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Resumen

En el curso de la evolucidn, los seres vivos han ido adquiriendo una serie de
estructuras y estrategias para desplazarse a fin de habitar ambientes propicios para su
desarrollo y supervivencia; en bacterias, dicha estructura lo constituye un apéndice
helicoidal que rota mediante un motor que se aloja en su base, el cual ha sido designado con
el nombre de flagelo. Este dispositivo motriz no sélo esté provisto del engranage y energia
necesarios para su funcionamiento, también esta acoplado a un sistema quimiotéctico que le
permite detectar las condiciones de su entorno. La estructura del flagelo, asi como los
mecanismos de regulacion genética que permiten su formacién, han sido estudiados a
detalle en organismos como Escherichia coli y Salmonella enterica. El flagelo
estructuralmente se divide en tres partes: el cuerpo basal, el gancho y el filamento, siendo
estas dos Gltimas las estructuras que sobresalen al exterior de la celula. La regulacion
genética estd organizada en clases jerdrquicas, lo cual a su vez permite que el flagelo se
ensamble en una secuencia especifica de eventos. A pesar de que se han determinado casi
todas las partes que componen al flagelo, existen aun eclementos que no se han
caracterizado con claridad, uno de ellos es el producto de 17 kDa codificado por el gen
JUL. La delecion de este gen en especies multiflagelares no muestra fenotipo aparente; por
el contrario, en bacterias monoflageladas parece ser un elemento indispensable relacionado
con la movilidad de la bacteria. En el presente trabajo se realizé la delecién de fIiL en
Rhodobacter sphaeroides una bacteria monoflagelade; los andlisis genéticos y funcionales

que se realizaron de dicha delecion sugieren que el fenotipo de fliL en esta bacteria es Mot



Introduccion

Estructura y funcién del flagelo bacteriano.

El flagelo bacteriano ha sido una estructura ampliamente estudiada en Escherichia
coli 'y Salmonella enterica serovar Typhimurium, Ia mayor parte del conocimiento que se
tiene sobre dste ha sido producto de la obtencién y caracterizacién de mutantes en estas
especies (Macnab, R. M. 1996; Macnab, R. M. 2003). El flagelo es un apéndice rigido que
actia como propela para generar el desplazamiento de las células bacterianas mediante Ja
rotacién bidireccional de un motor que se encuentra en su base.

Existen varias formas de desplazamiento en bacterias (para revisién ver: Harshey,
R., 2003), dos de los mecanismos mejor estudiados en cuanto al modo de desplazamiento
son: “swimming” o natacién (Macnab, R. M. 1996) y “swarming” o desplazamiento en
enjambre (Harshey, R. y Matsuyama, T. 1994; Harshey, R., 2003). El primero se refiere al
movimiento individual de células en medios liquidos y viscosos; mientras que el nado en
enjambre, también dependiente del flagelo, es un proceso complejo en el cual las bacterias
se desplazan en forma coordinada sobre una superficie sélida. El “swarming” es utilizado
por las bacterias entéricas durante la colonizacion del epitelio y en la formacién de biofilms
(Alison ef al., 1994). Uno de los organismos en los que mejor se ha estudiado este tipo de
movilidad es Profeus mirabilis, en donde se ha observado que el proceso involucra una
serie de etapas de transformacion (Fraser, M. G. y Hughes, C. 1999; Harshey, R., 2003) ; en
una primera instancia las células se encuentran en un estado vegetativo de nado libre,
posteriormente mediante una serie de estimulos (peptidos, aminoécidos, N-acil-homoserin-

lactonas, denominadas: AHLs) las células se agrupan y se alargan longitudinalmente,




aunado a esto, cada célula comienza un proceso de hiperflagelacion y posteriormente
ocurre el desplazamiento grupal. Los requerimientos esenciales para que ocurra este tipo
de nado, estdn asociados con un incremento en la densidad celular, factores de virulencia y
produccion de surfactantes como lipopolisacéridos (Toguchi er al., 2000).

En cuanto a su organizacién estructural, ¢l flagelo puede dividirse
esquemnéticamente en tres partes: el filamento, ¢l gancho y el cuerpo basal (fig. 1) (Macnab,

R. M. 1996).
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Fligura 1. Esquema del flagelo bacteriano (tomado de Minamino, T, y Namba, K. 2004)

El filamento: es una estructura formada por un sélo tipo de proteina denominada
flagelina (FliC), tiene una longitud promedio de 5-10 pm y un ancho de ~20 nm. El
filamento es una hélice que varia en su conformacién, dependiendo del arreglo que

presentan las subunidades de flagelina agrupadas longitudinalmente en 11 fibrillas, de las




cueles s¢ han reportado hasta 12 morfotipos, el tipo de hélice formada que comiinmente
utilizan las bacterias para desplazarse es designada “mano derecha” (Kamiya et al., 1979).
La disposicién y nimero de flagelos varia entre las especies de bacterias (fig. 2),
pero en general se pueden nombrar las siguientes formas: anfitricas, con flagelos en los
polos; peritricas con flagelos rodeando la célula; monotricas con un solo flagelo ubicado en
posicidn polar o subpolar; lofotricas con multiples flagelos anclados en un polo. Los
mecanismos que regulan la ubicacidn del flagelo se desconocen a la fecha. Sin embargo, se
sabe que en Pseudomonas putida la ausencia de FIbF, una proteina que forma parte del
operdn de quimiotaxis y movilidad flagelar, provoca una localizacién aleatoria del flagelo y
afecta la movilidad. Asi mismo, se observd que la sobreexpresién de fThF triplica el niimero

de flagelos (Pandza, et al. 2000).

Fig. 2. Niimero y disposiclén del flagelo en la célula bacteriana.




El gancho: es un componente en forma curva que actia de unién entre el filamento y el
cuerpo basal. FIgE es la protelna que forma el gancho. Conserva el mismo arreglo de once
fibrillas al igual que el filamento, sin embargo, su didmetro es un poco mds grande y la
rigidez de esta estructura es mucho menor afin de proveer mayor flexibilidad . Existen otras
dos protefnas FIgK y FlgL, que no forman precisamente parte del gancho, sin embargo
actian de enlace entre éste y el filamento y son referidas como HAPs (hook-associated
proteins).

El cuerpo basal: constituye la parte mds compleja del sisterna flagelar, ya que contiene el
aparato de secrecion tipo III necesario para la exportacion de las proteinas flagelares axiales
(eje, gancho y filamento ).

Las partes que conforman el cuerpo basal son: una serie de cuatro anillos, los més
externos son el L ( FigH ) y P ( Flgl ), que se encuentran en la membrana externa y en la
pared de peptidoglicanos respectivamente, el anillo MS se considera como uno solo debido
a que los dos anillos que lo integran estdn formados por la misma subunidad (FliF), este
anillo se encuentra ubicado en la membrana interna. Por el centro de estos anillos se
proyecta una estructura conocida como el “gje”, el cual forma un cilindro y estd integrado
por miiltiples subunidades de las proteinas FlgF, FlgG, FlgB y FlgC. En la base del anillo
MS se propone que se aloja un complejo multiprotéico que actia como sistema de
secrecién tipo III. Por otro lado, hacia la cara citoplasmética se encuentra sobresaliendo un
anillo extra en forma de campana designado “anillo C", compuesto por las proteinas FliG,
FliM y FliN implicadas tanto en los procesos de generacion de torque, ensamblaje flagelar,
asi como en confrolar ¢l cambio de direccién de la rotacién del flagelo. De estas tres
iltimas proteinas FliG constituye el rotor del motor flagelar y se encarga de generar el

torque que permite la rotacién del flagelo (Lloyd er al., 1996). FliM representa el




interruptor (switch) del flagelo y hace que éste pueda cambiar el sentido de su rotacién, Las
proteinas encargadas de acoplar la energla motriz son MotA y MotB. MotA es una proteina
con cuatro dominios trasmembranales, ce ha sugerido que mediante estos dominios se
forma un canal a través del cual se translocan los protones que proporcionan la energia de
rotacién (Blair, D. F. y Berg, H. C. 1990; Blair, D. F. y Berg, H. C. 1991); MotB ¢s una
proteina menos hidrofébica que MotA, posee un largo dominio carboxilo-terminal ubicado
en el espacio periplasmético y una porcion amino terminal inmersa en la membrana
citoplasmética; MotB interactua con la pared de peptidoglicanos y se piensa que parte de su
funcién es anclar a MotA y consolidar ¢l complejo de forma estitica (Chun, S. y
Parkinson, J. S. 1988). Finalmente, s¢ ha observado mediante microscopia electrénica, que
¢l complejo MotB-MotA se encuentra organizado alrededor del anillo MS asemejando la
forma de un collar de perlas (Khan ef al., 1988).

La maquinaria de exportacidn est4 asociada con el anillo MS, los componentes que
la integran han sido determinados y divididos en dos clases (para revisién ver Macnab, R.
M. 2003): solubles y asociados a membrana. Los primeros constituyen a su vez dos grupos,
uno determinado por chaperonas de substratos especificos como las protelnas FlgN, FliS y
FIiT las cuales estdn involucradas con la exportacién de las proteinas HAPs, FliC y FliD
respectivamente; el segundo grupo constituido por FliH, Flil y F1iJ, estdn involucradas en la
exportacién de todas las proteinas axiales flagelares. La otra clase que conforma el aparato
de exportacién estd integrado por protefnas inmersas en la membrana citoplasmadtica (FIhA,
FIhB, FliO, FliP, FliQ, FliR). Sin embargo, la forma en que se encuentran ensamblados y
como es su mecanismo de funcionamiento ain es incierto. Se piensa que este tipo de
dispositivo de exportacion ademés de permitir la transiocacion de los componentes axiales,

es utilizado para expulsar factores de virulencia en algunas especies bacterianas (Konkel, ef




al., 2004). Por otra parte, mutantes en el aparato de exportacién flagelar en Pseudomonas
putida DOT-TIE son sensibles a Tolueno, sugiriendo que ¢l aparato de exportacién flagelar,
pudiera transportar quiza al periplasma o a la membrana externa alguna proteina
involucrada con la resistencia a tolueno (Segura et al., 2001).

En este mismo sentido se observod que en Bacillus thuringiensis, una mutante en
fThA es no movil e incapaz de exportar hemolisina Bl y fosfolipasa C ( Ghelardi, et al.,
2002).

Quimiotaxis

Como se menciond previamente en bacterias multiflageladas como E. coli y S.
enterica el motor del flagelo rota bidireccionalmente y la alternancia entre los sentidos de
rotaci6n modulan la forma de desplazamiento. Cuando el motor rota en sentido contrario de
las manecillas del reloj (CCW) los flagelos tienden a agruparse en un haz y como resultado
ocurre un desplazamiento en linea recta (smooth swimming), si la rotacién ocurre en
sentido de las manecillas del reloj (CW) entonces cada flagelo tira hacia una posicién
diferente (dependiendo de su ubicacién en la célula), esto provoca que la célula de
volteretas (tumble) y cambie su direccion de nado (fig. 3). Sin embargo, este proceso es
regulado por una respuesta mucho mds global, relacionada con los mecanismos que le
permiten a la bacteria detectar estimulos externos mediante los cuales se guia para controlar
¢l rumbo de su trayectoria, a esta respuesta se le conoce con el nombre de quimiotaxis
(para revision ver: Blair, D. F. 1995; Armitage, J. y Schmitt, R. 1997).

Desde hace tiempo la conducta quimiotéctica fue evidenciada a través del estudio
de la migracion de E. coli en tubos capilares conteniendo una solucién de galactosa. Se
observé que las células inoculadas en un extremo del tubo se desplazaban conforme

degradaban la galactosa, formando asf un gradiente de concentracion (Adler, J. 1966). En




este experimento se determind que después de haber inoculado los capilares, las células
empezaban a acumularse formando dos bandas discretas, el andlisis de las mismas, llevé a
la conclusién de que la formacion de bandas radicaba en el aprovechamiento diferencial del
nutrimento, esto es, por un lado cierta poblacién degradaba la galactosa utilizando el
oxigeno que se encontraba en ¢l tubo, y una vez que éste se¢ acababa, ¢l resto de la
poblaci6n celular utilizaba la galactosa en condiciones de anaerobiosis; la misma conducta
fue observada cuando se inoculaban las células en cajas de agar semisdlido, la diferencia en
este caso fue que en lugar de bandas se formaban anillos concéntricos a partir del punto de

inoculacién (Bundrene. O. E., y Berg, C. H. 1991).

A AR e .

Figura 3. En “A" se {lustra la forma en que los flagelos s¢ agrupan en un solo hez, permitiendo asi, que fa
célula sea impulsada en una trayectoria lincal; por ¢l contrario en “B”, s¢ puede observar el momento en que
los fiagelos se desagrupan, ocasionando que la bacteria de volteretas (modificado de: Armitage, J. y Schmitt,
R. 1997).

Actualmente, se conoce la mayoria de las proteinas involucradas en la respuesta
quimiotactica (fig. 4), éstas se activan por una serie de estimulos externos provocados por

sustancias atrayentes (serina, aspartato, maltosa, ribosa y galactosa) o repelentes (indol,




glutamina, etc.). Estas sustancias hacen contacto directa o indirectamente con los receptores
quimiotécticos de la célula denominados MCPs de las siglas en inglés (Methyl-accepting
Chemotaxis Proteins). En E. coli las MCPs son: Tsr, Tar, Trg, Tap y Aer, esta Gltima actia
como sensor de oxigeno y modula la respuesta quimiotdctica de manera alterna (Taylor er
al., 1999; Burkart et al., 1998).

Cada uno de estos receptores se encuentra asociado con la proteina CheA, a través
de la proteina adaptadora CheW (Conley et al., 1989). Cuando un atrayente se une al
receptor, ocurre un cambio conformacional que es transmitido a la proteina CheA a través
del dominio citoplasmatico del receptor; dicho cambio provoca una disminucion en la
concentracién de las especies fosforiladas de las protefnas CheY y CheB. Las protefnas
CheY y CheB son fosforiladas por CheA, mientras que CheZ es la fosfatasa que remueve
los grupos fosfato de CheY. La proteina CheY en estado fosforilado tiene afinidad por la
proteina FliM localizada en la base del flagelo; la ausencia de interaccién entre estas
proteinas provoca que el flagelo gire en direccidn contraria a las manecillas del reloj
(CCW). La rotacion CCW trae por consecuencia que los flagelos se arreglen en una trenza
e impulsen el cuerpo celular siguiendo una trayectoria lineal (fig. 3A). En presencia de un
repelente CheY es fosforilada por CheA, CheY-P se dirige hacia la base del flagelo y hace
contacto con FliM, quien mediante este estimulo cambia el sentido de rotacién del flagelo
en direccién de las manecillas del reloj (CW), esto ocasiona el movimiento en volteretas
(tumble) de la célula (fig. 3B), lo cual favorece la reorientacién de la bacteria. CheY es
répidamente desfosforilada por CheZ, esto ocasiona que la duracién de los eventos de

reorientacién sea muy corta.
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Figura 4. Esquema que ilustra el proceso de “quimiotaxis” y “adaptacion” en Escherichia coli (Modificado
de: Armitage, J., y Schmitt, R. 1997); los detalles del esquema se describen en el texto.

Se sabe que la porcién amino terminal de la proteina FliM, es el blanco especifico
de la protefna CheY-P, mientras que la porcién carboxilo terminal estd involucrada con los
procesos de ensamblaje (Toker et al., 1996; Toker, S. A., y Macnab, R, M. 1997; Bren, A.,
y Eisenbach, M. 1998).

Un proceso acoplado a esta respuesta celular se conoce como adaptacién (Blair, D.
F. 1995); el fenémeno de adaptacion se basa en los procesos de metilacién y desmetilacién
que sufre el receptor MCP en residuos especificos de dcido glutdmico pertenecientes a su
dominio citoplasmético, regulados por las proteinas CheR (metiltransferasa) y CheB
(metilesterasa), CheR adiciona grupos metilo al receptor; CheB remueve los grupos metilo
del complejo MCP cuando se encuentra en su estado activo (CheB-P). Cuando los niveles
de un atrayente son elevedos, la actividad cinasa de CheA es inhibida, esto impide la

fosforilacién de CheB e inactiva su funcién; por ende, CheR incrementa el nivel de
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metilacién del complejo MCP. El receptor metilado activa nuevamente a CheA, lo cual

restablece el nivel de CheB-P y CheY-P (fig. 4).

Regulacion de la expresién genética del flagelo y biogénesis

Para la formaci6n del flagelo se requiere al menos de la expresién de unos 50 genes,
estos se encuentran agrupados en unidades transcripcionales denominadas operones que,
constituyen 15 en Escherichia coli y 17 en Salmonella enterica serovar Typhimurium. A su
vez, estos operones se expresan de manera coordinada por un par de reguladores
transcripcionales, por lo cual en conjunto, constituyen un regulén flagelar (Macnab, R. M.
1992; Macnab, R. M. 1996).

Dentro de este regulén flagélar los operones se agrupan en tres clases (1, 2, 3) y se
expresan siguiendo un orden jerarquico de transcripcidn. El operén maestro fIhDC
constituye el mds alto nivel de regulacién transcripcional y por tanto, el inico de clase 1.
Sin la expresién del operén maestro ninguno de los demdas genes flagelares se puede
expresa}; este operdn maestro es activado por una serie de estimulos extemos como AMP¢
(Soutourina, ef al., 1999; Chilcott, S. G. y Hughes, T. K. 2000); el operén maestro codifica
para las proteinas FIhD y FIhC las cuales forman un tetrdmero que constituye un activador
transcripcional para los genes de la clase 2, dependientes del factor ¢’° (Clarent, L., y
Hughes, C. 2002). Las proteinas codificadas por los genes de la clase 2 dan forma al cuerpo
basal y el gancho; también codificada en la clase 2 se sintetiza la proteina FliA, la cual es
un factor sigma alternativo denominado ¢*® que activa la transcripcién de los genes de la

clase 3 (fig. 5).
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Clasel Clase 2 Clase 3

(Genes tempranos) (Genes intermedios) (Genes tardios)
J1gKL
Seflales flgBCDEFGHIJKL Jnc
Ambientales fIhBAE flgM JLDST
JUAZY ) B4
RpoD (6% fUDST motAB
FIhD,Cz SHE FliA (0®®) chedW
SIFGHIJK tar
SULMNOPQOR cheRBYZ
ISF ger

CAMP-CAP __ fIADC

Figura 5, Orden jerfrquico de transcripeién de los genes flagelares; las flechas indicen el orden en que se van
expresando los genes flagelares, y el signo (-) indica un punto de regulacién negativa.

Los genes de la clase 3 son regulados dec manera negativa por un factor antisigma
FlgM, el cual se une a FliA ¢ impide que se asocie a la RNA polimerasa, inhibiendo la
transcripeion de los genes pertenecientes a esta clase. Estudios sobre este mecanismo de
regulacion (Kutsukake, K. y lino, T. 1994) revelaron que la activacién de los genes de la
clase 3, requieren la liberacién del factor o® de su antisigma FlgM, esto no sucede hasta
que el gancho ha quedado completamente formado; el gancho alcanza una longitud
promedio de ~55 nm, es entonces cuando el factor antisigma FlgM se desprende de FliA y
es reconocido como substrato por la maquinaria de exportacion. Una vez exportada la
proteina FlgM, o®® se asocia a la RNA polimerasa y transcribe los genes de la clase 3. La
relacidn sigma-antisigma permite a la maquinaria de secrecién seleccionar el tipo de
substrato a exportar en un tiempo determinado, esto a su vez ocasiona que el flagelo se
ensamble en una secuencia especifica (Kutsukake, K. y lino, T. 1994) (fig. 6). Se ha
determinado que la formaci6n del gancho no esta exclusivamente controlada por la relacién
sigma-antisigma, para que este alcance su tamafio promedio requiere de la regulacién de la

proteina FliK (Patterson-Delafield, er al. 1973; Gonzélez- Pedrajo, ef al., 1997); mutantes
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carentes de esta proteina desarrollan ganchos mas largos, fenotipo que ha sido asignado
como “poligancho”, en este caso la proteina FIgM no puede ser exportada. Sin embargo,
cuando se realiza una mutacién en f7AB (un componente del aparato de exportacién), en el
fondo genético de una mutante poligancho, la exportacién del factor antisigma se activa y
de este modo se sintetiza la flagelina y se ensambla el filamento. Por el contrario cuando se
muta fThB en el fondo genético de una mutante que no forma gancho, el factor antisigma
(FlgM) no es exportado; es as{ que la formacién del gancho permite coordinar el
reconocimiento de substratos que serdn exportados, lo cual establece un dispositivo de
doble seguridad aparato de exportacidn-gancho, que asegura el cormrecto ensamblaje del

flagelo (Kutsukake ef al. 1997).

M"i‘ *mmw.m mm‘

OMERING g, @SWITCH

COMPLEX COMPLEX
@EXPORT
APPARATUS

.NA.BCENT @NABCENT @ FULL-LENGTH"
FILMENT FILAMENT FILAMENT
JUNCTION WITH CAP
ZONE
-

Figura 6. Secuencia de ensamblaje del flegelo; membrana externa (OM), pared celular (PL), membrana
citoplasmatica (MC) (modificado de Macnab, R.M., 1996).
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Secuencia de ensamblaje del flagelo

El flagelo se ensambla siguiendo un esquema determinado (para revisién, ver
Macnab, R. M., 2003) que da inicio con el ensamblaje del ani'lo MS en la membrana
citoplasmatica, a continuacién se ensambla el complejo del “switch” y posteriormente el
aparato de exportacion (Kubori ef al., 1992; Kubori et al., 1997; Kubori er al., 1998). Los
siguientes componentes que son incorporados a la estructura flagelar utilizan la maquinaria
de secrecidn tipo III para su translocacién, FIiE es la primera subunidad en utilizar esta via,
y actia de enlace entre el anillo MS y el eje, a continuacion se ensamblan los componentes
de esta ultima (FlgJ, FlgB, FlgC, FlgF y FlgG), en donde FlgJ constituye el andamiaje bajo
el cual se ensambla el eje; FlgJ queda ubicada en posicién distal respecto a la posicién del
anillo MS. También se ha evidenciado que la porcién C-terminal de esta protefna presenta
actividad muramidasa, lo cual permite que el eje atraviese la pared de peptidoglicanos
(Hirano ef al., 2001). Al mismo tiempo se ensamblan las subunidades de los anillos Py L;
posteriormente el complejo formado por FlgJ es desplazado por la proteina FigD la cual
permite que se ensamble el gancho. Una vez que el gancho ha alcanzado su longitud
promedio, FlgD e3s desplazada y se ensamblan las proteinas que conforman la interfase
entre el gancho y el filamento designadas como “HAPS” (Hook-associated- proteing)
(Homma er al., 1984); finalmente, la Gltima estructura en formarse es el filamento, el cual
también requiere de un andamiaje para su correcta organizacion, éste es organizado por la
proteina FliD; la polimerizacién del filamento requiere de ~20, 000 subunidades de
flagelina (F1iC). Los componentes que se encargan de acoplar la energia motriz MotA y
MotB, se ensamblan una vez que el flagelo ha sido totalmente formado, alrededor dei anillo

MS (Blair, D. F. y Berg, H. C. 1988).
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Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter sphaeroides (fig. 7A) ¢s una bacteria purpura (tonalidad que adquieren
las células en suspensién en presencia de oxfgeno) no sulfurosa (debido a su baja capacidad
para usar H:S como donador de electrones), gram-negativa, de la subdivisién-a de las
proteobacterias con un alto contenido de G+C en su ADN, Morfolédgicamente son células
esféricas u ovaladas, con un didmetro aproximado de 0.7-4.0 pm (Staley et al., 1989). Esta
bacteria posee un tnico flagelo ubicado en posicién subpolar que gira solo en direccién de
las manecillas del reloj (CW). Para cambiar de direccion R, sphaeroides realiza un alto total
de la rotacién del flagelo, subsecuentemente a través del movimiento Browniano la célula
s¢ reorienta ¥ cuando reinicia la rotacién del flagelo, la célula se desplaza en una nueva
direccion (fig. 7B) (Armitage J. P. y Macnab R. M., 1987).

l Como se menciond previamente, la direccién en la rotacion del flagelo es controlada
en gran medida por las proteinas del sistema quimiotdctico. En R. sphaeroides con la
publicacion casi completa de su genoma, fue posible distinguir varias copias de los genes
flagelares y de quimiotaxis (Mackenzie et al., 2001; Madhusudan er al., 2004); esto sugiere
que ¢l proceso de quimiotixis es altamente complejo en esta bacteria, el tnico componente
que no se ha identificado en este sistema es el gen cheZ,

Respecto a su actividad metablica R. sphaeroides es una becteria fotosintética que
contiene preferentemente bacterioclorofila “a” y carotenoides de la serie de los
esferoidenos. A diferencia de las plantas, cianobacterias y algas que realizan fotosintesis,
no hay produccién de oxigeno (anoxigénica), ya que utilizan como donadores de electrones
compuestos organicos (Hz, HaS, S). Un rasgo singular de esta bacteria es su versatilidad

metabélica, esto es, tiene la capacidad de modificar su metabolismo dependiendo las
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condiciones de crecimiento disponibles en el medio en que se encuentran (CO, para
crecimiento autotréfico, compuestos orgdnicos para crecimiento heterotrofico, y
disponibilidad de luz para su crecimiento como fotoautétrofos), por esta razdén pueden
desarrollarse como fotoheter6trofos, fotoautdtrofos y quimioheterdtrofos.

En Rhodobacter sphaeroides la regulacidn genética del flagelo es poco entendida,
sin embargo, estudios recientes revelaron que los genes flagelares estdn organizados ¢n
clases jerdrquicas al igual que en Salmonella enterica y Escherichia coli (Poggio et al.,
2000, Ballado et al. 2001). En este sentido, se demostré que los genes de la clase 2 que dan
origen al cuerpo basal y al aparato de exportacién, son expresados utilizando el factor ¢**,
contrario a lo que ocurre en . enterica y E. coli , en donde son regulados por ¢l factor ¢7°,
mientras que los genes de la clase 3 son expresados por el factor o®® igual que en las
bacterias entéricas ( Poggio et ai., 2000; Poggio et al., 2002).

El genoma de Rhodobacter sphaeroides estd formado por dos cromosomas
circulares CI (3.0 Mbp) y CII (0.9 Mbp), de los cuales el CI es en donde se encuentran los
genes flagelares (Mackenzie et al. 2001). Estructuralmente el flagelo de R. sphaeroides se
diferencia del de los demas organismos, por presentar un gancho con estructura recta y no
curva como ocurre en enterobacterias, ademds la zona de las proteinas HAPs es mucho més

ensanchada (West, M, A, y Dreyfus, G. 1997; Sockett, E. R. y Armitage, J. 1991).
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CETSTTRTEREY 3

Figura 7. (A). Rhodobacter sphaeroldes; (B) para cambiar de direccién R. sphaeroides realiza un alto tota) y
retrae el ﬂlnm?nto (tomado de Armitage, J., y Schmitt, R, 1997).
Antecedentes particulares

Como se mencioné previamente, los componentes del anillo C (FliG, FliM y FliN),
estdn involucrados en transmitir el torque y controlar los cambios de direccién del flagelo
(Tang, H. y Blait, D. F. 1995; Tang, et al. 1995; Lloyd et al. 1996). El torque es la fuerza
que se ejerce sobre una palanca para generar ¢l movimiento angular, éste puede ser
indirectamente calculado realizando un experimento conocido como “atamiento celular”
(tethered cell), ¢l cual consiste en adherir células mediante su flagelo a una superficie,
como por ¢jemplo a un cubreobjetos, posteriormente se graba el movimiento de las células
fijadas, utilizando una videocédmara y finalmente se calculan los valores respectivos (Berg,

H. C.y Tuner, L. 1993).
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Mutaciones severas en alguno de los componentes del anillo C derivan en células
que no desarrollan flagelo (Fla’), mientras que cambios puntuales, permiten que el flagelo
se ensamble correctamente, pero su funcion se ve afectada negativamente, esto es, no tienen
la capacidad de rotar, a este fenotipo se le conoce como pardlisis (Mot’). Otros
componentes del sistema flagelar que estdn asociados con este tipo de fenotipo, son las
proteinas MotA y MotB (Blair et al., 1991; Garza et al., 1996). La forma en que este
conjunto de protefnas se encuentra relacionada para generar la rotacién del flagelo atin no
es clara. Sin embargo, se ha determinado que la porcién carboxilo terminal de la proteina
FliG es la responsable directa de la generacién del torque, mientras que su regién amino-
terminal estd involucrada con los procesos de ensamblaje (Lloyd et al., 1996). FliG hace
contacto directo con FIliF, la subunidad que conforma el anillo MS (Kubori ef al., 1997;
Thomas et al., 2001), asf mismo se han demostrado interacciones de FliG con las protefnas
FliM y FliN (Tang ef al., 1996; Toker ef al., 1996; Marykwas et al., 1996; Toker, S. A. y
Macnab, R. M. 1997) y se ha propuesto un modelo del posible arreglo de estas subunidades
(fig. 8B). FliM es la responsable de controlar el mecanismo de “switch”, se ha establecido
que su porcién amino terminal regula la alternancia en el sentido de rotacién del flagelo, via
la unién con la proteina del sistema quimiotactico CheY (Bren, A., y Eisenbach, M. 1998;
Toker et al., 1996; Toker, S. A. y Macnab, R. M. 1997). Un evento similar también se ha
observado en R. sphaeroldes (Poggio ef al., 2000; Ferré er al., 2004),

Respecto a las proteinas Mot, se sabe que forman un complejo aparte del sisterna del
interruptor o “gwitch” y su funcién se ha involucrado directamente con la conduccion de
protones (Blair, D. F., y Berg, H. C. 1990; Tang, et al., 1996). Se ha determinado que
mutaciones en FliG y FliM suprimen algunas mutaciones en MotB, siendo esta ultima la

responsable de anclar a MotA a la pared de peptidoglicano. Aunque no existe una
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interaccion fisica como tal, se ha sugerido que existe una interaccion electrostitica entre

los componentes del anillo C con las proteinas Mot (Garza ef al., 1996 ) (fig. 8A).

FlIM y FlIN FilG

Figura 8. (A) Esquema que representa la relacién funcional de los componentes del aniilo C (FliG,
FliM y FIiN), con las proteinas MotA y MotB; (B) posible amreglo estructural de los componentes del anillo
C (modificado de Garza et al., 1996 y Tang et al., 1996).

Dado que la mayorla de los componentes que participan con la generacién del
torque o bien con la rotacién del flagelo se¢ han identificado a partir del anélisis de mutantes
Mot en este mismo contexto parece ser que Flil, participa en este proceso en algunas
especies.

El gen fliL, es uno de los menos estudiados del regulén flagelar. La existencia de
este gen fue descrita por vez primera por Kuo y Koshland en 1986, cuando se analizaba la
secuencia del locus flad de Escherichia coli. Se reportaron dos marcos de lectura abierta
(ORF) que correspondian a flad!'y fladll, los cuales codifican para un producto de ~38kDa
y ~17kDa respectivamente (que corresponden a FliM y FIiL con la nomenclatura actual),

Posteriormente, esta informacion fue corroborada por Malakooti y colaboradores (1989).
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JliL es el gen inicial del operén flagelar fILMNOPQR, tanto en Escherichia coli
como Salmonella enterica (Homma et al., 1988, Kihara et al., 1989; Kutsukake et al.,
1990; Malakooti et al., 1994). En nuestro modelo de estudio Rhodobacter sphaeroldes, fliL
se encuentra en el operén fIIKLMN, la adicién de fliK a este operon, se desprende del
analisis de la secuencia de nucleétidos de esta region, la cual revela un sobrelapamiento de
un posible sitio de unién al ribosoma de flil con el codén de paro de fliK (Garcia et al.,
1998). Ademads, inserciones en fliK ejercen un efecto polar sobre la expresion del gen flIM
pero no sobre fliR (Garcia ef al., 1998). Los genes que integran este oper6n codifican para
proteinas implicadas en la formacién del switch flagelar (FIiM y FliN), y con el aparato de
exportacién (FLiO, FliP, FliQ y FliR) (Minamino, T., y Macnab, R. M. 1999).

La secuencia de aminoécidos de FLiL reportada para Salmonella enterica (Kihara er
al., 1989), revela una secuencia consenso “LAAC” cominn en lipoproteinas que son
procesadas por una peptidasa tipo II. Esto sugeria que FliL fuera una proteina de la
membrana externa, sin ecmbargo ensayos de minicélulas y fraccionamiento celular
identificaron la posicién exacta de FliL en la membrana citoplasmatica. Asi mismo, se
determiné que la secuencia consenso “LAAC” no es procesada como ocurre con FlgH una
lipoproteina que sigue esta via intermedia para obtener su madurez (Schoenhals, J. G., y
Macnab, R. M. 1999).

En E. coli y S. enterica las deleciones del gen fIiL no producen un cambio drastico
cuando se ensaya su movilidad sobre cajas de agar al 0.3%, es decir, las bacterias siguen
nadando y formando flagelos. Los primeros intentos por generar ¢l fenotipo nulo de este
gen resultaron en errores metodologicos como el caso de la mutante JM7623 de E. col

reportada por Malakooti et al. (1989), la cual presenta una delecién en el gen flil por
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insercién de un cassette de resistencia a kanamicina, dicha cepa mostré fenotipo Fla™ (sin
flagelo). Posteriormente Raha er al. (1994), mediante andlisis de complementacion
concluyé que la delecion anterior provocaba un efecto polar, esto significa que el fenotipo
de JIiL no puede ser deducido de dicha cepa. Otra cepa que tiene una delecién importante
de este gen, es la STW2295 de S. enrerica una mutante espontdnea con un corrimiento del
marco de lectura en el codén 90 de fliL, el fenotipo observado fue Mot" y Fla*, sin
embargo, observaciones al microscopio en campo obscuro, revelaron una disminucién en el
numero de flagelos de la mutante (STW2295//1iL") en comparacién con la cepa silvestre
(5JW1103), asi como una ligera alteracion en el sentido de la rotacién (Yamaguchi et al.,
1986). Raha et al. (1994), realiz6 la delecién casi total de fIIL conservando solo los codones
1 a 17 en la cepa EKK9 de Escherichia coli. El fenotipo observado de esta cepa fue muy
parecido al que presenta la cepa EKK9 que es silvestre en cuanto a movilidad y
quimiotaxis.

En Caulobacter crescentus, una bacteria con un solo flagelo, Jenal et al., (1994)
reportaron que la delecién del gen fliL, resulta en un fenotipo de pardlisis (Mot"), también
determinaron que la proteina FIiL, se encuentra distribuida en toda la envoltura celular y
que su insercién en la membrana citoplasmatica no depende de otro componente flagelar.

Finalmente en el trabajo de Segura er al., (2001) se aisl6é una cepa mutante en flil. de
Pseudomonas putida, 1a cual posee un solo flagelo; la construccién de la mutante se realizé
mediante la insercién de un interposon Q-Km, resultando la cepa DOT-T1E-PS$23 (fliL::Q-

Km), cuyo fenotipo fue no flagelada (Fla") y resistente a tolueno.
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Estos resultados llevan a considerar que en organismos multiflagelares como E. col
y S. enterica parece no haber algin efecto importante derivado de la delecion de este gen;
por el contrario, en organismos que poseen un unico flagelo como C. crescentus y P. putida
la delecion de fIIL tiene un efecto evidente que se refleja en su movilidad .

Dada la disparidad de fenotipos observados en difrentes especies de bacterias con
lesién en fIiL, nos propusimos establecer si el fenotipo nulo de fliL, en Rhodobacter

sphaeroides es de pardlisis (Mot), sin flagelo (Fla") o bien, sin fenotipo aparente.
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OBJETIVO GENERAL

Aislamiento y caracterizacion de una mutante en el gen fliL de Rhodobacter sphaeroides.

OBJETVOS PARTICULARES

1. Aislar una mutante polar, remplazando el gen flil. de Rhodobacrer sphaeroides por
un cassette de resistencia a kanamicina, el cual impide la transcripcién de los genes
ubicados rio abajo.

2. Aislar una mutante no polar remplazando el gen fliL de Rhodobacter sphaeroides
por un cassette de resistencia a espectinomicina, el cual permite la transcripcion de
los genes ubicados rio abajo.

3. Examinar mediante analisis de complementacién, la polaridad de los cassettes de
kanamicina y espectinomicina sobre los genes del operdn MIKLMN de R.
Sphaerolides.

4. Determinar el fenotipo nulo de la mutante no polar.
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MATERIALES Y METODOS

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos usados en este estudio

GENQTIFO Y PROPIEDADES

REFERENCIA

Cepas

E. colt
JM103

XL1-Blue

517-1
R sphaeroides

W58
w58
W38
NGl
5P6

Plismidos

pJQ200mpl &

pRK41S

pTZISR

pBGO404

pBG4035a

pBG405b reversa

PRK_fHL

pRS501

pRS14

pRK_/lIMN

pRK_MLMN

Alac-pro), thi, strA, supE, #ndA, sbcB, hsd R, F* traD38, pradR’, lacl, Z AM15
recAl, endAl, gyrdA46, thi, hsdR17, supEdd, reldl/ F: Tnl0, prodB*, lacP,
lacZAM15

thi, pro, hedR’, hedM, racA, RP4 2-Tc:: Mu-Km:: Tn7(Tp"/5m")

cepa silvestre con resistencia espontdnea 8 kcldo nalidixico
SULYdkan

SuL1Azaad

(derivada de la cepa silvestre W5B) fliM::uldA-aadA
rpoN1Akan

veotor sulcida usado parn e} roomplizamiento genético en bacterizs gram-nogatlvay,
orlT, oriV, tra/, sacB, Gm' y sitio multlple de clonacion (MCS)

derivado del pRK404 , es un plAsmido movilizable, retiene el promotor lac, MCS
derivado del pUC19, RK2 oriV, oriT, lacZa, Te!

fagémido multifuncional con origenes da replicacion 1 y pBR322, contiene el gen
estrucuural /acZ, promotor del fago T7. sitio miltiple de clonaclon (MCS), Amp'.

derivedo del pTZ19R, contler un fragmento Sall do 4.6-kb, contiens a los genes
JUKLMNOF del cromosoma de R. sphasroides

derivado del pRK415, contiens un fragmento Safl de 4.6 kb (NKLMNOP?) del
cromasoma de R sphasroides

derivado del pRK4135, contiene el fragmento Sall (TIKLMNOP ) clonado en direccion
contraria al promotor del plismido

derivado del pRK415, lleva un fragmento BamHI-EcoR1 de 1.3 kb (K LM del
genoma de R sphoeroides

derivado del pRK413, lieva un fragmento EcoRl de 5 kb del cromosoma de R.
sphaeroides ( fIHLUKIM).

derivado del pRK415, lleva un fragmento Sacll del cromosoma de R. sphaeroides
(HL'MN)

detlvado del pRK413, lleva un fragmento desde el prlrnpr tercio de fT/L hasta el sitio
BamH1 ubicado después del codon de paro de fTiN (flil MN)

derivado del pRK413, lleva un fiagmento BamH1 (/IK 'LMN) del cromosoma de R,
sphaeroldes

Ausubel #7 al., 1987,

Augubel ¢1 al., 1987.

Simon af al., 1983,

Sockett «f al., 1990
Este trabajo

Este trabajo
Garcln et al,, 1998
Pogglo ¢/ al., 2002

Quandt, I, y Hynes, F. 1993
Koen ¢/ al., 1988

Farmacia

Gonzdlez-Pedrajo a1 al,, 1997
Gonzilez-Pedrajo B, Tesis

Doctoral, UNAM, 2000

Gonzhlez-Pedrajo B. Tesiy
Doctoral, UNAM, 2000

Poggio, S., comunicacion
porsonal

Garoin #f al., 1998; Ballado er
al_, 1996.

Gercin et al., 1998

Este trabajo

Pogglo, 8., comunicacién
personal
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Oligonucleétidos

fliL.-upl 5" GCT CTA GAG ACA CAA CCC CAC CGT CTCC3'
fliL.-up3 5" GCG ATA TCG GAA GAC CAG CGC GCG CAAG Y
fliL-downl 5° GCGATATCC CCT CCT TCA TCC TGC AGT AAGY¥
fliL-down3 5’ CGG GTACCC TGC ATC TGC ATG AGC TGGCG¥
fliM1 5" GCA GAT CCG ACATGT CCC CA ¥

950 5" CGG GAT CCC CTG TCC ACG CAATAT GACCAG 3

Medio y condiciones de cultivo

Las cepas JM103, S17-1 y XL1-Blue de Escherchia coll se cultivaron
acrobicamente (agitacion 300 rpm) a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) (10 g
bactotriptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl por litro).

Las cepas de Rhodobacter sphaeroides se cultivaron en medio minimo de succinato
(Sistrom, W. R. 1960). En condiciones heterotréficas, bajo agitaciéon constante (300 rpm), a
30°C en la obscuridad. También se usaron cajas de nado para ensayos de movilidad
afiadiendo 0.3 % de Bacto-Agar.

Cuando se requiri6 se adiciond antibi6tico en las siguientes concentraciones: para E.
coli ampicilina 100 pg/mL, tetraciclina 25 pg/mL, kanamicina 50 ug/mL y espectinomicina
50 pg/mL. Para R. sphaeroides, kanamicina 25 pg/mL, tetraciclina 1 pg/mL vy

espectinomicina 50 pg/mL.
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Métodos genéticos

Transformacion de E. coli por el método de cloruro de calcio

Se prepara un cultivo de 10 mL de LB de la cepa deseada, cuando éste alcanza la
fase exponencial (D.0.s00 ~ 0.5) se incuba en hielo por 10 minutos. Las células se colectan
por centrifugacién a 4 K rpm por 5 minutos a 4°C, se resuspende cuidadosamente en lo que
queda de medio y se agregan SmL de CaCl; 100 mM para incubar en hielo por 20 minutos.
Tras una nueva centrifugacion, las células se resuspenden en 600 pl, de CaCl; 100 mM y se
incuban en hielo por 1 hora. Una al{cuota (200 puL) de estas células se transfiere a un tubo
de microcentrifuga y se agregan 20-50 ng de pldsmido. Después de incubar en hielo por 30
minutos se da un choque térmico (42°C) por 2 minutos y se regresa al hielo por otros dos
minutos. Se afiaden 800 pL de LB y se incuba a 37 °C por 20 minutos. Las células se

colectan y se siembran en medio selectivo (Cohen er al., 1972).

Electroporacién

Las celdas para electroporar se colocan en hielo previamente. Se toma 1ml. de
medio Luria sin antibiéticos y se coloca en un tubo estéril (Chassey er al., 1988). Se
toman 1.5 o 2l de la ligasa o plasmido de interés y se mezcla con las células competentes,
se pasa a la celda y se electropora a 1.8 Kv R= 180-200 Q. Al finalizar el pulso se mezcla
repetidamente con el medio Luria y se pasa a un tubo. Se dejan recuperando las células de
30 min. a 1 hora a 37°C en agitacion. Se pasan a un tubo eppendorf estéril y se centrifugan
a 6 K rpm, 5 minutos. Se retira el sobrenadante y se resuspende en el liquido que queda en
el tubo. Se siembra en el medio selectivo con los antibi6ticos necesarios. Las cajas se

incuban a 37°C.
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Conjugacion biparental

A partir de cultivos de toda la noche de las cepas de R. sphaeroides WSB y E.coli
$17-1 (que contiene el pldsmido que acarrea nuestra construccion de interés), se preparan
subcultivos de 10 mL de medio (Donohue, T. J. y Kaplan, S. 1991).

Se colectan las células en fase exponencial de 500 pl de cultivo. Cada paquete
celular se lava en 500 pl de medio LB fresco y se resuspenden en ~50p! de LB. Las células
se mezclan en un tubo, posteriormente se colocan en un filtro de nitrocelulosa ( de ~1.5 x
1.5 mm, con poro de 0.45 pm) colocado previamente sobre LB solido semiseco y se
incuban a 30°C por 6 horas. Las células se lavan del filtro en un tubo de microcentrifuga
con 1 mL de LB y se colectan por centrifugacion para sembrarlas en medio selectivo e

incubarlas a 30°C por ~3 dias.

Conjugaci6n triparental

Los sistemas de transformacion tradicionales no son aplicables a R, sphaeroldes, 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 conjugacién
pasen el DNA de un pldsmido de una cepa a la otra. Este procedimiento se lleva a cabo en
la presencia de una cepa que contiene un plésmido ayudador que contiene los genes
involucrados en el mecanismo de transferencia (Donohue, T. J. y Kaplan, S. 1991).

Se crece la cepa que lleva el plasmido que se desee transferir, la cepa JM103 que
lleva el pldsmido ayudador pRK2013 y la cepa de R. sphaeroides hasta fase exponencial.
Se toman 1ml de cada cultivo y se lavan dos veces con Luria sin antibidticos, se juntan las
tres cepas en un solo tubo y se centrifuga a 6 K rpm por 4 minutos. Sc decanta el

sobrenadante tratande de que queden aproximadamente 50ul para resuspender. Esto se
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coloca en un filtro de niﬁocelulosa estéril sobre una caja de medio Luria. La caja se incuba
durante 6 horas a 30°C. Transcurrido este tiempo se transfiere el filtro de nitrocelulosa a un
tubo de microcentrifuga con 0.5 ml de Luria y se mezcla hasta despegar las células del
filtro, se¢ retira la nitrocelulosa. Se¢ toman 100ul y se platean en un medio con los

antibiéticos necesarios. Se incuba a 30°C por 4 dfas.

Métodos de biologia molecular

Amplificacion de ADN por el método de reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR, polimerasa chain reaction)

Las reacciones se llevaron a cabo en 50 o en 100 pl. de volumen total con
concentraciones finales de : ~50 ng de templado (plasmido pBG0404), buffer para PCR 1X,
260 uM dNTPs, 10% DMSO (Sigma), 2 mM MgSQq, 100 pmol de cada oligonucleétido
(forward y reverse) , 2.5 U de enzima Taq Platinum High Fidelity (Gibco BRL), ademds se
adicion6 dos gotas de aceite para evitar la evaporacién (Mullis, K. B. y Faloona, F. A,
1987).

La mezcla se coloc6 en un termociclador para llevar a cabo la amplificacion
del ADN mediante los siguientes ciclos: el paso uno, consisti6 en desnaturalizar la hebra de
ADN a 95°C por 1 minuto, 30 ciclos con los siguientes pasos: 94°C por 30 segundos para
desnaturalizar, 55°C por 30 segundos para alinear, 68°C por 2 minutos para polimerizar y,

una extension final de 10 minutos a 68°C.

28




Digestion de ADN con enzimas de restriccién
Se llevé a cabo usando enzimas de restriccién, las cuales se adquirieron
comercialmente (BioLabs y GIBCO-BRL), y se siguieron las condiciones recomendadas

pot ¢l fabricante para cada enzima.

Desfosforilacion del ADN

En las reacciones de desfosforilacién se utilizé la enzima SAP (shrimp alkaline
phosphatase; fosfatasa alcalina de camarén de USB Lab Amersham Inc.); la concentracion
final de la misma dependi6 del tipo de extremos y de la concentracién de ADN (so
siguieron las recomendaciones del fabricante). Las reacciones se llevaron a cabo en una
soluci6n que contiene: Tris-HCI 20 mM pH 8.0, con MgCl; 10 mM y 20 pg/ml de DNA en
un volumen total de ~ 50 pL. Se incub6 a 37°C por | hora. La enzima se inactivé

calentindola a 65°C por 15 minutos (Chaconas, G. y Van de Sande, J. H. 1980).

Ligacién de secuencias especificas de ADN en vectores de clonacién

Las reacciones se llevaron a cabo ligando el vector de clonacién con el inserto en
una reaccién de ~16 horas a 13°C en buffer de ligacion, catalizada por la enzima ligasa del
fago T4. Cada reaccién de union de fragmentos de ADN se prepard en un volumen total de
10 pL, con 20-40 ng del vector de clonacién y del triple a diez veces de exceso molar del

DNA a insertar, buffer de ligacién 1X y 1 U de enzima (Bahl er al., 1976).
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Protocolo de extraccion de fragmentos de ADN de gel de agarosa.
QIAEX II KIT

La extraccion y purificacion de fragmentos de DNA utilizando este Kit se basaen la
solubilizacién de la agarosa y la absorcidén selectiva y cuantitativa de los acidos nucleicos
de particulas de gel de sflice del QIAEX II en presencia de una alta concentracién de sales.
La elucién del DNA se lleva a cabo con una solucién de baja salinidad con buffer EB
(10mM Tris-Cl, pH 8.5) 0 agua.

Para purificar ADN a partir de un gel de agarosa al 1% se corren las muestras de
ADN digerido, junto con un marcador de peso molecular, y con luz UV de longitud de onda
larga se cortan las secciones del gel que contengan los fragmentos con ¢l peso molecular
deseado.

Se taran en una balanza un tubo de microcentrifuga, se depositan en este los
fragmentos de gel, se pesan y se afiaden 3 volimenes de buffer de solubilizacion QG que
contiene un indicador de pH, si es necesario, se afiaden 2 volimenes de agua (para
fragmentos de mds de 4 kb); se incuban los tubos a 50°C 10 min agitando enérgicamente
cada 2 min, el color debe ser amarillo, si no se afiade acetato de sodio 3M pH 5.0 (10ul).
Adicionar por 1 volumen de gel, 1 volumen de isoprpopanol y mezclar; inmediatamente se
prepara la columna de extraccion, por donde se pasa el total de la mezcla que contiene el
DNA., Se centrifuga por 1 minuto a 14 K rpm, el méximo de capacidad de la columna es de
800 pL, esta se monta sobre un tubo de centrifuga para que ahi se colecte el desecho de la
extraccidn. Se descartan los residuos vy se coloca la columna sobre el mismo tubo de
recoleccidn, se centrifuga por 1 minuto adicional; para lavar se adiciona buffer PE y se

centrifuga por 1 min., se descartan los residuos y se centrifuga por 1 minuto adicional; se
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pasa la columna a un tubo limpio y se afiade Buffer de elucion EB o H;0 al centro de la

columna y se centrifuga 1 minuto a 14 K rpm.

Purificacién de fragmentos de ADN de geles de agarosa de bajo punto de
fusion.

Se prepara un gel de agarosa al 0.8 % utilizando buffer TBE 1X, las muestras de
DNA se cargan en el gel y se corre la electroforesis a 100 volts, se tifie el gel en bromuro de
etidio y las bandas deseadas se observan con una lampara de UV a longitud de onda larga
(302nm); se cortan las bandas indicadas y en seguida se funden a 67-70°C durante 10
minutos, se calcula el volumen de la agarosa fundida y se aflade 1/10 de volumen de NaCl
5M se mezcla bien y se deja otros 5 minutos a 70°C (Wieslander, L. 1979).

Simultaneamente se satura una solucién de fenol con NaCl de la siguiente forma: en
un tubo ependorf mezclar 100ul. de NaCl 5M, 400ulL de H,O y 500ul de fenol;
centrifugar 1 minuto. Retirar la fase acuosa, colocar ¢l fenol a 37°C; colocar la agarosa
fundida 5 minutos a 37°C; afiadir al tubo con la agarosa 2/3 de volumen de fenol saturado ¢
inmediatamente agitar vigorosarnente durante 30 segundos; centrifugar 5 minutos en la
microfuga a 14 K rpm y pasar la fase acuosa a un tubo limpio. Anadir al fenol restante
45uL de H;O y 5pl. de NaCl 5M, agitar en vortex 1 minuto, centrifugar 2 minutos a 14 K
rpm y mezclar la fase acuosa con la anterior; aftadir un volumen de fenol/cloroformo a la
fase acuosa, mezclar 15 segundos y centrifugar 2 minutos; pasar la fase acuosa a un tubo
limpio y repetir el paso anterior, pero solamente con cloroformo; pasar la fase acuosa a un
tubo limpio y afladir un volumen de isopropanol y mantener a -20°C durante al menos 2
horas; centrifugar el DNA durante 10 min, a 14 K rpm en la microfuga. Eliminar el

isopropanol y dejar secar la pastilla, resuspender en un volumen adecuado de H,0.
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Purificacién de plasmidos por el método de minipreparaciones hervidas
Inocular 3 ml de medio selectivo con una colonia de E. coli e incubar el cultivo en
agitacion toda la noche a 37°C. Colectar las células de 1.5 ml de cultivo por centrifugacién,
el paquete celular se resuspende en lo que queda de medio después de decantar y se agregan
300 pl de STET (8% sacarosa, 5% tritén, 50 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-HCI pH 8.0)
y 30 pl de lisozima (10 mg/mL). La mezcla se¢ agita vigorosamente por 2 segundos, se
hierve 45 segundos exactamente y se centrifuga a temperatura ambiente por 12 minutos a
12 K rpm. Los pldsmidos se precipitan agregando 300 pL de isopropanol al sobrenadante y
centrifugando a 14 K rpm por 30 minutos en frfo. La pastilla se lava con etanol al 70% y se
seca al vacio durante 10 minutos. Se resusupende en 30 pl de agua y se utilizan 3 pl para

analizar la muestra en un gel de agarosa al 1% (Holmes, D. S. y Quingley, M. 1981).

Purificacion de plismidos por columna QIAGEN

Este procedimiento se basa en la lisis alcalina (Birnboim, 1983), seguido de la unién
de los pldsmidos a la resina de intercambio anidnico de la columna QIAGEN en
condiciones apropiadas de pH y de concentraciones de sales. El procedimiento se lleva
acabo siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ensayos de movilidad

Se toma una alicuota de 5ul de cultivo en fase exponencial y se coloca en la
superficie de la caja de nado, las cajas s¢ incuban aerdbicamente en obscuridad, en una
cdmara de humedad a 30°C. El proceso de nado se observa como la formacion de un halo a
partir del punto de inoculacién. El nado libre de las bacterias fue observado con un

microscopio Nikon E-600 en iluminacién de campo obscuro.
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Inmunotransferencia (Western blot)

La técnica de inmunotransferencia (Western blot) (Towbin er al. 1979; Burnette,
1981) consiste en identificar una proteina especifica, a partir de un lisado celular o bien, de
una fraccion especifica, esto se realiza mediante anticuerpos, que reconocen epitopes
antigénicos, los cuales son mostrados por la proteina blanco, la cual ha sido previamente
desnaturalizada en un gel de SDS-poliacrilamida y posteriormente transferida a un soporte
s6lido.

Para la lisis celular y separacién de las fracciones respectivas, se crecen cultivos a
una densidad de D.O.e00 ~ 0.5, y se observan al microscopio, en este caso se crecieron las
cepas: WS8, WSBASILL::aadA, WSBAfliL]::aadA/pRK_fliL, WSSAML1::aad/pRK_flIMN,
WSBASMLL::aadA/pSR14, NG1 y SP6. Se toma 1mL de cada muestra y se coloca en un
tubo de microcentrifuga; cada tubo se mezcla agitando vigorosamente por
aproximadamente 3 minutos, enseguida se centrifugan las muestras por 5 minutos a 14 K
rpm, se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio, y se vuelve a centrifugar por 1 minuto
¢l tubo donde estaba la pastilla, y se retira con punta todo el liquido. El paquete celular se
resuspende en 200 pl de Magic-mix 1X (0.5 ml Tris 2M pH6.8, 2 ml glicerol, 2ml SDS
10%; 80 ul EDTA 0.5M, 5.3 ml H;0, 200 ul B-mercaptoetanol) y se guarda a -20 °C. A los
tubos que contienen el sobrenadante se les afiade 250 pl de TCA (100 %) y se mezcla
cuidadosamente por inversidn, se incuban 15 minutos en hielo y se centrifugan a 14 K rpm
a 4 °C por 5 minutos, se elimina el sobrenadante usando punta y la pastilla se centrifuga por
1 minuto adicional, se resuspende en 20ul de Magic-mix 1X; si la muestra se pone amarilla

se le adiciona unos cuantos microlitros de Tris 1M pH 9,
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Una vez que se han separado las fracciones celulares (paquete celular y
sobrenadante), se corren en un gel de acrilamida al 12% con SDS a corriente constante de
20 mA. Terminada la electroforesis se realiza la transferencia de las muestras a un filtro de
nitrocelulosa de 1a siguiente forma: se corta un filtro de nitrocelulosa y dos papeles
Whatman 3MM del mismo tamafio que el del gel; el filtro de nitrocelulosa se pone en
contacto con el gel, el gel y el filtro se colocan entre los papeles de Whatman y dos placas
porosas, finalmente este se coloca entre dos soportes de plastico, y el dispositivo es
entonces inmerso en un tanque de electroforesis (fig. 9), el cual posee dos electrodos de
platino y buffer de transferencia carbonato-bicarbonato. La cémara se coloca sobre un
agitador electromagnético, a fin de permitir que la mezcla del buffer permanezca
homogénea mediante agitacién constante. El filtro de nitrocelulosa se puso en direccion del
anodo; en seguida se hace pasar una corriente eléctrica de 250 mA, utilizando una fuente de
poder, durante 1 h.

Ya que las muestras han sido transferidas al filtro de nitrocelulosa, entonces pueden
usarse para pruebas de deteccidon inmunoldgica, utilizando anticuerpos especificos (Western
blot), la sensitividad de este procedimiento depende en gran medida, de la posibilidad de
reducir las uniones no especificas, bloqueando los posibles sitios de unién con proteinas
irrelevantes.

El filtro de nitrocelulosa es colocado dentro de un recipiente e inmerso en solucién
de bloqueo durante toda la noche; la solucién de bloqueo se preparé al 5%, diluyendo 0.75
g de leche descremada en 15 ml de buffer TBS/Twin20. Después de bloquear el filtro de
nitrocelulosa, éste es lavado tres veces en agitacién constante utilizando buffer

TBS/Twin20; se deja un tiempo de 10 minutos para cada lavado.
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Usualmente la técnica de Western blot se realiza en dos pasos, primero un
anticuerpo especifico no marcado es incubado con el filtro de nitrocelulosa durante 1 hora a
agitacion constante, en este caso se utilizo un anticuerpo dirigido contra flagelina anti-F1iC
a una dilucién 1:100 000; el filtro es lavado 3 veces como en el paso anterior e incubado
con un segundo anticuerpo anti-IgG durante 1 hora y lavado de igual forma, este dltimo
anticuerpo estd acoplado con una enzima, en este trabajo se utilizé la enzima fosfatasa
alcalina. En este caso se utiliz6 un substrato comercial el cual emite luz al ser defosforilado
(CDP- Star de la marca Tropix: Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro{ 1,2- dioxetane-
3,2'~(5'-chloro)-tricyclo{3.3.1.1 3'7}dccan}-4-yl)-1-phemyl phosphate). EL filtro se coloca
dentro de otro acetato que lo cubre por ambos lados y después se introduce en un cassette
obscuro. La membrana se expone en una placa de rayos X por periodos de 1 min, 30 seg,

15 seg, 5 seg con el fin de obtener la imagen mas nitida.

CATODO ANODO

NORENCY
PLACA POROSA

/PAPEL WHATMAN
/GEL

PLACA FOROSA

PAPEL WHATMAN\

FILTRO DE NITROCELULOSA\

Figura 9. Orden en el que se colocan las partes que integran el dispositivo de transferencia.
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Estrategia experimental

La estrategia experimental que s¢ siguié para aislar a la mutante polar, consistié en
reemplazar el alelo silvestre fIiL de la cepa WS8 de Rhodobacter sphaeroides por un
cassette de resistencia a kanamicina mediante un evento de doble recombinacion. Para ello
se sigui6 el esquema que se muestra en la figura 10. La construccién de la mutante no polar
se realizé esencialmente siguiendo la misma estrategia que para la mutante polar, pero en
este caso el cassette que se utilizd fue aadd el cual es un gen que codifica para la enzima
aminoglicosido-3:adeniltransferasa la cual confiere resistencia a espectinomicina (Poggio
et al., 2001).

Inicialmente se amplificaron por PCR dos fragmentos de ~1000 pb que
corresponden a la secuencias de los genes fIiK y fIIM que flanquean a /1L en el cromosoma.
Para ello se disefiaron oligonucleétidos (ver materiales y métodos) con base en la secuencia
reportada para los genes fliK, fliL y fliM. El fragmento amplificado rio arriba de fliL inicia
desde el Gltimo tercio de fliK y se extiende hasta los primeros 24 aminodcidos de fliL,
mientras que el segmento rio abajo incluye los ultimos 7 aminoacidos de fliL y se extiende
hasta la mitad de fTiM. Los fragmentos amplificados fueron designados como fliL-up y fliL-
down respectivamente, los cuales nos fueron utiles para llevar acabo la recombinacion
homologa mediante la cual se realizé la delecion del gen fI/L. En el caso del fragmento fliL-
up se incluyeron en la secuencia de los oligonucledtidos los sitios de restriccion Xbal y
EcoRV y para fliL-down se introdujeron los sitios EcoRV y Kpnl. Para llevar a cabo las
reacciones de amplificacion, se utilizé6 como templado el plasmido pBG0404, el cual tiene
clonado un fragmento Sal/l (4.6 kb) del cromosoma de Rhodobacter sphaeroides, que lleva

los genes fliK'LMNOP’,
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Una vez purificados los fragmentos de PCR se digirié cada uno de ellos con las
enzimas de restriccién correspondientes. El vector de clonacién pTZ19R fue digerido con
las enzimas Xbal y Kpnl y tratado con fosfatasa alcalina. Los fragmentos resultantes
fueron ligados al vector, quedando unidos fliL-up y fliL-down entre sf por su sitio EcoRV
y por sus sitios Xbal y Kpnl con el vector pTZ19R . Una caracteristica importante de este
vector es que contiene el promotor Jac que es inducido con IPTG y ¢l fragmento o de lacZ
en la regién del polilinker, lo cual nos permite detectar la activided B-galactosidasa
agregando X-gal el cual es hidrolizado por la enzima transforméandolo en un derivado azul;
la presencia de colonias blancas es indicativo de pldsmidos que llevan el inserto.

La reaccidn de ligacién, fue utilizada para transformar la cepa de E. coli JM103, las
colonias transformantes fueron seleccionadas. Se aislaron y se analizaron por restriccidn los
plasmidos de algunas colonias blancas. Se identificé un pldsmido cuyo patrén de restriccién
indicaba la correcta clonacién de los insertos fliL-up y fliL-down; este plasmido fue
designado como pTZ19RfliL/up-down. Posteriormente, se introdujo un cassette de
resistencia a kanamicina en el sitio EcoRV del pTZ19R/fliL/up-down. Las colonias fueron
seleccionadas en presencia de kanamicina, con el fin de aislar sélo aquellas en las que se
hubiese ligado el inserto. El pldsmido resultante fue designado pTZ19RfliL/up-kan-down.

Finalmente el fragmento Xbal-Kpnl de pTZ19RAIL/up-kan-down, se subcloné en el
pldsmido pJQ200mp18 en el sitio Smal. El pJQ200 es un pldsmido mobilizable dado que
lleva la secuencia oriT; lleva un marcador de resistencia a gentamicina y el gen sacB, cuya
expresion es letal en bacterias gram-negativas en presencia de sacarosa. El origen de

replicacién de este plasmido no es funcional en Rhodobacter sphaeroides por lo cual actia
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como plasmido suicida. El pldsmido resultante fue designado pJQ200/IiL/up-kan-down y

fue transformado en la cepa de E. coli §17-1.

mK Ml mM

v 517 R sphasroides
5-17
B CXSTES)
—> D <o O O

S== — =

Seleccion de colonias resistenies

a kanamicina Ensayos de movilidad

Flgura 10. Esquema que ilustra de manera general la estrategia experimental utllizada para el aislamiento de
la cepa mutante FS1 (fliLA1::kan), los detalles de la [lustracién se describen en el texto.
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Posteriormente dicha cepa fue conjugada con Rhodobacter sphaeroides siguiendo el
protocolo descrito en la seccién de materiales y métodos. El remplazamiento del alelo
silvestre ocurre porque el pldsmido se integra al cromosoma mediante un evento de
recombinacién, para lo cual utiliza las secuencias fliL-up y fliL-down homélogas al
cromosoma. Posteriormente por un segundo evento de recombinacion el plasmido es
escindido llevando con éste el gen silvestre fliL" y la copia interrumpida por ¢l cassette de

kanamicina permanece en el cromosoma de la bacteria. (fig. 11).

Formacidn del cointegrado

—— T bevesaennnvas [ TETRT T —

Segundo evento de recombinacién
T T YT Y T

Resoluclén
Kan
T ™
::l l.:. ...'l Kﬂn - :.
T T LIl T

Figura 11. Modelo que ilustra como se llova a cebo la delecién de un gen cromosomal, mediante el
reemplazamiento genético, en este caso s¢ usa un cassette de resistencia a kanamicina como ejemplo
(modificado de Hamllton er al., 1989).
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Resultados

En este trabajo se aislaron dos mutantes, designadas FS1 y FS2, una de ellas lleva
inserto en el cromosoma un cassette de resistencia a kanamicina y otra un cassette de
resistencia a espectinomicina respectivamente, que remplazan al gen fTIL. Resultados
previos indican que el cassette de kanamicina ejerce un efecto polar, mientras que el
cassette de espectinomicina no altera la expresion de los genes rfo abajo de una unidad
transcripcional (Ballado et ai. 2001). La mutante con el cassette de resistencia a kanamicina
(FS1) se aisl6 con el objetivo de tener un control negativo, el cual nos permitirfa comparar
la polaridad respecto al cassette de espectinomicina (FS2).

Con el fin de determinar la capacidad de nado de las cepas transconjugantes (Kan"
Gm®), algunas de ellas se crecieron en medio liquido hasta fase exponencial y una alicuota
fue observada en el microscopio Gptico. Ninguna de ellas fue capaz de nadar, indicando que
la mutacién altera la funcionalidad del flagelo. En este punto, una de las cepas fue
seleccionada y denominada FS1 para la cepa fliLAl::kan y FS2 para la cepa flILAl::aadA,
la capacidad de nado de la cepa FS1 en una caja de agar suave se muestra en la figura 12.
Andlisis de complementacién

Con el propdsito de determinar si la incapacidad de nado de la cepas FS1 y FS2 se
debe tinicamente a la lesion en el gen fIiL, se llevé a cabo un andlisis de complementacion
utilizando diversos pldsmidos que llevan el gen fliL solo o acompafiado de los genes
aledafios. Las cepas con dichos pldsmidos fueron probadas en cajas de nado, asi como
observadas al microscopio en iluminacién de campo obscuro tomando una alicuota de

cultivo en fase exponencial. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2,
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Tabla 2. Anélisis de complementacién

FS1(flILAY::kan) Fragmento Complementacién
pBG405a Sall 4.5kb (liKLMNOP") +
pBG405b Sall 4.5kb (fli PONMLK) -
pRK_fliL BamH1-EcoR1 1.3kb (fliK LM) -
FS2(fliLAl::aadA)
pBG405a Sall 4.5 kb (fiIKLMNOP') +
pRS501 EcoRI 5kb (IHIJKLM) o -
PRK _fliL BamH1-EcoR1 1.3 kb (MK LM) -
pRK_ILMN BamHI (fiiK LMN) +
pRK_/IIMN Ncol-Kpnl (fliMN) -
pRS14 Sacll (fliL’MN") -

(") indica cuando un gen se encuentra incompleto o truncado; (-) indica cuando no se recuperé el fenotipo
silvestre y (+) cuando si se reestablecié. La capacidad de nado fue determinada por observacién al
microscoplo y por formacion de halos de nado en cajas de agar suave.

Anilisis genético y funcional de la mutante FS1

A continuacién se desglosarén y comentardn los resultados mostrados en la tabla 2.
Primeramente, se verificd la polaridad del cassette de kanamicina sobre la transcripcion de
los genes rio abajo del gen fliL, que en este caso corresponden a fIIM y fiN (Garcia et al.,
1998). Dada la polaridad del cassette de kanamicina, cuando se introdujo sélo el alelo
silvestre fliL, la cepa mutante no reestablecié su fenotipo (fig. 13; tabla 2, linea 3); en
cambio cuando se introdujo la porcién completa del operén comrespondiente a los genes
JULMN, la cepa recobré el fenotipo silvestre de movilidad (tabla 2, linca 1 y fig, 14 panel
IB y IIB). Este mismo fragmento clonado en direccidn contraria al promotor del vector de
expresion (pBG405b) (Gonzalez-Pedrajo, 2000) se utilizd con el propésito de establecer si
la complementacion dependia de algiin promotor presente en el inserto. Dado que este
altimo pldsmido no reestableci6 el fenotipo silvestre , se concluy6 que este fragmento no
lleva el promotor que permite la expresion de los genes fliLMN, lo cual esta de acuerdo con

resultados previos obtenidos del andlisis de complementacién de una cepa que lleva una
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lesién en el gen fliM (Garcia er al., 1998). Cabe mencionar que en esta cepa, puede
distinguirse un pequefio halo de nado asimétrico alrededor del punto de inoculacion, este
tipo de halos irregulares se forma comunmente por eventos de recombinacién entre el
plasmido y el cromosoma, los cuales dan lugar a células con capacidad de nado. Sin
embargo, como estos eventos no ocurren sincronizadamente en la poblacién, el halo

muestra bordes irregulares (fig.14, panel IC y panel IIC).

Figura 12. Caja de nado en donde se compara l patrén de desplazamiento de Ia cepa mutante (A) F51
(fliLA1::kan), con la cepa silvestre (B) WS8.
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Flgura 14, Fenotipo observado de : panel I (A) W58, (B) FS1/ pBG405a y (C) FS1/ pBG405b. En el panel 11
las letras indican las mismas cepas que en el panel Iy se incluye la cepa mutante FS1 (D).

Anilisis genético y funcional de la mutante FS2

Cuando se ensayé la movilidad de la mutante no polar FS2 (fliLAl::aadA ) en cajas
de nado , ésta no formé ningiin halo en comparacion con la cepa silvestre WS8 (fig. 15). A
la cepa FS2 se le introdujo el plasmido pBG405a (tabla 2, linea 4), el cual contiene el
operdn completo al cual corresponde f1IL, el resultado de esta transformacién le permitié a
la mutante no polar, recobrar su movilidad (fig. 15C), sin embargo, contrario a lo que
esperdbamos, cuando se introdujo sélo el alelo silvestre fliL, 1a cepa mutante fue incapaz de

recobrar el fenotipo silvestre (figura 15B).
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Figura 15. Nado ¢n cajas de agar suave de las cepas: (A) FS2 (fliLA1::aadd), (B) F52/ pRK_fliL, (C) FS2/
pBG405a y (D) WSS.

Los antecedentes previos, indicaban que el cassette de espectinomicina, no ejerce
efecto polar sobre la transcripcion de los genes rié abajo (Ballado et al., 2001; Poggio er al.,
2001); Por lo tanto, cuando nosotros introdujimos en la cepa FS2 el alelo silvestre flL"
clonado en el vector de expresion pRK415, esperdbamos que éste reestableciera ¢l fenotipo
silvestre. Sin embargo, pRK_fliL" no fue capaz de restaurar el fenotipo silvestre, mientras
que pBG405a sl (tabla 2, lineas 4 y 6). La ausencia de complementacién del alelo fiL* nos
llevd a proponer dos posibles hipétesis: por un lado, durante la amplificacién de los
productos de PCR fliL-up y flIL-down, se pudieron generar mutaciones que dieron origen a
codones de paro y como consecuencia impidieran la correcta expresion de los demés genes
del operén. Por otro lado, la forma en que se realizé la delecién en el gen flil podria estar

afectando la expresion (especificamente la traduccion) de los genes ubicados rio abajo de

JUL,
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Anilisis de secuencia de los fragmentos fliL-up y fliL-down

Para desechar la primera hipdtesis, se secuenciaron los dos fragmentos flil-up y
JliL-down, presentes en el plasmido pTZ19R/ fliL-up- fliL-down. La secuencia obtenida se
comparé con la reportada en las bases de datos correspondientes (fig. 16, 17 y 18); el
andlisis de secuencia revelé que los fragmentos clonados coincidian con la secuencia
reportada.

DEFINICION Rhodobacter sphaeroides hook length control protein FliK
(£1ik)
ACCESO UB6454
ORGANISMO Rhodobacter aphaeroldes
Bacteria; Protecbacteria; Alphaprotecobacteria;
Rhodobacteralas;

1441 cccggaccege cegtegggeg ggtcegeteg cggaggeggyg cegggecgac
gacgectete
1501 cegtgcecge cteogtegeac ttcgoggcoceg gogoccaace ggggacagec
gggcgggagq
1561 gcgecgeceg cgctcatece goggetgegy ggacagtgee ctegggogag
tgcagco
3959 12219naaonn g@ﬂ*lé%g@ﬂgccc gctcctgegg cacagaggec ggagatcgca
gcggegecge
1681 ccgcaaccge cgggaaggtg gocgacgegt ccgaggeace ggccgecgag
aacgcgtceg
1741 cggcgaccgt cggacaggac ggggcagaga cggctctgge cgtggageece
gceggggeca
1801 ctetegecgg gteagatceg gtggeccceg ccccectgac cgccctteeg
agcgacctge
1861 gcctecgageg ggegggegag ccccgggegq gegeggacgyg geccetegoo
ctegeggeee
1921 ccgacgcace ggcecegagetg caggacagga tcctegagge cgocgcaggg
gagggcgaga
1991 tcgagategt geotegeccee gagaccetgg geoggetecg catccgegtce
gagatgcgeg
2041 acggecaccgc gcaggtgage ttcaccaccg aaacggccga ggoccgeccgt
ctectgtegqg
2101 ggcaggaagg acgcctgteg gaccteocttg agaagoacgg cotgteogete
ggccggcacg
2161 aggccggaca gggcgacace ggccgecget ccgaggegec getgeegeag
ccccggeocge
2221 gegeccteeg cectgeccece gatcctteeg ageeccgeege cegtgeggeg
gcecgggacey
2281 tcaatctgat tgectga
//
f1iL
JHLup-3 reverse
1 gtgaccgacg cctcegects cctcgacacg aagecccgec ggggocgegy ootottgoago
61 gogatggtot teootgctgct cggggeocttc ctgectggoog coggeottegg
cgcgggetac

45




TOTOTLWOWI TIRTC ATA T mm nmmwmm . CICC L T TGN, QA XN T QAL DO QC GG
&

140 150 180 10 e 1%

{3l Rut Yud AUUOW“GO COAdATCOAMI ATCATAC TEQACCCCCOAD Af.‘c CTAGACCAGCT CCGCATCC aca 'I’I:U Ad A
L] 410 X0 430 440 40 470

N N RO YW W) N | (W W) V%) W A a0, e TIW) N):

e e I L Sy ey AT )4
GCOCA ACGAATACC ACCa CANQOTOMASIC TTCAC CACCOAAAACG G CCG MU CCCICCCQ TCTCCTA T COMIE ACHAQA
450 500 510 nan HO 480

WACCHC@EC TRCCQ ARG Ca C ONC TTACCS GOAAAC COCCI09 00 @ canam
LI 840 a80 670 880

e VI D AV Lo i O . N U i,

Figura 16. En esta figura sc muestra una porcién do Ia sccuencia reportada en la base de datos para fliK y se
indica ¢l nimero de acceso, asi como cl organismo de origen. También se sefiala en letras negritas la
ubicacion de los oligonucleStidos que se utilizaron para secuenciar el plasmido pTZ19RfliLup-down, En Ia
parte inferior se muestran los resultados de la secuenclacion.
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ACCESO AF044254 REGION: 577..1548
DEFINICION flagellar switch protein (f1iM) genes, compleate cds
ORGANISMO Rhodobacter sphaeroldes
Bacteria; Protecbacteria; Alphaprotecbacteria;
Rhodobacterales; Rhodobacteraceae; Rhodobacter.

£liL

481 gegctgeogeg gegecggtgaa cgeacggetc cageegetcg agggettegg cggeatcgag
541 gccgtcttct tocaotaott oatcotgomg tam
ﬁLdown-l orward

/1
£1iM

ORIGIN
1 atggcegeca ctecgegeae actetcegtog aaggaggteg cagecctegt

cggcaaccte

61 atggaggcca gcgaaagcac gagcocctcgag aacggectcg aggtecggcece
ttacgcttte

121 ggcgagaacg aactgaacca gcetcggegac tatcacgege tgegeatcat
caacgagcge

181 ttectgecgea ccgegegcga cgtettectg cecgatgetge gacttcagee
ccggatcteg

241 teettecege ccgaggtgeg caghttcgac gactaceget cgagecagga
caatttegtg

301 tecgatcaccg cgagcoccgcoat cgaggagetg cgeggcaacce agatgatcgt
gatecegeey M1 reve

361 cccttcatet cgctgetgac cgacagectat tacggegggo nggzacqnul
tgtaccoacy

421 acgcgeaccg aattcaccge gaccgaggag cgggtgatcg agetcgtgac
cgaccggctg

481 aacqgtggecgc tgcaggtgge gtggegegac ctgatggece tgaccttcac
cgtggtcage

541 cgcgaggaat cgatgecagtt cgecetegtte gtggatggeg aggacatggt
ggtgaactgce

601 tccttcatgg tgeageotgec caacaccgag cctgegaget tegacatcet
ctatecegete

661 cagacgctga agcoccgatctc gtcgcagetg cgctegegga tgeagtegga
tttegtggac

721 gacgaccgga gotggegoga gaagctggaa cgggegatco tgtccatcce
gctcacccte fLdown-3 reverse

781 tcggcgegge tetgcgagee cgaggtgecy ctgogooaga toatgoagat
goagoaggygc

841 gatgtgctge cggtgecatct gaccgaggeg ctgtcgettc tcgtogaggg
ccageccate

901 ttcgaggegg ctcecggcocga gogoggeggg caggoccgege tgaacctgac
gegeegecat

961 gtccgggget ag
1/
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Flgura 17. Sccuencia reportada on la base de datos para fIiM, junto con el resultado de su andlisis de
secuencia, el cual s¢ muestra ¢n la parte inferior. También se indican los oligonucledtidos utilizados en letras
negritas.
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DEFINICICN Rheodobacter sphaercides proteina flagelar (f1il)
ACCESO AF044254 REGION: 1,.573
ORGANISMO Rhodobactaer sphaeroides
Bacteria; Proteobacterla; Alphaproteobactariaj
Rhodobacterales; Rhodobacteraceae; Rhodobacter.

fliLup-3 reverse
1 gtgaccgacqg ccteegecte cctcgacacq aageocoegee ggggecgedqg eatottgoga

61 gogatggtot teetgctgct cggggecttc ctgetggococg ccggettegy
cgegggetac

121 ttetactteg ccaatceget gtcgocccgeg aaggacgtge tgegoctgat
cgagecgcacg

181 ccecgaggecg Acgaacccgc Agccgacccg gacgegeoge agaaggtgec
gcggeccacyg 950 forward

241 ccegageggg aatccttogt caccagctac taccagttca aggagoogot
qacgacgaac

301 ctgcgegect cgegeegget goctgcaggeg ggcateggee tgtccacgea
atatgaccag

361 aaggtcatgg acaatgtcgc ccgcaacgag gtggegetge ggteggacat
getggecate

421 gtcggeacct tcteggagga ggagectgeag gacaaggogy gocgogaccg
gctggeegag

481 gcegetgegeyg gogeggtgaa cgeacggete cagecageteg agggettogg
cggcatcgag fliLdown-1 forward

541 gccgtcttct toocootoctt catcotgoag tam
1/

Figura 18. Secuencia reportada ¢n la base de datos para /1iL, indicando los primers que se disefiaron para esta
regién.

Con base en los resultados anteriores se decidi6é explorar la segunda hipétesis, ésta
implica que la forma en que se disefi6 la delecion en fliL, afecta negativamente la expresion
del resto de los genes del operdn, esto es, 1iM y fIIN. Para ello, se introdujo en la cepa FS2
los plasmidos pRS501, pRK_f1IMN, pRS14 (fliM) y pRK_flILMN. Los detalles se muestran
en la figura 19; por un lado, pRS501 no complementa la cepa FS2 dado que no lieva el gen
SUN, y fiM se encuentra truncado (fig. 19; panel 1I). El plasmido pRS14 (pRK_fliM) y
pRK /liMN tampoco complementan la cepa FS2 dado que en el primer caso fliL y fliN
estin ausentes, mientras en el segundo caso fliL estd ausente (fig. 19 panel II letra D y panel

I letra E, respectivamente). En contraste, el pldsmido pRK_fIILMN s{ complementa la cepa
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FS2 (fig. 19; panel II letra C), lo cual apoya la idea de que la mutacién fliLAl::aad , afecta
negativamente la expresion de los genes ubicados rio abajo de fIiL.

A partir de estos resultados también es posible inferir que la mutacién del gen fliL
en R sphaeroides si provoca un fenotipo aparente, esto es, en la cepa FS2 el fenotipo
observado es una mezcla de la pérdida de la funcién de los genes fliL, fliM y flIN. Sin
embargo, al complementar la cepa FS2 con el plasmido que lleva los genes fliM y fIIN, el
fenotipo observado correspondetia Gnicamente a aquel ocasionado por la pérdida de fliL.
Como se observa en la tabla 1, linea 8 y fig. 19 IE la cepa FS2/pRK_flIMN e3 incapaz de
nadar, por lo tanto podemos concluir que en R. sphaeroides la falta de FliL es indispensable
para la movilidad de la bacteria, lo cual, puede derivar en dos posibles fenotipos Mot” o Fla.
Finalmente, para verificar que los genes clonados en el plasmido pRK_fliMN se estaban
expresando correctamente, se utilizé como control la cepa NG1 (fliM::uid-aadA) la cual se
sabe es posible complementar con el alelo flIMN (Garcia, ef al., 1998), como se observa en
la fig. 19 IC y ID la cepa NGl se complementa adecuadamente con el pldsmido

pRK_fliMN.
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Figura 19. Nado cn cajas de agar suave do las cepas (I): (A) WSS, (B) FS2, (C) NG|, (D) NG1/pRK_JfliMN,
(E) FS2/pRK_fIIMN; (II) : (A) WSE; (B) FS2/WSBAJL1::aadd; (C) FS2/pRK_IILMN; (D) FS2/pRK_fIiM;
(II) cepa W58 y F52/pRS501.

Determinacion del fenotipo de la cepa FS2

Para tener una aproximacion del posible fenotipo que provoca la ausencia del gen
JliL, es decir, determinar si es Mot™ o Fla™ se realizd un Western blot (ver materiales y
métodos) de la cepa mutante FS2 (fliLAl::aadd) complementada con pRK_fliMN,

utilizando anticuerpos contra flagelina (FliC), esto, para detectar de forma indirecta la
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presencia o ausencia de flagelo (los anticuerpos anti-flagelina de R. sphaeroides fueron
amablemente donados por el Q. Francisco de la Mora del grupo del Dr. G. Dreyfus). Para
realizar el Western blot se tomaron como controles negativos a la cepa SP6 (rpoN2Akan) y
NG1, las cuales hasta donde se sabe no desarrollan flagelo y como control positivo a la

cepa WSS,

FliC

No. | Cepa

1 WS8

2 FS2 (fliLAl::aadA)

3 FS2/pRK _SliL

4 FS2/pRK._fliMN

5 F82/pRK_flILMN

6 NG1 (fliM::uid-aadA)
7 SP6 (rpoN2Akan)

Flgura 20. Western blot de la cepa FS2 y FS2 /pRK_fliMN utilizando anticuerpos anti-flagelina. En la tabla
se enumeran las ccpas utilizadas para el andlisis y en 1a figura sc indica el carril correspondicnte a cada
muestra, y con una flecha la banda correspondiente a flagelina; las fracciones indicadas corresponden al
paguete celular o pastilla (P) y el sobrenadante o porcién extracelular (SN).

Como puede observarse en la figura 20, la presencia de flagelina fue detectada tanto
en el control positivo WS8, como en la mutante FS2, al igual que las cepas derivadas de
FS2 con los plasmidos: pRK _fIiL, pRK_fliMN y pRK_fIILMN; en ¢l caso de los controles

negativos el Unico en donde no se distingui6 la presencia de flagelina fue en la cepa SP6
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(rpoN2Akan), siendo una sorpresa para nosotros encontrar flagelina en la cepa NG1( este
resultado sera discutido mas adelante).

La flagelina fue encontrada tanto en la fraccidn correspondiente a la pastilla (pellet)
como al sobrenadante, esto es debido a que la flagelina es exportada desde el interior de la
célula, hasta que finalmente alcanza su posicién final en el espacio extracelular formando
parte del filamento.

Este resultado nos sugiere que el fenotipo de una cepa fTiL" en R. sphaeroides puede

ser Mot (esto es, con flagelo, pero incapaz de rotarlo).

Discusion

Una aproximacion para conocer el efecto que un determinado gen ejerce sobre el
fenotipo de un organismo, generalmente consiste en aislar una “mutante nula” (siempre y
cuando no sea un gen esencial), esto es, que carezca completamente del gen de interés. En
bacterias usualmente los genes se encuentran agrupados en unidades denominadas
operones; cuando un agrupamiento de genes es transcrito para formar un solo mRNA, éste
se denomina mensajero policistrénico, el cual codifica para varios polipéptidos; esta forma
de expresion, puede derivar en dos procesos conocidos como acoplamiento traduccional y
polaridad.

El acoplamiento traduccional se refiere a la dependencia que presenta un
polipéptido para ser traducido, sélo, hasta que el polipéptido que lo precede haya
completado este mismo proceso; esto es debido a que en ocasiones el codén de inicio de un
gen ubicado en segundo lugar en el orden de traduccién, se encuentra dentro de una

estructura secundaria formada por el mRNA, que regularmente suele ser una horquilla, el
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codén de inicio del segundo gen es liberado cuando el ribosoma que ha traducido al gen

que lo precede se acerca al coddén de término, esto permite al ribosoma reasociarse o
continuar con la traduccién del segundo gen (Snyder y Champness, 2003).

La polaridad es un fendmeno que se¢ da a nivel de transcripcidn, ésta puede deberse
a diferentes causas: por una mutacién por insercién utilizando por ejemplo un transposén,
o bien, cuando se mutageniza un gen utilizando un cassette de resistencia a algiin
antibi6tico, en ambos casos las secuencias ingertadas pueden contener terminadores de la
transcripeion, lo cual impide que los genes ubicados rio abajo sean expresados.

Como se menciond en la introduccién Rhodobacter sphaeroldes (WS8B), es movil
gracias a la rotacién de un unico flagelo, en este trabajo al remover (deletar) el gen fliL y
remplazarlo por un cassette de resistencia a kanamicina, se obtuvo una cepa incapaz de
nadar (fig. 13); para confirmar el efecto polar derivado de la insercién de este cassetts,
realizamos un andlisis genético, mediante una prueba de complementacién. Para ello, se
introdujo en la célula mutante el alelo silvestre fliL*, esto puede llevarse a cabo con un
pldsmido que puede replicarse establemente en la bacteria, con lo cual ésta se convierte en
un organismo parcialmente diploide que posee dos copias de esa region del cromosoma,
mientras que permanece haploide para el resto de los demds genes.

El objetivo de construir la mutante polar (F$1), fué utilizarla como control negativo
del andlisis genético, es decir, comparar ¢l efecto de un cassette con efecto polar y otro con
efecto no polar. En la caja de nado en donde se muestra la mutante polar, se distingue
claramente como su movilidad se ve disminuida, al compararla con la cepa silvestre, la cual
claramente forma un halo alrededor del punto de inoculacién, mientras que la mutante

ermanece como un punto fijo sobre la caja de nado (fig. 12).
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“Cuando a la cepa FS81 (fliLAl::kan) se le introdujo la porcién completa
corfespondientc al operén fliIKLMN, la mutante reestablecio el fenotipo silvestre de nado
(fig. 14B). Posteriormente se utilizé este mismo fragmento, pero clonado en direccion
contraria al promotor del vector, dicha construccion fue incapaz de restaurar la movilidad
de la cepa FS1, este resultado confirma que la expresidn de este fragmento depende del
promotor del vector, por lo que en su orientacidn inversa los genes en este fragmento no
son expresados correctamente. En el patron de nado de la mutante FS1 (fIILA1::kan) que
lleva el vector pBG405b se observa la formacion de un pequefio halo irregular, el cual
puede ser interpretado como producto de eventos de recombinacion que generan células
méviles (fig. 14C). Finalmente, se introdujo sélo el fragmento correspondiente al gen fliL y
en concordancia con la polaridad del cassette de kanamicina, no se reestablecié la
movilidad de la cepa mutante, Los resultados anteriores nos permiten distinguir, cémo son
los patrones de nado de las distintas cepas cuando se les coloca en superficies semisélidas;
también es importante remarcar, cémo el efecto polar que ejerce el cassette de kanamicina
impide que el fenotipo silvestre sea recobrado cuando se introduce solo el alelo fliL.

Posteriormente, se realizaron los experimentos para aislar una mutante que se
planeaba no tuvierea efecto polar designada F52 (fliLA1::aadA), ¢l fenotipo de la cepa FS2
que se observé en cajas de nado, nos indicaba que era una cepa no movil. Para su anélisis
genético introdujimos en la cepa mutante la porcién completa correspondiente al operén
JUKLMN, esto dio como resultado el restablecimiento de la movilidad. Posteriormente se
utlizé el alelo silvestre fIiL clonado en el vector de expresion pRK415 para complementar a
la cepa mutante FS2 (fliLAl::qadd), la cual esperdbamos recobrara el fenotipo silvestre, sin

embargo, el vector que lleva clonado el gen fIiL fue incapaz de complementar a la mutante
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F§2. Se descarto la posibilidad de que se hubieran introducido mutaciones en fliK y/o fliM
durante el proceso de obtencion de la cepa mutante (ver fig. 16, 17 y 18). Finalmente se
determin6 que la falta de movilidad en la cepa FS2 no solo era provocada por el dafio
ejercido sobre alguno de los genes ubicados corriente abajo de la delecion en fliL, esto se
confirmo mediante andlisis de complementacion utilizando fragmentos que inclufan a los
genes fliM y fIMN los cuales fueron incapaces de restablecer el fenotipo silvestre. Este
resultado sugeria que el daflo observado en la cepa FS2 era la sumatora de la falta de
expresion de los genes flil, fliM y fliN. Por otro lado, los resultados obtenidos nos
indicaban que la mutacién de la mutante f7iLAl::aadd, ¢jercia un efecto polar sobre el resto
de los genes rfo abajo del operdn, esto debido quizd a un posible acoplamiento traduccional
de los genes correspondientes a este operdn, y no especificamente debido a la polaridad per
se del cassette de espectinomicina (Ballado, et al., 2000; Poggio, et al., 2001).

Como indican los resultados del Western blot, la cepa mutante FS2 (fliLAl::aad),
asi como las cepas utilizadas en el andlisis genético, exportan flagelina, y posiblemente el
filamento se ensamble lo cual, a su vez nos sugiere que el fenotipo de una cepa flil
inferidos a partir de la cepa FS2/pRK_fliMN es Mot". Sin embargo, para confirmar este
resultado serd necesario realizar observaciones al microscopio electrénico y detectar la
presencia del flagelo.

En la cepa NG1 que se uso como control negativo en el Western blot, se encontro
flagelina en las fracciones correspondiestes al sobrenadante (SN) y a al paquete celular (P)
(fig. 20). La presencia de flagelina en la primer fraccion (SN) fue una sorpresa para
nosotros, ya que los antecedentes indicaban que su fenotipo es Fla' (Garefa ef al., 1998),

igual que en especies entericas como E. coli y S. enterica en donde se ha reportado que una
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delecion severa en este gen (f1iM) impide la formacién del flagelo (Toker er al., 1996,
Mathews er al., 1998). Ademas, se sabe que el aparato de exportacidn se aloja al centro del
anillo C (Katayama et al., 1996); debido a ¢sta caracteristica estructural se ha planteado la
posibilidad de que el anillo C sea un elemento indispensable para la estabilizacién del
complejo de exportacion.

Sin embargo, los datos de microscopia electrénica reportados para esta cepa no son
claros, ya que se determino que solo el 90% de las células observadas en una muestra no
forman flagelo, indicandose ademads, la presencia de algunos flagelos rotos en el campo
visual (Garcla er al., 1998). Por otra parte, la falta de un anélisis tipo Western blot con
anticuerpos dirigidos contra flagelina, impiden determinar con presicidn el fenotipo de esta
cepa, lo cual abre la posibilidad de que en R. sphaeroides la ausencia de FliM puede ser

suplida a nivel estructural por algun otro componente del sistema falgelar.

57




Conclusiones

Aunque el fenotipe nulo de flil en Rhodobacter sphaercides no puede ser
directamente determinado de la cepa FS2, el andlisis genético y funcional que en el
presente trabajo se realizé, as{ como las técnicas de biologia molecular empleadas, nos
indican que el gen flL parece ser un eclemento indispensable en esta bacteria,
especificamente relacionado con los procesos que generan la rotacion del flagelo; este
resultado coincide al mismo tiempo, con lo reportado para otras bacterias monoflageladas

como Caulobacter crecentus (Jenal et al., 1994).

Perspectivas

Las perspectivas de este trabajo, estdn encaminadas en primera instancia, en aislar
una mutante con efecto no polar, esto es, que pueda ser complementada con el alelo fTiL" y,
a partir de ella caracterizar su fenotipo nulo. El siguiente paso consiste en establecer la
funcion especifica que FliL tiene en el aparato flagelar, determinando las interacciones que
realiza con los demés componentes del sistema, as{ mismo determinar los efectos
estructurales derivados de la mutacién en fliL mediante la observacion del flagelo en el

microscopio 6ptico y electrénico.
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