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RESUMEN

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria pirpura no sulfurosa de vida libre, no patégena,
que pertenece al subgrupo a-3 de las Proteobacterias y que nada gracias a un flagelo que rota
unidireccionalmente. En 2001 su genoma fue liberado y en él se encontraron duplicaciones y
multiplicaciones génicas. Las duplicaciones incluyen un set completo de genes flagelares, los cuales
se hayan en una regiébn muy alejada de aquella en la que se encuentran los loci que son
responsables de la sintesis del flagelo y que han sido descritos con anterioridad. Las copias
flagelares duplicadas no muestran mutaciones o alteraciones génicas evidentes y su arreglo
asemeja operones funcionales. Para probar la funcionalidad de las segundas copias flagelares se
generaron dos fusiones transcripcionales en los genes figE2 y flhA2. El primero guarda similitud con
el gen que codifica para el gancho, y el segundo con el gen que forma parte del aparato de
secrecion tipo 1ll, que exporta los componentes necesarios para el ensamble del flagelo. La actividad
del gen reportero no mostré expresion alguna en las condiciones de laboratorio que fueron
probadas. Sin embargo, todas las copias flagelares duplicadas guardan una estrecha similitud con
los genes flagelares descritos para Silicibacter pomeroyii, una bacteria que pertenece a la misma .
familia que R. sphaeroides y que es un organismo marino que se encuentra en estrecha asociacion
con dinoflagelados. Para aclarar la relacion que existe entre las copias flagelares duplicadas de R.
sphaeroides y los genes de S. pomeroyii, se realizaron inferencias filogenéticas y se observé que las
copias flagelares duplicadas de R. sphaeroides se agrupan con las a-Proteobacteria, lo que sugiere

que éstos son los genes flagelares endégenos, mientras que las copias flagelares funcionales se



agrupan dentro de las y-Proteobacteria (enterobacterias). Al parecer, los genes con los que nada R.
sphaeroides son el resultado de una transferencia horizontal proveniente de una y-Proteobacteria o
una bacteria cercana a este grupo. Los genes flagelares fueron entonces integrados al genoma,
confiriéndole alguna ventaja selectiva. Probablemente, los genes flagelares nativos fueron
apagados, pero no desechados. Lo anterior debe ser confirmado mediante anélisis filogenéticos
robustos y andlisis de congruencia. Este trabajo muestra los indicios de lo que puede ser el primer
evento descrito donde un conjunto de genes xenélogos sustituyen en funcién a un conjunto de genes

endogenos.



Introduccion.

La secrecion de proteinas hacia el espacio extracelular es un fenémeno comin en la
biologia y también es un aspecto basico de la fisiologia de los procariontes. Enzimas extracelulares,
exotoxinas, y proteinas necesarias para formar apéndices como el flagelo o los pilis, deben cruzar
las dos bicapas lipidicas y la pared extracelular de las bacterias Gram-negativas para alcanzar su
destino final. Lo anterior sirve para llevar a cabo procesos bioldgicos de suma importancia tales
como, por ejemplo: adhesion a tejidos e invasion de células. eucariontes; transferencia de
informacion genética mediante conjugacién; montaje de bacteriéfagos y la movilidad celular
(Pugsley, 1993). Aunque las proteinas secretadas son muy diversas y numerosas y exhiben una
gran variedad de funciones que incluyen: citotoxicidad, hemdlisis, protedlisis, desfosforilacion y
fosforilacion de proteinas; existen apenas unos cuantos sistemas por los cuales estas proteinas son
transportadas del citoplasma bacteriano hacia el espacio extracelular o directamente liberadas al
citoplasma de otras células. A la fecha, se han descrito cinco sistemas principales de secrecion de
proteinas en bacterias Gram-negativas, los cuales han sido denominados tipos | a V (Fath y Colter,

1993; Finlay y Falkow, 1997; Van Gijsegem et al, 1993 y Henderson et al, 2004).

Sistemas de secrecion Sec-dependientes

En bacterias ocurren al menos tres categorias de procesos de translocacion: 1)
translocacion mediada por el sistema de secrecion Sec a través de la membrana citoplasmica; 2)

translocacion mediada por el sistema Tat a través de la membrana citoplasmica y 3) mecanismos



mas especializados para la liberacion de proteinas especificas a la superficie mas externa de la

célula (Thanassi y Hultgren, 2000).

En contraposicion con el sistema Tat, el cual transporta enzimas ya plegadas y ligadas a su
cofactor, la ruta de translocacion Sec es responsable del transporte de proteinas sintetizadas de
novo antes que éstas adquieran su estructura final (para una extensa revision ver Pugsley, 1993).
Un punto importante del proceso de translocacion es que éste ocurre sin comprometer la barrera de
permeabilidad general de la membrana (Mori e Ito, 2001). La ruta Sec esta conformada en
Escherichia coli por las siguientes proteinas: i)SecB, la cual es una chaperona dedicada a la
exportacion de proteinas, ii)SecA, que es una ATPasa que provee la energia para la exportacion y el
movimiento proteico dentro y a través de la membrana y iii) SecY, SecE, SecG, SecD, SecF y YajC,
que son proteinas integrales de membrana (Figura 1). SecY, SecE y SecG forman el complejo
heterotrimérico SecYEG, el cual constituye la ruta o canal para el movimiento polipeptidico. Estas
proteinas atraviesan la membrana diez, tres y dos veces respectivamente. De esta manera SecYEG
y SecA, conocidos como la translocasa, son los componentes primarios de la maquinaria de

translocacion (Mori e Ito, 2001).

Durante mucho tiempo mediante estudios bioquimicos, biofisicos y electrofisiologicos se
habia predicho que el translocon sirve como un canal por el cual las proteinas atraviesan la
membrana. La solucién de la estructura tridimensional del complejo SecYE-Sec61p de la arquea
Methanococcus jannaschii (Van den Berg et al, 2004) dio el soporte estructural para estas
afirmaciones. Si bien es cierto que muchas preguntas en la translocacion de proteinas en arqueas
permanecen sin resolver, el caracter evolutivo conservado del complejo Sec sugiere que la

estructura de M. jannaschii es representativa.



Fig 1. El translocon Sec. La preproteina es representada por una linea negra, con la regién gris mostrando la

secuencia sefial. Pasos 1-3, Targeting. Una secuencia sefial y su region C-terminal comprenden un dominio de iniciacion que es
reconogido por la maquinaria Sec. SecB, guia fa preproteina a la ruta de franslocacion Sec y, adicionalmente, guia el precursor de
union hacia la franslocasa por su habilidad para unir SecA. SecA entonces se une a la membrana en un sitio que fiene gran afinidad
por SecA. SecY, SecE y SecG forman el complejo heterotrimérico SecYEG el cual constituye un canal para el movimiento
polipeptidico. Pasos 4 y 5, iniciacion. El paso de iniciacion requiere ATP pero no su hidrolisis. Paso 6, continuacion. La continuacion
de la franslocacion requiere ciclos de hidrdlisis de ATP ylo fuerza protonica a través de la membrana. Paso 7 conclusion. Poco se
sabe del proceso de conclusion, el cual ocurre en el lado perilplasmico, dando lugar a la liberacion o doblamiento del sustrato proteico

en &l espacio periplasmico (Modificado de Mori e lto, 2001).

La organizacién de este complejo es tal, que SecY esta envuelto en dos mitades, las cuales
son unidas por la subunidad SecE, con la subunidad Sec61pB en la periferia del niicleo SecYE.
Cuando se ve desde la cara citoplasmica, el complejo presenta un espacio parecido a un embudo, el
cual disminuye y eventualmente se contrae hacia la parte media de la molécula. Una forma similar
es asumida por la segunda mitad del complejo, pero aqui, un dominio transmembranal provee una
vuelta, que se piensa act(la como un tapon, restringiendo el paso a través del nicleo del complejo.



Por lo tanto, el movimiento del tapén produce un canal acuoso continuo a fravés del cual una
preproteina que va a ser translocada puede pasar (Eichler y Duong, 2004). Cualquier mutacion en
los genes que constituyen el sistema Sec de E. coli provoca severos defectos en la exportacion vy,
por lo tanto, un fenotipo letal. Pero esto sélo ocurre cuando las células son crecidas en medio rico o
a temperaturas anormalmente altas o bajas. Esto indica que los genes sec son esenciales para la
viabilidad. El caracter condicional de estas mutaciones puede indicar que los productos de los genes
sec son inactivos o inestables en esas condiciones o que fallan al interactuar con proteinas antes de
ser secretadas bajo condiciones no permisivas; que su sintesis esta arrestada bajo condiciones no
permisivas; o que los reducidos niveles o actividad pueden ser tolerados sélo bajo condiciones

permisivas (Pugsley, 1993).

Los sistemas de secrecion II, IV y V incluyen un paso separado de transporte a través de la
membrana interna previo al transporte a través de la envoltura celular. Aunque estas vias difieren
una de la otra en la forma en que las proteinas se transportan a través de la membrana externa, la

exportacion hacia el periplasma ocurre mediante el sistema Sec en los fres casos.

Sistema de Secrecion Tipo Il

El sistema de secrecion tipo Il (T2SS) es responsable de la secrecion extracelular de toxinas _
y enzimas hidroliticas, muchas de las cuales contribuyen a la patogénesis de plantas y animales;
este sistema esta ampliamente distribuido entre los miembros de Proteobacteria.

La via general de secrecion (general secretory pathway, GSP) es una forma de
translocacion, en la cual las exoproteinas cruzan sucesivamente, en dos pasos, las membranas
interna y externa. El primer paso consiste en la translocacion a través de la membrana citoplasmica,

de la proteina precursora la cual contiene un péptido sefial en el dominio N-terminal. Este precursor



es marcado y transportado a través de la membrana interna mediante el complejo Sec. El péptido
sefial es procesado por la peptidasa lider y la proteina madura se libera hacia el periplasma. A lo
anterior se le conoce con el nombre de via general de exportacion, (general export pathway, GEP).
Pero la exoproteina requiere de otra maquinaria para cruzar la membrana externa y finalmente llegar
al exterior celular, lo cual se logra mediante lo que se conoce como la rama terminal del GSP
(Filloux, 2004). El T2SS es un tipo de transporte particular que pertenece al GSP (Figura 3).
También conocido como rama terminal principal (main terminal branch, MTB) el T2SS consiste de
12-16 proteinas las cuales constituyen su secreton. Los componentes de este sistema fueron
descubiertos por vez primera en Klebsiella oxytoca, y su identificacion posterior en Pseudomonas
aeruginosa demostraron que estan conservados en la mayoria de las bacterias Gram-negativas
(Filloux et. al. 1990). También se ha demostrado que el sistema de secrecion tipo Il es un
determinante en la virulencia bacteriana y se ha comprobado su existencia en patoégenos tales como
Legionella pneumophila y Yersinia pestis (Hales et al, 1999 e Iwobi et al, 2003) El proceso mediado
por el sistema de secrecion tipo Il ocurre en dos pasos de translocacion de membrana que pueden
ser separados genética y bioquimicamente. Inicialmente las proteinas que se van a secretar son
producidas con péptidos sefial en el extremo N-terminal, lo cual permite una translocacion Sec-
dependiente a través de la membrana citoplasmica. Esto es seguido por la remocion del péptido
sefal y el doblamiento y la liberacion de las proteinas maduras en el espacio periplasmico. En este
transito, las proteinas pueden suffir otras modificaciones, tales como la formacién de puentes
disulfuro o el ensamble de subunidades antes de que sean translocadas a través de la membrana
extemna mediante el sistema de secrecion tipo Il (Sandkvist, 2001) . Este aparato es extremadamente
especifico, ya que es capaz de distinguir las proteinas que seran secretadas de aquellas que son
proteinas periplasmicas residentes y, con unas cuantas excepciones, reconoce a sus propias

proteinas secretadas de aquellas introducidas por otras especies (Filloux et al, 1990).



El presumible porb del aparato del sistema de secrecion tipo Il es la proteina D, la cual forma
un oligémero de 12-14 subunidades en la membrana externa. La proteina D pertenece a una gran
familia de proteinas llamadas secretinas. El dominio C-terminal esta conservado entre las secrefinas
y se piensa que estad embebido en la membrana externa, mientras que el dominio N-terminal es
variable y puede estar expuesto al periplasma, donde interactia con otros componentes del aparato
de secrecion (Hardie et al, 1996). La proteina S es una lipoproteina pequefia que estabiliza a la
proteina D y que promueve su insercion en la membrana extema en algunas especies. El
requerimiento de la proteina S sdlo ha sido documentada para los sistemas de secrecion Pul y Out
de Klebsiella y Erwinia. Ninglin otro sistema de secrecion tipo |l parece tener un gen S, sin embargo
esto no excluye la posibilidad de que ofra proteina sea requerida para la insercién en la membrana
extemna y la estabilidad de la proteina D en estos sistemas (Sandkvist, 2001). La proteina B, aunque
solo se ha identificado en unos pocos sistemas de secrecion tipo Il, puede ser otro componente que
interacttia con la proteina D. Las proteinas E, L y M forman heterooligdmeros y homomultimeros y se
encuentran en la membrana citoplasmica. Al parecer, en alguna etapa del proceso de secrecion, el
aparato atraviesa toda la pared celular, formando un puente entre la membrana externa e intema, el
cual al parecer, requiere la fuerza protonmotriz de la membrana interna (Lee et al, 2000). Las
proteinas G, H, I, J y K forman parte del sistema de secrecion tipo Il y son similares a las
subunidades de pili tipo IV y al igual que las subunidades de los pilis, son producidas como proteinas
precursoras que son procesadas en la region N-terminal y metiladas por la peptidasa prepilina.
Ademas otros componentes del sistema de secrecion tipo Il son homélogos a proteinas requeridas
para la biogénesis de los pilis tipo IV. Estas observaciones llevaron a suponer que los dos sistemas
estan evolutivamente relacionados y que algunos de los componentes podrian formar una estructura

con forma de pili que soportara la secrecion directa o indirectamente. Esto finalmente fue



demostrado (Sauvonnet et al, 2000) cuando se sobreexpresaron genes del sistema de secrecion tipo
Il de K. oxytoca en E. coli y se mostro que la proteina PulG era capaz de ensamblar estructuras con
foma de pili. Con esto surgié la incognita de como es posible que esta estructura lleve a cabo la
secrecion de proteinas dobladas ocupando el mismo espacio del poro a través del cual cruzan las
proteinas. Se ha propuesto que el pili actia como un piston el cual empuja la proteina secretada a
través del poro de secrecion (Filloux et al, 1998, ver figura 2). Pero también existen estudios que
sugieren que las secretinas tienden a agregarse y formar multimeros altamente ordenados. Tal
supraestructura sugiere modelos alternativos en los cuales la extrusion del pili y la secrecion de

proteinas no requieren ocupar el mismo espacio del poro (Linderoth et al, 1997).

1) 2) 3)

Figura 2. Modelo de la maquinaria del poro del sistema de secrecion tipo II. 1) union de las exoproteinas y apertura del canal, 2)
empacamiento de pseudopilinas y liberacion de exoproteinas, 3) disociacion parcial y reciclaje de componentes (tomado de Filloux et
al, 1998).



Sistema de secrecion tipo IV

El sistema de secrecion tipo IV (T4SS) transloca DNA y sustratos proteinicos a través de la
envoltura celular bacteriana y es el la ruta de secrecion de proteinas en bacterias Gram-negativas
menos entendido. Este sistema se ha clasificado sobre la base de una posible relacion ancestral con
mecanismos de conjugacion bacteriana, por lo tanto, los miembros de esta familia incluyen a todos
los sistemas de conjugacion de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas asi como sistemas que
guarden relacion con la translocacion de DNA o proteinas (Lawley ef al, 2003). Los miembros de la
familia tipo IV se agrupan en: 1) sistemas de conjugacién de DNA que median la transferencia de
DNA a la célula receptora, 2) sistemas “efector translocador” que transfieren efectores a células
eucariontes durante la infeccion y 3) sistemas de toma y liberacion de DNA, los cuales median el
intercambio de DNA con el medio extracelular (Ding et al, 2003). La mayoria de los T4SS inyectan
sus sustratos directamente en el citosol eucarionte, al igual que los sistemas de secrecion tipo Ili.
Los T4SS liberan los sustratos a una célula receptora mediante contacto célula-célula, aunque
también se conocen ejemplos de exportacion contacto-independientes en los cuales existe liberacion
de DNA y proteinas al medio y a su vez recoleccion de ellos del medio extracelular (Figura 3). La
investigacion sobre este sistema de secrecion se ha desarrollado en Agrobacterium tumefaciens, un
patdgeno de plantas que provoca proliferacion descontrolada del tejido vegetal. Este sistema de
secrecion funciona come un aparato de conjugacion, transfiriendo DNA a receptores bacterianos y
como efector translocador, liberando moléculas efectoras a blancos eucariontes durante la infeccion.
El sistema de secrecion de este organismo se ha definido como VirB/D4 T4SS. El producto de los
genes de los operones que lo conforman, elaboran una estructura que cruza la membrana

extracelular, la cual se requiere para la transferencia de sustratos, asi como un filamento extracelular
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denominado pili T, cuya funcién es mediar la unién con las células receptoras (Christie, 2004).
Ademas de éste, se forma también un homomultimero de la proteina acopladora (Coupling Protein,
CP), el cual es ensamblado mediante las proteinas formadoras del poro (Mating pore formation,
Mpf). El homomultimero CP y el pili T actian de manera coordinada, probablemente como un solo
organelo supramolecular, ya que los requerimientos genéticos para el ensamble del canal de
secrecion corresponden casi en su totalidad a los de la biogénesis del pili T. Todas las proteinas
VirB son necesarias para ambos procesos, con la excepcion de VirB1. Esta estructura podria
denominarse canal de secrecion/piliT, y consistiria de un conjunto de proteinas de membrana interna
y una estructura de pili que se extenderia a través del periplasma y un poro parecido a secretina en
la membrana externa. Una prediccion para este modelo es que el lumen del pili sirva como un
conducto para los sustratos de la secrecién tipo IV. Dicha estructura mediaria las diversas etapas de
translocacion (Christie, 2004). Las etapas incluyen el reclutamiento de DNA y sustratos proteicos al
aparato de transferencia, la transferencia de sustratos a través de la envoltura celular y la liberacion
de sustratos en las células blanco (Cascales y Christie, 2003). Los genes que conforman el T4SS
parecen ser activados gracias a una respuesta generada por sefiales ambientales. Moléculas
fendlicas y monosacaridos, liberadas por plantas dafiadas o heridas, activan el sistema regulatorio
de dos componentes VirA/VirG, lo cual induce la transcripcién del regulon de virulencia vir. La
transferencia de DNA y la formaci6n del pili requiere de VirA, VirB1 a VirB11, VirD1 a VirD4, VirE2 y
VirG. VirB2 es la subunidad principal del pili, aunque no esta claro si el pili emana de la membrana
intema o de la membrana externa. VirB4 y VirB11 son proteinas de membrana intema y VirD4 es
una proteina citoplasmica; éstas poseen actividad de ATPasa. Se ha propuesto que estas proteinas

proveen la energia para la translocacion de moléculas efectoras a través del pili (Christie, 2004).
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Es importante sefialar que actualmente existe una discusion referente a la dependencia o no
del sistema Sec para T4SS. Algunos autores aseguran que es Sec-independiente (Cascales y
AChristie, 2004, Kostakioti ef al, 2005) aunque otros afirman que existe evidencia suficiente para
poder decir que es Sec-dependiente en todas sus modalidades (ver arriba) (Baron et al, 2002,
Sandkvist, 2001). Pero debido a la creciente evidencia que soporta la segunda hipotesis (Bums,

2003), se ha decidido colocar al T4SS dentro de los sistemas Sec-dependientes.

Finalmente, el estudio del sistema de secrecion tipo Il y su comparacion con el sistema de
secrecion tipo 1V sera fructifero, ya que ambos sistemas tienen la capacidad aparente de formar pilis
y transportar proteinas al medio extracelular. La informacién que se obtenga de un sistema puede
ser aplicable al ofro y viceversa. De hecho, es posible que estos dos sistemas sean sélo variaciones

sobre un mismo tema.
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Figura 3. Representacion esquemética de los sistemas de secrecion |, II, lll y IV. El tipo | es ejemplificado por la a-

hemolisina en E cofi, el tipo Ili es ejemplificado por la secrecién Yop en Yersinia, el tipo Il por la secrecion de pululanasa en Kiebsiella
oxytoca y el IV, por el sistema VirB en A. tumefaciens. La hidrolisis de ATP de HlyB, YscN, SecA y VirB11 se indica. Las moléculas
efectoras secretadas estan representados por évalos grises. ME, membrana extema; Peri, periplasma; MI, membrana intema; cito,
citoplasma (Modificado de Henderson et al, 2004).

Sistema de secrecion Tipo V

La ruta de los autotransportadores o sistema de secrecion tipo V (T5SS) es uno de los mas
ampliamente distribuidos entre las bacterias Gram-negativas y es, quiza, el sistema de secrecion
mas simple. La familia de proteinas secretadas incluye a aquellas secretadas mediante el sistema de
autotransportadores (tipo Va o AT-1) la ruta de secrecién de dos compafieros (tipo Vb) y el
recientemente descrito tipo Vc (Henderson et al, 2004). Las proteinas secretadas mediante el T5SS
(Figura 4) son tipicamente factores de virulencia con diversos roles en patogénesis y poseen
similitudes en sus estructuras primarias asi como notables semejanzas en sus modos de biogénesis
(Henderson y Nataro, 2001). Las proteinas son sintetizadas como grandes precursores de
multidominio, consistente en una secuencia sefial N-terminal Sec-dependiente; un dominio pasajero
interno, un dominio a., y un dominio B C-terminal. Después del transporte a fravés de la membrana
intema y el procesamiento de la secuencia sefial, el dominio C-terminal se inserta en la membrana
externa, guiando la exportacion del dominio pasajero a la superficie celular. Alli, el dominio pasajero
puede o quedarse unido a la célula bacteriana o ser liberado la medio extracelular (Kostakioti ef al,

2005). La mayoria de los modelos propuestos para la secrecion de los T5SS, sugiere que sobre la

13



insercion en la membrana extema, el dominio del translocador C-terminal se dobla en una
conformacién barril-B con un canal central hidrofilico. Una region o-hélice localizada en la region N-
terminal del dominio del translocador, llamado la region del “eslabon”, adopta una estructura de
horquilla que se inserta en el poro, jalando el dominio pasajero hacia la superficie celular (Jacob-
Dubuisson et al, 2004). Basado en el conocimiento actual que se tiene acerca del T5SS, varios
modelos se han propuesto para el transporte del dominio pasajero a través de la membrana externa.
La estructura monomérica del dominio franslocador NalP en Neisseria meningitidis, (cuyo cristal
revela un poro de 12.5 A y una estructura barril-B con todas las caracteristicas de las estructuras
formadas por las porinas, y ademas, los dos términos localizados en la cara citoplasmica de la
membrana) lleva a cabo la secrecién del autotransportador maduro a través de un poro monomérico
con la estructura barril-B. De acuerdo con este modelo, la regién eslabon se inserta en el canal,
jalando el dominic pasajero hacia la supeficie bacteriana y conectando el poro después de la
secrecion (Jacob-Dubuisson et al, 2004). Después de la exportacion hacia la superficie celular, el
dominio pasajero adopta su conformacion nativa, ya sea con la ayuda de una chaperona
inframolecular o mediante un mecanismo desconocido (Newman y Stathopoulus, 2004). De alli en
adelante, la proteina doblada puede permanecer unida a la superficie bacteriana o puede ser unida y
liberada en el medio extracelular (Newman y Stathopoulus, 2004). El arribo de las secuencias
gendmicas ha abierto un nuevo capitulo en el estudio de las proteinas secretadas mediante el T5SS .
y ha demostrado que las proteinas autotransportadoras representan la familia mas grande de
polipéptidos secretados en bacterias Gram-negativas. Sin embargo, a pesar de la identificacion de
varios cientos de proteinas autotransportadoras mediante analisis in silico, sélo una minima cantidad

de ellas han sido caracterizadas. Por lo tanto, es muy probable que futuras investigaciones revelen
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que muchas de estas proteinas juegan papeles esenciales en la patogénesis de enfermedades

infecciosas (Henderson et al, 2004).

Figura 4. Esquema de los sistemas de secrecion tipo V. Las poliproteinas autotransportadas son sintetizadas y
generalmente exportadas a fravés de la membrana citoplasmica mediante la ruta Sec. Una vez que se haya cruzado la membrana
intena, la secuencia sefial se rompe y el B-dominio se inserta en la membrana extemna en una estructura barril-B que forma un poro
en la membrana externa. Después de la formacion del barril-B el dominio pasajero se inserta en el poro y es translocado en la
subetﬁcie celular bacteriana, donde puede sufrir o no, otros procesos. ME membrana externa; Peri, periplasma; MI, membrana interna;
Cito, citoplasma (Modificado de Henderson et al, 2004).
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Sistemas de Secrecion Sec-independientes

En contraste con los sistemas de secrecion tipo II, [V'y V, los sistemas de secrecion tipo | y
1l son independientes del sistema Secy por tanto, no incluyen el procesamiento de la regién amino
terminal de las proteinas secretadas. Ademas, la secrecion de proteinas a través de éstas Ultimas

rutas ocurre mediante un proceso continuo, sin la presencia de intermediarios periplasmicos.

Sistema de Secrecion Tipo |

El sistema de secrecion tipo | (T1SS) permite la secrecion de proteinas de diversos tamafios
y funciones dei citoplasma hacia el medio extracelular en un solo paso, sin un intermediario
periplasmico estable. El estudio de este sistema se ha enfocado a la secrecion de la o hemolisina
(HlyA) de E. coli (Figura 3). La sefial de secrecion esta usualmente localizada en la region C-terminal
de la proteina y no se rompe durante la secrecién (Delepalaire, 2004). Muchas de las proteinas
secretadas tienen regiones repetidas ricas en glicina que unen especificamente iones de calcio. La
mayoria de la proteinas secretadas contienen entre unas cuantas y mas de 50 repeticiones, las
cuales forman estructuras con forma de sandwich o estructuras beta plegadas con iones de calcio en-
las vueltas. Se ha demostrado que estas repeticiones son necesarias para la actividad de la
proteina secretada (Finnie et al, 1998). La maquinaria del sistema de secrecion tipo | consiste de
tres proteinas localizadas en la envoltura celular, todas ellas se requieren para la secrecion. Una
proteina que posee un dominio citoplasmico que hidroliza ATP y es conocida como cassette de

unién a ATP (ATP-binding cassette, ABC), que comprende dos dominios de union a nucledtido
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(nucleotide-binding domain, NBD) unidos a dos dominios transmembranales. El dominio citoplasmico
reconoce al sustrato mediante su sefial de secrecion y es responsable de la especificidad del
proceso de secrecion; se cree que forma un dimero (Wandersman, 1996). La proteina de fusion a
membrana (membrane fusion protein, MFP) o adaptador, consiste de un dominio citoplasmico corto
\ en la region N-terminal seguido de un ancla membranal y un gran dominio periplasmico. Se cree que
éste establece uniones especificas entre los componentes de las membranas externa e intemna en
respuesta a la union de sustrato en la cara citoplasmica. El tercer componente del sistema es una
proteina de membrana externa perteneciente a la clase TolC. La estructura cristalografica de esta
proteina (Koronakis ef al, 2000) revelé que es un complejo trimérico el cual forma un canal lleno de
agua (140 A) a través del cual la membrana extena y el periplasma se abren hacia el medio
extracelular y se contraen en la parte periplasmica. La interaccion inicial de la regién C-terminal de la
proteina que sera secretada con la proteina ABC desencadena el ensamble secuencial del complejo
de secrecion al generar interacciones especificas posteriores entre los componentes ABC, MFP y

OMP (Delepelaire, 2004).

El primer modelo descrito del T1SS fue la secrecion de la alfa-hemolisina (HIyA) de E. coli
uropatégena (UPEC) (Koronakis et al, 1989). HiyA es una lipoproteina modificada con un dominio
repetido de 11-179 aminoacidos que unen calcio y los cuales se piensa que interacttian con la célula
huésped. Esta interaccion estimula la insercion de HIyA en la membrana plasmética de las células
eucariontes, causando la formacion del poro y la liberacién de los contenidos citoplasmicos. Otros
modelos han contribuido también al entendimiento de este sistema de secrecion, como el de
metaloproteasas de Erwinia chrysanthemi, ciclolisinas de Bordetella pertussis y de la proteina S de
Caulobacter crescentus (Delepelaire, 2004). Los transportadores ABC del sistema de secrecion tipo |

proveen una ruta de secrecién la cual es dependiente de la hidrolisis de ATP. Los sustratos de estos
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transportadores son localizados en la superficie de la membrana externa o liberados como proteinas
solubles en el medio extracelular. Las proteinas del T1SS que permanecen asociadas a la superficie
celular incluyen ciertas glicanasas y la proteina protectora de la pared S (Fath y Colter, 1993).
Finalmente, el dominio ABC de los T1SS es el mas cercano filogenéticamente entre los
transportadores ABC bacterianos a los TAP1/2 (transportador de péptidos) y Mdr, los cuales se

hallan en mamiferos, incluyendo a humanos (Young y Holland, 1999).
Sistema de secrecion tipo lll

El sistema de secrecion tipo lll (T3SS) es, sin duda, el mas documentado dentro de los
sistemas de secrecion en bacterias Gram-negativas (para una extensa revision ver Hueck, 1998;
para una revision reciente ver Ghosh, 2004). Este sistema de secrecion (Figura 3) es el responsable
no solo de la liberacion de factores de virulencia directamente en la célula huésped, lo cual implica la
exportacion de proteinas a través de la envoltura celular bacteriana y en la membrana plasmatica de
las células eucariontes, sino también de la formacion de la estructura supramolecular que provee el
movimiento en bacterias llamada flagelo (He et al, 2004). El flagelo bacteriano (para revision ver
Macnab, 2003) es un organelo para la propulsion celular y ha sido estudiado mayoritariamente en
Salmonella y Escherichia coli las cuales poseen de 6-8 flagelos por célula; sin embargo existen
bacterias que poseen un solo flagelo y algunas especies de Vibrio, Aeromonas, Azospirillum y
Rhodospirillum, poseen dos sistemas flagelares que son utilizados bajo diferentes circunstancias
(Macnab, 2003, McCarter, 2001). En estos casos, el nado en medio liquido es promovido por un solo
flagelo polar, mientras que el nado sobre superficies 0 ambientes viscosos (“Swarming” o nado en
enjambre) ocurre gracias a la produccion de flagelos peritricos o laterales. El flagelo polar es

sintetizado continuamente, mientras que la presencia de flagelos laterales es inducida bajo
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condiciones que incapacitan las funciones del flagelo polar. Asi, por momentos, dos tipos de

organelos flagelares estéan siendo ensamblados al mismo tiempo (McCarter, 2004)

Las bacterias utilizan los flagelos para moverse hacia microambientes favorables, los
estimulos pueden ser quimicos, de luz, de temperatura, etc. Algunos de estos estimulos son
detectados mediante quimiorreceptores localizados en la membrana citoplasmica. El flagelo esta
dividido en tres partes: filamento, gancho y cuerpo basal. El filamento (que alcanza un tamafio 5-10
pm de longitud y 20 nm de didmetro) y el gancho (55 nm de longitud) estan fuera de la célula,
mientras que la estructura basal esta anclada en las membranas interna y externa (16 nm de largo y
27 nm de ancho). El cuerpo basal es la fraccion mas compleja del flagelo, ya que en él se encuentra
la maquinaria necesaria para poder ensamblar el sistema de secrecion tipo lll, el cual exporta los
componentes axiales (las subunidades que forman el gancho y el filamento) y ademas, engloba el
motor flagelar, cuya funcién final es proveer la fuerza para rotacion del filamento (Aizawa, 1996). La
expresion de los genes flagelares esta estrictamente controlada en un orden jerarquico; en E. coli y
Salmonella, se necesitan aproximadamente 50 genes para formar un flagelo funcional. El flagelo rota
gracias a la fuerza proténmotriz o, en algunos casos, a la fuerza proporcionada por un gradiente de
sodio. La energia electroquimica se convierte en torque, que resulta en la rotacion del motor flagelar,
el cual esta unido al filamento a través del gancho y del eje que forma parte del cuerpo basal
(Macnab, 2004). La rotacién del filamento helicoidal impulsa la célula. El motor flagelar contiene un
interruptor que puede generar rotacion en direccion de las manecillas del reloj (CW) o en direccion
contraria a las manecillas del reloj (CCW). Las dos direcciones tienen consecuencias diferentes para
la célula; reorientacion aleatoria 0 movimiento hacia adelante respectivamente (Macnab, 2004). Los
flagelos forman una trenza para impulsar la célula en una misma direccién cuando la rotacion en

sentido contrario a las manecillas del reloj es aplicada, impulsando las células a una tasa de 10 um
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s-1. Existen nueve proteinas (FliH, Flil, FliJ, FIhA, FIhB, FliO, FliP, FliQ y FIiR) que son parte esencial
para el aparato de exportacion flagelar ya que participan en la exportacion de todos los sustratos
conocidos (Minamino y Macnab, 1999). Después de la formacién‘ del aparato de exportacion, todos
los demas componentes del flagelo son secretados gracias al T3SS, excepto los anillos L y P
(Macnab, 2003). Una vez que el aparato de exportacion se ha ensamblado, se forma el eje, formado
por las proteinas FlgB, FIgC, FigF y FigG, los anillos L y P (Figl y FigH), los cuales se ubican en la
membrana externa y la pared de peptidoglicanos respectivamente, el gancho (FIgE), y finalmente el
filamento (FIiC) (Aizawa, 1996; Macnab, 2003). Aunque el flagelo cumple con la funcién especifica
de proveer movimiento a las células, se ha observado que el aparato de exportacion flagelar también

es capaz de exportar proteinas asociadas a virulencia en Yersinia enterocolitica (Young et al, 1999).

Los sistemas de secrecion tipo Il asociados a la virulencia son organelos especializados
que franslocan proteinas bacterianas de virulencia (efectores) del citoplasma bacteriano
directamente en el citoplasma de la célula huésped. Estos efectores translocades alteran funciones
basicas de la célula huésped, tales como: transduccion de sefiales, arquitectura del citoesqueleto,
trafico membranal y expresion génica de citocinas (Ghosh, 2004). Muchos patégenos Gram-
negativos como Yersinia, Salmonella, Erwinia y Pseudomonas requieren este sistema para causar
enfermedad en células huésped de animales y plantas. Aunque los efectores franslocados entre Ios_
patégenos varian, la visualizacion de los organelos asociados a la virulencia de Salmonella enterica
serovar Typhimurium, Shigella flexneri, Escherichia coli y Yersinia enterocolitica, muestra que la
estructura en si misma estad muy conservada (Kubori et al, 1998; Tamano et al, 2000; Hoyczyk y
Blobel, 2001; y Daniell ef al, 2001). Hasta ahora, la estructura mejor caracterizada dentro de los
organelos asociados a virulencia dependientes del T3SS es el complejo de aguja (needle complex,

NC) codificado por la isla 1 de patogenicidad de S. enterica serovar Typhimurium. Observado por
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vez primera hace mas de 20 afios y confundido en ese momento como un intermediario del
ensamble del cuerpo basal flagelar (Kimbrough y Miller, 2002), no fue sino hasta después de 1995
(cuando las similitudes entre el flagelo y los T3SS asociados a virulencia se establecieron) que el
complejo de aguja fue purificado y correctamente descrito (Kubori et al, 1998). La estructura esta
conformada por aproximadamente 20 proteinas, de las cuales todas son necesarias para formar un
organelo funcional. Esta estructura se forma por dos anillos que interactian con la membrana
externa, dos anillos intemos que interactian con la membrana citoplasmica y una extensién
extracelular en forma de aguja que tiene 8 nm de didmetro y 80 nm de longitud con una canal en el
centro de aproximadamente 13 nm; el nimero de complejos por célula ronda las cien unidades, las
cuales se encuentran distribuidas a lo largo de la célula (Kubori et al, 1998; Kimbrough y Miller, 2000
y Kimbrough y Miller, 2002). El complejo de aguja es esencial para una invasion exitosa de la célula
hospedera, ya que ciertas mutaciones en los genes que lo conforman demuestran que la virulencia
disminuye significativamente o incluso desaparece (Sukhan et al, 2001). La longitud de la aguja esta
controlada genéticamente de una manera similar al control de la longitud del gancho en el flagelo. La
delecion en la proteina InvJ muestra agujas anormalmente largas, y por lo tanto, la supresion de la
patogenia (Kubori et al, 2000). En el flagelo, mutaciones en el gen fliK, provocan ganchos
iregularmente largos (Kawagishi et al, 1996; Minamino ef al, 1999). Estructuralmente, el complejo de
aguja posee una sorprendente similitud con el flagelo (Fig. 5). El notable parecido estructural y
genético de éstas dos estructuras (Aizawa, 2001) dio la pauta para que estas dos estructuras fueran
estudiadas mediante andlisis filogenéticos. Un estudio sugiere que una duplicacion genética de los
genes flagelares dio origen a las estructuras de virulencia asociadas al T3SS y que cuando la
duplicacion fue exitosa la estructura se especializd en exportar proteinas, perdiendo funciones
propias del flagelo (Nguyen et al, 2000). Por otro lado, un estudio mas reciente sefiala que ambas

tuvieron un origen comun ancestral y que evolucionaron independientemente la una de la otra dando
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lugar a funciones y estructuras diferentes (Gophna et al, 2003). En un estudio reciente, se logro
observar una nueva estructura de virulencia formada por S. enterica serovar Typhimurium
' (Chakravortty et al, 2005), la cual es codificada por la isla de patogenicidad 2 (Salmonella es la tnica
bacteria hasta ahora, en la que se han hallado dos T3SS asociados a virulencia (Shea et al, 1996) y
ambos son necesarios para una colonizacion exitosa de la célula huésped), dicha estructura se
asemeja al complejo de aguja, pero a diferencia de éste, sélo se le encuentra individualmente o en

pocas unidades en un solo polo de la bacteria.

13nm

Complejo
de aguja

Complejo gancho-cuerpo basal

80 am

Figura 5. Comparacion del complejo gancho-cuerpo basal flagelar y el complejo de aguja utilizado para la secrecion
de factores de virulencia. Las fotos inferiores muestran micrografias electronicas de transmision de los respectivos complejos. El lector
debe advertir que en la figura del complejo gancho-cuerpo basal no esta representado el filamento, cuya longitud ronda 5-10 um
(Modificado de Macnab, 2003).
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Antecedentes

Rhodobacter sphaeroides (Figura 6) es una bacteria fotosintética purpura no sulfurosa, que
pertenece al subgrupo -3 de Proteobacterias. Es un organismo de vida libre, no patdgeno y que
nada gracias a un solo flagelo que rota unidireccionalmente. Para cambiar de direccion, la bacteria
sufre periodos de paro, durante los cuales, el filamento flagelar se relaja y el movimiento Browniano
permite cambios en la direccion de nado (Armitage y Macnab, 1987). R. sphaeroides es
metabdlicamente muy versatil, es capaz de crecer en condiciones heterotréficas o fotoheterotréficas,
utilizando preferentemente acidos orgénicos como donadores de electrones. En la oscuridad es
capaz de crecer fermentativamente. Ademas, en ausencia de oxigeno y amonio es capaz de fijar
nitrégeno. Ha servido como modelo para estudiar la fotosintesis bacteriana asi como para entender
la biogénesis flagelar en organismos monoflagelados. La estructura flagelar en R. sphaeroides, asi
como los genes que lo conforman, es muy similar a aquellos descritos para E. coli y Salmonella.
También la organizacion jerarquica flagelar observada en sus contrapartes entéricas esta presente
en R. sphaeroides (Poggio et al, 2000). Ademas, R. sphaeroides posee caracteristicas que la
separan de otras bacterias monoflageladas como Caulobacter cresecentus o Sinorhizobium meliloti,
como por ejemplo, un gancho recto (West y Dreyfus, 1997). Se ha observado que a pesar de ser una
bacteria monoflagelada, R. sphaeroides nada mas rapido que E. coli, alcanzando velocidades de 35
um s, mientras que ésta ultima, lo hace a 20 pm s (Armitage y Schmitt, 1997). El genoma
completo de R. sphaeroides fue secuenciado y liberado en 2001. Consta de dos cromosomas
circulares, el cromosoma | tiene 3.0 megabases, y el cromosoma Il, 0.9 megabases, los cuales

contienen 3106 y 874 marcos de lectura abiertos (ORFs) respectivamente. Posee también cinco
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replicones endégenos adicionales (Choudhary et al, 2004). Estudios preliminares mostraron que
varios genes tienen copias duplicadas o multiplicadas dentro del genoma. Las multiplicaciones
génicas incluyen los genes responsables de la quimiotaxis como cheA, cheB, cheR, cheW y cheY,
asi como genes reguladores, genes responsables del metabolismo de aminoacidos, genes de
replicacion y particion y genes de choque de calor (Mackenzie et al, 2001). Sin embargo, también se
observo la duplicacion de un gran nimero de genes dentro del cromosoma, los cuales incluyen
genes del metabolismo de carbono, oxidoreductasas y los genes flagelares. Los genes duplicados
en su conjunto superan en nimero a los que se encuentran multiplicados (Choudhary et al, 2004).
Algunas caracterizaciones bioquimicas y genéticas han sido dadas a conocer con anterioridad para
algunos genes duplicados implicados con el metabolismo de biosintesis de tetrapirroles y la fijacion
de nitrégeno (Dryden y Kaplan, 1990; Neidle y Kaplan, 1992; Neidle y Kaplan, 1993). Las
duplicaciones concemientes a los genes flagelares resultan un misterio, ya que a la fecha no se han
observado células que posean mas de un flagelo o que formen alguna estructura supramolecular
homéloga al flagelo. Dichas duplicaciones se encuentran localizadas en una regidn cromosomica
muy alejada de aquella en la que se halla el grupo de genes flagelares que sintetizan el flagelo, los
cuales han sido descritos y caracterizados previamente. La identidad de amino&cidos de las copias
flagelares funcionales con sus contrapartes duplicadas oscila entre 28 y 47% (Mackenzie et al, 2001
y Choudhary et al, 2004). En la tabla 1 se indica la identidad de aminoacidos entre las dos oopias.

flagelares.
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Gen

%

Identidad
FigB 31
FigC 28
Fige 24
FigF 30
FlgG 42
FigH 30
Figl 39
Fiil 36
FiiF 29
FliG 21
FiiN 35
FiiP 41
FliQ 47
FiR 33
FIhA 36
FIhB 42

Tabla 1. Porcentaje de identidad de aminoécidos entre las dos copias flagelares halladas en el genoma de R.

sphaeroides.
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Las duplicaciones flagelares se encuentran organizados en forma tal que sugieren la
existencia de operones, ademas ninguno de estos genes presentan mutaciones evidentes que
pudieran afectar su posible expresion. Andlisis previos en el laboratorio indican que estos genes
parecen ser funcionales ya que, un ensayo de reaccion en cadena de la DNA polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-PCR) muestra una banda que pudiera corresponder al transcrito del gen
fige2 (se afiadira el sufijo 2 de ahora en adelante, para diferenciar a las copias duplicadas de sus
contrapartes caracterizadas). Por lo tanto se decidio estudiar las segundas copias de los genes
flagelares en R. sphaeroides bajo la hipétesis de que los productos de estos genes podrian formar

una estructura diferente del flagelo que no ha sido alin observada.

Figura 6. Rhodobacter sphaeroides.

(Foto cortesia del laboratorio del Dr. Georges Dreyfus)
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Hipoétesis

Las copias flagelares duplicadas de Rhodobacter sphaeroides codifican para los
componentes de una estructura de secrecion tipo Ill, conocida como el complejo de aguja, o alguna

estructura semejante.

Objetivos

e Generar dos mutantes, en el gen flgE2, (gancho) y en el gen flhA2, (aparato de secrecion
tipo 1), utilizando un cassette de resistencia y un gen reportero.

e Monitorear la actividad transcripcional de los genes figE2 y flhA2 mediante un gen reportero
y probar asi la expresion o no de las copias flagelares duplicadas.

o Estudiar, mediante anélisis tedricos, la naturaleza de las copias flagelares duplicadas y su

relacion con las copias flagelares caracterizadas.
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Materiales y métodos.

Plasmidos:

pTZ19R: fagémido multifuncional de ~2870 pb, que contiene los sitios de replicacion f1 y
pBR322. Posee el sitio multiple de clonacion de pUC19 y el gen lacZ" que permite la seleccion de

colonias azules y blancas mediante la adicion de X-gal. (Pharmacia)

pCR 2.1 TOPO: vector de clonacién de 3931 pb, especificamente disefiado para clonar
productos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Contiene el sitio de replicacion f1 y el
origen de pUC. Posee el promotor/sitio de union T7 y el gen lacZ" para la seleccion de colonias

blancas y azules. (Invitrogen)

pRK415: derivado del pRK404 , plasmido movilizable, retiene el promotor lac, MCS derivado

del pUC19, RK2 oriV, oriT, lacZa, Tc' (Keen et al.,1988)

Cepas Bacterianas

Escherichia coli:

DH5c.: supE44 AlacU169 (A80 lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.

(Hanahan, 1983)
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JM103: supE thi A (lac-proAB) F'[traD36 proAB* lacla lacZ AM15] (Messing et al., 1981)

S17-1: recA endA thi hsdR RP4-2-Tc::Mu::Tn7 Tp* Sm' (Simon et al., 1983)

XL1-Blue: supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi rel A1 lac- F'[proAB* lacld lacZ AM15 Tn

10 (tet] (Bullock et al., 1987)

Rhodobacter sphaeroides:

WS8: cepa silvestre con resistencia espontanea a écido nalidixico.

2.4.1: cepa silvestre con resistencia espontanea a acido nalidixico.

CM1:24.1 A figE2::uidA:aadA.

CM2: WS8 A flgE2:: uidA:aadA.

CM3: 2.4.1 A flhA2::uidA:aadA.

R. sphaeroides 2.4.1 fue crecida fotosintéticamente en viales estériles de 10 mL o a 30°C en

oscuridad conteniendo medio minimo de succinato: K2HPO4 34.8g, (KH4)2SO4 5.0 g, &cido succinico

40g, &cido L-glutamico 1g, &cido L-aspartico 0.4g, NaCl 5g, acido nitrotriacético 2g, MgSOs 3g, CaCl

0.334g, FeSos 0.020g, (NH,);Mo,0,, 1% solucién 0.2 mL, solucién de elementos de traza (EDTA

29



1.765g, Zn SO4. 7TH20 10.95g, FeS04. 7H20, MnSO4. H20 1.54g, CuSO4 . 5H20 0.392g, Co(NQ3); .
6H20 0.248g, H3BO3 0.114 para 100mL) 1mL, solucién de vitaminas (&cido nicotinico 1g, tiamina

HCI 0.5g, biotina 0.010g para 100mL) 1mL, para 1 litro.

Métodos de genética molecular.

Preparacion y transformacion de células E. coli competentes usando cloruro de calcio.

(Cohen et al., 1972)

Se crece hasta fase exponencial (D.0.600 ~0.5) 10 mL de la cepa de interés. Se incuba 10
minutos en hielo y se centrifuga a 4°C por 5 minutos a 5000 RPM. Se decanta y se resuspende
cuidadosamente en lo que resta de medio. Se agregan 5 mL de CaCl, 100 mM y se incuban por 15
minutos. Nuevamente se centrifugan las células y se resuspenden cuidadosamente en 700 plL de
CaCl, 100mM. Se incuban en hielo por al menos 1 hora. Posteriormente, se toma un alicuota de 200
ul, se transfiere a un tubo de microcentrifugacion y se le agregan 50 ng de DNA, mezclando
lentamente con una micropipeta. Se incuban en hielo por 30 minutos y se induce un choque térmico
(42°C) por 2 minutos. Inmediatamente después, se colocan en hielo por otros 2 minutos. Al final se
agregan 800 pl de LB y se incuba el cultivo por 45 minutos a 37 °C para que las bacterias se
recuperen y expresen el marcador de resistencia al antibittico codificado por el plasmido.

Finalmente se platean en medio selectivo.
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Transformacion de E. coli mediante electroporacion (Chassy ef al., 1988).

Para preparar bacterias electrocompetentes, se crece un cultivo de 10 mL hasta fase
exponencial media (O.D. e00 ~ 0.4), se enfria por 10 minutos y se centrifugan las células a 5000 rpm
por 5 minutos a 4°C. Se decanta y se resuspende cuidadosamente en lo que sobra de medio. Se
agregan 5mL de H20 bidestilada desionizada estéril fria (2-4°C) y se centrifuga nuevamente con las
condiciones antes mencionadas. Los favados con agua se repiten 5 veces. Al final, en un tubo de
microcentrifugacion las células son resuspendidas en 150 uL de solucién fria de H20 y 10% de
glicerol. La suspension celular puede ser congelada y guardada a —70 °C hasta por 6 meses sin

pérdida de eficiencia de transformacion.

Para transformar, se enfria una celda de electroporacion durante 10 minutos en hielo. Se
agregan 25ng de DNA a las células electrocompetentes y se vacian en la celda cuidando que las
células toquen el fondo para una transformacion eficiente. Se coloca la celda en el aparato de
electroporacion y se da un pulso de 1.8 kV. Inmediatamente después se agrega 1 mL de LB para
recolectar las células y se recuperan a 37°C durante 45 minutos. Se colectan y platean en medio

selectivo.

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

Para extraer y purificar fragmentos de DNA se utiliz6 el kit de extraccion QIAEX Il de Qiagen.

Se siguieron las instrucciones del fabricante en todos los pasos.
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Purificacién de plasmidos en pequefia escala mediante minipreparaciones hervidas (Holmes

y Quingley, 1981).

Se inoculan 3 mL de medio selectivo con la colonia de interés durante toda la noche a
37°C. Se centrifugan 1.5 mL del cultivo y el paquete celular se resuspende en lo que resta de medio
después de haber decantado el tubo. Se agregan 300 pL de STET ( 8% de sacarosa, 50 mM EDTA
pH 8.0, 5% triton, 50 mM Tris-HCl pH 8.0) y 30 pL de lisozima. Esta mezcla de se agita
vigorosamente durante 1 segundo y se hierve durante 45 segundos. Posteriormente se centrifuga
durante 15 minutos a temperatura ambiente a 14000 rpm y el sobrenadante es transferido a un tubo
limpio donde se precipitan los plasmidos agregando 300 plL de isopropanol y centrifugandolos en frio
a 14000 rpm durante 20 minutos. El paquete celular resultante se lava con etanol al 70% y se seca
al vacio durante 10 minutos. Finalmente se resuspenden con 40 pL de H:0 bidestilada y

desionizada.

Purificacién de fragmentos de DNA mediante geles de bajo punto de fusion (Wieslander,

1979).

Se prepara un gel con agarosa de bajo punto de fusién al 0.8% (BIO-RAD) y buffer TBE 1X.

Después de haber tefiido el gel en bromuro de etidio, se procede a observarlo bajo la luz UV de

onda larga. Posteriormente se cortan las bandas de interés y se funden en un tubo de centrifugacion
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a 70°C durante 10 minutos. Se calcula el volumen de la agarosa y se le agrega 1/10 de NaCl 5M
para dejarlo reposar nuevamente a la misma temperatura 5 minutos més. Durante este tiempo se
procede a saturar una solucion de fenol con NaCl mezclando 100 puL de NaCl 5M, 400 uL de H20 y
500 pL de fenol; se agita vigorosamente la mezcla durante 30 segundos y se centrifuga durante 1
minuto. Se retira la fase acuosa y el fenol se coloca a 37°C durante 5 minutos. Se agrega a la
agarosa fundida 2/3 del fenol, se agita vigorosamente durante 30 segundos y se centrifuga durante 5
minutos a temperatura ambiente a 14000 rpm. La fase acuosa resultante se tansfiere a un tubo
limpio y se agrega un volumen de fenol/cloroformo, se agita durante 30 segundos y se centrifuga
durante 2 minutos. Nuevamente la fase acuosa se transfiere a un tubo limpio y se repite el paso
anterior pero ahora sélo con cloroformo. Finalmente se afiade un volumen de isopropanol y se
mantiene a —20°C durante al menos 2 horas para después centrifugarlo en frio a 14000 rpm por 20

minutos y resuspenderio en un volumen adecuado de H20.

Purificacion de plasmidos por columnas QIAGEN.

Para extraer plasmido a gran escala se utilizd el Plasmid Maxi Kit de QIAGEN con las

columnas P-20, las cuales poseen una resina de intercambio anidnico a la cual se une el DNA

plasmidico y que es eluido por un buffer alto en sales, y después, concentrado y desalado mediante

precipitacién con isopropanol. Se siguieron las instrucciones del fabricante en todos los pasos.
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Ensayos de movilidad.

Se toma una alicuota de 5pl de cultivo en fase exponencial y se coloca en la superficie de la
caja de nado, (agar al 0.22%) las cajas se incuban aerébicamente en oscuridad, en una camara de
humedad a 30°C. El proceso de nado se observa como la formacion de un halo a partir del punto de

inoculacion.

Hibridacion DNA-DNA tipo Southern Blot (Southern, 1975).

Se corre un gel con las muestras de DNA cromosomal digerido con las enzimas de interés,
se tifie con bromuro de etidio y se toma una fotografia. Para desnaturalizar el DNA, el gel se incuba
en 5 volimenes de HClI 0.25 mM en agitacion suave por 15 minutos y después 2 lavados en 5
volimenes de NaCl 1.5M, MaOH 0.5M por 20 minutos en agitacion suave. Para neutralizar, el gel es
incubado en 5 volimenes de Tris 1.0M (pH 7.5), NaCl 1.5M por 20 minutos a temperatura ambiente
con agitacion suave. Posteriormente el DNA contenido en el gel fue transferido a una membrana de
Nylon (Hybond-N, Amersham) mediante presion positiva durante 15 minutos e incubada toda la

noche a70°C.

Para prehibridar la membrana se requiere solucién de prehibridizacién (Formamida 50%
(v/v) SSPE 6x, solucién Dernhardt 5x, SDS 10% (p/v) 1%). Se utilizan 20 pL de DNA de timo por

cada mL de solucion prehibridizadora, se hierve previamente durante 10 minutos y se incuba en



hielo por 5 minutos, simultaneamente se calienta la solucién prehibridadora a 42°C y se mezclan
perfectamente. Posteriormente se coloca la membrana de nylon en una bolsa de hibridacion y se
agrega la mezcla con cuidado que no queden burbujas. Se sella la bolsa y se incuba a 42°C al

menos durante 6 horas.

Seguidamente, se calienta la solucién de hibridizacion (sulfato de dextran 10%, formamida
50%, SSPE 6x, solucion Denhardt 5x y SDS 1%) a 42°C, y se desnaturaliza la sonda (marcada con
biotina-14-dCTP y un kit de marcaje de cebadores al azar (Invitrogen)) junto con DNA de timo
hirviéndolos durante 10 minutos y enfriandolos inmediatamente en hielo. Al final ambas se mezclan y
se depositan en la bolsa de hibridizacion con la membrana de nylon reemplazando la solucion

anterior e incubandolo a 42°C durante toda la noche.

Posteriormente la membrana se lava con SSC5x y SDS 0.5% a 65°C dos veces durante 5
minutos; una vez con SSC 0.1X y SDS 0.1% a 50°C durante una hora; finalmente se lava una vez

con SSC 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Para unir el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina SA-AP, la membrana requiere ser
lavada con TBS-Tween 20 dos veces durante un minuto a temperatura ambiente, para después
someterla a la solucién bloqueadora BSA (0.03g de albimina sérica bovina por cada mL de TBS-
Tween 20) por una hora a 65°C con agitacion suave. Después la membrana se coloca en una bolsa
de hibridacion y se agrega el conjugado SA-AP (5SmL de SA-AP en 5mL de TBS-Tween 20) y se
agita manualmente por 10 minutos para después lavarla con TBS-Tween 20 una vez durante 15

minutos y después una vez mas durante una hora.

35



Después, la membrana se lava con buffer de lavado final (Tris Base 100mM, NaCl 100mM y
MgCl,*6H20 pH 9.5) durante 15 minutos y luego por una hora. Se aplica el agente de deteccion
 luminosa (10pL/cm?) CDP-Star (TROPIX), se deja reposar durante 5 minutos y finalmente se expone

sobre una placa de rayos X durante 5 minutos o el tiempo que sea necesario.

Déterminacién de la actividad enzimatica de B-glucuranidasa (Jefferson et al, 1986).

Se preparan cultivos de las cepas de interés en 10mL de medio selectivo. Cuando el cultivo
se encuentra en fase exponencial (D.0.s00 ~0.5) las células se colectan en tubos de 1.5 mL mediante
centrifugacion en frio. El paquete celular se resuspende en 200 mL de buffer de extraccion (50 mM
NaH2POs pH 7, 10 mM B-mercaptoetanol, 100 mM Na;EDTA, 0.1% Triton X-100) Las células se
lisan por sonicacion y las proteinas celulares son separadas de los restos celulares por

centrifugacion.

El ensayo se lleva a cabo en buffer de extraccion con 4-metilumbelifril B-D-glucurénido (1
mM). Las reacciones se incuban a 37°C en alicuotas de 400 mL de buffer de ensayo previamente.
calentado a las que se agregan 100 mL del sobrenadante de la muestra. La reaccion se detiene en
tres tiempos transfiriendo alicuotas de 100 mL a un tubo con 900 mL de buffer de paro (0.2 M
Na;COs) a temperatura ambiente. Las muestras se miden en un fluorémetro calibrado con una
solucion blanco de 4-metilumbeliferona (10 mM) con una longitud de onda de excitacion de 365 nmy

de emision de 455 nm.
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Construccién de arboles filogenéticos.

Las secuencias de aminoécidos de las proteinas analizadas fueron obtenidas del banco de
datos disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov y alineadas mediante el programa MUSCLE

(http://www.drive5.com/muscle/). El uso de secuencias redundantes de los mismos géneros de

bacterias fue evitado. Posteriormente, las secuencias fueron sometidas a un andlisis de Neighbor-
joining (Saitou y Nei, 1987) en el programa MEGA 3 (Kumar ef al, 2004), aplicando 1000
repeticiones de bootstrap y usando la matriz Jones-Taylor-Thornton. El &rbol consenso de cada

proteina se muestra en este trabajo.
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Resultados

Se aislaron dos mutantes, en los genes flgE2 y flhA2 respectivamente. El gen figE2 es la
copia duplicada del gen que codifica para las subunidades que conforman el gancho. El producto del
gen flgE2, hipotéticamente, se hallaria en el espacio extracelular. El gen flhA2 es la copia duplicada
que presenta similitud con el gen cuyo producto forma parte del aparato de exportacion. Ambas
mutantes fueron construidas utilizando el cassette de resistencia ‘vidA:aadA el cual lleva el gen de
resistencia a espectinomicina y el gen que codifica para la B-glucuronidasa, a través del cual es
posible monitorear la actividad transcripcional de los genes, ya que su expresion depende de la

presencia de promotores exbgenos.

Primeramente se realizd una reaccion de RT-PCR (reaccion en cadena de la DNA
polimerasa y transcriptasa reversa) para el gen flgE2 utilizando RNA total aislado de la cepa WS8
crecida en condiciones heterotroficas; asi como un par de oligonucledtidos disefiados con base en la
secuencia gendmica de R. sphaeroides 2.4.1. El producto de amplificacion esperado corresponde a
un tamafio de 250 pb y como se puede observar en la figura 7, el producto de la reaccién muestra un
tamano similar (fig. 7 carril 2), ademas su presencia es dependiente de la inclusion de la

transcriptasa reversa en la reaccion.
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Figura 7. RT-PCR de figE2. RNA total fue aislado de la cepa silvestre WS8 y sujeto a la reaccion de RT-PCR utilizando
oligonucledtidos especificos para el gen figE2. (1) Control negativo en ausencia de transcriptasa reversa, (2) con transcriptasa reversa,

(3) DX 174,

Con el fin de aislar la cepa mutante en el gen figE2 (ver figura 8), se disefiaron un par de
oligonucledtidos para amplificar el gen completo basados en la secuencia genémica de R.

sphaeroides 2.4.1 disponible en www.rhodobacter.org mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). El resultado fue verificado en un gel de agarosa y el resultado coincidi6 con la
prediccién de 2 kb. Posteriormente el producto de PCR fue purificado a partir de un gel de agarosa
de bajo punto de fusién (LMP). Una vez puro, se digirié con las enzimas de restriccién EcoRl y Xbal,
dichos sitios se habian generado previamente en el disefio de los oligonucleétidos. Al mismo tiempo,
e[ plasmido pTZ19R fue también digerido con las enzimas mencionadas y el estado lineal del
plasmido fue verificado en un gel de agarosa; al tenerlo lineal se le agregé fosfatasa alcalina de
camaron para impedir su recircularizacion. Cuando las reacciones fueron concretadas, se unieron el
producto de PCR y el DNA del plasmido ya linearizado mediante una reaccion de ligacion. Dicha

ligacion se transformé mediante electroporacion a la cepa JM103 de E. coli y sembrada en medio
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selectivo. La seleccion de colonias azules y blancas mediante la adicion de X-gal permitié escoger
las colonias blancas que portaban la insercién. Estas colonias fueron replicadas y crecidas en medio
liquido con los antibiéticos adecuados y se realizaron minipreparaciones del plasmido. Para
corroborar la correcta ligacién de los fragmentos de DNA en un solo fragmento plasmidico, los
plasmidos fueron digeridos con la enzima EcoRl, dando como resultado la banda esperada de 5 kb.
Se purificé el plasmido a gran escala. Para poder unir el cassette de resistencia vidA:aadA al gen
figE2, se digirié el plasmido pTZ19R-FIGE2 con la enzima de restriccion BamHI. Lo anterior di6 como
resultado la eliminacion de aproximadamente 1 kb de secuencia interna del gen flgE2, dejando un
plasmido lineal y porciones del gen en los extremos de aproximadamente 500 pb. La banda mayor
que se visualizaba en un gel la cual contenia el plasmido y el gen trunco fue purificado a partir de un
gel de bajo punto de fusion. El cassette uidA-aadA también fue digerido con la misma enzima de
restriccion y se sigui6 el mismo procedimiento para purificarlo. Cuando ambos estuvieron puros se
ligaron y posteriormente se transformaron utilizando cloruro de calcio en la cepa DH5a. de E. cofi, se
plated en medio selectivo y algunos plasmidos aislados de las colonias resultantes fueron analizadas
para verificar su estado. En este paso resulta muy importante comprobar la orientacion del cassette
de resistencia con respecto del gen flgE2, de lo contrario, no podria haberse monitorearse la
actividad del gen reportero debido a que el gen reportero depende de los promotores externos
cuando éste se integra al cromosoma. Mediante predicciones computacionales, se determind que
digiriendo el plasmido con la enzima Pstl la orientacién adecuada produciria 4 bandas visibles: 3 kb,
2.3 kb y 2 kb y 300 pb; si el cassette se ligaba en la direccion contraria produciria 3 bandas: 5 kb, 2
kb y 600 pb. Se eligi¢ entonces una colonia que portaba el plasmido con la orientacion adecuada y
se purifico el plasmido de ~7500 pb a gran escala. Una vez puro, el plasmido
pTZ19R/figE::uidA:aadA fue digerido con las enzimas EcoRl y Xbal y purificado para obtener de esta

manera el fragmento de ~5 kb figE::uidA:aadA. Para poder ser integrada la construccion al genoma
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de R. sphaeroides fue necesario transferir el alelo figE::uid-aad al plasmido suicida pJQ200 el cual
no se replica en dicha bacteria y porta un gen de resistencia a gentamicina. Para realizar dicha
| subclonacién, el fragmento puro flgE::uidA:aadA fue incubado en presencia de la enzima T4 DNA
polimerasa y dNTPs con el fin de obtener extremos romos. E! plasmido pJQ200 fue digerido con la
enzima Smal para su linearizacion y purificado a partir de gel de bajo punto de fusién. De esta
manera, estos fragmento se incubaron en presencia de ligasa durante 12 horas y se transformé por
cloruro de calcio en la cepa XLI-Blue de E. coli, plateando en medio Luria adicionado con
espectinomicina. Las colonias resultantes fueron replicadas en medio adicionado con gentamicina
para comprobar la resistencia del plasmido pJQ200 y la resistencia del cassette a espectinomicina.
Los plasmidos aislados de las colonias que mostraron resistencia a ambos antibidticos fueron
digeridos con la enzima BamHI para comprobar el correcto estado de la construccion de ~ 9 kb.
Posteriormente se purifico el plasmido a gran escala y fue transformado a la cepa S-17 de E. coli, la
cual contiene los genes tra, necesarios para transferir el plasmido pJQ200 a las cepas de R.
sphaeroides mediante conjugacion (los pasos generales de las estrategias de clonacion vy

mutagénesis se muestran en la figura 8).

Cuando se tuvo lista la construccion pJQ200/flgE2::uidA:aadA en la cepa S-17, se procedio
a realizar la conjugacion biparental con la cepa silvestre 2.4.1 de R. sphaeroides. Se seleccionaron_
colonias resistentes a espectinomicina pero sensibles a gentamicina que surgirian mediante un
evento de doble recombinacién homdloga, lo cual indicaba que el plasmido pJQ200 no estaba
insertado en el cromosoma, pero el gen flgE2 con el cassette de resistencia interrumpiéndolo si.
Cuando se obtuvieron las mutantes, se procedid a crecerlas hasta fase exponencial y fase
estacionaria para después medirles la actividad de B-glucuronidasa producida por la transcripcion

del gen reportero. Los resultados se muestran en la tabla 2. La correcta insercion de la fusion
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transcripcional en el cromosoma fue verificada mediante un ensayo Southern blot (Fig. 9) y mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (datos no mostrados). Asimismo, la ausencia de
mutaciones que pudieran afectar la expresion de la construccion fue verificada al secuenciar la clona

pTZ19RIfiGE2 (Fig. 10).

La estrategia experimental llevada a cabo para obtener la mutante en el gen flhA2 fue
idéntica a la implementada para el gen figE2. Esta vez se cloné el producto de PCR en el plasmido
pTOP10 y posteriormente se subclon6 en el plasmido pTZ19R con las enzimas EcoRl y Xbal.
Posteriormente, el plasmido pTZ19R/flhA2 fue digerido con BamHl y se cloné el cassette de
resistencia uidA:aadA en el sitio tnico BamHI presente en el gen flhA2. Cuando se verifico la
insercion correcta del cassette, la construccién flhA2::uidA:aadA con extremos romos fue clonada en
el plasmido pJQ200 digerido con Smal y el plasmido final de ~9 kb pJQ200/hA2::uidA:aadA fue
transferido a la cepa S-17 mediante transformacion con cloruro de calcio. La conjugacién se realizd
esta vez sélo para la cepa 2.4.1 de R. sphaeroides. La correcta insercion de la fusion transcripcional
en el cromosoma fue verificada mediante un ensayo Southern blot (Fig. 8) y mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (datos no mostrados). Ademas se secuencié la clona pTZ/flhA2 para
verificar la ausencia de mutaciones (Fig 11). Cuando se obtuvo la mutante se practicaron los

ensayos para medir la actividad de B-glucuronidasa (Ver tabla 1).
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Figura 8. Construccion de las mutante Afige2. flgE2 interrumpido con el cassette uidA—aadA, ‘widA nos permitira
monitorear la actividad transcripcional del gen y aadA confiere resistencia a espectinomicina. El plasmido suicida pJQ200, es incapaz
de replicarse en R. sphaeroides, y permite aislar la mutante que porte la construccion. El procedimiento para aislar la mutante en fhA2
fue el mismo.
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Sonda flge2

Sonda flhA2

A B
Figura 9. Hibridacion DNA-DNA (Southern Blot) de DNA cromosomal total con las sondas flg2 y finA2 A: 1) DNA de cepa
silvestre WS8 digerido con Sall, 2)DNA de AflgE2::uidA-aadA digerida con Safl, 3) DNA de cepa silvestre 2.4.1 digerida con Sall,
4)DNA de cepa silvestre WS8, 5) DNA de AflhA2::uidA-aadA digerida con Sall, 6)DNA de cepa silvestre 2.4.1 digerida con Sall. B:
hibridacion con las sondas biotiniladas. Para ef DNA cromosomal de la cepa silvestre figE2 se observan las dos bandas esperadas de

11y 3 kilobases. Para el DNA cromosomal de la cepa flhA2 se observa la banda esperada de 15 kilobases.

Actividades especificas de B-glucuronidasa*

Cepa Primer ensayo Segundo ensayo
Silvestre 2.4.1 en FE 30.60 1.10
2.4.1 AMfigE2::uidA-aadA en FE 15.71 1.68
Silvestre WS8 en FE 12 18
WS8 AflgE2::uidA-aadA en FE 37 13
2.4.1 AfigE2::uidA-aadA en FL N.D. 15
24.1 AfihA2:.uidA-aadA en FE 25 12

*La actividad esta dada en picomoles de producto /minuto /extracto de proteina de cultivos crecidos hasta fase estacionaria o fase.

exponencial segin se indica.

Tabla 2. Actividades especificas de B-glucuronidasa de las cepas mutantes generadas en este estudio. FE: fase

estacionaria; FL: fase logaritmica, N. D.: no determinado.

44



A SN A BenelTond/)

AN BI00938 AsKD T
83

¥ s v kT o A -
Naed 548 A XN i £ Bt PO ol

Figura 10. Secuencia de la clona pTZ/figf-2. No se hallaron mutaciones que pudieran afectar la expresion del gen.
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Figura 11. Secuencia de la clona pTZ/flhA2. No se hallaron mutaciones que pudieran afectar la expresion del gen.

Para conocer la funcion de un gen en particular en bacterias la estrategia méas comun es

deletar el gen y observar su fenotipo. En el caso de los genes flagelares, el fenotipo es verificado en
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cajas de agar suave, en las cuales la cepa silvestre forma un halo de nado a partir de un punto de
inoculacién. Cuando una mutante no es capaz de nadar, se observa solamente el punto de
inoculacion sin halo a su alrededor, o en su defecto, el halo es muy irregular. Las mutantes con la
mutacion flgE2::uid-aadA y flhA2::uid-aadA mostraron una capacidad de nado similar a la cepa
progenitora 2.4.1. Por otro lado, se ha probado que una cepa mutante en el gen figE (que codifica
para el gancho) es incapaz de nadar. Cuando ésta es complementada con el alelo silvestre la cepa
recupera su capacidad de nado (Ballado et al, 2001). Para examinar si el alelo flgE2 es capaz de
cumplir la funcién de la copia flagelar caracterizada flgE, se realizé un ensayo de complementacion
alélica para la mutante en el gen figE de R. sphaeroides. El fragmento flgE2 fue clonado en el
plasmido pRK415 el cual es un plasmido movilizable que contiene un onT y el promotor lac y
mediante una conjugacion triparental, el plasmido fue introducido a la cepa con la mutacidn
flgE::aadA. . Como se observa en la fig. 11 el alelo figE2 no fue capaz de sustituir la funcion del alelo

flgE.

Figura 12. Ensayo de nado en caja de agar suave. WT, cepa silvestre; AfigE es la mutante en el gancho impedida para
nadar; AflgE/RKfIgE2+ es la mutante en figE complementada con el plasmido pRK415 que expresa el gen figE2. Dicho alelo no

puede complementar la funcion del gen figE y esto se ve reflejado en la imposibilidad de la bacteria para formar un halo de nado.
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Como parte de los andlisis in silico, se realizd una biusqueda mediante BLASTP

' (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) para localizar el similar mas cercano de todas las copias

flagelares duplicadas en R. sphaeroides. Sorprendentemente, todos los genes flagelares duplicados

tienen como su similar mas cercano con los genes flagelares de Silicibacter pomeroyii DSS-3 y

Silicibacter sp. TM1040; ambas bacterias pertenecen al grupo de las o-proteobacterias.

Proteina | % identidad | % similitud Organismo

FlgB2 46 64 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FigC2 65 80 Silicibacter sp. TM1040

| FlgE2 50 68 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FlgF2 56 78 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FlgG2 74 86 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FigH2 64 78 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FihA2 52 63 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FihB2 41 52 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FliA2 78 86 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FliN2 65 83 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FiiP2 69 81 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FliQ2 56 78 Silicibacter sp. TM1040
FliR2 51 67 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FliE2 71 85 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FliF2 53 65 Silicibacter pomeroyii DSS-3
Flil2 60 75 Silicibacter sp. TM1040
FliM2 38 50 Silicibacter pomeroyii DSS-3
FliC2 54 72 Silicibacter sp. TM1040

| FlgK2 4 58 Silicibacter pomeroyii DSS-3
| FlgJ2 48 63 Silicibacter pomeroyii DSS-3
Flgi2 75 84 Silicibacter pomeroyii DSS-3

Tabla 3. Refleja el porcentaje de identidad de aminoacidos entre las copias flagelares duplicadas y el homélogo mas

cercano de cada una usando BLASTP.
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Para indagar en el arreglo genético de las copias flagelares duplicadas, se ordenaron los
genes y se agruparon en clusters que podrian corresponder a los posibles operones, esto con base
a la cercania de los codones de inicio y término para cada uno de estos genes (ver figura 13).

Sorprendentemente, la organizacién genética de las segundas copias flagelares de R.
sphaeroides se asemeja a las caracterizadas en Caulobacter crescentus, y a la organizaciéon de
Silicibacter pomeroyii, ambas a-proteobacterias (Miur et al, 2001 y Mullin ef al, 2001) y no a la
organizacion descrita para las copias flagelares caracterizadas, la cual se asemeja a la de las

enterobacterias (y-proteobacteria).

Para hacer un andlisis evolutivo de las copias duplicadas flagelares se realizaron dos
inferencias filogenética a las proteinas FIhA2 y FIgE2 mediante el método del vecino mas cercano
(Neighbor-joining). Este método ha adquirido aceptacion por su certeza y rapidez (Holder y Lewis,

2003). Los arboles filogenéticos obtenidos de este estudio se puede ver en las figuras 14 y 15.
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Figura 13. Se muestra la organizacion genélica de ambos juegos de copias flagelares en Rhodobacter sphaeroides y
Silicibacter pomeroyii. R. sphaeroides 1 denota el ameglo de los genes flagelares previamente caracterizados, R. sphaeroides 2 denota el
ameglo de las copias duplicadas flagelares. Las lineas que se encuentran a un costado del nombre de los genes indica los posibles operones
en R. sphaeroides 1 basado en informacion experimental. En el caso de R. sphaeroides 2 y S. pomeroyii se dibujé una linea en los conjuntos
de genes que asemejan operones cuando habla una distancia méxima de 50 pares de bases entre un coddn de paro y la metionina de inicio
del siguiente gen. El uso de colores representa posibles funciones homdlogas en cada uno de los arreglos.

49



_Ji.gl:_vparahaemolyticus \
88| Pprofundum
100 Sanaidanal
48 Bt
93 Lpneumophila
Paeruginosa
100 Psyringae
65
Xcampestris
Zmobilis
100 98 Rsphaeroides
3§_I Wglossinidia
Baphidicola
100 Ecoli
100 Plumi
54' Ypestis
“C Ecarotovora

N\

100 Rsphaeroides2

b oo Spomeroyi >
ag ——— Bmelitensis
100 Mioti
7?—{ Smeliloti
100 Atumefaciens J
i
0.2

Figura 14. Arbol filogenético de la proteinas FIhA. En esta inferencia se incluyeron las proteinas homélogas a FihA
de los organismo descritos. R. sphaeroides se refiere a la copia flagelar caracterizada; R. sphaeroides2 se refiere a la copia flagelar
duplicada. y se refiere a los organismos y-proteobacteria; o y B se refiere a los organismos o y B-proteobacteria. Notese la clara
agrupacion de los organismos en su respectiva clasificacion. Los valores numéricos en el inicio de las ramas corresponde al valor de
bootstrap.
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Figura 15. Arbol filogenético de las proteinas FIgE. En esta inferencia se incluyd las proteinas homélogas a FIgE de los
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duplicada. y se refiere a los organismos y-proteobacteria; o se refiere a los organismos a-proteobacteria. Notese la clara agrupacion
de los organismos en su respectiva clasificacion. Los valores numéricos en el inicio de las ramas corresponde al valor de bootstrap.

Los estudios de uso preferencial de codones se utilizan como uno de los criterios para

determinar si cierta region gendmica fue adquirida mediante transferencia horizontal. Lo anterior se

infiere si la regién genomica de interés presenta un uso preferencial de codones diferente a la del

uso generalizado por el resto del genoma (Ochman et al, 2000). Para determinar si las copias
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duplicadas flagelares son el resultado de una transferencia horizontal se realizé un uso preferencial
de codones para algunos de estos genes. Usando el programa Evolving Code

" http://www.evolvingcode.net/codon/cai/cai.php#t1 se sometieron a analisis las secuencias de los

genes flhA2 y flgE2 contra el uso de codones del genoma completo y se compararon con sus

contrapartes flagelares caracterizadas. Los resultados fueron practicamente idénticos (Tabla 4).

Gen | Valorde CAl
figt | 0.719
figg2 | 0.793
flhA | 0.801
flnA2 | 0.584
fiic 0.813
fllA | 0.862
lA 0.802
ol 0.578
miB | 0.775

Tabla 4. Uso preferencial de codones (CAl) de los genes fige2, flhA2 y sus contrapartes caracterizadas. Para tener una
referencia se incluyeron los genes fliC y flaA que son dos tipos de flagelinas. Estos genes presentan una altisima expresion debido a
que son las subunidades que forman el filamento del flagelo. Los tres genes restantes son genes ribosomales cuya expresion también

se sabe es alta.
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Discusion

En este trabajo se probd la funcionalidad de las segundas copias de los genes flagelares de
R. sphaeroides mediante dos mutantes aisladas que portan un gen reportero que interrumpe los
genes duplicados flge2 y flhA2. Las mutantes portan el cassette de resistencia uidA:aadA que,
mediante el gen de B-glucuronidasa, permite monitorear la actividad transcripcional de los genes en
los cuales se inserta debido a que su expresion depende de promotores exdgenos. La actividad de
B-glucuronidasa observada para ambos genes en fase estacionaria y fase exponencial fue nula. Los
valores que se aprecian en las tablas mostradas reflejan solo la expresion basal del gen reportero.
Se ha observado que en genes flagelares que verdaderamente se expresan, estos valores superan
1°000,000 de actividad (Poggio et al, 2005), por lo que concluimos que en estas condiciones los
genes no son expresados. R. sphaeroides vive en la parte superficial de los lagos, donde la luz solar
incide con mayor fuerza y le provee la energia necesaria para realizar el proceso de fotosintesis.
Existen reportes de autores que la han aislado de suelos (Vazquez-Acevedo et al, 2002). Las
condiciones de vida en el habitat natural de la bacteria asi como su ecologia es un area poco
explorada. Nada se sabe acerca de las interacciones que esta bacteria establece con el medio
ambiente ni las implicaciones fisiologicas que éstas le acarrean. R. sphaeroides pertenece al
subrupo -3 de Proteobacteria dentro del clado Roseobacter. Dicha familia comprende en su
mayoria bacterias marinas, las cuales son miembros importantes del picoplancton marino y se hallan
generalmente con comunidades algales (Alavi et al, 2001) Dentro de su asociacion a comunidades

algales son responsables de degradar el compuesto organosulfurico dimetilsulfoniopropionato
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(DMSP), producido por dinoflagelados (Alavi et al, 2001). Sin embargo, R. sphaeroides solo se ha
encontrado en aguas continentales y hasta ahora no existen reportes de su presencia en aguas

salobres.

La falta de actividad de las segundas copias probadas significa que dicha carencia de
expresion aplica solamente para las condiciones de laboratorio a las que fue sometida y de ninguna
manera descarta la posibilidad de que éstas copias puedan ser expresadas en alguna otra condicion
no probada en este estudio o en vida libre. A pesar de que experimentalmente la Gnica prueba a
favor de la funcionalidad de las segundas copias flagelares es el ensayo de RT-PCR, donde se
visualiza una banda que concuerda con el tamafio predicho para el gen flgE2, lo cual sugiere que
este gen se esta transcribiendo y por lo tanto, se estd expresando. Sin embargo, dado que el
producto no fue secuenciado, cabe la posibilidad de que este sea el producto de una amplificacion
inespecifica. La evidencia que apunta a la falta de expresion en las segundas copias flagelares bajo
las condiciones probadas en R. sphaeroides es més fuerte y directa. Las condiciones de expresion
de genes, por ejemplo, de virulencia en bacterias entéricas esta muy bien caracterizada debido al
nicho especifico que ocupan. Lamentablemente resulta un galimatias tratar de inferir qué
condiciones serian las apropiadas para una posible expresion de los genes flagelares duplicados en
R. sphaeroides ya que, es un organismo de vida libre y hace falta informacién conceriente a su
ecologia. Sin embargo, no se desecha la posibilidad de que éstas copias no cumplan funcién alguna,
aunque el uso preferencial de codones observado para las copias duplicadas no varie respecto a la
del resto del genoma. La duplicacion genética seguida de la divergencia en la secuencia de DNA
juega un papel fundamental en la evolucion de los genomas (Lynch y Katju, 2004). Existe evidencia
creciente de que la transferencia horizontal bacteriana ha jugado también un papel integral en la

evolucién de los genomas bacterianos y en la diversificacion y especiacion de las bacterias. La
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importancia de la transferencia genética horizontal en la evolucion bacteriana no fue reconocida sino
hasta la década de 1950, cuando los patrones de resistencia a antibidticos emergié de manera
global (Davies, 1996). Ahora se sabe que la adquisicion de secuencias de organismos lejanamente
emparentados deriva en una proporcion significante de diversidad genética para las bacterias

(Ochman et al, 2000).

La manera mas robusta para poder argumentar a favor de un evento de transferencia
horizontal son los andlisis de las secuencias de DNA o secuencia de aminoacidos. En este sentido la
inferencia filogenética hecha en este trabajo demuestra claramente que las copias duplicadas
flagelares de R. sphaeroides estan mas cerca filogenéticamente de Silicibacter pomeroyii y de
Caulobacter crescentus (a-protecbacterias) mientras que las copias flagelares funcionales se
agrupan con las y-proteobacterias (enterobacterias). Cabe sefialar que los valores de bootstrap para
cada rama son muy altos, todos son cercanos a 100. El valor de bootstrap es una prueba estadistica
que se usa para estimar el nivel de confianza en las hipétesis filogenéticas. El bootstrap pertenece a
una clase de métodos llamados técnicas de remuestreo porque estima la distribucion de la muestra
remuestreando repetidamente los datos del set de datos originales. Se considera que existe una

altisima confianza cuando los valores de bootstrap son cercanos o iguales a 100 (Graur y Li, 2000).

El resultado de los arboles filogenéticos concuerda perfectamente con el parecido de las
copias flagelares duplicadas en los ensayos de BLASTP, en los cuales el similar mas cercano
predicho es el de un a-proteobacteria. S. pomeroyii DSS-3 es un organismo marino asociado a

dinoflagelados y que se encuentra presente en las comunidades bacterianas asociados a Pfiesteria,
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el dinoflagelado responsable de las mareas rojas (Alavi et al, 2001). EI genoma completo de esta
bacteria fue liberado en 2004, posee solo un flagelo polar y se ha observado que se puede
posicionar en micronichos favorables en asociacion con plankton. Sin embargo, no se detectaron
marcos de lectura abiertos (ORFs) con fuerte homologia hacia proteinas quimiotacticas conocidas
(Moran et al, 2004). Pero por otro lado, la cepa Silicibacter sp. TM1040 (la cual también arrojo el
mejor hit para algunos genes flagelares duplicados en R. sphaeroides) posee tres flagelos lofotricos
(distribuidos alrededor de todo el cuerpo celular). Un estudio demostro que esta cepa posee una alta
movilidad y que es atraida mayormente, mediante su sistema quimiotéctico, hacia productos de
dinoflagelados. Cabe sefialar que el estudio se llevé a cabo porque ésta cepa en particular habia
demostrado ser inusualmente movil en cajas de agar suave y en medio liquido (Miller et al, 2004).
Interesantemente, Silicibacter se ve involucrada en interacciones fisicas (unida o embebida
intracelularmente) o fisiolégicas (produccién de toxinas y mejoria en el crecimiento) con los
dinoflagelados (Miller et al, 2004). Los mecanismos para estas interacciones pueden basarse en la
movilidad bacteriana y el comportamiento quimiotactico que le permite a estas bacterias censar y
moverse hacia su huésped eucarionte, donde se localizan los nutrientes benéficos una vez que hay

un contacto fisico cercano con el dinoflagelado.

El parecido evidente que existe entre los genes flagelares de S. pomeroyii y los genes
flagelares duplicados en R. sphaeroides ha sido un hallazgo inesperado. Resulta muy interesante
que las copias flagelares caracterizadas sean homoélogas a aquellas encontradas en las y-
proteobacterias (enterobacterias) y no con las contrapartes de los organismos que pertenecen a su
misma familia (c-proteobacteria). Si lo anterior se analiza con mas detenimiento, podria significar

que el juego de genes flagelares que utiliza R. sphaeroides para nadar, provendria de una
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transferencia horizontal donada por alguna y-proteobacteria, que por alguna razén fueron integradas
al genoma y utilizadas ya que, quiza, les confiere una ventaja selectiva. La propuesta toma méas
fuerza cuando se observa con detenimiento la organizacién genética de las copias flagelares
duplicadas (sintenia). Estas demuestran que su arreglo asemeja la organizacién genética de C.
crescentus y Silicibacter pomeroyii, ambas o-proteobacterias. El alelo flgE2 demostré ser lo
suficientemente lejano como para no complementar la mutante en el gen figE (gancho). Es decir, la
copia duplicada del gen flagelar del gancho diverge lo suficiente como para no sustituir la funcion del
gen caracterizado atin siendo homélogos y hallandose en el mismo genoma. Esto argumenta a favor

de una lejania filogenética considerable.

Seria precipitado asumir como cierta de facto la hipétesis de que los genes con los que nada
R. sphaeroides provienen de una transferencia horizontal de alguna y-proteobacteria y que la
inclusion de estos en su genoma sustituyo a los genes flagelares nativos. Se tendria que demostrar
en primer lugar, que los genes con los que nada R. sphaeroides son realmente xendlogos y se
tendria que probar que las segundas copias flagelares son realmente nativas a R. sphaeroides. Lo
anterior se podria lograr mediante analisis filogenéticos robustos como la maxima verosimilitud o la
inferencia bayesiana y someter esos resultados a andlisis de congruencia (ver Holder y Lewis,
2003). Un estudio reciente revela que los eventos de transferencia horizontal de genes flagelares no
podria ser un evento tan raro (Ren et al, 2005). Este trabajo aporta los indicios de lo que podria ser
el primer evento descrito de una transferencia horizontal de un donador lejano, que sustituye en

funcion a los genes nativos que desempefiaban la funcion originalmente.
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Conclusiones

Los genes flagelares duplicados de Rhodobacter sphaeroides no se expresan en las
condiciones de laboratorio que fueron probadas. No se descarta la posibilidad de que estos

sean expresados bajo otras condiciones.

Las copias duplicadas flagelares de R. sphaeroides divergen lo suficiente de sus
contrapartes caracterizadas, para que las primeras no pueden sustituir alelos mutados de

las segundas.

Los genes flagelares duplicados de R. sphaeroides guardan una estrecha similitud con los

marcos de lectura abiertos (ORFs) flagelares de Silicibacter pomeroyii.

Filogenéticamente, los genes flagelares duplicados de R. sphaeroides estan mas cerca de
las a-proteobacterias en contraposicion con los genes flagelares caracterizados, los cuales

se agrupan con las enterobacterias (y-proteobacterias).

Los genes flagelares caracterizados de R. sphaeroides podrian ser el resultado de una

transferencia horizontal de una y-proteobacteria, la cual sustituy6 en funcion a los genes

flagelares nativos que son lo que conocemos como los genes flagelares duplicados.
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Perspectivas

L]

Analizar a fondo mediante estudios filogenéticos robustos el origen de las copias

flagelares caracterizadas y el origen de las copias flagelares duplicadas.

Indagar la ecologia de R. sphaeroides en su nicho natural y tratar de discernir qué
interacciones pudiera entablar con su medio ambiente y si dentro de estas existe la
posibilidad de que las copias flagelares duplicadas de R. sphaeroides cumplan con

una funcién especifica y cuél es.

Comprobar o descartar la posibilidad de que mediante un evento de transferencia

horizontal se hayan adquirido los genes flagelares de R. sphaeroides y éstos hayan

sustituido la funcion de las copias flagelares nativas en R. sphaeroides.
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