormente el alelo fhB::uidA-aadA se purific y clond en el vector suicida p] Q200 (que es
incapaz de replicarse en R. gphaervides ), con el cual se llevo a cabo el reemplazamiento del alelo
nativo mediante la doble recombinacién con el cromosoma. La seleccion de transconjugantes
se realiz6 seleccionando el fenotipo Nal®, Sac”, Spc®, Gm®. Se comprobé que ninguna de ellas
fuera capaz de nadar y se seleccion6 una a la que llamamos NA-I. Para la complementacion de
la mutacién se emplearon dos pliasmidos que llevaban un fragmento S5z de fB*. En pRS207
el gen f/hB se encuentra en el sentido del promotor del plasmido, mientras que en pRS208 esta
en orientacién contraria, por lo que su expresion depende de la presencia de un promotor
presente en este fragmento. En ambos casos la mutante recuperd su capacidad de nado, lo que

indic6 que el tinico gen afectado fue 4B, el cual parece llevar su propio promotor.



INTRODUCCION

Llamamos movimiento al cambio en la posicion u orientacion de la célula
con respecto a su ambiente, actividad que podemos encontrar ampliamente
distribuida entre todos los seres vivos incluyendo a las bacterias.

Para que el movimiento bacteriano sea posible, es necesario que se
cumplan tres requisitos: la posibilidad de que la célula detecte un estimulo del
medio ambiente, que sea capaz de responder a éste y que posea una estructura
que efectie esta respuesta. L.a mayoria de las bacterias se mueven gracias a una
especie de apéndice conocido como flagelo.

Existen muchos ejemplos de especies bacterianas que se desplazan a través
del medio ambiente que las rodea en respuesta a una variedad de estimulos, en la
que se ve involucrado un complejo sistema de receptores acoplados a un sistema
de transduccion de sefiales que le permiten a la célula detectar y responder al
estimulo.

Durante afios se han estudiado los flagelos de varias especies de bacterias
de importancia médica y se ha discutido sobre su implicacion en la virulencia de
esas especies, la vision de los cientificos sobre la funcion del flagelo se ha visto
enriquecida con el estudio de especies no patogenas, como simbiontes o bacterias
de vida libre, ampliando el conocimiento sobre la variedad de agentes quimicos
metabolizables por las células, diferentes estrategias de vida y sobre la evolucion
de las especies.

Rhodobacter sphaeroides es un modelo con caracteristicas muy particulares
para el estudio de los genes involucrados en la estructura y funcionamiento del
flagelo, como las de poseer un unico flagelo cuya ubicacion subpolar y estructura
son un rasgo distintivo de la especie, su conducta de nado, la presencia de varas
copias de algunos genes necesarios para sensar, regular y adaptar su respuesta, asi

como la ecologia de la especie.



QUIMIOTAXIS

Se conoce como quimiotaxis a la respuesta que presentan algunas células y
organismos para alejarse o acercarse, especificamente, a determinados estimulos
quimicos. La quimiotaxis permite a las bacterias encontrar el ambiente que les
provea condiciones favorables para el crecimiento. Esta respuesta es claramente
una ventaja selectiva para las bacterias que son capaces de llevarla a cabo, ya que
los microorganismos pueden alejarse de condiciones desfavorables y/o ubicarse
en una region favorable para el crecmiento. Una bacteria que nade en el sentido
de la mas alta concentracion de atrayente a la mas baja, puede de pronto detener
su movimiento y reorientarse en una direccion al azar, si el nuevo sentido no es
favorable, puede reorientarse tanto como sea necesario hasta encontrar el mejor

ambiente. (Fig. 1) (Adler, 1966).

REORIENT,
ENTACION NADO

Figura 1. La Quimiotaxis permite a las bacterias encontrar el ambiente mas favorable para
el crecimiento. Con la presencia de atrayentes la célula aumenta el tiempo que pasa en
nado y disminuye el nimero de reorientaciones, favoreciendo el avance hacia el atrayente
(Modificado de Armitage, 1992).



Es evidente que el sistema quimiosensorial tiene un origen ancestral y esta
presente en todos los géneros de eubacterias estudiados y también arqueas (Alex
y Simon, 1994); por ello, se puede esperar que un sistema con tan larga historia
evolutiva, se haya ido adaptando en los diferentes subgrupos bacterianos, de la
misma manera en que éstas se han adaptado a los diferentes nichos ambientales.

Comunmente las células se desplazan mediante un apéndice movil
denominado flagelo, éste es un filamento helicoidal semirigido con capacidad de
rotar. Durante la respuesta quimiotactica, una red de proteinas citoplasmaticas
controlan la rotacion del flagelo, y por ende, el movimiento de la célula (Stock y
Surette, 1996).

Escherichia coli fue de las primeras especies en las que se empez06 a estudiar
la quimiotaxis debido a los conocimientos que ya se tenian sobre la bioquimica y
la genética de esta especie, los cuales fueron de gran ayuda para ir generando
explicaciones sobre esta respuesta. Las cepas de E. w/ son moviles debido a la
presencia de varios flagelos distribuidos alrededor de la célula. El control de la
rotacion de los mismos es un requisito indispensable en la respuesta
quimiotactica. En esta bacteria, se observa quimiotaxis hacia compuestos como:
oxigeno, galactosa, glucosa, acido aspartico, treonina, serina, dipéptidos, etc.;
mientras que la leucina y los iones de Ni*? y Co* actiian como repelentes (Blair,
1995).

En general, E. co/i percibe los diversos estimulos quimiotacticos a través de
receptores localizados en la membrana plasmatica. La union del ligando al
receptor provoca un cambio conformacional en el receptor, que tiene por
consecuencia la regulacion de la actividad de una red de proteinas involucradas

en la traduccion de la sefial.



Los receptores quimiotacticos tienen dos dominios hidrofébicos que
atraviesan la membrana, una region periplasmica en donde unen al efector, y una
region citoplasmatica en donde interactian con el sistema de proteinas
involucradas en la transduccion de la sefial y en la adaptacion (Fig. 2) (Stock y
Surette, 1996).

Capa de
lipopolisacaridos
Capa de

g .. peptidoglicano

Dominio de union _
! Periplasmao

o ligando

Membrana

Dominio sefal Y /R))) /N

Figura 2. Estructura de los receptores quimiotacticos.

Se han identificado cuatro receptores quimiotacticos comunes para E. /i y
Salmonella enterica: Taz, Tsr, Trg y Aer. El receptor Tap es unico para E. why Tep
para S. enterica. 1.a abundancia de los receptores especificos varia, ya que Tsr y Tar
son muy abundantes en relaciéon al resto de los receptores (Bren y Eisenbach,
2000). El receptor Tar media la respuesta quimiotactica hacia aspartato y maltosa;
Tsr a serina; Trg a nibosa y galactosa; Tap a dipéptidos y Aer registra cambios en
el potencial redox, probablemente a través del grupo FAD que interactia con
una region especifica del receptor (Greer-Phillips e aZ, 2003).

Los receptores quimiotacticos son homodimeros estables, que
interaccionan con la proteina citoplasmatica CheA, a través de la proteina CheW.

Durante mucho ttempo se consideré que la estequiometria del complejo

consistia de un receptor dimérico, dos moléculas de CheW, y un dimero de



CheA. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que, en presencia de CheA y
CheW, los receptores forman agregados localizados en los polos de la bacteria,
los cuales pueden representar las formas funcionales de sefializacion del receptor.

En estos agregados, la unidad estaria representada por tres dimeros del
receptor, acoplados a un dimero de CheA (Stock y Surette, 1996; Li y
Hazelbauer, 2004 (Fig. 3).

Figura 3. Esquema simplificado de la localizacién y estequiometria del complejo de proteinas
durante la transduccion de sefales quimiotacticas en bacterias. Las flechas negras indican las
interacciones reguladas. El receptor es esquematizado por un agregado de éstos. El modelo no se
presenta a escala. Tomado de Bren y Eisenbach, 2000.

La presencia de ligando en el receptor controla la actividad de CheA, la
cual es una cinasa que fosforila a las proteinas CheY y CheB. La proteina CheY
en su forma fosforilada, CheY-P, es capaz de interactuar con el motor flagelar y
modificar la rotacion del flagelo. CheB-P determina el estado de metilacion del

receptor, lo cual da lugar a la respuesta de adaptacion (Bren y Eisenbach, 2000).



Figura 4. Diagrama esquematico del patrén de nado y la imagen en campo oscuro de una
bacteria nadando y bamboleandose. Los filamentos flagelares forman una trenza durante el
nado recto, pero la trenza se disgrega durante la rotacion en reversa de los motores, lo que
produce el bamboleo de las células. Tomado de Namba y Vondersviszt, 1997.

En E. co, la rotacion del flagelo es bidireccional, la rotacion en direccion
contraria a las manecillas del reloj (CCW) provoca que los flagelos se agrupen en
una trenza cuya rotacion impulsa el cuerpo de la bacteria en una trayectoria lineal,
cuando uno o mas flagelos rotan en direccion de las manecillas del reloy (CW), la
trenza se desagrega y el movimiento descoordinado de cada uno de los flagelos
provoca un movimiento de bamboleo del cuerpo celular, durante el cual no
ocurre desplazamiento. Posteriormente, se reforma la trenza flagelar, y la bacteria
retoma el nado en una nueva direccion elegida al azar (Fig.4). La proteina CheY
en su forma fosforilada, CheY-P, se une a los componentes citoplasmaticos del

flagelo y promueve la rotacion en el sentido CW (Macnab, 1996).
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atrayente

Figura 5. Elementos del circuito y I6gica de la sefializacién de la ruta quimiotactica en E. coli. En
verde se presentan los componentes y reacciones que aumentan la rotacion flagelar CW y en rojo
los elementos que incrementan la rotacion CCW. Las proteinas Che citoplasmicas se designan
como A, B, R, Y y W. En gris se presentan los estados inactivos de CheY y CheB antes de la
fosforilacion. Modificado de Parkinson, 2003.

En presencia de un atrayente, el receptor sufre un cambio conformacional
y provoca la inhibicion de la actividad de cinasa de la proteina CheA, la
consecuente disminucion en la concentracion intracelular de CheY-P, provoca
que la bacteria nade durante mas tiempo en direccion del atrayente (flagelos
rotando en direccion CCW). La proteina CheY-P es desfosforilada por CheZ, lo
que garantiza la corta duracion de los eventos de bamboleo (0.2s), cuya funcion
es lograr la reorientacion de la célula (Stock y Surette, 1996) (Fig. 5).

La direccion de nado cambia rapidamente en respuesta a la adicion o a la
eliminacion de un quimioefector, pero gradualmente regresa a su conducta
original aun en presencia de la sefial. Esta adaptacion involucra la metilacion
reversible de residuos de glutamato, presentes en el dominio citoplasmico de los
receptores quimiotacticos. El receptor metilado activa a la cinasa CheA, mientras
que la desmetilacion del receptor provoca su inhibicion. La presencia de un

atrayente unido al receptor inhibe la actividad de CheA, sin embargo, la postetior



metilacion del mismo mediada por CheR, reactiva la actividad de CheA (Stock y
Surette, 1996). La metilacion del receptor es la razon por la cual estas proteinas
son denominadas también como MCP, por sus siglas en inglés methyl-accepting

chemotaxis proteins.

EL FLAGELO

El flagelo es uno de los pocos motores biologicos con capacidad de rotar,
su sintesis y operacion es, en términos energéticos, muy costosa. La energia que
permite la rotacion del flagelo es la fuerza proton-motriz, y se calcula que la
rotacion del flagelo requiere aproximadamente de 1,200 protones por revolucion
(Macnab, 1996).

Entre las diferentes bacterias, los flagelos varian en nimero y ubicacion,
éstos pueden originarse de varios puntos distribuidos al azar alrededor del cuerpo
celular en un patréon conocido como peritrico; lofotrico, si los flagelos emergen
de un solo polo y anfitrico, st los flagelos emergen a partir de ambos polos. En el
caso de las bacterias monoflageladas éste puede ubicarse polar o subpolarmente.

También se han descrito otras formas de motilidad como el deslizamiento,
observado en Myxococcus xanthus, o el desplazamiento mediado por el pili Tipo IV
observado en Pseudomonas aeruginosa (Macnab y DeRoster, 1988; Macnab, 1996).
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ESTRUCTURA GENERAL DEL FLAGELO

El flagelo bacteriano esta compuesto por el filamento, el gancho, y el
cuerpo basal, éste Gltimo se encuentra embebido en la membrana plasmatica e
interacciona con un complejo citoplasmatico que contiene el interruptor y el

aparato de exportacion (Fig. 6).

AG A FhAB AHLOP.QR
interruptor aparato de exportacién
CheY-P FigM
F—— 45 ——|

Figura 6. Estructura general del flagelo. Modificada de Berg, 2003.
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En la pared de peptidoglicanos se ubica el anillo P, mientras que en la
membrana externa se ubica el anillo L, una parte del cuerpo basal conocida
como eje (rod) atraviesa estos anillos. En la parte distal del eje, se ensamblan
secuencialmente el gancho y el filamento, las cuales son las dos estructuras
extracelulares del flagelo.

Las proteinas MotA y MotB son proteinas de membrana que se
ensamblan alrededor del cuerpo basal, y conforman el canal que conduce los
protones al interior de la célula, se asume que estas proteinas, ayudan a la

transformacion de la energia electroquimica en energia mecanica (Macnab, 1996).

FILAMENTO

El filamento es una delgada estructura cilindrica, que posee forma
helicoidal, y por lo tanto cuando rota funciona como propela. El filamento
representa hasta un 95% de la masa total del flagelo y esta compuesto por
subunidades de una proteina denominada flagelina (FLiC).

El filamento es una hélice de mano izquierda cuya rotacion en contra de
las manecillas del reloj ejerce una fuerza sobre el medio que resulta en la
propulsion del cuerpo celular. Su longitud varia entre 5 y 10p con un didmetro
exterior de 20nm, su diametro es constante y uniforme para cada especie
(Macnab, 1996).

El filamento puede estar constituido por un solo tipo o varios tipos, de
una sola proteina globular de tres dominios llamada flagelina (FLiC) cuyo peso
molecular varia entre especies desde 25,000 a 69,000 daltones. Su composicion
quimica es caracteristica: abundancia de aminoacidos neutros y acidos, ausencia

de triptofano y cisteina y escasez de aminoacidos basicos.
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Esta proteina presenta zonas de alta homologia entre distintas especies
bacterianas, especialmente en los extremos amino y carboxilo terminales,
mientras que la parte central es variable. Se ha demostrado que los segmentos
terminales de la secuencia de la flagelina son necesarios para la exportacion y el
ensamblaje del filamento, mientras que las partes variables son dispensables
(Macnab, 1996; Namba y Vonderviszt, 1997).

Los monomeros de flagelina estan arreglados en una red cilindrica con
simetria pseudohexagonal, que contiene 5.5 monomeros por vuelta de la hélice,
cada subunidad se encuentra inclinada 45° con relacion al eje de simetria del
filamento. Este arreglo resulta en la formacion de 11 fibrillas longitudinales que

forman una estructura hueca (Fig. 7).

Figura 7. Imagen tridimensional de la estructura de un filamento recto de Salmonella enterica
determinada por difraccion de rayos X en 1991 por, Jones y Aizawa. Imagen derecha: esquema de
un corte transversal del filamento, mostrando los dominios de la flagelina que forman la estructura.

Las interacciones entre las subunidades varian dependiendo de la
conformacion que adquiere el monomero de flagelina, el cual puede polimerizar

en una fibrlla corta o larga. El nimero de fibrillas en cada conformacion
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determina la longitud de onda y la amplitud de la hélice (Namba y Vonderviszt,
1997). Recientemente se ha observado que varias de estas conformaciones se

presentan durante el desplazamiento de la bacteria en medio liquido (Berg, 2003).

EL GANCHO

El filamento se conecta al cuerpo basal a través del gancho que funciona
como un adaptador flexible que permite que el torque generado por el motor sea
trasmitido al filamento (Berg, 2003).

El gancho se compone de 120-130 subunidades polimerizadas de una sola
proteina llamada FlgE.

Tridimensionalmente el gancho es similar al filamento, una macrohélice
que se ordena en una red cilindrica de 11 fibrillas con simetria pseudohexagonal,
pero su longitud de onda es mucho mas corta que la del filamento (25 nm contra
130 nm). A diferencia del filamento, el gancho es mas bien una estructura
flexible, mucho menos rigida que el filamento, caracteristica necesaria para la
transmision del torque, y es tan corto que solamente genera media vuelta de
hélice resultando en su caracteristica apariencia curva (Macnab, 1996).

La flagelina y FlgE no comparten mucha similitud a nivel de secuencia
primaria, pero ambas tienen la habilidad de autoensamblarse (Moore y Kaplan,
1989; LeBlanc ez al, 1999).

En §. enterica se observo que FIgE esta ausente en el citoplasma hasta que
el eje del cuerpo basal esta totalmente ensamblado. Dado que el mensajero de
SBE si esta presente en estos estadios, estos resultados sugieren que la expresion
de FIgE se encuentra regulada por el estado de ensamblaje del flagelo a nivel
post-transcripcional (Bonifield ez a/, 2000).
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Para que el gancho pueda cumplir con sus funciones es necesario que
tenga una longitud bien definida, un gancho corto puede no generar un angulo
suficiente para permitir la formacion de la trenza; mientras que un gancho largo
no permitiria la transmision eficiente del torque (Macnab, 2003).

La longitud media del gancho se ha establecido para diferentes especies
bacterianas variando desde 55 nm para el gancho de S. enterica (Hirano et al,
1994), 69 nm para Treponema phagedenis (Limberger et al., 1994), y mas de 105 nm
para Campylobacter coli (Power et al., 1992). La longitud del gancho de R. sphaervides
es de aproximadamente 100 nm (Gonzalez-Pedrajo ez a/, 1997). A partir de estas
observaciones se ha considerado que un gancho de mayor tamafio podria ayudar
a las bacterias monoflageladas a soportar un mayor torque necesario para la
motilidad.

En especies con un solo flagelo como Rhodobacter sphaeroides el gancho es
una estructura recta, lo cual coincide con la idea de que la funciéon del gancho
curvo es favorecer el ordenamiento de los multiples flagelos en una gran trenza
movil (Gonzalez-Pedrajo, ez al, 1997). A la fecha se desconoce si en esta bacteria,
el gancho recto es un requisito indispensable para la correcta transmision del
torque; sin embargo, existe evidencia que correlaciona el nado eficiente con la

conformacion recta (Ballado ez 4/, 2001).

CONTROL DE LA LONGITUD DEL GANCHO Y EXPORTACION

La longitud del gancho esti determinada por la proteina FhK. Se
desconoce el mecanismo por el cual FliK controla el tamafio de esta estructura.

Sin embargo, se ha propuesto que FliK contribuye al cambio de especificidad del
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aparato de exportacion flagelar hacia los substratos tipo III, ie. flagelina
(Bonifield ez aZ, 2000).

Para la polimerizaciéon del gancho se requiere de la proteina FlgD, ésta se
ensambla en la punta del eje y facilita el ensamblaje de las subunidades de la
proteina FIgE (Ohnishi ez a/, 1994). Entre el gancho y el filamento existen dos
proteinas (HAP1 y HAP3) que acoplan las estructuras del gancho y del filamento.
Cuando el gancho termina de ser ensamblado, FlgD es reemplazada por la
primera proteina asociada al gancho, HAP1, también denominada FIgK,
posteriormente se ensambla HAP3, o Flgl. (Macnab, 2003). Estudios de las
interacciones de estas proteinas en solucion, demostraron que la flagelina se
asocta con HAP3, pero no con HAP2. Mientras que HAP3 también es capaz de
asociarse con HAP2, lo cual indica que existe solamente una forma de ensamblaje
de estas proteinas controlada, principalmente, por las afinidades entre pares de
proteinas (Furukawa ez 4/, 2002).

HAP3 ademas de funcionar como proteina adaptadora, parece tener un
papel en controlar o restringir las transiciones polimorficas del filamento
generadas durante el nado. Esta 1dea surgi6 al observar que durante la rotacion, el
filamento de una mutante puntual en HAP3 adquiere una conformacion recta,
esto implica que la respuesta del filamento a la torsion, depende de como se
encuentre anclado en la base (Fahmer ez 2/, 1994).

La proteina asociada al gancho HAP2, también llamada proteina de
coronamiento, se encuentra en la parte distal del filamento y es necesaria para la
correcta estructuracion de los monomeros de flagelina en el filamento mismo.
Las mutaciones en el gen que codifica para esta proteina provocan que el
filamento no pueda ser ensamblado, y que continuamente se estén exportando

monomeros de flagelina al medio de cultivo ( Homma ez a/, 1984).
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La mayoria de las proteinas axiales que componen el flagelo son
exportadas a través de un aparato de exportacion especifico. El aparato de
exportacion es miembro de la superfamilia tipo 111 que es ampliamente utilizado
para la secrecion de factores de virulencia en las bacterias patogenas (Macnab,
2003). A la fecha, se han 1dentificado como parte de este sistema a seis proteinas
integrales de membrana FlhA, FlhB, FliQ, FliP, FliO, FiR vy a tres proteinas
clasificadas como citoplasmaticas: FliH, Fhl y Fli] (Bonifield, 2000; Hirano ez
al, 2003). Las primeras se ubicarian en una zona especializada de la membrana
dentro del cuerpo basal; mientras que las proteinas citoplasmaticas, se asociarian

con las proteinas membranales, una vez localizadas (Fig. 8).

Figura 8. Esquema de las proteinas flagelares del aparato de exportacién . Se cree que se
encuentran localizadas en un poro del complejo de proteinas integrales de la membrana
en el anillo MS del cuerpo basal. Modificado de Zhuk et al., 2002.

Sin embargo, recientemente se observo que la proteina Flil (la cual posee
actividad ATPasa necesarta para la translocacion de los substratos de

exportacion) se asocia periféricamente a la membrana interna, aun en ausencia de

los componentes del aparato de exportacion (Auvray ez al, 2002). La proteina



FliH también se asocia a la membrana interna, e interactia con FliI modulando
negativamente la actividad de hidrolisis de ATP de Flil, se ha sugerido que los
substratos de exportacion serian los responsables de vencer esta inhibicion
(Macnab, 2002; Minamino ez 2/, 2003; Fraser ez a/. 2003; Claret ez al, 2003).

Los substratos de exportacion se han agrupado en dos clases: la clase tipo
eje-gancho y la clase tipo flagelina. La primera clase comprende a la proteina
FLE, a las proteinas del eje, FlgB, FlgC, FlgF, FlgG y FIgE; la segunda clase
incluye a las proteinas FIgK, Flgl. y flagelina. Las subunidades de flagelina no
son exportadas hasta que el gancho acaba de ser ensamblado, por lo tanto, se
considera que la exportacion es un proceso ordenado en el cual existen dos
estadios. En un primer momento, se exportan los substratos tipo eje-gancho, y
posteriormente mediante un mecanismo desconocido, pero que involucra a la
proteina FliK y FIhB, la especificidad del aparato de exportacion cambia, y da
inicio la exportacion de los substratos tipo flagelina (Hirano ez 2/, 2003).

CUERPO BASAL

Esta es una estructura compleja embebida en la membrana citoplasmatica
que ancla al filamento y al gancho a la célula. A diferencia del gancho y del
filamento, éste tiene simetria cilindrica. El cuerpo basal es parte fundamental del
motor flagelar y es la primera estructura del flagelo que rota acoplando el
movimiento transmembranal de iones a la rotacion del filamento, también esta
involucrada en el ensamblaje de la estructura completa y algunos de sus

componentes controlan la direccion de la rotacion flagelar (Aizawa, 2000).

18



El cuerpo basal consta de un eje y 4 anillos unidos al filamento, que

interaccionan con varias capas de la envoltura celular (Fig. 9).

anilloL

anillo P

anillo MS

anilloC

b S nm =

Figura 9. Imagen de microscopia electrénica
del complejo gancho-cuerpo basal de Salmonella.
Modificado de Francis et al., 1994.

El anillo L esti ubicado en la capa de lipopolisaciridos de la membrana
externa; el anillo P, en la capa de peptidoglicanos. Se cree que estos anillos
forman una estructura cilindrica que funciona como “forro” permitiendo a la
estructura del eje rotar libremente evitando la friccion, dicha funcion de “forro”
mantiene al eje en su lugar y le permite penetrar la pared celular. Los anillos S y
M se encuentran dentro de la membrana citoplasmatica, se sabe que ambos son
producto de un solo gen que codifica para la proteina FliF. Se ha propuesto que
la parte citoplasmatica del anillo MS interacciona con la proteina FliG, la cual
forma parte del complejo del interruptor. Adicionalmente, existe evidencia que
indica que el anillo MS interacciona con el aparato de exportacion, o con algunos
de sus componentes (Aizawa, 2000; Macnab, 2002,).

El eje se forma sobre el anillo MS y mediante el analisis de las imagenes en

3D (reconstruidas a partir de diferentes tomas en el microscopio electronico), se
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piensa que el eje se inserta en una concavidad presente en el anillo MS (Francis ez
al, 1994). El eje esta formado por las proteinas FlgB, FlgC, FlgF y FlgG (Kubor
et al, 1992). Recientemente se observo que la proteina FIiE interactia con FlgB, y
por lo tanto se considera que FHE es un adaptador entre el anillo MS y el eje
(Minamino e# 4/, 2000). Dado que el eje se encuentra normalmente cubierto por
las proteinas que forman los anillos M y L, a la fecha se desconoce si posee
simetria helicoidal, lo cual es relevante dado que so6lo un acoplamiento adecuado

permitiria la transmision eficiente de la fuerza de rotacion.

MOTOR

Basandose en analisis genéticos de mutantes con fenotipos paralizados,
esto es, células con flagelos pero incapaces de rotarlos, se sabe que hay cinco
proteinas responsables de la generacion del torque en el motor flagelar: MotA,
MotB, FliiG, FiM y FLiN. MotA y MotB son proteinas que atraviesan la
membrana citoplasmatica y forman un complejo. El complejo MotA/MotB es
directamente responsable de conducir los protones al interior de la célula, y
participa junto con FiG en la generacion de torque (Blair y Berg, 1991).

Dado que MotB esta anclado a la capa de peptidoglicanos, el complejo
MotA/MotB representa el estator del motor flagelar (Blair ez a/, 1991).

FIiM y FliN no parecen estar involucradas en la generacion de torque; sin
embargo, se requieren para dar estabilidad a FiiG dentro del motor (Kubori ¢z 4/,
1997; Lloyd ef al, 1996).
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REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA DE LOS GENES
FLAGELARES.

El regulon flagelar de E. w/ consiste de 40 genes distribuidos en 14
operones, éstos se agrupan en tres clases que se transcriben en orden jerarquico.
En primer lugar se encuentran los genes de expresion temprana (clase I)
agrupados en el operén maestro compuesto por 74D y fIhC.

FIhD y FIhC son activadores transcripcionales especificos de los genes
flagelares de clase II. En este nivel de la jerarquia (clase II), estan incluidos los
genes necesarios para el ensamblaje de las estructuras tempranas del flagelo (ie.
complejo gancho-cuerpo basal en inglés: hook-basal body HBB) y fZA que
codifica para el factor 6%°, este dltimo, indispensable para la expresion de los
genes de clase III. En la clase III se encuentran los genes cuyos productos estan
involucrados en la morfogénesis tardia del flagelo, asi como los genes que
codifican para las proteinas del sistema quimiotactico (Tabla 1).

El gen flgM se expresa dentro de la clase II de la jerarquia. La proteina
FlgM acta como un antagonista de FiA (6*®) uniéndose a éste evitando la
transcripcion de los genes de clase 111, por lo que a FlgM se le considera un
factor anti-G que inhibe la accién de FliA. El mecanismo por el cual 6* se libera
de la accion inhibitoria de FlgM, esta relacionado con un punto de control que
acopla la morfogénesis del flagelo con la regulacion de la expresion genética; este
mecanismo implica que una vez formada la estructura del cuerpo basal y del
gancho, hay un cambio en la especificidad de los substratos que son exportados;
de esta forma, FIgM empieza a ser exportado y 6* inicia la transcripcion de los
genes de clase 111 (Tabla 1). En caso de que exista alguna mutacion que impida la

formacion del cuerpo basal-gancho, los genes de clase III no se expresan, lo que
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representa un importante ahorro energético para la bacteria (Ohnishi ez a/, 1992;
Hughes ez a/, 1993; Gillen y Hughes, 1991).

Tabla 1. Jerarquia de los operones que codifican las proteinas

quimiotacticas en E.col

CLASEI CLASEII CLASE III
JShDC  fleAMN JiC
JEBCDEFGHIJKL. m0otAB che AW
fIhBAE tar tap cheRBYZ
JRAZY aer
JiDST 1y
JEE Bsr
JIFGHIJK
JELMNOPQR

Los genes que se encuentran subrayados forman parte de
operones activados por FIhDC, pero tienen promotores
adicionales activados por FliA. Tomada de Berg, 2003.

FIhD y FlhC actian como heterotetrimeros uniéndose a la region
reguladora de los promotores de clase I (Claret y Hughes, 2002). Las mutantes
en fIhC o flhD presentan fenotipo Fla~ (sin flagelo) (Prif y Matsumara, 1996).
Este fenotipo es el mas comin dentro de las mutantes y aparece incluso
espontaneamente, debido a lo metabdlicamente costoso que resulta para la célula
la sintesis del flagelo.

Las mutantes paralizadas (Mot) no presentan defectos morfologicos, pero
los flagelos no rotan. En ocasiones esto se debe a la carencia de MotA y MotB o
a mutaciones en los genes del interruptor fZG, fiM o fEN.

Las mutantes en los genes que codifican para las proteinas Che poseen

flagelo y puede rotar pero presentan alteraciones en la deteccion o transduccion

22



de la sefial quimiotactica al flagelo, lo que las hace insensibles a la presencia de

atrayentes o repelentes (Macnab, 1996).

ENSAMBLAJE DEL FLAGELO

El ensamblaje del flagelo se lleva a cabo en forma secuencial, y como se
menciono en la secciéon anterior, la expresion de los genes flagelares se encuentra
acoplada a la morfogénesis.

El anillo MS es la primera estructura en ser ensamblada y ancla el flagelo a
la membrana citoplasmatica. Se calcula que aproximadamente 26 monoémeros de
FLiF se ensamblan para formar este anillo, en el centro, el poro central de la
estructura alberga a los componentes membranales del aparato de exportacion
flagelar. El anillo MS interactia con el eje, del lado periplasmico; y con el anillo C
en el citoplasma.

El anillo C se compone de 3 proteinas: FliG, FiiM y FlN; este anillo se
localiza en la parte citoplasmatica del anillo MS. La proteina FliG interacciona
directamente con FlF en una estequiometria 1:1 El anillo C esta directamente
relacionado con el funcionamiento del motor flagelar, tanto en la generacion de
torque, asi como en el cambio de direccion de la rotacion flagelar controlada por
el sistema quimiotictico (Kubori ez 2/, 1997; Lux et al, 2000; Marykwas et al,
1996; Oosawa et al, 1994).

El eje se forma sobre el anillo MS y esta conformado por las proteinas
FlgB, FlgC y FlgF (eje proximal) y FlgG (eje distal). Los anillos P y L (formados
por las proteinas Flgl y FlgH, respectivamente) no requieren del ensamblaje
previo de ningan componente flagelar. Después del ensamblaje de estas

estructuras se construye el gancho y por ultimo el filamento (Macnab, 2003).
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En la figura 10 se presenta el proceso completo de ensamblaje de los elementos

que conforman el flagelo.
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Figura 10. Ruta morfogenética del flagelo de Saimonella. Entre paréntesis se indican las
estructuras que son ensambladas antes de que se emplee el sistema de exportacion tipo Il
Modificado de Macnab, 1996.

Rhodobacter sphaeroides

R. sphaervides es una bacteria Gram-negativa fotosintética que pertenece al
subgrupo de las a-proteobacterias, el cual se caracteriza por poseer un genoma
con alto contenido de G+C (altededor del 60%) e incluye especies como
Agrobacterium tumefaciens, Agospirillum brasilense, Canlobacter crescentus 'y Sinorhigobinm
meltlo?i. 1.a mayoria de estas bacterias muestran una gran flexibilidad metabolica

(Armitage y Schmitt, 1997).

24



Las células de R. sphaervides presentan alta varabilidad morfologica,
especialmente en medios con nutrimentos complejos, su morfologia es uniforme
en medios con presencia de sales minerales. Se pueden encontrar células ovoides
o esféricas de unas 0.7-4.0 um de diametro (Inmhoff, 1989).

Los cultivos de esta bacteria en condiciones anaerobias expuestos a la luz
son pardos o cafés, en los cultivos aerobicos las células son rojizas. La
coloracion café se debe a la acumulacion de pigmentos fotosintéticos, entre los
cuales se encuentran bacteriofila 2 y carotenoides de la serie esferoidena (Imhoff,
1989). R. sphaervides crece preferentemente de forma fotoheterotrofica bajo
condiciones anaerobias en presencia de compuestos organicos como fuentes de
carbono y donadores de electrones (Imhoff, 1989).

Fotoautotroficamente crece lentamente en presencia de hidrogeno
molecular o sulfito como donador de electrones. Un buen crecimiento se
presenta en condiciones aerdbicas en la oscuridad utilizando acidos organicos
como fuentes de carbono. El metabolismo fermentativo anaerobico en
oscuridad en presencia de piruvato y azhcar permite solo un crecimiento
marginal. Algunas cepas son capaces de desnitrificar bajo condiciones
anaerobicas en la oscuridad. El crecimiento ocurre en un intervalo de pH 6.0 a
8.5 (el 6ptimo es pH 7.0) y a temperatura entre 30-34°C (Imhoff, 1989).

En cultivos jovenes, las células son motiles debido a la presencia de un
flagelo subpolar (Armitage ez a, 1999).

R. sphaeroides rota su flagelo en una sola direccion a favor de las manecillas
del reloj CW (Armitage y Macnab, 1987). Aunque Packer y Armitage en 1993,
describieron algunas variantes CCW en ningun caso se observo que los motores
cambiaran el sentido de la rotacion hacia la direccion CW. La rotacion CW del

ﬂagélo provoca el desplazamiento de la bacteria siguiendo una trayectoria lineal

(Fig.11).
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Estos desplazamientos son interrumpidos por breves episodios de paro en
los cuales la bacteria deja de nadar y el filamento flagelar se relaja de la forma
helicoidal normal (amplitud pequefia, longitud de onda larga) utilizada para la
propulsion, a la forma enrollada (gran amplitud, longitud de onda corta). El
movimiento Browniano reorienta a la bacteria la cual reanuda su desplazamiento

en una nueva trayectoria (Armitage y Macnab, 1987).
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Figura 11. Arreglo flagelar y mecanismo de nado de a) Rhodobacter sphaeroides,
b)Escherichia coli c) Sinorhizobium meliloti .R. sphaeroides tiene un motor
unidireccional que puede parar y cambiar de velocidad periédicamente. Cuando

el motor se detiene el flagelo se relaja y la rotacién lenta es la que reorienta a

la célula. E. coli nada recto cuando los flagelos estan en CCW y se agregan en
una trenza, periédicamente cambia a CW y la trenza se disgrega, la célula se
bambolea y se reorienta. La direccién de nado también cambia sin paradas cuando
la velocidad varia. S. meliloti tiene flagelos que sélo pueden rotar en CW, la
velocidad individual de cada motor puede variar y esto provoca que los filamentos
se separen y la célula gire (ver las flechas) el flagelo nunca se detiene ni cambia de
direccién. Todos los mecanismos resultan en un patrén de nado tridimensional y
azaroso. Tomado de Armitage y Schmitt,1997.
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La velocidad de nado de R. sphaervides es mucho mas rapida que la de E.
coli que tiende a hacerlo ~ 20um s’ mientras que R. sphaervides alcanza
velocidades de 35 pum s’ (Armitage y Schmitt, 1997) vy a diferencia de las
bacterias entéricas, puede cambiar la velocidad durante el nado (Armitage e 4/,
1999).

En esta especie ademas de las alteraciones espontaneas en la velocidad,
también hay incrementos dependientes de estimulos, estos incrementos pueden
ser de hasta el 25%. El aumento en la velocidad se ha observado cuando se
adicionan un limitado numero de estimulos quimicos, entre ellos: acidos
organicos y iones de potasio. El incremento de la velocidad es mantenido por
mas de 10 minutos y la velocidad regresa a los niveles pre-estimulo después de
que éste ha sido aparentemente metabolizado y las concentraciones han
disminuido por debajo del nivel critico (Brown ez 2/, 1993).

En R sphaeroides y muchas otras a-Proteobacterias (como Sinorbigobium
meliloti) existen varias copias de los genes quimiotacticos. En R. sphaervides, estas
copias se encuentran distribuidas a lo largo del genoma, en al menos cinco
posibles unidades transcripcionales (Fig. 12).

El analisis del genoma completo de R. sphaeroides, revelo la presencia de
cuatro genes homologos a cheA, tres a cheB, tres a cheR, tres a chelV, seis a cheY y
alrededor de 13 genes que potencialmente codifican para proteinas del tipo MCP.
Sin embargo, no fue posible identificar un gen homologo a la fosfatasa CheZ.

Por otro lado, se 1dentifico un conjunto de genes flagelares duplicados que
potencialmente podrian estar involucrados en la biogénesis del flagelo
(Mackenzie ez al, 2001). El conjunto de genes flagelares reiterados se muestra en
la Tabla 2.
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Fig. 12 Loci de quimiotaxis de Rhodobacter sphaeroides. A. E| primer operon de quimiotaxis
(cheOp,) descrito por Ward et al., 1995 B. El segundo operon de quimiotaxis (cheOp,)
descrito por Hamblin et al., 1997 C. El tercer locus de quimiotaxis (cheOp;) D. El locus
cheBRA E. Ellocus mcp descrito por Shah et a/,.2000 y Wadhams et al., 2000. Se sabe que
ademas de éstos existen otras mcp’s y otro homélogo de tip en un loci no relacionado.

S. meliloti tiene dos copias de los genes cheY, la evidencia experimental
sugiere, que CheY1 funciona como un basurero de fosfatos, mientras que CheY?2
se une al motor y provoca la disminuciéon de la rotacion del flagelo (Scharf y
Schmitt, 2002). A partir de estos hallazgos se considero que alguna o algunas de
las proteinas CheY de R. sphaervides, pudieran funcionar como basurero de
fosfatos (Armitage, 1999). Sin embargo, recientemente se demostré que ## vitro
las sets proteinas CheYs son capaces de unirse a la proteina FiM (Ferre ef 4/,
2004), indicando que la rotacion del motor puede estar controlada no sélo por la
union de estas proteinas, sino por algin evento posterior que involucra un
segundo evento de sefializacion.

Los estudios sugieren que el minimo requerimiento para la quimiotaxis
normal en R. sphaeroides son todas las proteinas codificadas por el segundo y el

tercer loct mostrados en la figura 12, ademas de cheY,. Se ha postulado que las
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multiples proteinas quimiosensoras no son redundantes y mas bien cada una de
ellas tiene un papel individual posiblemente interactuando de distinta manera

con otros componentes de la ruta quimiotactica (Porter ez a/, 2002).

Tabla 2. Genes Duplicados relacionados con la Biosintesis del Flagelo y la Quimiotaxis de

Rhodobacter sphaeroides
GENE  COPIAS FUNCION % % SIM P PUNTAJE CONTIG
IDEN (ORF NO.)
B is del F
figB 2 Proteina del cuerpo basal N 49 2.00E-04 45 109(4),138
(45)
figC 2 Prot. eje del cuerpo basal 28 43 4.00E-04 44 109(5),
138(46)
fige 2 Proteina del gancho 24 54 3.00E-27 124 124(21),138
flagelar (48)
figF 2 Prot. del eje proximal del 30 42 1.00E-04 39 109(8),138
cuerpo basal (49)
figG 2 Prot eje del cuerpo basal 42 63  2.00E-52 206 109(9),138
(50)
figH 2 Prot. del anillo L del 30 45 2.00E-14 80 109(12),138
cuerpo basal (51)
figl 2 Proteina del anillo P 39 54 2.00E-34 147 124(24),138
(48)
fiil 2 ATP sintetasa especifica 36 50 8.00E-60 232 162(80),109
del flagelo (32)
fiiF 2 Prot. anillo M basal 29 42 3.00E-23 110 162(77),124
(1)
fiN 2 Proteina del interruptor 35 58 4.00E-05 46 102(18),124
del motor flagelar (35)
fiiP 2 Biogénesis del flagelo 41 67 2.00E-26 120 102(20),124
(5)
fliQ 2 Biogénesis y exportacion 47 66 3.00E-11 66 102(21),109
del flagelo (7)
fiR 2 Biogénesis 33 46 1.00E-20 101 102(22),109
(23)
fihA 2 Ensamblaje 36 55 6.00E-95 350 162(20),109
(22)
finB 2 Ensamblaje 42 57 1.00E-20 101 102(230,10
9(24)
QUIMIOTAXIS
cheA 4 Histidin cinasa 34 47 4.00E-77 290 174(36),121
quimiotactica (38)
cheB 3 MCP-glutamato 40 52 9.00E-56 218 118(33),42
metilesterasa (2)
cheR 3 MCP-glutamato 35 52 2.00E-33 143 118(28),48
metiltransferasa (6)
cheW 3 proteina quimiotactica de 33 55 9.00E-13 73 123(31),131
andamiaje, regulador (30)
positivo de CheA
cheY 6 Reguladora de la 69 82 1.00E-42 172 118(27),48
respuesta quimiotactica (4)
tip 4 Proteina tipo transductora 24 39 5.00E-26 120 194(73),
182(97)
mep 7 Proteina quimioreceptora 42 62 3.00E-67 257 194(125),16
6(30),173(9)
,141(48),17
5(7)

Modificada del original elaborado por Madhu Choudhary en: http://mmg.uth.tmc.edu/sphaeroides.
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ANTECEDENTES

En un trabajo realizado previamente (Garcia ez 4/, 2001) se reporto la
presencia de un gen homologo a fiI en R sphaeroides. Este gen se localiza en un
fragmento EwRI de 5.3 kb flanqueado por dos marcos de lectura abierta que
mostraron homologia con fZH y fZ] de bacterias entéricas. En uno de los
extremos del fragmento se identifico el extremo 5” del gen fZM. Posteriormente,
mediante hibridacion se identifico la region codificadora completa de fiM en un
fragmento Sa/ de 4.6 kb. La secuencia de este fragmento permiti6 identificar a
los genes fZN, fiO y parte de fZP. Posteriormente, se identificaron los genes fZQO,
JUR'y flbB.

Los codones de inicio de fZL, ftkM 'y fiN se localizaron sobrelapados con
el codoén de paro del marco de lectura abierta del gen predecesor, lo cual sugiere
que pertenecen a la misma unidad transcripcional.

El gen fiM se interrumpié mediante la insercion de un cassette que
llevaba los genes #dA-aadA; wdA, es un gen reportero el cual codifica para la
enzima [-glucuronidasa (GUS), y el gen aadA, codifica para la aminoglicosido-
3:adeniltransferasa, la cual confiere resistencia a espectinomicina (Spc®) (Metcalf
et al, 1993). Por un evento de doble recombinacion, el alelo silvestre del
cromosoma de R. sphaervides se reemplazo por el alelo fiM::uidA-aadA. La cepa
resultante se denomin6é NG1 (Garcia ez a/, 1998).

La cepa NG1 es incapaz de nadar. Sin embargo, puede ser complementada
con el plasmido pRK415 fZMN'. La cepa complementada expresa un alto nivel
de B-glucuronidasa (GUS), de forma dependiente del promotor del gen fZM
(Garcia et al., 1998).
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La cepa NG1/pRK415 fEMN' se muté utilizando el transposon TnpheA
(el cual se inserta al azar en el cromosoma y plasmido de la bacteria) y se
seleccionaron aquellas mutantes incapaces de nadar y con fenotipo GUS"o GUS".

En este trabajo se eligieron algunas de estas cepas mutantes para
determinar el sitio de insercion del transposon y correlacionar éste con su
fenotipo.

Por otro lado, se mut6 el gen f/hB siguiendo una estrategia de genética
reversa. Se evaluaron los resultados de ambas técnicas y se discuten las ventajas y

desventajas de las mismas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Asslar y caracterizar mutantes en genes flagelares de Rhodobacter sphaervides
obtenidas por las técnicas de mutagénesis al azar y mutagénesis dirigida para
caracterizar el regulon flagelar en esta bacteria.
OBJETIVOS PARTICULARES

Mutagénesis al azar:

*Identificar los sitios de insercion del transposon TnphoA y correlacionar éste

con su fenotipo.

Mutagénesis dirigida:

*Atslamiento y caracterizacion de una cepa mutante en el gen f74B.

*Determinar el fenotipo de las cepas que llevan la mutacion /B :uidA-aadA.
*Dado que se sabe que el cassette ‘wdA-aadA ejerce un efecto polar sobre la

expresion de los genes rio abajo de la insercion, se determinara si la cepa mutante

fIhB::1idA-aadA puede ser complementada Gnicamente con f74B.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Cepas de Escherichia cols:

JM103: A(lacpro), thi, strA, supE, endA, sbeB, hsdR/ F #raD36, proAB", lacl’,
lacZAM15.

XL1-Blue: rcAl, end A1, gyrAA46, thi, hsdR17, supE44, relA1/ F':: Tnl0, preAB,
lacB, lacZAM15

S17-1: Pro, Res’, ree4, plasmido integrado RP4-Tc:Mu-Kn::Tn7

Cepas de Rhodobacter sphaervides:

WS8: cepa silvestre con resistencia espontanea a acido nalidixico.

Las cepas de E. w/ se crecieron a 37 °C en medio solido, o en medio
liquido en agitacion continua a 250 rpm. Las cepas de R. sphaervides se crecieron a

30 °C en medio solido, o en agitacion a 250 rpm bajo condiciones de obscuridad.

Se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

Luria: 1% de bactotriptona, 0.5% de extracto de levadura y 1% de cloruro de
sodio. El medio se esterilizo en autoclave durante 20 min. a 121 °C y 15 1b de
presion.

Medio minimo de succinato (Sistrom, 1960): A concentracion 10X:

200 mM KH,PO,; 37.8 mM NH,SO,, 340 mM acido succinico; 6.7 mM L-
glutamico; 2.5 mM L-aspartico; 85 mM NaCl; 10.4 mM acido nitriloacético; 12
mM MgSO, -7TH,0; 2.3 mM CaCly; 0.07 mM sulfato ferroso; 1.6 mM molibdato
de amonio; 1 ml de solucion de elementos traza 10X (4.7 mM EDTA; 38 mM
ZnSO,7H,O; 18 mM sulfato ferroso; 9 mM MnSO,7H,O; 1.5 mM
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CuSO,-5H,0O; 1.8 mM acido borico); se ajusté el pH a 7.0 con KOH y se
esterilizo por autoclave. Finalmente se agreg6 1 ml/1 de una solucion madre de
vitaminas (Para 100 ml de solucion madre: 1 g. de acido nicotinico, 0.5 g. de
tiamina y 0.01 g. de biotina).

Medio para nado. (Armstrong y Adler, 1967): 0.3% bactotriptona, 0.3%
extracto de levadura y 0.3% de agar bacteriologico. Se esterilizé por autoclave 20
minutos, a 151b y 121°C.

Antibiéticos. Cuando se requiri6 se utilizaron las siguientes concentraciones de
antibi6ticos para la seleccion de las clonas de interés.

Para E. coli:

ampicilina 100pg/ml; tetraciclina 25pg/ml; kanamicina 50pg/ml; estreptomicina
100pg/ml y espectinomicina 50pg/ml.

Para R. sphaeroides:

acido nalidixico 25pg/ml; tetraciclina 1pug/ml; espectinomicina 50pg/ml.
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METODOS

Prueba de nado en agar suave en medio minimo

0.14mg de Bacto-agar se afiadieron a 25ml de agua se esterilizé y se le
agregaron 25 ml de medio Sistrom 2X. Al enfriarse se le afadieron 5ul de
vitaminas y en caso necesario algun antibiotico.

Se vacio en dos cajas de Petri y se espero a que gelificara.

Purificacién de plasmido en pequefia escala de R. sphaeroides

Un cultivo de toda la noche se centrifug6 en un vial de 1.5 ml a maxima
velocidad durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante y se centrifugaron 1.5
ml mas del cultivo en el mismo tubo. El botén celular se resuspendié y se
afiadieron 300pl de STET (STET: 8% sacarosa, 5% triton, 50mM EDTA pH 8,
50mM Tris-HCl pH 8). Se anadieron 27pul de lisozima (10pg/ml en agua) y se
mezclaron 2 segundos. Se incub6 10 minutos a temperatura ambiente.

En un vaso con agua hirviendo se incubo 45 segundos y se centrifugd 20
minutos.

El sobrenadante se pasé a un tubo limpio y se le afiadieron 400ul de
isopropanol, se incub6 en hielo 20 minutos y se centrifugo 20 minutos a 4°C. Se
decant6 el sobrenadante cuidando que no se desprendiera el precipitado, se
anadieron 400l de etanol al 70%, se invirti6 el tubo 2 6 3 veces. Se eliminé el
etanol y se dej6 secando al aire el tubo 5 min. Se sec6 en un evaporador
(savant) 10 minutos y se resuspendié totalmente en el volumen adecuado de

agua, en el caso necesario se dejo a 65°C de 5 a 10 minutos para resuspender.
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Extraccién de DNA cromosomal (Sambrook ez aZ, 1989)

Se centrifugaron 10ml de un cultivo de toda la noche a 4,000tpm durante
7minutos. Se decanto el sobrenadante y se resuspendi6 en 1.5ml de buffer TE,
se afiadieron 90pl de SDS al 10% mas 20pl de proteinasa K (10 mg/ml).

Se incubo toda la noche a 37°C.

Al siguiente dia se le afiadi6 1 volumen de fenol:cloroformo 1:1, se
mezclo por inversion hasta que se formoé una emulsion y se centrifugd 7 min, a
maxima velocidad. Se colecto6 la fase acuosa y se pasé un tubo limpio, Se repitio.
En algunos casos se realiz6 una tercera extraccion con 1 volumen de cloroformo
y se centrifugo igual, se colecto la fase acuosa y se pas6 a un tubo limpio.

Se afiadi6 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y se mezclo6 por inversion,
se afiadi6 1 volumen de isopropanol y se mezclo, en ocasiones se dejo
incubando toda la noche a -20°C o las hebras de DNA se colectaron en el
momento en una varilla de vidrio. Se lavaron con etanol al 70%. Las hebras se
dejaron secar al aire libre y una vez bien secas se resuspendieron en el volumen

de agua bidestilada y desionizada necesario.

Electroporacion (Sharma y Schimke, 1996)

Las celdas para electroporar se colocaron en hielo previamente. Se tomo
1ml de medio Luria sin antibioticos y se colocé en un tubo estéril.

Se tomaron 1.5 o 2l de la ligasa o plasmido de interés y se mezclaron con
las células competentes (células condicionadas fisiologicamente para la captacion
de DNA), se pasaron a la celda y se electroporaron a 1.8Kv R= 180-200 Q. Al
finalizar el pulso se mezclaron repetidamente con el medio Luria y se pasaron a
un tubo. Se dejaron recuperando las células de 30 min a 1 hora a 37°C en
agitacion. Se pasaron a un vial estéril y se centrifugaron a 6,000 rpm, 5 minutos.

Se retir el sobrenadante y se resuspendio en el liquido que quedo en el tubo. Se
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sembré en el medio selectivo con los antibioticos necesarios. Las cajas se

incubaron a 37°C.

Protocolo de hibridacién tipo Southern Blot (Southern, 1975)
Se corri6 un gel de agarosa al 1% con las muestras de DNA cromosomal
digerido con distintas enzimas. Después de correr el gel se tifié con bromuro de

etidio y se sac6 una fotografia.

Desnaturalizar

Después de tomar la foto se incub6 el gel en 5 volimenes de HCI 0.25mM en
agitacion suave hasta que el azul de bromofenol se torn6 amarillo pero no mas de
15 minutos.

Se incub6 el gel en 5 volimenes de NaCl 1.5M, NaOH 0.5M por 20 minutos a

temperatura ambiente y en agitacion suave. Después se repitio este lavado.

Neutralizar

Se incub6 el gel en 5 volamenes de Tris 1.0M (pH 7.5) NaCl 1.5M 20 minutos a
temperatura ambiente en agitacion suave. Se repitié este paso con solucion
fresca para verificar la neutralizacion se prueba el pH, de no ser de 8.5 o menor

se repiti6 de nuevo.

Transferencia del gel
Se corto una pieza de membrana de nylon del mismo tamaiio del gel, se remojo
en agua desionizada.

SSC 20X Solucion Stock
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Para 1000ml:

Concentracion final
NaCl 3M 175.3g
Na,caitrato x H,O 0.3M 88.2¢g
Se disolvieron en 800 ml de H,O bidestilada y desionizada, se ajust6 el pH a 7.0
con HCl 1M y se afor6 en 1 litro.
Se ensamblé parcialmente el aparato Possi Blot (Stratagene) y se cubri6 la
plataforma con papel filtro (3MM) saturado con SSC 10X, se eliminaron todas las
burbujas de aire. Se coloc6 la membrana de nylon hidratada en SSC 10X, y sobre
ésta se mnvirtio el gel y se coloco otro papel filtro saturado en SSC 10X,
asegurandose de que no quedaron burbujas de aire. Se colocé una segunda hoja
de papel Whatman 3MM encima y una esponja impregnada de SSC 10X.
Se encendi6 la fuente de presion a 75mmHg durante 30 minutos.
Una vez transferido el DNA se dej6 la membrana dentro de un folder de papel
filtro, durante 2 horas a 80°C para que se fijara el DNA en la membrana. El gel
se tific de nuevo en bromuro de etidio para comprobar que se transfirié

totalmente el DNA.

Prehibridaciéon
Se utiliz6 la siguiente solucion:
Para 50ml. de solucion

Concentracion final

Formamida 100% 50% (v/v) 25ml

SSPE 20X 6X 15ml

(SSPE: NaCl 3M, NaH,PO4 H,0 0.2M, Na;EDTA, 0.02, pH 7.4)

Denhart’s 50X 5X 5ml

(Denhart’s 100X : Ficoll 400 (10g), Polivinilpirrolidona (10 g) BSA (10 g) en 500ml, guardar en alicuotas de 25ml)
SDS10% 1% 5ml
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Se utilizaron 20pl de DNA de timo por cada ml de solucién prehibridizadora. Se
hirvi6 previamente durante 10 minutos, se centrifug6 un toque a 4° y se incub6
en hielo durante 10 minutos.

Se calent6 la solucion prehibridadora a 42°C y se mezclé bien con el DNA de
timo, se pas6 la membrana de nylon a una bolsa de hibridacion se colocéd la
mezcla en la bolsa tratando de que no quedaran burbujas. Se sell6 la bolsa y se

incubod a 42°C minimo durante 4 horas.

Hibridacién
Se utiliz6 una solucion de hibridacion que para 50 ml contiene:

Concentracion final

Sulfato de dextran 10% 5g
Formamida 100% 50% 25ml
20X SSPE 6X 15ml
Solucién Denhardt’s 50X 5X 5ml
SDS 10% 1% 5ml

La sonda del TnphaA se marco utilizando biotina-14-dCTP y un kit de marcaje
por cebadores al azar (Invitrogen). La sonda se desnaturalizo6 en agua hirviendo
junto con el DNA de timo durante 10 minutos.

Inmediatamente se transfirié a hielo y se centrifugé el DNA de timo a 4°C se
incub6 10 minutos en hielo. Se cambi6 la soluciéon prehibridadora por la solucion
hibridadora, el DNA de timo y la sonda marcada. Se incub6 a 42°C toda la
noche.

Lavado de la membrana

Se lavé dos veces con SSC5X y SDS 0.5% a 65°C durante 5 minutos.
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Selavé unavez con SSC 0.1X y SDS 0.1% a 50°C una hora.

Se lav6 con 2ml/cm? de SSC 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Unién del conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina SA-AP

Se lavo dos veces la membrana durante 1 minuto con TBS- (Para 1 litro: NaCl 8
g, KC1 0.2g, Ttis base 3 g TWEEN 20 y se colocé en un recipiente con tapa.

Se requiri6 de una solucion bloqueadora, para 1ml:

Se pesaron .03g de BSA por cada ml de TBS-TWEEN 20, dejando que se
disolviera por 2 o tres horas. Se filtr6 y guard6 a 4°C.

Se precalenté la solucion bloqueadora a 65°C y se vacié en el recipiente, se
incub6 a 65°C durante una hora en agitacion suave.

5 minutos antes de sacar la membrana se prepar6 el conjugado SA-AP
(streptavidina-fosfatasa alcalina):

5ul de SA-AP en 5ml de TBS TWEEN 20 se filtraron.
Por otro lado una vez que paso la hora de bloqueo de la membrana a 65°C se
retird la solucion bloqueadora y la membrana se pasé a una bolsa de hibridacion
junto con la dilucién del conjugado. Se sell6 la bolsa y se agité manualmente
durante 10 minutos. Posteriormente se lavo 15 minutos con TBS TWEEN 20
seguido de un lavado por una hora.

Se lavo con Buffer de lavado final el cual se describe a continuacion:

Para 500ml

Concentracion final

Trs base 100mM 6.05¢g
NaCl 100mM 2.925¢
MgCl,e6H,0O 50mM 10.2g

Se disolvieron los reactivos en 400ml de agua destilada y desionizada, se ajusto
pH a 9.5 con HCl 4N y se afor6 a 500ml.
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Se lavo la membrana con esta solucion durante 15 minutos.

Agente de Deteccién

Se removio la membrana de la bolsa y se colocé en un acetato, se evito que
se secara, se afadi6 1ml de solucién de deteccién (0.01ml/cm?®) lumi-PHOS530
(Gibco-BRL). Se esperaron 5 minutos y se coloco en un cassette oscuro. La

membrana se expuso sobre una placa de rayos X durante 5 minutos.

Protocolo de Extraccion de fragmentos de DNA de Gel de Agarosa
QIAEXII KIT (Hamaguchiy Geiduschek, 1962; Volgestein y Gillispie, 1979)

La extraccion y purficacion de fragmentos de DNA utilizando este
estuche de reactivos, se basa en la solubilizacion de la agarosa y la absorcion
selectiva y cuantitativa de los acidos nucleicos de particulas de gel de silice del
QIAEX II en presencia de una alta concentracion de sales. La elucion del DNA
se llevo a cabo con una solucion de salinidad baja como un buffer Tris o agua.

Para purificar DNA a partir de un gel de agarosa al 0.1% se corrieron las
muestras de DNA digerido, junto con un marcador de peso molecular, y con luz
UV de longitud de onda larga se cortaron las secciones del gel que contenian los
fragmentos con el peso molecular deseado.

Se equilibraron los viales, se colocaron los fragmentos de gel, se pesaron y
se afadieron 3 volimenes de Buffer de Solubilizacion QX1 que contiene un
indicador de pH, cuando se requirid, se afiadieron 2 volimenes de agua (para
fragmentos de mas de 4Kb). QIAEX II se resuspendi6  mezclando
vigorosamente durante 30 segundos y se afiadieron a cada tubo 10 pl. Se

incubaron los tubos a 50°C 10 min mezclando cada 2 min, cuando el color no

era amarillo, se afiadi6 acetato de sodio 3M pH 5.0 (10pl).
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Se centrifugaron los tubos a temperatura ambiente 14 kepm, se retird el
sobrenadante y se centrifugaron brevemente (aprox. 1 min), se afiadieron 500pul

de Buffer QX1. Se repiti6 este paso. Se resuspendio en 500pul de Buffer PE y se
centrifug6 un minuto. Se repitid y se tirO el sobrenadante. Se dejo secar el
precipitado al aire libre hasta que se puso blanco y se resuspendié en 20ul de
agua bidestilada y desionizada, se incub6é 10 minutos a 42°C, se centrifugd un

minuto, se tomoé el sobrenadante y se pasé a un tubo limpio.

Extraccion de Fragmentos de DNA de gel de Agarosa de bajo
punto de fusién

Para preparar 10ml de agarosa al 1.2%, se pesaron 0.12 g de agarosa y
con esta se sellaron las esquinas de la camara donde se vacié la agarosa de bajo
punto de fusion.

Se prepar6 un gel al 0.8% de agarosa de bajo punto de fusion, se pesaron
0.12gr de agarosa en 15ml de buffer TBE (Tris/borato/EDTA). Se tar6 el
matraz y se fundio6 la agarosa tratando de que no se perdiera mucho volumen,
una vez que estuvo tibia se volvio a pesar y se afiadi6 agua bidestilada y
desionizada hasta completar el volumen. Se vacié en la camara y se esper6 a que
gelificara 2 4°C de 2 a 3 horas.

Se carg6 el gel con las muestras de DNA digerido con las enzimas
necesarias junto con un marcador de pesos moleculares.

Se cortaron las bandas del tamafio necesario utilizando luz UV longitud de
onda larga y se colocaron los fragmentos en viales.

Se fundieron los fragmentos a 65°C durante 10 minutos, se calcul6 el
volumen de agarosa fundida y se afiadi6 1/10 de NaCl 5M, se mezclaron bien y

se incubaron 5 minutos a 65°C.

42



Se satur6 fenol con NaCl, para ello se mezclaron vigorosamente 100ul de

NaCl 5M con 400pl de agua y 500pl de fenol, se centrifugaron 1 minuto y se
retir6 la fase acuosa.

Se incub6 la agarosa fundida 5 minutos a 37°C, se afadieron al tubo 2/3
del volumen de fenol saturado e inmediatamente se agité en vortex 30 segundos
rapido para que no gelificara, se centrifugé 5 minutos a temperatura ambiente a
14 krpm. Se paso la fase acuosa a un tubo limpio, al fenol restante se afiadieron
45ul de buffer TE o agua y 5ul de NaCl 5M. Se mezclaron.

Se centrifugo, y se recuperé la fase acuosa, se mezclaron ambas fases
acuosas y se les afiadié 1 volumen de fenol /cloroformo (1:1) vortex 15 segundos
y se centrifugd 2 minutos. Se paso la fase acuosa a un tubo limpio, se afiadio 1pl
de tRNA y 1 volumen de isopropanol. Se dej6 precipitando toda la noche a —
20°C.

Al otro dia se centrifugaron los tubos 15 minutos a 4°C, se retir6 todo el
isopropanol cuidando de no llevarse el bot6n, se lavo con etanol al 70% y se seco

en el savant durante 10 minutos. Se resuspendié en el volumen necesario de agua.

Purificacion de plismidos en pequeiia escala (“mini-preps”
hervidos) de Escherichia coli (Holmes y Quingley, 1981)

A partir de 3 ml de un cultivo de toda la noche, se tomaron 1.5ml y se
pasaron a un vial, se centrifugaron 4 minutos a 14 kepm a temperatura ambiente,

se decant6 el sobrenadante y se resuspendié en lo que queda en el tubo, se
agregaron 300l de STET (8% sacarosa, 5% triton, 50mM EDTA pH 8.0, 50mM
Tris-HCI pH 8.0) y 30pl de lisozima (10mg/ml) se mezclé 2 segundos. Se hirvio
45 segundos y se centrifug6 20 minutos a 14 kepm a temperatura ambiente. Se
decant6 el sobrenadante y se agregaron 400ul de isopropanol, se dejo

precipitando en hielo 20 minutos, y se centrifug6 20 minutos a 4°C. Se decanto el
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sobrenadante y se lavo el precipitado con 400l de etanol al 70%, se invirtio el

tubo 4 o 5 veces y se decanto el etanol. Se seco el precipitado en el savant 15

minutos, se resuspendi6 en el volumen de agua necesario.

Purificacién de plismidos por columna (QUIAGEN KIT)

Este método permite aislar plasmidos de manera rapida basada en la
selectividad de las resinas QUIAGEN que permite aislar formas ultrapuras
superenrrolladas de plasmidos de DNA en pocas horas, los plasmidos o
cosmidos aislados de esta forma pueden ser utilizados en aplicaciones tales como
transfeccion, secuenciacion manual o automatica y modificaciones enzimaticas.

El procedimiento se basa en el método de lisis alcalina optimizada
(Birbotm y Doly 1979); se ha condensado en tres pasos y utiliza una resina de
intercambio i6nico la cual posee una superficie hidrofilica con grupos DEAE que
producen una alta densidad de cargas positivas en la superficie de la resina, esto
aunado a la presencia de un poro grande permite una separacion selectiva de
plasmidos ultrapuros de otros tipos de acidos nucleicos mediante pH y la
concentracion de cloruro de sodio adecuados sin necesidad de utilizar fenol,

cloroformo, bromuro de etidio o cloruro de cesio.

La purificacion de plasmidos se llev a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante, que se describen brevemente: partiendo de un cultivo de 30 ml de
toda la noche se concentraron las células y se resuspendio el boton celular en 4
ml de buffer P1 con RNAsa A 10mg/ml, se le adicionaron 4 ml de buffer de lisis
P2 que contiene NaOH-SDS. Se incub6 durante 5 minutos y se procedié a
neutralizar con 4 ml de buffer P3 que contiene acetato acido de potasio, se
mezcl6é por inversion y se incub6 a 4° C durante 15 minutos. Posteriormente se

centrifugé por media hora y el sobrenadante que se recupero se precipitdé con
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isopropanol. El sobrenadante se decanté y el boton celular se resuspendié en
500ul de buffer TE, se agregaron 500ul de QBT, en ese momento se tomo6 una

alicuota de 20pl y se corrié un gel para cuantificar el DNA que se tenia. Se
coloco el sobrenadante en una columna QUIAGEN P20 equilibrada con 1ml de
QBT y se paso el sobrenadante por la columna, se repiti6 dos veces y se procedio
a la lavar la columna con Buffer de lavado QC cuatro veces, después de esto se
eluy6 con 0.8ml de buffer QF y se dej6 precipitando en 0.7 volimenes de
isopropanol, se retir6 el sobrenadante y el boton se lavo con etanol al 70%, se

resuspendio en el volumen de agua necesario.

Purificacién de cadena sencilla para secuenciacion (Schreir y Cortese,
1979)

A partir de un cultivo de 3ml de toda la noche se tomaron 200 pl y se
inocul6 un matraz de 10ml de cultivo, se incub6 a 37°C hasta que alcanzé6 la fase
exponencial (D.O.55, =0.5) En este punto se colocaron 2 ml de este cultivo con
7ul del fago “helper” M13KO7 (este fago permite la formacion de la cadena

sencilla) y se incub6 durante una hora a 37°C. De este cultivo se tomaron 200ul y

se inocularon 6ml de Luria con kanamicina (70pg/ml) (porque el fago es Kan’),
se dej6 incubando toda la noche. Al dia siguiente se dividié el cultivo en cuatro
tubos y se centrifugaron durante 5 minutos, el sobrenadante de estos tubos se
pasé a otros 4 tubos limpios, y estos se centrifugaron de nuevo 5 minutos, el
sobrenadante de los segundos tubos se pas6 a 4 tubos nuevos y se centrifugd
nuevamente 5 min. Se transfirieron 1.2ml de cada sobrenadante a un tubo limpio
y se les afiadieron 250l de PEG 6000-NaCl (20% PEG-NaCl 2.5M) a cada uno
de ellos. Se mezclaron bien, y se incubaron por media hora a temperatura
ambiente y después se centrifugaron durante 15 minutos. Se decant6 todo el

sobrenadante, y el boton se resuspendié en el volumen de agua necesario. Se
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extrajo con fenol equilibrado con TrnseHCl (pH 8.0), se centrifugd por 5
minutos. Se recuper0 la fase acuosa se le afiadi6 un volumen de
fenol:cloroformo, se mezclo y se volvio a centrifugar, se recuperd, la fase acuosa
se extrajo con 1 volumen de cloroformo. A la fase acuosa una vez recuperada en
un tubo limpio, se le afiadieron 1/10 de volumen de acetato de sodio y dos
volamenes de etanol al 100%, se incub6 en hielo seco y se centrifugé a 4°C, se

resuspendio en el volumen de agua necesario.

Transformacion con Cloruro de Calcio (Cohen ¢z aZ, 1972)

De un cultivo de toda la noche se tomaron 0.2ml y se inoculé un matraz
con 10ml de medio de cultivo, se incub6 hasta que alcanzé la fase exponencial
(D.O. = 0.5 a 550nm) y se incubé el matraz en hielo durante 10 minutos,
posteriormente se centrifug6é durante 5 minutos a 4 kepm a 4°C. Se decanto el
sobrenadante y se resuspendi6 en lo que queda en el tubo. Se le agregaron 5ml de
CaCl, 100mM y se incubé durante 20 minutos en hielo. Después de esto se
centrifugd, se decanté y se resuspendi6 en lo que quedaba en el tubo, se
agregaron 0.66ml de CaCl,, se incubé una hora en hielo, después se tomaron
200pl de células y se pasaron a un vial con el plasmido deseado (no mas de 20pl),
se incubo en hielo durante media hora y posteriormente se dio el choque
térmico a 42°C durante 2 minutos, se dejo reposar en hielo y se agregaron 0.8ml
de Luria, se incubé a 37°C durante 45 minutos para que se expresara la
resistencia al antibiotico, se centrifugo, se decantd y se resuspendié en lo que

queda en el tubo. Se sembr6 en los medios con los antibi6ticos necesarios.
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Conjugacion triparental (Donohue y Kaplan, 1991)

Los sistemas de transformacion tradicionales no son aplicables a R
sphaeroides, por lo que uno de los métodos para transferir genes es la conjugacion
triparental que consiste en poner en contacto directo a las cepas donadoras y a la
receptora y que por conjugaciéon pasen el DNA de un plismido a otra. Este
procedimiento se lleva a cabo en la presencia de una cepa que contiene un
plasmido ayudador que contiene los genes involucrados en el mecanismo de
transferencia.

Se crecieron la cepa que llevaba el plasmido que se deseaba transferir, la
cepa JM103 que llevaba el plasmido ayudador pRK2013 y la cepa de R. sphaervides
hasta fase exponencial. Se tomé 1ml de cada cultivo y se lavo dos veces con
Luria sin antibioticos, se juntaron las tres cepas en un so6lo tubo y se centrifugo a
6 kepm por 4 minutos. Se decanté el sobrenadante tratando de que quedaran
aprox. 50pl para resuspender. Esto se coloco en un filtro de nitrocelulosa estéril
sobre una caja de medio Luria. La caja se incub6é durante 6 horas a 30°C.
Transcurrido este tiempo se transfirio el filtro de nitrocelulosa a un vial con 0.5
ml de Lunia y se mezclo hasta despegar las células del filtro, se retiré la
nitrocelulosa. Se tomaron 100ul y se sembraron en un medio con los antibioticos

necesarios. Se incub6 a 30°C por 4 dias.

Conjugacién biparental (Donohue y Kaplan, 1991)

Se crecieron la cepa donadora hasta fase exponencial y a la cepa de R
Sphaeroides hasta alcanzar una D.O. ,, de 0.6 . En este punto se tomé 1ml de
cada una y se lavoé dos veces con medio Luria sin antibioticos y se resuspendio

en el mismo medio, se juntaron y centrifugaron, se decant6 el medio y se

resuspendio en lo que quedaba, (aprox. 50l) se paso6 a un filtro de nitrocelulosa
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en una caja de medio sin antibiotico. Se incubé a 30°C durante 6 horas. Después
de este tiempo se paso la nitrocelulosa a un vial con 0.5ml de Luria y se mezclo
hasta despegar bien las células. Se sembroé en medio selectivo y se incub6 por 4
dias a 30°C.

Determinacién de la B- GLUCURONIDASA (GUS)

Este método se adapto para R. sphaervides a partir de un protocolo disefiado
para plantas de tabaco (Jefferson, 1986).

Para este protocolo se requirieron los siguientes reactivos:

Buffer de Extraccion para 10ml
Na,HPO, pH 7 100mM 5ml
B-mercaptoetanol 7ul
EDTA 0.5 M pH 8 200ul
Triton al 10% 100pl
Aforara 10 ml

Buffer de Ensayo

3.52 mg de MUG (4 Metil umbeliferona B D-glucuronidasa) en 10ml de Buffer
de Extraccion.

Se crecieron las cepas hasta fase exponencial D.O. 0.5 -0.6 a 550nm, se
centrifugaron 1.5 ml del cultivo 3 minutos a 6 kepm, se eliminé el sobrenadante
y se resuspendié de nuevo en 1.5 ml de cultivo, se volvi6 a centrifugar, se retird
el sobrenadante y el boton celular se resuspendic en 400ul de Buffer de
Extraccion.

Los extractos se congelaron a -70° C y se guardaron hasta que se
utilizaron, o inmediatamente se sonicaron 2 veces 10 segundos esperando un
minuto entre cada pulso, se centrifugd a 14 kepm durante 5 min a 4°C, se tomo el

sobrenadante el cual se mantuvo en hielo. Por otro lado se incubaron 320ul de
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Buffer de Ensayo a 37°C durante 5 min y después se mezclaron con 80pl del
extracto. Se incub6 a 37°C, y se paro la reaccion a los 10, 20 y 30 minutos, para
lo cual, se tomaron 100pl de la reaccion y se mezclaron con 900pl de NaCO,
0.2M y 1ml de agua bidestilada y desionizada.

Las muestras se cuantificaron en un fluorometro a 356 nm de excitacion y
455 nm de emision. Para determinar la cantidad de 4-metil-umbeliferona (MU)
presente en la reaccion, las lecturas de fluorescencia se extrapolaron sobre una

curva patron, en la cual se utilizaron concentraciones conocidas de MU. La
cantidad de B-glucuronidasa se expres6 como nmoles de MU formado/min/mg

de proteina.

Determinaciéon de proteina

Con el reactivo comercial Bradford de BioRad diluido 1:5 en agua
bidestilada y desionizada, se comaron 5ml y se mezclaron con 20pul de células.
Para calibrar se utilizaron 5ml de reactivo y como control 50ul de BSA con
reactivo. Se incubaron 10 minutos y se leyeron en el espectro con luz visible a

595 A (nm).
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RESULTADOS

MUTAGENESIS AL AZAR

Como se mencioné previamente en la seccion de antecedentes, la cepa
NG1/pRK415 fIMN' se muté utilizando el transposon Tnphed, y se
seleccionaron las cepas que mostraron fenotipo Mot (incapaces de nadar) GUS*
o GUS

Las cepas que mostraron fenotipo GUS™ probablemente se encontraban
afectadas en algin gen relacionado con la expresion de los genes flagelares de
clase II (ya que en la cepa NG1, el gen reportero se encuentra bajo control del
promotor del gen fZM). En este caso, decidimos analizar 8 cepas que tenian
fenotipo GUS™ y por ello podiamos hipotetizar que su incapacidad para nadar
estaria causada por una mutacion en cualquier gene flagelar pero que no afectara
la expresion general de los genes de clase II.

Se comprob6 que las ocho cepas seleccionadas no nadaran en medio semi-
solido (swarm) utilizando a la cepa WS8 como control (datos no mostrados). Por
otro lado, se purifico el plasmido de estas cepas para comprobar que éste no
estuviera integrado al DNA cromosomal, o hubiese sufrido alguna delecion que
afectara a los genes fiIM y/o fEN (lo cual explicaria el defecto en el nado,
independientemente de la insercion del transposon).

Una vez que se verifico la presencia del plasmido, éste se analiz6 por
restriccion con el fin de determinar que el inserto (fZMN) no habia sufrido
cambios drasticos (como deleciones) con respecto al plasmido original. Dado que
en ninguna de las preparaciones de plasmido observamos cambios con respecto
al silvestre (datos no mostrados), se prosiguié a identificar el sitto de insercion

del transposon TnphaA.
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Identificacién de los sitios de insercién del TnphoA

Para identificar los sitios de insercion del transposon, era necesario clonar

un fragmento de DNA el cual contuviera un segmento del transposon, asi como

el DNA cromosomal adyacente al mismo. Con este proposito, se extrajo el DNA

cromosomal de las 8 mutantes seleccionadas y se procedié a digerir los acidos

nucleicos de cada una, con la enzima de restriccion Sal. Los productos de las

digestiones se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1%, utilizando

como marcador de peso molecular el DNA del bacteriofago A digerido con la
enzima Hind I11.

pb

23,120
9,416
6,557
4,361

2.ﬂ2
2,027

Figura 13. DNA cromosomal de las mutantes no
nadadoras digeridos con la enzima Sall. En el
camil 1 se encuentra el marcador de peso molecular
DNA de A digerido con la enzima Hindlll. Siguientes
carriles DNA de las cepas: 1, 3, 10, 14,15,18,19 y 23

Una vez realizada la
electroforesis el gel se
fotografio (Fig. 13) junto
con una regla
fluorescente que permite
posteriormente, calcular
el tamafio de las bandas

B de hibridacién. El gel se

| transfirid a una

membrana de nylon
siguiendo el protocolo de
hibridacion tipo Southern
Blot descrito en
Materiales y Métodos.
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La sonda que se utiliz6 para hibridar la membrana fue un fragmento Sal-
Dral de 1.4 kb proveniente del transposon TnphoA marcado con biotina-14-
dCTP. En la figura 14, se muestra el mapa del transposon TnpheA, y se indican

las posiciones de los sitios Sa/l y Dral.

Dral Hindlll Sall Hindlll
| [ e ]
=== phoA | | Kan’| =

Figura 14. Mapa del transposon TnphoA. Se indican los sitios de restriccion Dral y
Sall comespondiente al fragmento de 1.4 kb que se empleo como sonda marcada con
Biotina 14-dCTP.

En la figura 15, se muestra el resultado de la hibridacion. Aunque algunas
muestras son poco visibles en la figura, en la placa s1 fue posible detectar las
bandas de las muestras de los extremos, de tal suerte que a partir de este
experimento se calcularon los tamafios de los fragmentos Szl que llevan el

transposon en cada una de las cepas.

Figura 15. Southem Blot del DNA cromosomal de las mutantes no nadadoras digeridos con la
enzima Sall .Carriles 1-8: DNA de las cepas: 1,3, 10,14,15,18,19 y 23 respectivamente utilizando
la sonda del transposén TnphoA.

52



El tamafio de los fragmentos se calcul6 a partir de los datos de migracion

relativa (Rf) para cada una de las bandas, con respecto a la migracién relativa de

las bandas del marcador de peso molecular, en este caso A Hindlll. Para ello, se
graficaron en el eje de las abscisas el log,, de los pares de bases de los fragmentos
de A Hindlll, y en el de las ordenadas los valores de migracion relativa (Rf) para
cada uno de ellos, posteriormente, se extrapolaron los valores de migracion
relativa (Rf) de cada una de las bandas de hibridacion, y se determiné su tamafio
aproximado. Como se observa en la tabla 3, los pesos moleculares de los
fragmentos fueron, en todos los casos, cercanos o mayores a 10 kb. Decidimos
realizar un nuevo ensayo de hibridaciéon con la sonda del TnpheA, pero ahora,
digiiendo el DNA cromosomal con la enzima BamHI, esto con el fin de
determinar si con esta enzima los tamafios de los fragmentos eran menores, lo
cual facilitaria la posterior clonacion de los mismos. Ademas, se repitio la
digestion con Sa/l, para las cepas 1 y 3, las cuales mostraron los resultados menos

confiables en este experimento.

Tabla 3. Calculo de los pesos moleculares de los fragmentos
Sall que hibridaron con la sonda del transposon TnpheA.

CEPA  DIST. RF  LOG,pb  pb
(cm)
3 3.8 0.48 379 6,237
10 3.2 0.41 3.99 9,772
14 2.9 0.36 4.08 12,022
15 2.9 0.36 4.05 11,220
18 3.1 0.38 4.04 10,964
19 2.8 0.35 421 15,848
23 3.1 0.38 4.04 10,964
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En la figura 16 se observa el resultado de la hibridacion al utilizar la
enzima BamHI para digerir el DNA cromosomal de las cepas mutantes. Los
tamafios de cada uno de los fragmentos se calcularon como se describié en el

experimento anterior.

Figura 16. Southem Blot del DNA de las cepas no nadadoras
Carril 1y 2 DNA de las cepas 1y 3 digeridas con Sall, carriles
siguientes cepas 10, 14, 15, 18, 19 y 23 digeridas con BamHI.
utilizando como sonda el TnphoA marcado.

En esta figura, podemos observar que el transposon se insert6 una sola
vez en el genoma de estas cepas, dado que solo hay una banda intensa en cada
uno de los carriles (correspondiente al DNA del transposon). Las bandas tenues
probablemente corresponden a hibridacion inespecifica debida a las suaves
condiciones de lavado. Se eligieron dos mutantes que presentaron bandas de un
tamafio no mayor a 8 kb. Las mutantes seleccionadas fueron: la #15 (carril 5)
cuya banda de hibridacion mostré un tamafio correspondiente a 6,025 pb y la
mutante #18 (carril 6) cuya banda fue de 6,309 pb.
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Clonacién de los fragmentos que llevaban TnphoA asi como un fragmento

de DNA cromosomal adyacente

Una vez calculado el tamafio del fragmento de DNA que se deseaba
clonar, se procedi6 a digerir el DNA cromosomal de las cepas 15 y 18 con la
enzima BamHI. Posteriormente, los productos de las digestiones se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y se cortaron los segmentos del gel
correspondientes a los pesos moleculares de entre 4 kb y 8 kb.

El DNA se recuper6 siguiendo el protocolo descrito en la seccion de
Materiales y Métodos.

Una vez purificado el DNA cromosomal del tamafio apropiado, éste se
mezcl6 con el plasmido pTZ19R, el cual previamente habia sido digerido con la
enzima BamHI y tratado con fosfatasa alcalina; a esta mezcla se le adicioné la
enzima DNA ligasa obtenida del bacteriofago T4 y se incub6 toda la noche a
16°C. Las mezclas de reaccion se transformaron en la cepa XL1Blue, y se
seleccionaron las clonas resistentes a ampicilina (resistencia del plasmido) y
kanamicina (resistencia del transposon). Una colonia para cada una de las
transformaciones, correspondientes al DNA proveniente de las cepas 15 y 18, se
purific6 y conservO para su posterior caracterizacion. Los plasmidos,
provenientes de estas cepas se denominaron pl5Bam y p18Bam,

respectivamente.
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Caracterizacion de las clonas p15Bam y p18Bam

Con el fin de determinar la orientacion de los insertos presentes en las
clonas p15Bam y p18Bam, el DNA plasmidico con el fragmento clonado se
digiri6 con las enzimas Dral, BamHI y Hindlll.

La figura 17a muestra el patron de digestion del plasmido p15Bam. La
digestion con BamH1 (carril 4) muestra claramente dos fragmentos, uno de
aproximadamente 3 kb correspondiente al vector pTZI19R, y el otro de
aproximadamente 7 kb correspondiente al inserto. Con Hindlll (carril 6), se
observaron dos bandas de un tamafio muy similar correspondientes a 5 kb.
Dado que el fragmento clonado correspondiente al transposon tenia un tamafio
de 4.3 kb, se pudo deducir que el DNA adyacente al transposon tenia un tamafio
aproximado de 2.7 kb; ademas, gracias a la digestion Hindlll, se determiné que el
inserto presentaba la orientacion que se muestra en la figura 17 b, por lo cual,
este plasmido seria posteriormente secuenciado utilizando el “primer universal”,
el cual se disefi6 con base en la secuencia nucleotidica compartida para la region

de policlonacion de M13, pUC, y otros plasmidos.

23,1330

HindIll
DAL

1828 pb b

Figura 17. a) Digestiones del plasmido p15Bam. Carriles 2 y 5 marcador de peso molecular A
digerido con Hindlll. Carril 1, digerido con Dral; 2, Dral-Hindlll; 4,BamH|; 6, Hindlll. b) Mapa del
p15BAm se indican los sitios de restriccion de las enzimas empleadas.
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Por otro lado, el plismido p18Bam se digirié con la enzima Dral y se
obtuvieron fragmentos de 6 kb y 3 kb, ademas de dos muy pequefios de 692 pb
y 300 pb (los cuales no se observan en el gel, pero son predichos a partir de la
secuencia nucleotidica del plismido pTZ19R); con HindlIl, se obtuvieron dos
fragmentos, uno de 7.8 kb, y el otro de 2 kb (Fig.182). De acuerdo a estas
digestiones, el mapa de la clona p18Bam, se esquematiza en la figura 18b.

pb

23, 130
9,416
6,557
4,361

Figura 18. a) Digestiones del plasmido p18Bam, caril 1 digerido con Dral; 2, marcador
de peso molecular A digerido con Hinadlll; 3, p18Bam digerido con Hindill. b) Mapa del
plasmido p18Bam en donde se muestran los sitios de corte de las enzimas empleadas.

El plasmido p18Bam se digiri6 de nuevo con Hindlll, para eliminar el
fragmento de 1.8 kb correspondiente al transposon (Fig. 18b). El fragmento de
7.8 kb obtenido de la digestion Hindlll, se purifico, se religd, y se transformé en
células de E. co/. Se seleccionaron las clonas resistentes a ampicilina. El plasmido

resultante se comprobd por restriccion.
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Secuenciaciéon del DNA adyacente al transpos6n

El inserto del plasmido p15Bam se envio a secuenciar utilizando el "primer
universal”', mientras que el inserto del plasmido p18Bam se secuencié con un
"primer" disefiado en base a la secuencia del transposon, este cebador alinea con
el extremo del TnphoA que se localiza adyacente al DNA cromosomal en
p18Bam (Fig. 18b).

Como se puede observar en las figuras 19 y 21, la calidad de la secuencia
de p15Bam fue superior a aquella obtenida para p18Bam posiblemente debido a
la menor calidad del DNA de ésta altima. Sin embargo, para p18Bam fue posible
obtener un segmento de secuencia de aproximadamente 70 bases sin
incertidumbres, el cual se utilizé para su posterior analiss.

Ambas secuencias se analizaron con el programa “Codon Preference” el
cual analiza el porcentaje de GC en la tercera posicion de los codones para los
tres posibles marcos de lectura; posteriormente, la secuencia de aminoacidos
correspondiente al marco que present6 el mas alto valor de %GC, se compard
con la base de datos swissprot y el programa BLASTP del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica.

La secuencia de la mutante #15 (Fig. 19) revel6 una alta similitud con otras
proteinas identificadas en otras especies bacterianas (Fig. 20). Mientras que en el
genoma completo de R. sphaervides, nuestro fragmento de secuencia nos permitio
identificar el gen que codifica para el polipéptido RSP0470, el cual corresponde a
una proteina de 505 aminoacidos. La proteina RSP0470, forma parte de dos
diferentes COGs (COG, siglas de: "Cluster of Orthologous Groups”),
COG2187 y COGO645. El primero, es un conjunto de proteinas conservadas en
bacterias con funcion desconocida, mientras el segundo, agrupa varias proteinas a

las que se predice pudieran poseer actividad de cinasa.
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Figura 19. Secuencia de la mutante 15, utilizando el “primer universal”.

La region cromosomal en la que se encuentra RSP0470 sugiere que podria
formar un operén junto con el gen que codifica para la proteina RSP0469, la cual
también es una proteina conservada, que predice una posible deshidrogenasa
(COGO0579). Divergente a este putativo operon, se localiza el operon #:DX, el
cual esta involucrado en la sintesis de ubiquinona. Y del lado opuesto y también
divergente, se encuentra un posible operon de tres genes, uno de los cuales
predice una fosfolipasa.

Dada la poca informacion que existe sobre la proteina RSP0470, en este
punto es imposible predecir su posible funcion en relaciéon con la formacion del

flagelo, o con la quimiotaxis.
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Color Key for Alignment Scores

J

I

| I‘

I

——
T —————
Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi|22960052 | ref|ZP 00007696.1| COG0645: Predicted kinase [R... 134 4e-31
gi|22966052 | ref|ZP 00013649.1| COG0645: Predicted kinase [R... 64 4e-10

gi]13475505|ref|NP_107069.1| hypothetical protein [Mesorhiz... 58 1le-08
gi|16125172 | ref|NP 419736.1| conserved hypothetical protein... 57 6e-08
gi|21218720|ref|NP_624499.1| conserved hypothetical protein... 57 6e-08
gi|23013906|ref|ZP 00053755.1| <COG0645: Predicted kinase [M... _47 5e-05
gi|27381182|ref|NP_772711.1] blré6071 [Bradyrhizobium japoni... _47 8e-05
gi|21673660| ref|NP_661725.1| conserved hypothetical protein... _38 9e-05
gi|22961421 |ref|2P 00009027.1| <COG0645: Predicted kinase [R... _46 le-04
gi|16331632 | ref|NP 442360.1] wunknown protein [Synechocystis... 33 le-04
gi]|23470831|ref|ZP 00126163.1| COG0645: Predicted kinase [P... _39 le-04
gi|26991368 | ref|NP_746793.1| conserved hypothetical protein... _39 2e~-04
gi|32044032|ref|ZP 00141133.1| COG0645: Predicted kinase [P... 37 3e-04
gi|22297822|ref |[NP_681069.1| ORF_ID:tll0278~hypothetical pr... _37 3e-04
gi|15599895|ref|NP_253389.1| conserved hypothetical protein... _37 4de-04
gi|28868196|ref|[NP_790815.1| conserved hypothetical protein... 35 0.001
gi|23057893|ref|2P 00083020.1| COG0645: Predicted kinase [P... 34 0.002

Figura 20. Analisis Blast de la secuencia de la mutante #15. El andlisis revel6 que
es similar a otras proteinas hipotéticas presentes en diferentes especies de bacterias.



La secuencia de p18Bam, corresponde a la proteina del gancho del flagelo
llamada FIgE; la cual ya habia sido descrita previamente por: Ballado, ez 4l
(2001). En la figura 21 se observa la secuencia obtenida y en la figura 22 se
presenta el resultado del analisis de similitud.
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Figura 21. Secuenma de la mutante #18 para la que se empleo un “primer” disefiado a pamr de la
secuencia del TnphoA.
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Color Key for Alignment Scores

q0=50

gi|124134|sp|P08393|ICP0 HSV1l Trans-acting transcriptional...
gi|2500501|sp|Q96564|RS27 HORVU 40S ribosomal protein S27 (...
gi|3024843|sp|QB0953|VL2 HPV61l MINOR CAPSID PROTEIN L2

gi|1703420|sp|P50428 |ARSA MOUSE Arylsulfatase A precursor (...

114128
0 50 100 150 300
— — o —
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi|2506418|sp|P50610| FLGE HELPY Flagellar hook protein flgE _40 0.001
gi|11386868|sp|Q9ZKY0|FLGE HELPJ Flagellar hook protein flgE _40 0.001
gi|3913655|sp|051715|FLGG BORBU Flagellar basal-body rod pr... 39 0.003
gi|20141428|sp|Q44338|FLGG AGRT5 Flagellar basal-body rod p... _36 0.016
gi|2494528|sp|Q44767|FLGE BORBU Flagellar hook protein flgE _33 0.081
gi|11386809|sp|P57424 |FLGG BUCAI Flagellar basal-body rod p... 33 0,1k
gi|25008454|sp|Q8K9K4 |FLGG BUCAP Flagellar basal-body rod p... _33 0.11
gi|2494533|sp|P75939|FLGG ECOLI Flagellar basal-body rod pr... _33 0.11
gi|120300|sp|P16439|FLGG SALTY Flagellar basal-body rod pro... 32 0.18
gi|2494529|sp|P75937|FLGE ECOLI Flagellar hook protein flgE =31 0.40
gi|120297|sp|P16322|FLGE SALTY Flagellar hook protein flgE _31 0.40
gi|18202750|sp|Q9CB48 |[MURB MYCLE UDP-N-acetylenolpyruvoylgl... _30 0.69
gi|1705702|sp|P52221|CCMD PARDE HEME EXPORTER PROTEIN D (CY... _30 0.90
gi|17380480|sp|Q52946|FLGG RHIME Flagellar basal-body rod p... _30 1.2
gi|25008456|sp|QBK9K6 |FLGE BUCAP Flagellar hook protein flgE _30 1.2
gi|6226612|sp|P35806|FLGE CAUCR Flagellar hook protein flgE _30 T2
gi|2494530|sp|Q56326| FLGE TREPH FLAGELLAR HOOK PROTEIN FLGE _29 1.5
gi|6226497|sp|005809|Y¥S50 MYCTU Hypothetical protein Rv2850... _29 2.0
gi|6015169|sp|007884|FLGE TREPA Flagellar hook protein flgE 29 2.0
gi|140274|sp|P14354|YBL2 FOAMV BEL-2 PROTEIN _28 2.6
gi|20455269|sp|Q9L9C4 |[RUVA RHIET Holliday junction DNA heli... _28 3.4
gi|11386807|sp|P57422|FLGE BUCAI Flagellar hook protein flgE _28 3.4
gi|32699596|sp|Q96FNS |[KF12 HUMAN Kinesin-like protein KIF12 _28 3.4
gi|38372207|sp|Q89AHT |FLGG BUCBP Flagellar basal-body rod p... 2 5.8
7.6
7.6
7.6
9.9

(AT H Sl v ] §o8)
~1 |d|32

Figura 22. Resultado del anélisis BLAST de la secuencia #18 que corresponde
a la proteina FIgE que corresponde a la proteina del gancho del flagelo.

Dado que en el laboratorio se contaba con una plasmido que lleva los
genes fGEF completos, se llevo a cabo la complementacion de la mutante 18.
Como se puede observar en la figura 23, la mutante 18 recupera la capacidad de
desplazarse en medio semisolido en presencia de este plasmido. Asimismo, una
alicuota del cultivo de estas células, observada bajo el microscopio, demostré que

la cepa 18 complementada, era capaz de nadar activamente.
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Este resultado sugiere que el unico gen afectado en la mutante 18

corresponde al gen fBE (aunque quizas también fBF, ver discusion).

Figura 23. Complementacion de
la mutante 18 con el plasmido
pRKfigEF, como control positivo
la cepa WS8 y control negativo la
mutante 18.

MUTAGENESIS DIRIGIDA POR GENETICA REVERSA

Construccion de la mutante fhB:: uidA-aadA

La mutagénesis del gen /7B en la cepa WS8 se realizé por genética reversa.
Para ello, se introdujo el cassette ‘uidA4-aadA en la regién codificadora de f74B. El
cassette ‘uidA-aadA (Fig. 24) lleva el gen reportero ‘uidA, el cual codifica para la
enzima B-glucuronidasa pero carece de promotor, y el gen @adA, que codifica
para la enzima aminoglucésido-3-adeniltransferasa, la cual es responsable de
conferir a las bacterias resistencia a espectinomicina (Spc"). Finalmente, cabe
mencionar, que el gen 4sdA se encuentra flanqueado por terminadores

transcripcionales obtenidos del genoma del bacteriofago T7 (Metcalf y Wanner,
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1993), estos provocan un efecto polar sobre la expresion de los genes ubicados

rio abajo del gen aadA.

uldA aadA

Figura 24. Cassette uidA-aadA. uidA codifica para la enzima
B-glucuronidasa y aadA para la resistencia a espectinomicina
Se indican los sitios de restriccion relevantes. Tomado de
Metcalf y Wanner, 1993.

El primer paso para alcanzar nuestro objetivo, consistié en obtener una
clona que llevara el gen f7/B* completo (dado que la clona con la que contibamos
en el laboratorio, llevaba el gen fIhB truncado) (Garcia ef a/, 1998). Para ello, se
digiri6 el DNA cromosomal de la cepa silvestre WS8 y el cosmido c140 con la
enzima SsA. El cosmido c140 lleva clonada una region de genes flagelares,
cercana al gen fIIK (Gonzalez-Pedrajo ez al., 1997). Con estas digestiones se realizo
una hibridacion tipo Southern utilizando como sonda un fragmento de DNA que
incluye el inicio del gen f/4B.

En la figura 25 se observa el DNA cromosomal de la cepa silvestre WS8
junto con el DNA del cosmido c140 ambos digeridos con SsA. La hibridacion
revelo un fragmento Ss7l de 3.2 kb, el cual es similar en ambas muestras (fig. 26).
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Figura 25. DNA cromosomal de la Figura 26. Southem blot

Cepa WS8 (caril 2) y del cosmido del DNA de WS8 (carril 2)

¢140 (carril 3) digeridos con la enzima y de c¢140 (carril 3) digeridos

Sstl. Carril 1: marcador de peso con Sstl utilizando como

molecular, DNA de A digerido con sonda un producto de PCR

Hindlll. que contiene el inicio de
fihB.

El tamafio de los fragmentos observados en la hibridacion se calculo de
acuerdo a la migracion relativa de éstos (Tabla 4). El resultado de la hibridacion
nos indica que el fragmento que contiene el gen f/hB, se encuentra presente en el
cosmido c140, y por ello, procedimos a clonar f/hB a partir de una preparacion de

c140.
Tabla 4. Pesos moleculares del DNA cromosomal que hibrida

con la sonda /B
DNA DIST. RF PM PM pb
(CM) LOG,,
WSs8 53 .6309 3.5 3.162
c140 « " « “
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Mediante el analisis de restriccion del cosmido c140 y el analisis de la
secuencia de DNA previamente publicada para los genes fZPOR (Garcia e al.,
1998), dedujimos, que el fragmento SsA de 3.2 kb que lleva completo el gen /7B,
podia ser reducido en tamafio, a 2.5 kb, mediante restriccion con la enzima Sal,

la cual tiene un sitio de corte dentro del gen fZP (fig. 27).

Sall Bglll Stul Stul Stul  Sstl
| | I
I | | RS R B S T A .W
iP i iR hB Region
ﬂ ﬂ Q ﬂ ﬂ 469 pb desconocida

.
L

2.5kb

Figura 27. Esquema de la region que contiene a los genes fiiP, fliO, fliR,

fiIhB y una region rio abajo de funcién desconocida. En gris se muestra el
marco de lectura de flhB y se indica el sitio de corte de las enzimas Sall,

Bgil, Stul y Sstl.

El fragmento de 2.5 kb Sa1-SsA proveniente del cosmido c140, se clono
en el plasmido pTZ19R. La secuencia de este fragmento revelo la presencia del
gen completo f/4B (datos no mostrados). Este plasmido se digirié con la enzima
St4l (Fig. 28) la cual nos permite remover un fragmento de 480 pb dentro de la
region codificadora de fB. El producto lineal de 5 kb se purfico y
posteriormente se ligo al cassette ‘uidA4-aadA. La reaccion de ligasa se electroporo
en la cepa JM103, y las colonias se seleccionaron por su resistencia a ampicilina y

espectinomicina.
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Con el fin de determinar la orientacion del cassette #dA-
aadA, se eligieron ocho de las colonias resultantes para
llevar a cabo la purificacién de plasmido en pequeiia escala;
cuatro de estos plasmidos se digirieron con la enzima PsA.
Esta enzima se eligio, ya que el cassette #idA-aadA presenta
dos sitios de corte: uno al principio de #dA y el otro, 2 kb
rio abajo, justo donde inicia 2zdA4 (Fig. 24).

Figura 28. Carril 2:
Plasmido pTZ19R
flhB digerido con la

enzima Stul.

En la figura 29, se pueden observar los patrones de restriccion de las dos
posibles orientaciones del inserto uidA-aadA. En los carrles 2 y 5 se

pueden observar las dos posibles orientaciones del cassette (Fig.30).

Orientacion 1
Psil Psil
uidhA | aadA |
— >
11Kb 2Kb 57 Kb
Psfl Psil
Orientacién 2
aadA widA
3.1Kb 2 Kb 3.7 Kb

Ll Ll Lt

Figura 30. Posibles orientaciones
! del cassette uidA-aadA. Carriles
cassette uidA-aadA. 1:marcador de peso molecular;

2 :orientacién 2; 3 y 4 digestiones
parciales, 5: orientacién 1.

Figura 29. Posibles orientaciones del
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De acuerdo al esquema de la figura 29 esperabamos un fragmento de 5.7
kb, (el cual incluye el vector), un fragmento de 2 kb y otro de 1.1 kb. En la
orientacion contraria se esperaba un fragmento de 3.7 kb, 3.1 kb y 2 kb.

El plasmido seleccionado, se purifico y se digirié con la enzima SaA-5s4, el
fragmento de 6.5 kb el cual representa el alelo flhB::#idA-aadA, se purifico y clono
en el plasmido p]Q200.

El plasmido pJQ200 es un vector sin capacidad para replicarse en R
sphaeroides, por lo cual puede ser utilizado como plasmido suicida en esta bacterta;
esto es, en caso de que el plasmido lleve clonado un alelo mutante de un gen
cromosomal, éste remplazara la copia cromosomal mediante un evento de doble
recombinacién. El plasmido pJQ200, contiene ademas el gen sacB de Bactllus
subtilis y en presencia de sacarosa, su expresion resulta letal en bactertas Gram’
facilitando asi la contraseleccion del vector (Quandt y Hynes, 1993).

Mediante una conjugacion triparental, el plasmido pJQ200 que llevaba
clonado el alelo f/hB::uidA-aadA se transfiri6 a la cepa silvestre de R. sphaervides (la
cual es resistente a acido nalidixico). Se seleccionaron las transconjugantes Nal®
Sac®, Spct, Gm®.

Una vez purificadas, las colonias seleccionadas se crecieron hasta fase
exponencial media y una alicuota se observé al microscopio 6ptico. Ninguna de
las tres colonias seleccionadas fue capaz de nadar. Una de estas cepas se

denomino NA-I.

Complementacién de la cepa NA-I

Para determinar si el Gnico gen afectado en la cepa NA-I corresponde al

gen /B los plasmidos pRS207 y pRS208 se introdujeron a la cepa NA-I. En
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Para determinar si el unico gen afectado en la cepa NA-I corresponde al
gen fIhB los plasmidos pRS207 y pRS208 se introdujeron a la cepa NA-I. En
estos plasmidos el fragmento SsA que lleva fliB* se encuentra clonado en el
plasmido pRK415. En el caso de pRS207, el gen f/hB es transcrito a partir de un
promotor presente en el vector, mientras que en el plasmido pRS208, el gen /7B
esta clonado en la orientacién contraria del promotor de pRK415 y la expresion
de /B seria dependiente de la presencia de algun promotor presente en el
fragmento SsA.

Como podemos observar en la figura 31, al introducir cualquiera de los
dos plasmidos a la cepa NA-I, ésta recupera su capacidad de nado.

Figura 31. Complementacion de la cepa NA-l. Con los plésmidos
pRS207 y pRS208. Control positivo, la cepa WS8 y como control
negativo la cepa NA-I (FIhB).

Estos resultados sugieren que en la cepa NA-I, el gen /B es el unico

responsable del fenotipo Mot (definido éste como ausencia de motilidad).
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Ademas sugieren que el fragmento SsA puede llevar un promotor que permite la
expresion del gen f7hB y por lo tanto la complementacion de la cepa NA-I por el
plasmido pRS208.

Dado que existia la posibilidad de que el plasmido estuviera recombinando
con el cromosoma y de esta forma dar lugar también a colonias con la capacidad
de nadar, se clon6 un fragmento mas pequefio, esperando que por la reduccion
en el tamafio se redujera la posibilidad de recombinacién. El fragmento BgAI-SsA
(ver fig. 27 para localizar el sitio Bgll) se clon6 en pRK415 de forma que la
region codificadora de f/hB quedara opuesta al promotor presente en el plasmido;
este fragmento lleva 390 pb rio arriba del marco de lectura abierta de f74B, y 300
pb rio abajo del codon de paro. Esta clona se denomin6 pRS210. Este plasmido,
una vez introducido por conjugacion a la cepa NA-I, fue capaz de complementar
el fenotipo Mot (datos no mostrados). Por lo tanto queda por establecer el sitio

del promotor putativo presente en este fragmento.

Determinacion del nivel de expresion del gen fIAB

En la cepa NA-I, el gen #dA, el cual codifica para la enzima B-
glucuronidasa, se encuentra bajo el control transcripcional del promotor
responsable de expresar f/hB. La actividad especifica de B-glucuronidasa se
determiné para la cepa NA-I, asi como para las transconjugantes NA-I/pRS207 y
NA-I/pRS208. Como control positivo se utilizo la cepa WS8 que lleva el gen
utdA bajo control del promotor flagelar fZOp en el plasmido pRK415 (Poggio ez
al., 2000).

" Los valores de actividad obtenidos para cada una de las construcciones

examinadas fueron:
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Tabla 5. Actividad especifica de B-glucuronidasa

CEPA Actividad especifica
NA-I 22,893 nM/min/mg

WS8/pRKfZOp 16,186 nM/min/mg
NA-I/pRS207 24,801 nM/min/mg

NA-1/pRS208 24,770 nM/min/mg

Los resultados en la tabla 5 demuestran que el gen f/4B es un gen que se
expresa activamente, y ademas, nos indican que la presencia del gen silvestre en el

plasmido no altera la expresion de la copia cromosomal.
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DISCUSION

Las dos estrategias de mutagénesis empleadas en este trabajo presentan
distintas ventajas para el estudio de la transcripcion de los genes flagelares y se
pueden obtener resultados muy distintos dependiendo de la estrategia que se
emplee.

La mutagénesis al azar mediante la insercion del transposon TnphoA es una
buena estrategia para identificar mutantes defectuosas en alguna funcion flagelar.

Dado que el flagelo no se puede purificar en su forma activa, esta
estrategia es util para determinar la funcion de las proteinas involucradas. La
mutacion de los genes que codifican estas proteinas, acompanada del analisis de
las secuencias de los genes afectados, permite predecir la funcién y la posible
localizacion de dichas proteinas, asi como determinar el efecto de la inactivacion
del gen (Sockett y Armitage, 1991).

Esta metodologia es util cuando se esta estudiando alguna funcién poco
conocida, ya que permite descubrir nuevos genes y tratar de conocer sus
funciones. En este caso, es importante asegurar que el transposon se encuentra
en un solo sitio del cromosoma, por lo tanto, es imprescindible llevar a cabo un
analisis de complementacion, para confirmar que el fenotipo se deba tnicamente
a la insercion del transposon en un gen en particular.

Los resultados obtenidos pueden ser muy utiles, aunque existe la
posibilidad de obtener mutantes en sitios dificiles de estudiar debido a la carencia
de informacion sobre ellos, como en el caso de la mutante #15, en la que se sabe
que el gen mutagenizado corresponde a una proteina cuya funcion predicha es
de cinasa, es decir una proteina que une grupos fosfato a residuos de

aminoacidos especificos, que ain no se ha reportado que esté relacionada con
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algin proceso quimiotactico y se carece de elementos para relacionar la mutacion
con el fenotipo. En estos casos es necesario, como primer paso, determinar
claramente la relacién entre la msercion y el fenotipo, y como segundo paso se
podria determinar si lo que se encuentra afectado es la expresion de los genes
flagelares tempranos y/o tardios, o si lo que se encuentra afectado es el
ensamblaje del flagelo, o si el problema esta a nivel de la respuesta quimiotactica.

Alternativamente, existe la posibilidad de que el transposon se inserte en
un sitio sin relacion al flagelo, mientras que otra mutacion (puntual) provoque el
fenotipo. En estos casos la introduccion de la copia silvestre del gen afectado o
la interrupcion del gen de forma dirigida proporcionan evidencia adicional para
sustentar la idea de que el marco de lectura abierta identificado es el responsable
del fenotipo observado.

Otra posibilidad al utilizar esta técnica, es el obtener cepas mutantes
afectadas en genes ya clonados y secuenciados, de los cuales ya se conoce su
funcion y que no es necesario continuar caracterizando, como fue el caso de la
mutante #18.

Por otro lado, la mutagénesis dirigida se puede emplear cuando ya se tiene
clonado un gen y se conoce total, o parcialmente, la secuencia del mismo pero se
desconoce su regulacion y/o su funcion. Esta estrategia permite profundizar en
el estudio de los genes y su efecto sobre otras secuencias.

Para esta estrategla es de gran utilidad el empleo de cassettes que
contengan genes reporteros, asi como un marcador de seleccion como lo son los
genes que codifican para resistencia a ciertos antibioticos. Dependiendo de lo que
se desee mnvestigar es posible utilizar cassettes que tengan o no un efecto polar rio
abajo del sitio de insercion. Un ejemplo de este tipo de cassettes es #idA-aadA.

El gen ‘uidA codifica para la B-glucuronidasa (GUS), la cual es una enzima

sencilla de determinar tanto en ensayos colorimétricos, asi como fluorométricos,
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y con dicho gen es posible hacer fusiones transcripcionales. El gen que codifica
para la resistencia al antibiotico se localiza rio abajo de ‘#dA, por lo que la
expresion del gen no interfiere con la expresion de #dA. (Metcalf y Wanner,
1993).

El reemplazamiento genético esta mediado por la recombinacion de
secuencias homologas, para que éste se lleve a cabo, se debe utilizar un vector
incapaz de replicarse y que no pueda integrarse en el cromosoma bacteriano en
algun sitio determinado; de manera que al seleccionar la resistencia del cassette,
se seleccionan los eventos de recombinacion homologa entre el gen cromosoma
y el gen clonado en el plasmido.

En la tabla 6 se resumen las ventajas y las desventajas de estas

secuenciado y conocer sus
efectos sobre otros genes.

aproximaciones.
Tabla 6. Resumen de ventajas y desventajas de las técnicas de mutagénesis
empleadas
TECNICAS VENTAJAS DESVENTAJAS
Mutagénesis al azar  Ayudaaprofundizarenel  Se corre el riesgo de obtener
estudio de funciones poco  varios eventos de insercion
conocidas. en diversos sitios del
Sirve para descubrir genes Cromosoma.
nuevos Los resultados pueden ser
dificiles de interpretar si no
se cuenta con suficiente
informacién.
Se pueden obtener datos
previamente reportados
G Permite continuar la En ocasiones se requiere de
Mutagcnems de caractenizacion deungenya la secuencia de al menos una
intercambio alélico  descrito y secuenciadooal  parte del gen que se desea
menos clonado. interrumpir.
Util cuando se desea Se requiere de un vector que
conocer la regulacién y sea incapaz de replicarse en
funciones de un gen ya el cromosoma bacteriano




La proteina FIgE

El flagelo de Rhodobacter sphaeroides presenta caracteristicas Ginicas en su
estructura que lo distinguen del resto de bacterias: un abultamiento en la region
de las proteinas asociadas al gancho (HAPs) y el gancho recto (Sockett y
Armitage, 1991; West y Dreyfus, 1997). Este tipo de gancho no se ha observado
en otras bactertas monoflageladas como Caubbacter crescentus 'y Sinorhizobium
melilot que presentan gachos curvos (Lagenaur ¢f a/, 1978; Krupski ef al, 1985).

FigE es las proteina mas abundante dentro del complejo gancho-cuerpo
basal (HBB), de hecho 130 subunidades de la proteina FlgE conforman el
gancho, en contraste a 6 subunidades de la proteina FigB (en el eje), o 26 de FliF
(en el anillo MS) (Bonifield ez 2/ 2000; Berg, 2003).

En R. sphaervides existen al menos dos genes fGE en el cromosoma,
RSP1330 y RSP0080. La evidencia experimental ha demostrado que de estos,
RSP0080 corresponde al gen funcional para la formacion del gancho en R
sphaeroides (Ballado ef al, 2001). El producto de este gen predice un polipéptido de
42,660 Da. El gen RSP1330 se trata de una duplicacion del gen fZE, el cual esta
ubicado en otra region del cromosoma I de esta bacteria, y se encuentra

flanqueado por otras copias duplicadas de los genes flagelares.
(http://genome.jgi.psf.org/draft microbes/rhosp/thosp.home.html)

Sin embargo, aun no existe evidencia experimental que indique que estos
genes son siquiera expresados.

En el trabajo previo del laboratorio se identifico y se secuencio el gen fGE
de Rhodobacter sphaeroides. Analisis moleculares revelaron que forma parte de una
unidad transcripcional que incluye a los genes fGBCDEF (Ballado ez 4, 2001). En
dicho trabajo, se demostré que el fenotipo de una mutante en fZE (polar o no

polar) es Fla, lo cual permite inferir que la incapacidad de nado de la mutante
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#18 es ocasionada por la falta de flagelo. Por otro lado, también habia sido
demostrado que en el caso de una mutante polar en fZE, ésta solo podia ser
complementada con los genes fBE y figF, mientras que una mutante no polar si
podia ser complementada sélo por fZE, sugiriendo que la unidad transcripcional
terminaba con el gen fBF (Ballado ¢# 4/, 2001). En el caso de la mutante #18, la
mutante recuper6 completamente la motilidad al ser complementada con los
genes fBE y fIF, lo cual indica que el unico defecto en esta mutante se encuentra
en estos genes.

El analisis comparativo de la secuencia de fBE revelo una alta similitud con
otras secuencias fgE reportadas para otras especies asi como con los extremos
NH, y COOH de /&G de S. enterica.

El N terminal de FIgE de R. sphaervides presenta la secuencia LSGL, y
NIANXXTXXGFR que esta muy conservada en todas las proteinas FIgE
conocidas. El extremo C-terminal también muestra algunos residuos altamente
conservados en otras proteinas FIgE; pero también se encontrd gran similitud
con los extremos NH, y COOH de FlgG de S. enterica por esta razon, al mandar
a comparar la secuencia de la mutante #18, ésta result6 similar no solo a FIgE,
sino también a FlgG (la cual es otra proteina del eje). Se piensa que estas
secuencias son importantes para el reconocimiento de la maquinaria de
exportacion, o quiza para que ocurran las interacciones cuaternarias necesarias
durante el proceso de ensamblaje (Homma ez 2/, 1990a; 1990Db).

En contraste con FIgE de . enterica, la proteina de R sphaervides presenta
dos pequefias inserciones de 7 y 6 aminoacidos localizados en los residuos 46 y
90 respectivamente, la ultima insercion junto con los 4 aminoacidos predecesores
y los dos siguientes presenta un contenido inusual de residuos de prolina, 5.4%
comparado contra 2.9% de S. enterica. Se ha sugerido que los residuos de prolina

estan involucrados en la estructura rigida de algunas proteinas. La proteina FIgE
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carente de esta region, provoco la reduccion del nado de R. sphaervides, observado
como el diametro de un anillo de células en una caja de medio semi-solido
(swarm); ademas de mostrar ganchos curvos en preparaciones de microscopia
electronica. Sin embargo, queda por confirmar que la alteracion en el nado, sea
especificamente ocasionada por la curvatura del gancho producida por la proteina
FlgE mutante (Ballado ez 4/, 2001).

La proteina FIhB

FlhB es una proteina integral de membrana que se ha propuesto forma
parte del aparato de exportacion flagelar. En Salmonella enterica, fIhB forma parte
del operon cuyos genes son requeridos para la formacion del aparato de
exportacion flagelar (Macnab, 2003). Este gen codifica para un polipéptido
altamente hidrofobico de aproximadamente 42,322 Da que presenta varios
segmentos que se expanden a través de la membrana lo que sugiere que FlhB sea
parte integral de la misma. (Minamino ¢7 aZ, 1994).

Se ha visto que la proteina FiK controla la longitud del gancho. Se piensa
que en el momento apropiado, FliK envia una sefial a FIhB para cambiar la
especificidad del aparato de exportacion de substratos tipo gancho (en los que se
incluyen los del eje) a substrato tipo filamento (Williams ez 4/, 1996; Kutsukake,
1997).

En el cromosoma de R. sphaervides rio abajo del gen f/hB existe una region
de aproximadamente 600 pb, en la cual se predicen dos posibles marcos de
lectura abierta (ORFs) los cuales se encuentran en la misma orientacion que f7B.

Inmediatamente abajo de /B, se predice la existencia de un ORF de 254
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aminoacidos, el cual no es similar a ninguna otra proteina reportada a la fecha
(http: nome.jgi.psf.org/draft microbes/rhosp/rhosp.home.html).

La mutacion aislada en este trabajo flhB::#idA-aadA, ejerceria un efecto
polar sobre cualquier posible gen ubicado rio abajo de la insercion. El hecho de
que la mutante NA-I haya sido complementada con el plasmido pRS210 (el cual
solo lleva f/hB) sugiere que este ORF, en caso de ser un gen funcional, no es
transcrito junto con f/hB. Alternativamente, este gen podria ser transcrito junto
con f/hB, sin embargo, su ausencia podria estar no relacionada con la movilidad
de la bacteria. Dada la falta de similitud de este ORF incluso al ser comparado
con los genomas secuenciados de otros microorganismos filogenéticamente

relacionados, consideramos factible que este ORF no represente un gen
funcional.
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CONCLUSIONES

Se compararon dos estrategias de mutagénesis distintas para el estudio de
la regulacion de la expresion de genes flagelares y se evaluaron las ventajas y
desventajas del empleo de éstas en la caracterizacion del regulon flagelar de
Rhodobacter sphaerordes.

Se comprobo la utilidad del empleo de elementos transponibles y genes

reporteros en los experimentos de mutagénesis.

Mediante el empleo de la técnica de mutagénesis al azar fue posible
indentificar dos genes. En el primer caso el gen identificado codifica para una
proteina cuya funciéon es posiblemente de cinasa y que no ha sido previamente
reportada en ningun estudio sobre quimiotaxis o regulacion en Rhodobacter
sphaeroides. Debido a la carencia de informacion sobre la funcién de dicha

proteina no nos fue posible correlacionar la mutacion con el fenotipo observado.

En el segundo caso de mutagénsesis al azar identificé un gen que codifica
para la proteina estructural del gancho FIgE, previamente descrita para la especie

por lo que la mutacion presenta el fenotipo que corrobora su funcién.

La region rio abajo de f7hB de aproximadamente 600 pb probablemente

no forma parte de la misma unidad transcripcional.

Los resultados sugieren que f/AB se expresa como un mensajero

monocistronico (lo que no descarta la posibilidad de que también se exprese
como parte del operon fFOPQR/7B).
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PERSPECTIVAS

La profundizacion en el estudio del gancho de Rbodobacter sphaervides
podra brindar informacién importante para el entendimiento de la importancia

de la forma recta de esta estructura y sus implicaciones.

Complementar la mutaciéon del gen cuya actividad predicha es de cinasa
comprobar que sea la unica responsable del fenotipo observado para tratar de

identificar si se trata de una proteina involucrada en quimiotaxis o en el proceso

de sintests y ensamblaje del flagelo.
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APENDICE 1.

Proteinas involucradas en la formacién del flagelo, movilidad y
quimiotaxis.

PROTEINA FUNCION

:

Proteinas del  Flagelo

FIhC Regulador maestro de los genes de clase 2 1
FIhD Regulador maestro de los genes de clase 2 1
FlhA Exportacion de proteinas 2
FlhB Control de la longitud del gancho, ensamblaje 2
FIhE Desconocida 2
FlgA Ensamblaje del anillo P 2
FlgB Eje proximal 2
FlgC Eje proximal 2
FlgD Ensamblaje del gancho 2
FlgE Proteina del gancho 2
FigF Eje proximal 2
FlgG Eje distal 2
FlgH Anillo L 2
Flgl Anillo P 2
FlgJ Muramidasa, proteina de coronamiento del eje 2
FhA Factor o para los operones clase 3 2
FLE Se propone como adaptador entre el eje y el anillo MS 2
FliF Anillo MS 2
FliG Componente del rotor, generacion de torque, interactua con MS 2
FliH Exportacion de proteinas, regulador negativo de Flil 2
Fhl ATPasa, exportacion flagelar tipo 111 2
Fli Chaperona general 2
FK Control de la longitud del gancho 2
FhL Desconocida 2
FliM Anillo C, sitio de union de CheY-P 2
FIiN Componente del anillo C, complejo rotor/interruptor 2
FLO Exportacion 2
FliP Exportacion 2
FLiQ Exportacion 2
FliR Exportacion 2
FliS Chaperona especifica de FliC 2
FiT Chaperona especifica de FliD 2
FlgK Uni6n del gancho-filamento en el gancho 3
FlgL Unién del gancho-filamento en el filamento 3
FlgM Factor anti-o 3
FigN Chaperona especifica de FigK y FigL 3
FliC Proteina del filamento (flagelina) 3
FliD Proteina de coronamiento del filamento 3
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Proteinas de
CheA

CheB

CheR

CheW

CheY

CheZ
Proteinas de
MotA

MotB

Aer

Tar

Tap

Tcp

TipA

TlpC

Trg

Tsr

Quimiotaxis

Cinasa de CheY y CheB

Quimioreceptor metilesterasa

Quimioreceptor metiltransferasa

Regulador positivo de CheA

Regulador del interruptor

Fosfatasa de CheY

Motilidad

Rotacién del motor

Rotacion del motor

Proteina MCP de E. cok y Salmonella

Proteina MCP de E. wk y Salmonella (aspartato)
Proteina MCP de E. w# (péptidos)

Proteina MCP de Salnonella

Proteina tipo MCP de R.sphacroides

Proteina tipo MCP de R. sphaervides

Proteina MCP de E. wk y Salmonella (serinay ribosa)
Proteina MCP de E. wk 'y Salmonella

WL w

W W WL LWL WwW

Modificada de Berg, 2003; Macnab, 1996 y Macnab 2003.
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APENDICE 2.

Autoridad de las especies citadas

ESPECIE AUTORES

Rhodobacter sphaeroides (van Niel, 1944) Imhoff er al 1984

Escherichia coki (Migula, 1895) Castellani y Chalmers 1919

Salmonella enterica (Loeffler, 1892) Castellani y Chalmers 1919

Myxococeus xanthus Beebe, 1941

Pseudomonas aeruginosa (Baterium aeroginosum Schroeter, 1872) Migula,
1900

Treponema phagedenis Smibert, 1984

Campylobacter coli (Doyle, 1948) Veron y Chatelin 1973

Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend 1907) Conn, 1942
sinénimo heterotipico de Rhigobium radiobacter

Azospirillum brasilense Tarrand et al 1979

Caulobacter crescentus Poindexter, 1964 sin6nimo heterotipico de
Caulobacter vibroides

Sinorhizobium meliloti (Dangeard, 1929) DeLajudie e ol 1994

sinonimo de Ensifer meliloti
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