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1.0 Introduccion

R. Feynman
“There’s plenty of Room at the bottom” Feynman y el problema de la informa-
cion: Nanomaquinas

El 29 de diciembre de 1959, Richard Feynman ofreci6 una charla en la reunién anual de la
American Physical Society en el California Institute of Technology (Caltech). La trascripcion de
esta conferencia publicada en febrero de 1960 en la revista del Caltech: Engineering and Science
(http://pr.caltech.edu/periodicals/EandS/), revolucionaria la forma de apreciar los fendmenos fisicos
y bioldgicos a escalas de nanometros. Uno de los principales argumentos que posiblemente motiva-
ron a Feynman a volcar su interés en los sistemas bioldgicos a dichas escalas, es central en su traba-
jo como pionero de la computacion moderna: ;Qué tan pequefia puede ser una maquina que “‘escri-
ba”, “procese”, “duplique” y “transforme” informacion?.

“The biological example of writing information on a small scale has inspired me to think of somet-
hing that should be possible. Biology is not simply writing information; it is doing something about
it. A biological system can be exceedingly small. Many of the cells are very tiny, but they are very
active; they manufacture various substances, they walk around; they wiggle; and they do all kinds
of marvelous things...all on a very small scale. Also, they store information. Consider the possibili-
ty that we too can make a thing very small which does what we want, that we can manufacture an
object that maneuvers at that level!... *

Parecia que la clave, en sus propias palabras, estaba en la miniaturizacién y no cabe la menor duda
que las “maquinas” a las que se referia, existen desde hace millones de afos, pero el entendimiento
de los mecanismos como hacen todas esas “cosas maravillosas” estaba lejos de su clara compren-
sion en el momento que se plated6 como un problema de frontera en la ciencia en la década de 1960.
Feynman falleci6 en febrero de 1988 pero fue testigo de los avances que se han aproximado con
rigurosa precision para entender los mecanismos comunes en la biologia para almacenar, procesar y
manipular la informacion. A mas de cuarenta afos de la charla en el Caltech, la clonacidon genética,
la biotecnologia y la nanotecnologia resultan ser vastagos entrelazados de esa inspiracion “Feynma-
niana”.

1.1 J /7 5 v 2 /7 a¥ (jap. Nanotecnologia)

1974, Universidad de Tokio. Norio Taniguchi acuia el término “nanotecnologia” para describir los
procesos de ensamblaje de semiconductores en peliculas ultra delgadas y litografia por medio de un
Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 1



~ haz de iones. La “nanotecnologia” principalmente consiste en la separacion,
consolidacion y deformacion de materiales del orden de nanémetros (1x10~° m)

e por medio de un atomo o una molécula. Sin embargo el término es actualmente
mucho mas amplio e involucra el estudio de los fendmenos fisicos que ocurren

h/ a escalas nanométricas en sistemas inorganicos y/o biolégicos.

l d 4

Norio Taniguchi

2.0 Mecanismos de propulsion bacteriana

2.1 Del salén del automoévil, al salén de la fama

Desde hace mas de un siglo, los fabricantes de automoviles muestran al publico las novedades y
prototipos de los autos que han marcado tendencias en la industria, asi como aquellos que pueden
esbozar el futuro de la transportacion personal. Con mas de una decena de salones en todo el mun-
do, algunos de los mas emblematicos se han destacado por presentar la intensa investigacion en el
disefio estético y funcional, pero también en resolver limitaciones energéticas experimentando con
diferentes mecanismos de propulsion: Paris, Berlin, Tokio, Chicago, Frankfurt, Detroit e incluso
Meéxico, estos salones han sido testigos de la historia del automovil.

Pareceria extrafio, pero técnicamente una bacteria con capacidades de desplazamiento autonomo
también puede ser un “automodvil”. La palabra "automoévil" proviene del griego auto ("por si mis-
mo") y del latin movil ("que se mueve"), La palabra "coche" que utilizamos coloquialmente viene
de la palabra hungara kocsi.

Asi como cada 2 afos los fabricantes sorprenden con sus prototipos, también cada afio se encuentra
en la literatura informacion sobre la impresionante diversidad en los mecanismos de motilidad que
han evolucionado en los procariontes. Desde apéndices superficiales como el flagelo bacteriano,
que rota sobre su eje, el pili que empuja a la célula, hasta “pies” que caminan en Mycoplasma, in-
cluso algunas estructuras intracelulares como el citoesqueleto y vesiculas de gas estan involucradas
en algunos tipos de motilidad. Sea cual fuere el mecanismo de propulsion, muchos microorganis-
mos moviles utilizan un complejo sistema de sefializacion que controla sus movimientos en res-
puesta a los estimulos ambientales. Esta ventaja les permite a éstas bacterias migrar y colonizar am-
bientes mas favorables. Las células procariontes han desarrollados varios mecanismos de motilidad,
el uso de flagelos para nadar, ha sido estudiado detalladamente en bacterias entéricas como Salmo-
nella serovar typhimurim pero hay muchas variaciones a este tema que profundizaremos mas ade-
lante, incluida la utilizacion de diferentes sistemas flagelares en una misma célula, o el flagelo peri-
plasmico en las espiroquetas.

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 2



En realidad muchas células carecen de flagelo y se mueven asistidas por otros mecanismos como la
retraccion del pili (twitching motility), deslizamiento, y otros nanomotores que no se han estudiado
con detalle. Algunas arqueas se desplazan utilizando un flagelo cuyo ensamblaje y desempefio poco
tiene que ver con los flagelos de las bacterias (Jarrell y McBride, 2008).

2.2 Mecanismos no flagelares

A pesar de que los mecanismos flagelares en bacterias y arqueas estan representados extendidamen-
te, hay un gran numero de bacterias que utilizan otros mecanismos de motilidad, como es el caso de
Spiroplasma spp. Este patégeno comun de plantas e insectos, carece de paredes celulares, pero
mantiene su morfologia helicoidal (Wolgemuth et al., 2005) y se desplaza por medio de movimien-
tos amiboideos utilizando filamentos internos que conforman un citoesqueleto (Trachtenberg et al.,
2006). Los filamentos se ensamblan en series de “listones” compuestos por la proteina fibrilar: Fib
y la actina bacteriana MreB (Kurner ez al., 2005). En contraste a las espiroquetas, que poseen un
flagelo periplasmico, Spiroplasma spp., es capaz de nadar rapidamente en medios de alta viscosidad
sin distincion de la naturaleza del espesante o gelificante. Lo que podria sugerir algun tipo de espe-
cializacién a dichos medios. En esta bacteria se sospecha que el citoesqueleto contractil funciona
como un motor lineal que permite su movilidad. Mutaciones que afectan la distancia entre las sub-
unidades que componen a dicho cito esqueleto, modifican la helicidad de la bacteria y alteran la fre-
cuencia del emplazamiento ondulatorio de un “nudo” que atraviesa a lo largo del cuerpo bacteria-
no, desplazando los fluidos del citoplasma. El emplazamiento ondulatorio de la bacteria se origina
desde un de sus polos, sin embargo, los mecanismos subyacentes en la generacion de dichas con-
tracciones aun permanecen desconocidos. Otras bacterias marinas también poseen mecanismos de
motilidad atin no caracterizados en detalle. Tal es el caso de Synechococcus una bacteria sodio de-
pendiente que aparentemente requiere de unos apéndices proteicos pequefios sobre su superficie
llamados espiculas que por medio de movimientos ondulatorios puede desplazarse con una veloci-
dad de entre 5 y 25um/s (Waterbury et al., 1985; Samuel et al., 2001)

2.3 Twitching motility (retraccion de los Pili)

Los sistemas de motilidad que emplean el pilus o T4P (Sistema de secrecion tipo 4), se ha sospe-
chado que pertenecen a un sistema complejo independiente de motilidad, pero solo hasta la década
pasada se han identificado algunos de sus componentes y mecanismos subyacentes (Merz et al.,
2000). La velocidad promedio que una alcanza una bacteria empleando este mecanismo es de entre
0.05—1 pum/s y una fuerza de 100pN (Skerker y Berg, 2001; Burrows, 2005); Este mecanismo re-
quiere del contacto intercelular para un desplazamiento eficiente y se encuentra ampliamente distri-
buido entre diferentes géneros bacterianos entre los que se encuentran: Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas aeruginosa'y Myxococcus xanthus, algunas de ellas con la capacidad de desarrollar
cuerpos fructiferos y esporas de supervivencia; también se incluyen cianobacterias unicelulares y
filamentosas como Synechocystis sp. PCC6803 y Nostoc punctiforme, asi como bacterias Gram-
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positivas tales como Clostridium perfringens (Duggan et al., 2007; Adams y Duggan, 2008; Varga,
2006) . El sistema T4P, posee un filamento o Pilus de aproximadamente 6nm de didmetro y varios
micrémetros de largo (usualmente mas de 10um). Cerca de 12 a 15 proteinas se han caracterizado
como componentes del Pilus y estdn involucradas en el ensamblaje y la funcion; otras proteinas adi-
cionales regulan la expresion y su actividad (Mattick, 2002). En el caso de P. aeruginosa, la fibras
de los Pili estdin compuestas principalmente por multiples copias de la pilina PilA. Esta proteina po-
see una secuencia sefial que es procesada por la prepilina peptidasa PilD, una enzima que es homo-
loga a la preflagelina peptidasa FlaK/PibD para la flagelina de las bacterias y arqueas respectiva-
mente (Bardy y Jarrell, 2002 y 2003). El extremo N-terminal de la pilina procesada, forma una o-
hélice hidrofobica, larga, mientras que el extremo C-terminal se pliega en hojas-f3. El ensamblaje de
multiples mondémeros de PilA resulta en el empaquetamiento de las a-hélices que son rodeadas por
los segmentos B (Craig ef al., 2004). La fibras del Pilus son helicoidales, con aproximadamente
cinco pilinas por vuelta. La hidrélisis de ATP se ha asociado por la extension/retraccion del Pili por
medio de la adicidon y/o remocion de subunidades desde la base (Chiang et al.,, 2005). Dos ATPa-
sas con actividades competitivas estan involucradas en estos procesos (Jakovljevic et al., 2008).
PilB se requiere para la extension de los Pili, mientras PilT esta involucrada en la retraccion (Wu et
al., 1997, 2001).

El anélisis cristalografico de PliT sugiere que esta proteina al unir ATP despliega una serie de mo-
vimientos de sus dominios que podrian ser responsables de la retraccion del Pilus (Satyshur et al.,
2007). En E.coli, se ha demostrado que la proteina citosélica BfpE (homologa a PilC en P. aerugi-
nosa) interacciona con motores que hidrolizan ATP (Crowther et al., 2004). Por lo que esta familia
de ATPasas no solo podria tener una diversidad en funcidn sino también en su compartamentaliza-
cion. Se ha propuesto que las hidrolisis de ATP por medio de PilB y PilT genera un movimiento de
piston de una proteina de membrana (aparentemente PilC) que permite la adicion/remocion de mo-
nomeros de pilina durante su ensamblaje/desmontaje.
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deslizamiento en Myxococcus xanthus esta modulado por el Pili T4P y una compleja red de sefiales intra y extra celula-
res que modifican la localizacion de sus motores de forma oscilante. En a) la direccion del movimiento estd regulada
por un regulador de respuesta Che4. En b), la orientacion del deslizamiento se frena y comienza una re localizacion de
pili en el polo opuesto, cuando la sefial “c” estimula la via de transduccion FruA, una cinasa sensora asociada a MCP’s
citoplasmicas. Figura modificada de Sogaard-Andersen, 2004

En las bacterias Gram-negativas, PilQ forma un poro en la membrana externa que permite la expor-
tacion de componentes del Pilus. En bacterias Gram-positivas que poseen sistema T4P, PilQ esta
ausente (Varga, 2006) , debido a que no existe la necesidad de una secretina ya que no poseen
membrana externa. Se han identificado otras pilinas que poseen funciones similares a PilA posi-
blemente modulando la extension/retraccion de los Pili por medio de una exportacion selectiva. La
localizacion del T4P en M. xanthus esta acoplada a la migracion de los complejos de los motores
“A”y “S”, dependiendo de oscilaciones en la localizacién de dichos motores durante el desarrollo
del cuerpo fructifero (Sogaard-Andersen et al, 2004), sin embargo aun se desconocen los meca-
nismos que determinan su polaridad. (I. Bulyha, L. S6gaard-Andersen, comunicacion personal)

2.4 Deslizamiento

Otro tipo de motilidad bacteriana es el deslizamiento, anteriormente algunas bacterias se asociaba a
este tipo de motilidad pero los mecanismos que emplean usualmente son aquellos que se describie-
ron anteriormente en la retraccion de los Pili o “twitching motility”. El deslizamiento ocurre cuando
el desplazamiento de una bacteria depende del movimiento lateral de "adhesinas" localizadas en la
superficie. Este mecanismo se encuentra muy generalizado en el phyla de los Bacteriodetes
(McBride, 2001), entre ellas, el género mas estudiado es Flavobacterium spp. Estas bacterias pue-
den deslizarse con velocidades de entre 3 a 4 um/s y ocasionalmente revertir la direccion de su mo-
vimiento. Al adherirse en un polo, rotan de forma concéntrica a 2rps (revoluciones por segundo)
como si fuera la hélice de un avion.
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Se cree que la fuerza proton motriz estd involucrada en el deslizamiento de Flavobacterium johnso-
niae 'y otros Bacteroidetes deslizantes. A través de anélisis genéticos se han identificado multiples
genes y proteinas involucradas en este tipo de movimiento, muchos de ellos exclusivos de las Bac-
teriodetes, lo que podria sugerir que el deslizamiento de Flavobacterium y sus grupos emparentados
evolucionaron de forma independiente a otras formas de locomocion bacteriana. Algunos de sus
componentes son los trasportadores transmembranales dependientes de ATP (GIdA, GIdF y GIdG),
cinco lipoproteinas de funcion desconocida(GldB, GIdD, GIdH, GldJ y GldK), una proteina cito-
plasmica asociada a al membrana (GIdL) y dos proteinas periplasmicas (GldM y GldN), (Braun et
al., 2005). Algunas de estas proteinas constituyen al motor de deslizamiento, dado que la mutacion
de cualquiera de los respectivos genes genera una pérdida en la motilidad. Existen otros componen-
tes redundantes que se asocian a la superficie celular, como un producto de 66kDa: SprB que es re-
querido para la motilidad y es un elemento difusible del sistema (Nelson ez al., 2008). Esta proteina
se localiza a lo largo de la membrana externa. Cuando las células son tratadas con un anticuerpo a-
SprB las células inhiben su movilidad, si los anticuerpos son acoplados a esferas de latex marcadas,
se puede seguir su trayectoria a una velocidad de 2um/s, recorriendo la superficie de la célula de un
polo al otro y reaparecer en el lado contrario de la célula. Existen multiples copias homodlogas de
SprB, las mutaciones en este gen disminuyen pero no abaten por completo la motilidad, lo que po-
dria sugerir que existen diversos productos que tienen funciones similares complementarias (Liu ef
al., 2007). Las presencia de copias multiples de este gen puede explicar la capacidad que posee F.
johnsoniae a adherirse selectivamente a diversas superficies como vidrio, teflon, agar y poliestireno.
Los estudios de criomicroscopia revelan que existen apéndices de Snm de ancho que podrian consti-
tuir filamentos de adhesinas, probablemente homopolimeros de SprB.

2.5 El papel de los exopolisacaridos: Mixococcus xanthus y la adhesion localizada

M. xanthus es uno de los organismos procariontes que despliegan un proceso complicado de desa-
rrollo, que culmina con la formacion de un cuerpo fructifero multicelular, especializado en generar
esporas resistentes. Este proceso posee multiples estados de comunicacion y motilidad. En M.
xanthus co-existen dos tipos de motilidad la motilidad social o “S” mediada por el pili, que ha sido
descrito previamente y la motilidad “A” o exploratoria. El tipo “A” requiere de la sintesis coordina-
da de exopolisacaridos secretados desde unas estructuras en forma de toberas, ubicadas en el polo
contrario al ensamblaje del pili. Las mutaciones en los genes homologos de E. coli TolB, TolQ y
TolR son indispensables para la motilidad en M. xanthus. Estas proteinas estan involucradas en el
transporte de moléculas a través del membrana externa. Recientemente se ha identificado un candi-
dato que podria mediar la interaccion de productos entre el citoesqueleto helicoidal de M. xanthus y
las secrecion/polaridad de los motores “S” y “A”: Aglz es una proteina que se localiza estaticamen-
te en la cara deslizante de M. xanthus (Mignot et al., 2007). Las mutaciones en esta proteina alteran
la motilidad mediante el sistema “A” pero se desconoce como podria modular el transporte o la lo-
calizacion de los componentes del motor “A” (D. Zusman, L. Sogaard-Andersen, comunicacion
personal)
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Fig 2.5-1:

Modelo de la adhesion focal en M. xanthus. Este modelo propone la participacion de la proteina Aglz como un motor
lineal que interacciona con el citoesqueleto bacteriano (MreB). Se ha propuesto que esta proteinas permancen estaticas
en puntos focales de adhesion en el sustrato, pero movilizan al citoesqueleto generando un desplazamiento rotatorio de
la célula. Modificado de Jarrell y McBride, 2008.

2.6 Deslizamiento en Mycoplasma

Mycoplasma es un género de bacterias que poseen un genoma pequefio en comparacion a otras bac-
terias. Sin embargo codifica para un complejo sistema de deslizamiento que depende de un citoes-
queleto (Miyata, 2005, 2008). Actualmente el trabajo en Mycoplasma mobile se encuentra muy li-
mitado debido a que no existen herramientas moleculares que permitan su manipulacion genética
(D. Nakane, comunicacion personal), sin embargo los mecanismos de motilidad encontrados en es-
tas bacterias se han estudiado por medio de microscopia Optica, electronica y mutantes espontaneas
o interrupciones por transposicion. Las mutantes que se han podido identificar estan asociadas a
proteinas denominadas Gli “gliding” (Uenoyama y Miyata, 2005) que forman un andamio con el
citoesqueleto de la bacteria. El producto co-transcrito con los genes g/i (P42) codifica para una AT-
Pasa atipica que podria ser responsable de energizar este tipo de desplazamiento (Hasselbring y
Krause, 2007). (Al solubilizar las membranas de ésta bacteria y adicionar ATP, las células tratadas
no son viables pero pueden recuperar la motilidad D. Nakane, M. Miyata comunicacion personal).
En Mycoplasma pneumoniae se ha localizado por criotomografia un andamiaje similar al encontra-
do en M. mobile. El modelo que impera en estas bacterias es que existe un “brazo” o “pies” (cuya
naturaleza proteica no se ha identificado) que se adhieren al sustrato: al energizarse, los “pies” se
desplazan coordinadamente asistidos por la interaccidon con un segmento especializado del citoes-
queleto organizado en un “cuello” o cinturén en un extremo de la bacteria.
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Fig 2.6-1:
Modelo de desplazamiento en Mycoplasma. Tomado de Jarrell y McBride, 2008.

2.7 Otros motores extravagantes

Otras bacterias como Shigella flexneri y Listeria monocytogenes emplean mecanismos similares al
deslizamiento bacteriano pero que dependen de la polimerizacion o despolimerizacion de un citoes-
queleto compuesto por actinas y receptores transmembranales de la superfamilia WASP ( Wiskott-
Aldrich Syndrome Proteins). Estas proteinas de acoplamiento multimodular, conectan la actina bac-
teriana a una serie de receptores trasmembranales, entre ellos cinasas de tirosina y proteinas hetero-
dimericas capaces de hidrolizar guanosin trifosfato (Ikeda ez al., 2003; Stevens et al., 2006).

En la arquea Halobacterium salinarum y otras cianobacterias se han identificado una familia de ge-
nes gvp asociados a la formacion de vesiculas de gas que. Estas vesiculas se emplean como sistema
de desplazamiento “vertical” modulando la flotabilidad del organismo en la columna de agua (Das-
Sarma et al., 1994). Este sistema se encuentra asociado a la regulacion de la fotosintesis y/o el me-
tabolismo de carbohidratos (Walsby et al., 2006). Dichas vesiculas estan formadas completa y ex-
clusivamente por proteinas hidrofobicas como GvpA (Offner ef al., 1998). Este sistema lo constitu-
yen cerca de 10 productos/genes que regulan el ensamblaje y la flotabilidad de estos organelos.
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3.0 El flagelo bacteriano

El flagelo estd bacteriano ampliamente distribuido entre los procariontes, el cual es responsable de
la motilidad. Es una nanomaquina biologica constituida de tres componentes: un motor, una articu-
lacion universal o gancho, un filamento helicoidal o propela, semejante a un tornillo de Arquime-
des. El ensamblaje de esta nanomaquina se posibilita gracias a la existencia de un aparato de expor-
tacion dedicado para el ensamblaje flagelar. El motor es alimentado por el gradiente electroquimico
de protones o iones de sodio que cruzan la membrana citoplasmica. El motor consiste en un rotor,
un eje, un buje, forro o casquillo (bushing) y un estator compuesto de cerca de una docena de uni-
dades. El parecido con un motor eléctrico disefiado por los humanos es sorprendente y al mismo
tiempo supera a cualquier motor fabricado hasta la fecha, por eso entre otros aspectos, el flagelo
bacteriano es uno de los organelos mas intrigantes encontrado en la biologia.

En organismos modelo clasicos como Escherichia coli, el flagelo tiene una longitud de 10 pm, pero
su filamento helicoidal es de solo 20nm de ancho y su cuerpo basal de 45nm de ancho. El filamento
esta constituido por aproximadamente 20 proteinas estructurales y por medio de otras 20 a 30 pro-
teinas con un papel regulatorio durante la biogénesis y la quimiotaxis (Berg, 2003; Macnab, 2003).

La mayoria de esas proteinas son requeridas para el ensamblaje y su funcion, generalmente con
modestas variaciones entre las especies donde se ha estudiado. A lo largo de los ultimos treinta afios
varios articulos y trabajos han descubierto gradualmente los detalles estructurales, los mecanismos
de ensamblaje y funcion. Muchas de estas conclusiones han arrojado resultados sorprendentes. Berg
y Anderson (1973) encontraron la primera evidencia contundente de que el filamento flagelar es
impulsado por un motor rotatorio. Esta hipotesis fue confirmada cuando el filamento flagelar fue
fijado a portaobjetos para su observacion directa (Silverman y Simon, 1974). La fuente de energia
de motor es la fuerza protén-motriz (Manson ef al., 1977), a diferencia del uso de ATP en otros mo-
tores moleculares bacterianos como en Mycoplasma mobile. El filamento flagelar se ensambla des-
de el interior de la célula, con los mondmeros de la flagelina afiadidos en el extremo distal después
de ser exportados a través de un canal de 2nm dentro del filamento flagelar (Namba et al., 1989). El
flagelo de E. coli rota bidireccionalmente a 100 Hz, esta frecuencia permite propulsar a la células
(con un tamaio de entre 1 a 2um) con una velocidad 10-30 um/seg. Mientras que el flagelo de otras
especies, alimentado por iones de sodio, en vez de hidrogeniones, puede rotar cerca de los 1500 Hz
(ciclos de rotacion) y puede desplazar a las células a velocidades de varios cientos de pm/seg (Berg,
2008). La eficiencia de conversion de energia de un gradiente de iones a rotacion se aproxima al
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100% (DeRosier, 1998). Las interacciones entre el rotor y el estator y aquellos complejos solubles
y los componentes membranales del sistema de exportacion es altamente dinamica. Las estructuras
de los componentes del cuerpo basal incluyendo aquellos del aparato de exportacion, se han podido
observar por cristalografia de rayos X de alta resolucion (Vonderviszt et al., 1991, Mimori-Kiyosue
et al., 1996, Yamashita et al., 1998), criomicroscopia electronica y criotomografia (Morgan y De-
Rosier 1992, 1993, 1995; Mimori ef al., 1995, Yonekura et al., 2003) ofreciendo una compresion
mas detallada de sus mecanismos.

3.1 El flagelo en arqueas

El flagelo de las arqueas posee muchas similitudes funcionales con los flagelos bacterianos, pero
evolutivamente sus sistemas son homoélogos al sistema T4P que ha sido descrito para el Pili (Cohen-
Krausz, S. y Trachtenberg, S., 2008). Los flagelos en arqueas son muchos mas estrechos (10 a
12nm) y generan velocidades mas lentas: 2-3um/s, poseen una biogénesis similar al pili, con la in-
corporacion de sus subunidades desde la base del flagelo y no a través de un sistema de exporta-
cion, ya que carecen de un poro interno que incorpore las subunidades hasta el extremo distal (Co-
hen-Krausz, S. y Trachtenberg, S., 2008). Tampoco existe una especializacion funcional entre las
interfaces encontradas en el flagelo de las bacterias: gancho o filamento.

Las “flagelinas” en las arqueas forman una estructura continua y no hay una distincion estructural
clara. Aun que no existen muchas observaciones directas sobre su motilidad, el flagelo en las ar-
queas es un flagelo rotatorio que emplea tanto la fuerza proton motriz y Na-motriz para desplazarse
(Nutsch et al., 2005).
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Fig3.1-I:
Modelo de la biogénesis flagelar en las arqueas. Modificado de Jarrell y McBride, 2008.
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4.0 Estructura del flagelo bacteriano

En las bacterias, el flagelo es una estructura compleja que posee tres componentes basicos: un fila-
mento helicoidal, una estructura curva denominada gancho que une a la bacteria con el filamento y
finalmente el cuerpo basal; que incluye al motor responsable de generar la fuerza motriz. El fila-
mento y el gancho son estructuras extracelulares, mientras el cuerpo basal se halla embebido entre
la membrana y la pared celular y posee una cara citoplasmica (Jones y Aizawa 1999; Macnab,
2003).

4.1 Filamento

El filamento es el componente responsable del desempefio del trabajo hidrodindmico extracelular y
representa el principal componente flagelar en términos de costo biosintético. Se requiere de cerca
del 1% de la energia de la célula bacteriana para sintetizar y exportar al espacio extracelular los
componentes que constituyen al flagelo. El filamento se compone de aproximadamente 20,000 sub-
unidades de mondmeros de flagelina (F1iC) con un peso molecular entre 50 y 60 kDa. y con un co-
eficiente de rigidez de 10 dinas /cm?, dos 6rdenes de magnitud mayor a la actina (Macnab 1996,
2003). La flagelina tienes 3 dominios, un dominio carboxilo-terminal y un dominio amino-terminal
altamente conservados entre las especies flageladas y un dominio central que aparente no es indis-
pensable para el ensamblaje (Kuwajima 1988). Sin embargo es en ésta region donde se hallan los
epitopes antigénicos (Macnab 2003), ademas algunos de sus segmentos hidrofobicos estan impli-
cados en su capacidad de nado en medios semisolidos (Malapaka et al., 2007). El filamento posee
una longitud variable que va de entre 5 a 10 um y un didmetro conservado de aproximadamente 20
nm. Su simetria helicoidal se debe a la disposicion de los mondmeros de flagelina (F1iC) dispuestos
en una red cilindrica de 11protofilamentos , con 5.5 monomeros por vuelta de hélice y cada una de
las subunidades posee una inclinacion de 45° en relacion al eje de simetria del filamento (Y onekura
et al., 2005).
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Fig 4.1-1:

Modelo atémico de flagelo de Salmonella enterica serovar Typhimurium, se muestra el didmetro interno del filamento
(120A) y el didmetro del canal interno (30A) compuesto por las a-hélices, rigidas (rojo y azul), correspondientes al do-
minio DO El didmetro externo del flagelo esta constituido por los dominios D1, D2 y D3 que sobresalen de la estructura
(verde). En el panel B (inferior), se muestra la reconstruccion obtenida por resonancia magnética de un filamento de
Salmonella enterica serovar Typhimurium. y la posicion de los monémero de la flagelina ensamblada en la estructura.
Figuras modificadas de Yonekura et al., 2005
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Fig 4.1-11:
Organizacion de los dominios estructurales de la flagelina cristalizada de Salmonella enterica serovar Typhimurium
segmento F40 (Samatey et al., 2001).

El filamento bacteriano tiene una conformacion helicoidal, la longitud de onda que hay entre una
cresta y un valle es de 2 y 2.5um y un posee un diadmetro helicoidal de entre 0.4 y 0.5 wm (Macnab
2003), su organizacion genera variaciones en la estructura del filamento tanto macroscopicas como
hidromecénicas, por ejemplo el filamento posee un canal central de aproximadamente 30 A de dia-
metro (Ver figura 4.1-1B), por donde pasan los mondémeros de flagelina, aparentemente desnaturali-
zados hacia el espacio extracelular donde se auto ensamblan el extremo del filamento naciente. El
filamento se organiza en 11 protofilamentos de flagelina paralelos al eje, que oscilan entre dos esta-
dos de conformacion helicoidales o de superenrollamiento (Shimada et al., 1975, Hotani, 1982).
Cuando el filamento cambia entre un estado de desplazamiento al de reorientacion (Morgan et al.,,
1995), el superenrollamiento se genera cuando dos tipos de interacciones entre las proteinas del fi-
lamento se orientan con una helicidad diestra denominada “R” (Right) o siniestra denominada “L”
(Left), (Ver figura 2). Estas interacciones afectan la distancia y el empaquetamiento lateral entre las
subunidades de flagelina, desplazando a los 11 protofilamentos (Vonderviszt, et al., 1991). En S.
typhimurium la distorsion entre las hebras del filamento desplaza la distancia entre la subunidades (
52 A), disminuyendo en un 15% (8 A) la interaccién entre los tres dominios identificados de la fla-
gelina. (Ver Fig 4.1-11 ). Existen variaciones elasticas entre los dominios centrales y el extremo
carboxilo terminal de la flagelina que generan desplazamientos en sus o-hélices, provocando la
modificacion en la disposicion axial de las subunidades acortando las distancias y desplazando a los
protofilamentos. (Kanto ez al., 1991; Samatey et al., 2001).
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Mutaciones en las subunidades de la flagelina de S. typhimurium: D107E, R124A, R124S, G426A y
A449V dan lugar a filamentos rectos, mientras que mutaciones D313Y, A414V, A427V, N433D y
A449T generan filamentos con una disposicion helicoidal excéntrica (R), (Samatey et al., 2001).

Fig 4.1-1I:

Las transiciones polimoérficas observadas en el filamento flagelar se deben cambios en la disposicion de los mondmeros
de flagelina en alguno de los protofilamentos. En ésta figura se muestran la morfologia adquirida por los filamentos
dependiendo el nimero de protofilamentos desplazados, 1) muestra un filamento recto resultado de un tipo de flagelina
disposicon “L”; 2) Arreglo usualmente hallado en filamentos normales y sin transiciones, presenta una hélice orientada
hacia la izquierda, 3) filamento con una torsién mayor, resultado de un desplazamiento de los protofilamentos hacia un
estado “R”, 4) cuando el numero de protofilamentos con ésta orientacion aumenta se conforma un filamento recto
(Namba et al., 1997). Algunos filamentos poseen mutaciones en residuos hidrofobicos del dominio DO y D1 que pueden
modifican la interaccion entre las subunidades, esto se manifiesta en un empaquetamiento anormal que genera filamen-
tos inestables (Samatey et al., 2001, Kitao et al., 2006)

El filamento bacteriano ademas posee un interés clinico debido a que la antigenicidad de los resi-
duos de las proteinas del filamento es cominmente referida como el principal factor patogénico
responsable en enfermedades infecciosas (Bergman ef al., 2005) y de la evasion del reconocimiento
del sistema inmunitario (Andersen-Nissen et al., 2005).

Las flagelinas son potentes inductores de la respuesta inmune innata en los vertebrados. Tres vias
de senalizacion se encuentran implicadas en detectar a las flagelinas, estas involucran al receptor
analogo de “contacto” 5 (Toll-Like Receptor 5) y las proteinas citosolicas Bircle/Naip5 e Ipaf.
(Smith et al., 2003).

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 15



La interaccion estructural precisa entre el receptor TLRS y la flagelina no es muy conocida, sin em-
bargo, se propone que puede ser translocalizada hacia el citosol para inducir la sefializacion a través
del reclutamiento de Bircle/Naip5 e Ipaf. La translocalizacion de la flagelina requiere de la isla de
patogenicidad I en el sistema de secrecion tipo III (SPI-1 T3SS), pero no del sistema de transporte
tipo III flagelar (T3SS) (Hawn et al., 2003; Orsi et al., 2008).

4.2 Diversidad en las flagelinas

Es posible que hace millones de afios, el ancestro de las subespecies difasicas de la flagelina de
Salmonella, adquiri6 un repertorio de diversidad genética. Se han identificados tres genes ( fIjB, fljA
y hin) que se convirtieron en el sitio de “explosion” de diversidad genética en cuatro subespecies de
Salmonella (McQuiston, et al., 2008). Las flagelinas alternativas, posiblemente sélo sea una segun-
da fuente de variabilidad antigénica para evadir al sistema inmune del hospedero o del ambiente.
Sin embargo la habilidad de alternar la expresion de estos loci, probablemente ocurra en forma pe-
riodica como un mecanismo de seleccion. En el caso de Campylobacter jejuni existe un mecanismo
regulacion de la expresion de flagelinas alternativas que depende de un sistema de dos componen-
tes: La expresion de la histidina cinasa FIgR y del regulador de respuesta FlgS, (homologo a la fa-
milia de activadores transcripcionales NtrC), son requeridos para la activacion de la expresion de
genes dependientes de 054, pero también dependen de un mecanismo de “variacion de fase de lec-
tura”, que tiene como blanco un par de secuencias contiguas en la secuencia de fIlgR (Hendrixson,
2006). Asi mismo se han identificado mutantes que son incapaces de expresar productos dependien-
tes de 054 pero contintian expresando a FIgR. Si se asume que los genes dependientes de 054,
también son sujetos de “variacion de fase de lectura” y otros mecanismos mutagénicos aleatorios
(Ikeda et al., 2001). Esta evidencia se ha encontrado en un repertorio en mutantes incapaces de ex-
presar los genes flagelares con mutaciones espontaneas en la cepa DRH665 de C. jejuni (81-176
SmR DastA flaB::ast4). DRH665 es una cepa resistente a estreptomicina con una remocion en los
sitios 81-176 de la copia nativa a astA4, codificante para una arilo-sulfatasa y para una fusion trans-
cripcional (carente de promotor), de ast4 y flaB en el cromosoma (Hendrixson y DiRita, 2003). La
arilo-sulfatasa puede expresarse desde el promotor de flaB. flaB, codifica para una flagelina menor;
la mutantes en flaB sintetizan flagelo y genera células moétiles, al igual que la cepa silvestre (Guerry
et al., 1991). Por lo tanto DRH665 es flagelada y sintetiza arilo-sulfatasa desde el promotor de flaB
. Recientemente se ha encontrado que la sintesis de FIgS estd sujeta a mutaciones aleatorias que
pueden a la pérdida de un solo nucleo6tido en un tramo de poliA’s, o bien la pérdida de una repeti-
cion hetero polimérica en la secuencia de fIgS (Wosten et al., 2004).

Algunas de las variantes de esas mutaciones pueden revertir durante su crecimiento in vivo en el
tracto digestivo del pollo y en ensayos de motilidad in vitro, permitiendo el restablecimiento de la
expresion de los genes dependientes de 054, y por lo tanto de la motilidad flagelar. Mutaciones in-
tragénicas, incluidos mecanismos tipicos, de cambios de fase lectura, reversiones, inserciones u re-
mociones, reestablecen la sintesis de FlgS. Como muchas otras bacterias, C. jejuni debe asegurase
que las mutaciones que afectan regiones codificantes de genes de virulencia y factores de coloniza-
cion no ocurran cuando esas proteinas son requeridas en su interaccion con el hospedero.

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 16



Cuando esas mutaciones ocurren, las bacterias deben repararlas para iniciar y mantener la infeccion.
En C. jejuni esta habilidad de reparacién no existe, ya que carece de un sistema de reparacion de
apareamiento erroneo o "mistmatch”, para disminuir la frecuencia de mutaciones espontaneas (Par-
khill et al.,2000; Fouts et al., 2005). Las unidades minimas para que el sistema de reparacion de
“mismatch” repare errores de replicacion del DNA consiste en las proteinas MutS, MutH y MutL
(Kunkel y Erie, 2005). En el caso de S. typhimurium, LuxS cataliza la sintesis del autoinductor 2 de
la via de senalizacion de “quorum-sensing”. Al ser removido el gen que codifica para dicho induc-
tor, se polariza la variacion de las fases de la flagelina hacia la forma mas inmunogénica (Flagelina
1). (Karavolos et al., 2008)

4.3 El gancho

El gancho es una estructura ubicada entre el eje y el filamento (Vonderviszt ef al., 1995), flexible y
transmite la energia de propulsion generada en el motor y que probablemente también posee un pa-
pel amortiguador (Samatey et al., 2004). Las propiedades elasticas del gancho (Furuta et al., 2007)
lo determinan como una estructura que posee una rigidez suficiente para transmitir la fuerza de tor-
que generada desde el motor (Shaik ef al., 2005) . La secuencia amino y carboxilo terminal tanto en
las proteinas del gancho, las proteinas de union (HAP’s) y la flagelina, posee dominios hidrofobicos
que forman estructuras secundarias llamadas “coiled coils” o hélices entrelazadas (Uedaira et al.,
1999), estas estructuras se organizan en héptadas rigidas orientadas hacia el filamento (Homa et al.,
1987, 1990). Esta estructura estd compuesta por aproximadamente 130 subunidades de la proteina
FIgE que posee un arreglo helicoidal similar al filamento; forma una “malla” de 11 protofilamentos
con una helicidad de media vuelta y una longitud de onda de 130 nm, con una longitud de 55 a 105
nm en contraste con los 10um del filamento (Muramoto et al., 1998, 1999). Las regiones amino y
carboxilo terminal de FIgE son similares a la flagelina del filamento a diferencia del resto de la pro-
teina (Homma et al, 1990). El arreglo helicoidal de las subunidades del gancho también genera un
canal de 2.5 nm donde se ha sugerido se realiza la exportacién de otros componentes axiales del
flagelo. Al igual que las proteinas del filamento (F1iC), las proteinas del gancho tienen la capacidad
de polimerizarse in vitro (Kagawa et al., 1979; Kato el al 1982) y de la misma forma los ganchos
resultantes sufren de transiciones polimorficas, en respuesta a variaciones en las condiciones expe-
rimentales como la salinidad, pH y fuerza idnica, entre otras. (Shah ez al., 2000).
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Fig 4.3-1:

Modelo atdémico de la estructura del gancho en S. typhimurium (Samatey et al., 2004). El gancho tambien se dispone en
un malla cilindrica de 11 protofilamentos con un arreglo helicoidal (a). En S. typhimurium, la disposicion de las sunida-
des presenta una compresion (b) y relajacion en las caras opuestas del filamento (c y d) , con un espacio de 15A qu
continuamente se desplaza. Es posible que ese espacio de compresion le ofrezca mayor flexibilidad a esta estructura.

4.4 Proteinas asociadas al gancho o HAP’s

Existen ademas otras proteinas accesorias esenciales para el ensamblaje del flagelo (Homma et al.,
1984, 1985) llamadas proteinas asociadas al gancho o HAP’s (Hook Associated Proteins) identifi-
cadas como componentes menores del gancho (Ikeda el al 1983,1989). Estas proteinas son HAP1
(flgK), HAP2 (fliD) y HAP3 (flgL). HAP1 y HAP3 funcionan como conectores o adaptadores entre
las proteinas del gancho y el filamento. Al igual que la flagelina y FIgE, poseen extremos amino y
carboxilo terminales muy conservados (Homma y lino 1985). La proteina HAP1 en el caso de Rho-
dobacter sphaeroides, que estudiamos en el presente trabajo, posee una secuencia primaria de
aproximadamente tres veces mas grande que las reportadas en otros organismos, con un dominio
central particularmente sobresaliente de aproximadamente 860 aminoacidos. La longitud del gancho
esta regulada por una proteina moduladora FliK (Muramoto et al., 1999). El fenotipo resultante de
una mutante de FliK modifica la longitud del gancho generando un fenotipo con ganchos mas lar-
gos que los silvestres, sin embargo se requiere de la presencia de Flgk (HAP1) y FlgL (HAP3) para
que el gancho se ensamble apropiadamente. FliK inicia el ensamblaje del gancho y posteriormente
la exportacion de los mondémeros de flagelina (Chilcott y Hughes, 1998; Karlinsey et al., 2000;
Bennett ef al., 2001). HAP 2 o proteina de coronacién forma un doble pentamero que controla la
polimerizacion de los mondmeros de flagelina en el extremo distal del filamento (Maki ef al.,
1998), funcionando como una chaperona que modula el ensamblaje de los monomeros de flagelina
(Ikeda et al., 1996).
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Las subunidades exportadas son acopladas por un mecanismo rotatorio que permite al auto ensam-
blaje de los mondémeros de FliC. (Yonekura et al., 2000). Cabe aclarar que en Rhodobacter sphae-
roides el gancho es una estructura recta, a diferencia de los ganchos flagelares en bacterias entéricas
cuyo arreglo es curvo (West y Dreyfus 1997).

4.4 Cuerpo basal

El filamento y el gancho se unen a la célula a través del eje que interacciona con un complejo em-
bebido en la membrana y pared celular denominado cuerpo basal (Khan, 1992). Esta estructura se
compone de un eje central de simetria cilindrica y no hexagonal, ademés de un grupo de cuatro po-
limeros anulares. Uno de ellos, el anillo MS, est4 constituido por monomeros de la proteina FIiF
(Ueno et al., 1994) y es una de las estructuras que interacciona con el rotor y el complejo del
switch, especificamente con la proteina FliG (Aizawa, 1996, 1998 Oosawa 1994).

Los anillos externos P (Flgl) y L (FlgH) forman dos “empaques” que sostienen al eje entre la pared
de péptidoglicano y la membrana de fosfolipidos (DePamphilis y Adler 1971). Estos anillos se en-
cuentran ausentes en bacterias Gram positivas, lo que supone que su papel es evidente en organis-
mos Gram negativos donde ademas requieren de dos proteinas para el acoplamiento de dichos ani-
llos: FlgA, ques necesaria para formacion del anillo P (Onishi ez al., 1987) y Flgl que posee activi-
dad de muramidasa (Nambu ef al., 1999). El anillo P es uno de los componentes del cuerpo basal,
en las bacterias Gram negativas se ensambla en la parte proximal al cuerpo basal y se piensa que se
encuentra adherido a la capa de péptidoglicano, formando una estructura rigida anular, que mantie-
ne al eje central con el anillo L, ensamblado en la membrana externa (Akiba et al., 1991). El anillo
P es parte de cuerpo basal, pero se cree que es un componente no rotatorio, que mantienen al eje,
funcionando como el casquillo o el balero de un motor. El anillo P se piensa que lo componen 26
copias de la proteina Flgl (Jones et al., 1990; Sosinsky et al., 1992), la cual se expresa como una
forma precursora con un sitio de protedlisis en el extremo amino terminal, con una secuencia lider
de 19aa y que se exporta al espacio periplasmico por la via Sec (Homma et al., 1987; Jones et al.,
1989) donde se ensambla en el anillo P, rodeando al eje (Kubori et al., 1992). La interrupcion en
flgl, causa un defecto en la motilidad, debido a que durante el ensamblaje del flagelo, éste se trunca
en el eje. Recientemente se ha demostrado que enlaces intramoleculares de disulfuro entre la sub-
unidades de Flgl no son necesarias para el ensamblaje del anillo P pero son importantes para prote-
ger a la proteina de la degradacion. (Hizukuri et al., 2006). Varias interacciones se han propuesto de
forma especulativa para la funcion del anillo P. Sustituciones selectivas de cisteinas en la proteina
Flgl, se ha identificado que poseen un papel en la estabilidad del cuerpo basal, asi como en la moti-
lidad (Hizukuri et al., 2008). El eje estd conformado por cuatro subunidades FlgB, FlgC y FIgF en
la region proximal y FlgG en la region distal (Homma, 1990). El eje interacciona con el motor y el
complejo del switch, debido a que el anillo MS y el eje forman una unidad estructural que rota en
conjunto.

Su estructura tridimensional aun no se conoce, pero aparentemente su organizacion no es helicoidal,
aunque sus proteinas tienen en sus extremos secuencias conservadas y se polimerizan in vitro con
facilidad (Saijo-Hamano et al., 2004). El anillo MS, en bacterias entéricas, se proyecta hacia el ci-
toplasma, por esa razon también se le denomina anillo “C” 6 citoplasmico, formando una estructura
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parecida a la de una campana. El anillo MS esta formado por un “cinturén” de las proteinas FIliF.
Mutaciones en el anillo MS, no solo generan fenotipos paraliticos, sino que la afinidad del anillo
MS por una proteina del complejo de switch o interruptor (F1iG) disminuye drasticamente. La este-
quiometria deducida de FIiF y FIiG es de 1:1 a partir del nimero de copias de FliF que son alrede-
dor de 25 (Macnab, 2003, 2004).

Localizacion de los componentes estructurales del flagelo bacteriano
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Fig 4.4-1
Modelo de la estructura y componentes generales del flagelo bacteriano Modificado de Berg, 2008
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5.0 Propulsion flagelar y generacion de torca

A mas de treinta afios en la investigacion de la propulsion bacteriana a través del flagelo, aun se
desconocen los mecanismos exactos por medio de los cuales las bacterias puede interconvertir o
transducir energia de un gradiente electroquimico en energia mecanica de propulsién. Se han pro-
puesto multiples modelos y aparentemente aun no existe alguno que integre satisfactoriamente las
evidencias genéticas y fisiologicas encontradas experimentalmente. Algunos de los modelos mas
aventurados y aceptados es el de las interacciones electrostaticas que genera la torca, y dichos mo-
delos poseen una profunda analogia con mecanismos de propulsion empleado en diferentes sistema
de transporte:

5.1 Maglev: ;Un motor flagelar lineal?

En la década de 1960, la Gran Bretana mantenia el liderazgo en la investigacién de vehiculos de
levitacion magnética. Eric Laithwaite, profesor del departamento de ingenieria de industria pesada
en el Imperial College, desarrollé un vehiculo maglev funcional. Pesaba cerca de una tonelada y
podia transportar a cuatro pasajeros. Durante el tiempo que duro el proyecto, fue financiado por la
compaiiia Britanica de trenes (British Rail), la comision britanica de transporte. (British Transport
Commission) la universidad de Manchester, la Universidad de Surrey y la fundacion Wolfsom. Este
prototipo tenia una milla de linea (1.6km) y fue ampliamente probado, sin embargo el proyecto fue
cancelado en 1973 debido a la falta de fondos. Paralelamente la compaiia de trenes mantenia una
instalacion para la investigacion de trenes de levitacion magnética en Derby, que tampoco dio mu-
chos frutos. En la década de 1970, Alemania y Japon, comenzaron la investigacion y desarrollo de
vehiculos de levitacion magnética, pero no seria hasta la década de 1990 que ambos paises, después
de multiples fallas, desarrollaron tecnologias maduras... Pero, ;Como funciona un Maglev? Ac-
tualmente existen dos tecnologias para la propulsion de vehiculos de levitacion magnética que em-
plean principios muy similares:

5.2 Motores moleculares rotatorios: ¢suspension electrodinamica?

En un sistema de suspension electrodinamica, el vehiculo levita debido a la repulsion del campo
generado por el tren y la via. EI campo magnético en el tren es generado por ambos electroimanes.
(como en el Maglev japonés) o por un arreglo permanente de electroimanes (como el Indutrak nor-
teamericano). La fuerza de repulsion en la via se genera por un campo magnético inducido por me-
dio de cables u otras partes conductoras en la via.
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A bajas velocidades, la corriente induce a los electroimanes que a su vez generan un flujo magnéti-
co, no lo suficientemente grande para sostener el peso del tren, debido a ello, el tren posee llantas
para soportar su peso, hasta que alcance una velocidad que permita mantener la sustentacion duran-
te la levitacion. Los electroimanes de propulsion en la guia, ejercen una fuerza sobre los magnetos
del tren, haciendo que el tren se mueva. Este tipo de propulsion es efectivamente un motor linear:
una corriente alterna fluye a través de los electroimanes que se mueven a lo largo de la via. La fre-
cuencia de la corriente alternante se sincroniza para alcanzar la velocidad del tren. El actual record
de velocidad lo posee el Maglev japonés MLXO01 probado en 2003 en las instalaciones de Yama-
nashi al sur de Tokio, con una velocidad promedio de 581km/h. Este tren entrard en funcionamiento
hacia el 2025, con un tiempo de 25 a 30 min. de recorrido entre la ciudades de Tokio y Nagoya, el
recorrido actual es de 1h 15min a 300km/h (en los trenes de la serie 500 Nozomi).

Fig 5.2-1

Trenes japoneses de alta velocidad (Shinkansen), en primer plano la generacion mas reciente y veldoz: Nozomi 500 (En
el momento que se editd esta tesis, se ha estrenado el primero de la serie ES con una velocidad maxima de 350km/h)

La formula del éxito de estas maquinas radica en que su disefio ha superado muchos obstaculos que
ahora representan francas ventajas tecnoldgicas respecto a métodos previos de transporte y propul-
sion. Para el disefio de maglev, se han superado problemas de vibracidn, alimentacién de energia,
control en la velocidad y friccion. La eficiencia energética de la levitacion magnética no solo ha
servido para el disefio de bolidos transnacionales, sino en el desarrollo de motores miniaturizados
empleados en la electronica y la medicina. A nivel molecular, la aproximacion alternativa para la
creacion de esas maquinas se encuentra en explotar la arquitectura y funcion de los rotaxanos (Ben-
Shir et al., 2008), los cuales consisten en moléculas macro ciclicas que pueden albergar un molécu-
la lineal en su interior que en sus extremos estd unida a moléculas de mayor volumen que funcionan
como remaches.
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Los rotaxanos muestran tres tipos de movimiento: rotacion del anillo macro ciclico alrededor de una
molécula eje, (o rotacion de un “balero” dentro de un estator, dependiendo del marco de referencia
desplazamiento del anillo macro ciclico) a lo largo del eje a modo de pistén y finalmente un movi-
miento pendular o pivotar, en donde el angulo de rotacion entre el eje y el de la molécula central
cambia de forma oblicua (Leigh ez al., 2000, 2005).

Estimulos externos como la luz, temperatura o energia electroquimica se han utilizado para contro-
lar el movimiento, incluida la tension y la compresion. Un campo eléctrico externo ha demostrado
inducir la rotacion del anillo macro ciclico alrededor del eje, demostrando que los rotaxanos pueden
interconvertir diferente tipos de energia y potencialmente podrian emplearse como interconvertido-
res de energia en nanomotores y sensores (Arfaoui et al., 2006). Los rotaxanos sintetizados poseen
multiples fracciones de aceptores y donadores de electrones, como grupos hidroxilo, grupos amida
y oxigeno, a través de los cuales pueden interaccionar por medio de puentes de hidrogeno con otras
moléculas como los aminoacidos , asi mismo pueden reconocer la quiralidad de los mismos por
medio de interacciones estéricas, tal como ocurre en algunos grupos prostéticos de muchas protei-
nas.
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iman de U JJ \L
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Fig 5.0-11

Comparacion entre los sistemas de propulsion/sustentacion de los trenes magnéticos y rotaxanos. Modificado de (Ben-
Shir et al., 2008).
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5.3 El motor flagelar

Los motores flagelares son motores rotatorios, como se describe en el trabajo de Berg y Anderson
(1973) donde se encontr6 la primera evidencia contundente de que el filamento flagelar es propul-
sado por un motor rotatorio. Esto fue comprobado por Silverman y Simon, (1974). Los motores es-
tudiados poseen varios comportamientos de rotacion, pueden giran en sentido de las manecillas del
reloj u horario, (CW) o en sentido contrario a las manecillas del reloj o anti horario (CCW) en la
misma velocidad. Estas son las direcciones de rotacion que se observan cuando un coloca el eje del
motor de forma perpendicular al plano del observador.
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En los sistemas mejor estudiados (E. coli), el motor cambia de direccion en promedio una vez por
segundo (en ausencia de un estimulo externo), los intervalos de reversa se distribuyen en forma ex-
ponencial; existiendo una constante de reversa por unidad de tiempo (Berg, 2008). El motor flagelar
es similar a un motor eléctrico fabricado por el ser humano, ya que requiere de una fuente de poder,
un solenoide o bobina, un eje y un estator. La energia generada en un motor de corriente continua
produce la rotacion del eje que se sostiene por un estator constituido por bobinas. La torca es gene-
rada por un potencial electromotriz que se desplaza de forma perpendicular al plano del eje y en el
caso de las bacterias, perpendicular al plano de la membrana. La composicién del motor flagelar se
ha estudiado intensivamente y existen evidencias bioquimicas, biofisicas y estructurales de su orga-
nizacion y funcion.

5.3 Organizacion del motor flagelar

El motor flagelar consiste de tres partes principales: El anillo MS, el anillo C y un nimero variable
de complejos de las proteinas MotA/B. El rotor, que esta constituido por el anillo MS y la proteina
FIiG la cual esta fija en el filamento flagelar. Alrededor del rotor se localizan varias copias del
complejo MotA/B. Cuatro a-hélices transmembranales de MotA y una de MotB conforman el canal
ionico para H' o Na', las regiones citoplasmicas de MotA (119 residuos entre las hélices 2y 3y 75
residuos entre las hélices 4 y el extremo carboxilo) se cree estan asociadas para la generacion de la
torca (Togashi et al., 1997, Zhou y Blair 1997, 1998) y se requiere de un flujo de iones o de proto-
nes (E. coli) o iones de sodio como en las especie de Vibrio (Atsumi ef al., 1996). Existe un numero
de elementos independientes generadores de fuerza. Cado uno comprende cuatro copias de MotA y
dos copias de MotB, adosados a la pared celular, por medio del extremo carboxilo de MotB. Estos
elementos ejercen una fuerza en la periferia del rotor por medio de la interaccion entre una parte
citoplasmica de MotA y la proteina del rotor FliG. No se conoce como ocurren estas interacciones
debido a que no se poseen modelos de las estructuras atomicas de MotA y MotB, sin embargo para
E. coli es claro que la protonacion y la desprotonacion de un residuo aspartico esencial ubicado cer-
ca del extremo citoplasmico de cada canal de protones genera cambios conformaciones que causan
que se mueva una subunidad de MotA de una F1iG hacia la siguiente; existen aproximadamente 26
FliG’s (Zhou et al., 1998). Si comparamos a un motor eléctrico con el motor del flagelo, las bobinas
estarian representadas por un sistema quimioosmético constituido por un grupo de canales i6nicos
(Meister et al., 1989), que corresponde a las proteinas MotA y MotB, estas proteinas son responsa-
bles del paso de protones H' deslocalizados por una diferencia de potencial traducida en voltaje
(Meister et al., 1987; Kleutsch y Lauger, 1990).

Las bacterias alcaléfilas emplean Na' y su activacion es independiente del consumo de ATP. MotA
y MotB son proteinas integrales de membranas, indispensables para la rotacion del flagelo. Aun no
se conocen los mecanismos exactos como estas proteinas interconvierten energia, pero es probable
que ocurra de alguna foma similar a como lo hacen los rotaxanos.
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Fig5.3-1

Organizacion espacial de los componentes del motor flagelar. Modificado de Xing et al., 2006

Cuando MotA y MotB estan ausentes generan un fenotipo paralizado, independientemente que se
ensamble el filamento, gancho y cuerpo basal; la estructura final es incapaz de rotar (Blair y Berg
1990). MotB posee un solo cruce transmembranal y un dominio de unidn a la capa de peptidoglica-
nos (Muramoto y Macnab, 1998); recientemente se ha cristalizado la region carboxilo terminal de
MotB, este extremo posee un plegamiento hidrofilico de hojas- que forman una muesca, flanquea-
das por dos hélices semirigidas que se proyectan hacia el enlace peptidico de una unidad penta-
muro-peptidica. (Roujeinikova, 2008). MotA posee cuatro cruces transmembranales, dos asas y una
region citoplasmica (Dean 1983). Los complejos de MotA/B forman el canal de protones e interac-
cionan de forma dindmica con el anillo C que se considera el estator. La velocidad rotacional gene-
rada por un flagelo es proporcional a la fuerza motriz generada por el flujo de protones, hasta de un
valor de —80 mV (Berg & Turner 1993). Para generar una revolucion el sistema requiere 1000 pro-
tones que atraviesan del espacio periplasmico hacia el citoplasma. EI motor alcanza una velocidad
de rotacion cercana a los 100Hz equivalente a 15,000 rpm (Berg, 1995).

Mutaciones en el extremo carboxilo de FliG y en MotA, demuestran que existen residuos cargados
positivamente (Asp289, Asp288 en FliG, Glu98 en MotA y Arg281 en FliG y Arg90 en MotB) que
son esenciales para la rotacion del motor (Lloyd y Blair, 1997; Zhou et al.,, 1998). Otras evidencias
demuestran que la estabilidad de la estructura terciaria de la proteina FliG modula la velocidad de
rotacion del flagelo (Donato y Kawula, 1998).

La frecuencia de rotacion generada por estos rotores es similar a la encontrada en muchos motores
flagelares. En E.coli 1a velocidad de rotacion puede alcanzar los 100Hz (ciclos de rotacion), en otras
especies se conocen velocidades de rotacion mayores a los 110Hz ciclos de rotacion (Berg 1995,
2008; Magariyama et al., 2001).
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La relacion entre el torque y velocidad de rotacion parece ser inversamente proporcional, debido a
que la fuerza necesaria para desplazar una cierta unidad de volumen del medio en el que se desplaza
depende mas de la fuerza de arrastre generada que de la velocidad (Atsumi 2001). Como hay un
limite de carga que el flagelo es capaz de soportar, el desplazamiento de la célula y la velocidad de
rotacion del flagelo son dos variables dependientes entre si.

El motor flagelar de las bacterias entéricas (E. coli, Salmonella, etc.), no funciona como un engrane
térmico, debido a que la relacion entre la velocidad y la generacidn de torca es irrelevante a veloci-
dades relativamente altas y su capacidad para desacelerar rapidamente es una de las caracteristicas
esperadas de un motor donde la energia la extrae continuamente a partir de un gradiente de iones.
Particularmente, es posible mover el motor en sentido reverso al aplicar una torca externa (Gauthier
M. et al., 2008). Esto implica que no hay barreras para la rotacion, fisica o funcional que no depen-
da exclusivamente del movimiento de protones para el desenganche del “trinquete” o “engrane”.
Sin embargo, estas observaciones no se han realizado con detalle en motores unidireccionales como
en el caso de R. sphaeroides.

A pesar que se han encontrado mutantes que pueden rotar en ambas direcciones, no se ha estudiado
si existen mecanismos diferentes de rotacién entre motores uni y bidireccionales. A temperatura
ambiente (25°C) E. coli es capaz de formar una trenza flagelar a 100Hz, cuando se adhiere a un por-
taobjetos el cuerpo celular puede rotar a 25 Hz, por lo tanto el motor gira a 125 Hz. El motor flage-
lar puede desplazar una esfera de oro de 60nm a 300Hz (cuando ésta se une al gancho, en ausencia
del filamento). Los motores que emplean protones y sodio utilizan el mismo principio interconvier-
ten un potencial electroquimico en rotacion, sin embargo los motores que emplean iones de sodio,
rotan cerca de cinco veces mas rapido. Si en E.coli MotA y MotB son sustituidas por componentes
homologos en las especies de Vibrio PomA y PomB, los motores quiméricos se propulsan con sodio
en vez de protones (Yakushi et al 2006).

En un rotor de motores quiméricos impulsado por una sola unidad generadora se han medido 26
pasos para completar una revolucion. Esto fue medido a muy baja velocidad y torca, el desplaza-
miento es mucho mas suave con todas sus unidades generadoras (Sowa et al., 2003, 2005). A tem-
peratura ambiente (25°C) E. coli puede alcanzar una torca de 1300 pN nm y el filamento puede rotar
a 125 Hz (2r x 125 radianes/s). La potencia generada es de 10° pN nm/s = 10" J/s o, es decir 1.3
x 10" caballos de fuerza. Estas cifras parecen insignificantes, pero el motor es muy pequefio, un
cilindro de 50 nm de didmetro y 50 nm de longitud, con un volumen de aproximadamente 10° nm”.
Dado que la densidad de la proteina es de 1.3 gm/cm’, trabajando a 1.3 x 10" '® gm, la potencia re-
sultante es de cerca de 5 hp/lb. Esto es cercano a la potencia generada por libra de una turbina de
avion, suficiente para alcanzar velocidades “supersonicas” (Berg 1995, 2008).

En diferentes géneros bacterianos como Vibrio donde se han identificado proteinas accesorias a las
unidades de fuerza (Mot/Pom): En Vibrio alginolyticus se identific6 que MotX y MotY forman un
anillo (“T”), donde podrian interaccionar las proteinas del estator (McCarter, 2004; Terashima et
al., 2006, 2008; S. Kojima comunicacion personal). Es posible que estos anillos también se encuen-
tren organizados en aquellas bacterias cuyos estatores sean sodio dependientes como ocurren en
muchas vibrionaceas entre ellas Vibrio Shilonii (Gozéalez-Tinoco, comunicacion personal).
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A diferencia de muchos vibrios donde se han identificado sistemas flagelares coexistentes en una
misma bacteria: flagelos laterales dependientes de H' y flagelos polares Na dependientes (Kawa-
gishi et al., 1995, 1996 ) en Shewanella oneidensis existe una adaptacion interesante donde el uso
de estatores dependientes de Na+ y H' coexisten y se colocalizan en un solo flagelo (Paulick A et
al., 2008). Estos estatores son viables y su expresion no esta limitada o regulada de manera compe-
titiva entre ellas, pero su localizacion se regula por medio de la disponibilidad del Na+. La colocali-
zacion depende de MotB pero no esta claro si el acoplamiento de las Pom’s ademads requiere de
MotX/Y o de alglin sistema de andamiaje similar (K. Thormann, S. Kojima, comunicacion perso-
nal). En el caso de Bacillus subtilis se han identificado dos proteinas que pudiera regular la rotacion
con un mecanismo similar a un “embrague” o freno: SinR es un regulador que modula la expresion
de los genes flagelares y que reprime la expresion de los genes formadores de la matriz de exopoli-
sacaridos que se adhieren a las biopeliculas en B. subtilis. Cuando sinR se encuentra mutado, EpsE,
una glicosiltransferasa interacciona con FliG, parte del rotor flagelar. En el momento que FliG se
acompleja con EspS, el flagelo de estas células es incapaz de rotar mediante la actividad de MotA/B
pero mantiene su capacidad de girar cuando se le somete a corrientes del medio extracelular (Blair
et al., 2008). Este mecanismo sugiere que B. subtilis podria requerir en algin momento del nado
activo por medio del flagelo, aunque se encuentre asociado a una biopelicula. y de esta forma le
permite modular su organizacion en tapetes de biopeliculas o “biofilms”.

5.4 Generacion de la torca

Se sabe que cinco proteinas son las responsables de generar la torca en el motor flagelar MotA,
MotB, FliG, FliM, y FliN. MotA y MotB son proteinas de la membrana citoplasmatica y forman un
complejo que consiste de cuatro copias de MotA y dos copias de MotB. El complejo de MotA/B, es
el estator del motor que juega un papel importante en la conductancia de los protones. Reciente-
mente se ha estimado que existen por lo menos 11 copias de MotA/B alrededor del cuerpo basal
(Sowa et al., 2005). Debido a que MotB posee un motivo de unién a peptidogicanos, se ha sugerido
que el complejo MotA/B se ancla a la pared celular. Sin embargo la forma como MotB se une con
la capa de péptido glicanos no se conoce claramente debido a que los estatores son dinamicamente
reemplazados aun cuando el motor se encuentra en rotacion.

Recientemente se ha demostrado que el rotor da 26 pasos en cada revolucidn, que es consistente con
el numero de subunidades de FliG en el anillo C (34), el sitio propuesto para la generacion de torca,
lo que significa que en cada paso, MotA/B harian contacto con 1.3 subunidades de FIliG (Sowa et
al., 2003, 2005 ; Ishijima comunicacidn personal).

MotA consiste de cuatros cruces transmembranales (TH1 a TH4), con dos asas periplasmicas. MotB
consiste de una region N-terminal, un cruce transmembranal (TM ) y una regién peripldsmica con
un dominio potencial de unién a peptidoglicanos.

Dos residuos cargados ubicados en el asa citoplasmica de MotA (Arg-90 y Glu-98), son responsa-
bles de la interaccion con residuos cargados de F1iG para generar la torca. Dos prolinas conserva-

das en MotA (Pro-173 y Pro-222), se piensa que estan involucradas en los cambios conformaciona-
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les del complejo del estator y que acoplan el flujo de protones con la generacion de torca (Braun et
al., 1999). MotB se encuentra como un dimero en el complejo del estator, con los residuos conser-
vados de aspartato, expuestos en la superficie del dimero MotB-TM. En un modelo actual del me-
canismo de rotacion, la torca es producida a través de los cambios conformaciones que el estator
experimenta por la protonacidon/desprotonacion del residuo Asp 32 de MotA, que esta altamente
conservado (Zhou et al., 1998). Cuando este residuo es sustituido por Ala, altera la conformacién de
MotA. Este cambio conformacional, modifica el dominio citoplasmico de MotA, en un segmento
expuesto, que interacciona con el rotor. Estas evidencias sugieren que el rotor no es el principal res-
ponsable de la generacion de movimiento, pero si de mantener la direccion de la rotacion. Lo ante-
rior obliga a imaginar que el interruptor o “switch” debe presentar cambios topograficos o en las
propiedades quimicas de la interfase del rotor/estator al momento de modificar la orientacion en la
rotacion en sentido horario (CW) o antihorario (CCW). Aun se carece de informacion estructural de
alta resolucion del estator, y las caracteristicas del arreglo de los segmentos transmembranales se
han deducido por medio de estudio de entrecruzamiento de residuos de cisteina introducidos por
mutagénesis (Che Y.S. ef al., 2008). Los patrones de enlaces bisulfuro en las proteinas modificadas
han mostrado que los segmentos transmembranales (TM) de las dos subunidades de las MotB se
ubican juntas en el centro del complejo, rodeadas por los segmentos TM3 y TM4 de las cuatro sub-
unidades de MotA. Por lo tanto los segmentos TM1 y TM2, deben encontrarse en posiciones mas
expuestas fuera de la capa de lipidos dentro del complejo, ya que en dichos segmentos se pueden
tolerar mejor las sustituciones de estos residuos por Trp, que TM3 y TM4 ( Che Y.S. et al.,2008;
Kim et al., 2008).
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Fig 5.3-1
A) Organizacion de las unidades generadoras de fuerza. B) Amino acidos cargados importantes involucrados en la ge-
neracion de torca. Imagen modificada de Yakushi ez al., 2006
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En cada subunidad de MotA, TM2, se localiza entre los segmentos T3 y T4, donde forma parte de
la pared externa del canal entre las dos subunidades de MotA, que forman el canal de protones. El
segmento TMI1, no contribuye a la arquitectura del canal de protones directamente, pero es en las
interfases entre las subunidades adyacentes a MotA, donde podria tener una funcion de estabiliza-
dor del complejo (Che Y.S. et al 2008).

Los segmentos nucleo membranales, (TM-B, TM3 y TM4) contienen varios segmentos muy con-
servados, mientras que los segmentos periféricos TM1 y TM2, solo poseen dos residuos conserva-
dos Gly 6 y Gly 39 (Braun et al., 2004). Estos residuos no se encuentra en los canales pero si en
posiciones entre los segmentos membranales donde son importantes para mantener los contactos
entre un segmento TM1 y TM3, de una subunidad adyacente. Excepto el residuo 209 (Thr), los
aminoacidos involucrados en formar el canal, son no polares y en muchos casos pequefios (bajo
peso molecular o didmetro atomico).

6.0 Caracteristicas hidrodinamicas del flagelo bacte-
rano

El filamento es un homopolimero compuesto por cerca de 20,000 subunidades de flagelina o FliC.
Su estructura helicoidal puede cambiar de una forma a otra. Estos cambios, llamados transforma-
ciones polimorficas, rapidamente se propagan de un extremo del filamento a otro (Shimada et a/
1975, Hotani et al 1982). Cuando el motor cambia la direccion de giro horario (CW) a antihorario
(CCW), el cambio induce una torsion que desenrolla al filamento, que normalmente posee una
orientacion levogira (izquierda), con una inclinacion de su su curvatura de 2.5um y un didmetro de
0.5 um, hacia una forma semienrollada, con una orientacion dextrogira (derecha), con la mitad de la
inclinacion, pero amplitud normal, y posteriormente en una forma méas compacta y curvada similar
a una columna salomonica, que mantiene su orientacion derecha pero con una inclinacién menor y
amplitud de onda similar (Hotani, 1982). Cuando el motor revierte su orientacion de giro a CCW, el
filamento se relaja a su conformacion inicial. El arrastre viscoso o desplazamiento de un filamento
delgado a través del agua es cerca del doble de grande cuando se mueve de forma lateral, que cuan-
do se mueve a lo largo (Trachtenberg et al., 2003). La propulsion depende de la asimetria del fila-
mento. En una bacteria el filamento es largo y delgado (entre 6 y 10mm de largo y 20nm de ancho).
El extremo de la hélice del filamento, es cinco veces el diametro de su grosor. Imaginenos esta héli-
ce como una serie de “varillas” organizadas perpendicularmente al plano del eje, moviéndose se
manera oblicua con el medio acuoso (Adam, 1977). Al rotar la hélice sobre su eje, se generan fuer-
zas agregadas debido al arrastre de la viscosidad del medio con cada “varilla”.
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De esa manera, la hélice genera potencia y torca ( fuerza axial y desplazamiento circunferencial).
Supongamos que el observador puede sujetar el un extremo del filamento mas cercano a €l y éste
comienza a girar en sentido horario (CW): el filamento empujaria al observador (2) hacia atras y
trataria de torcerlo en sentido antihorario (CCW). Otro observador mirando hacia el observador 1,
veria a la hélice girar en sentido CCW, el cuerpo del observador 1 rota mas lentamente en sentido
horario (CW). Sin embargo esta apreciacion macroscopica no tendria relevancia si el observador no
se sumerge en un medio mucho mas viscoso que el agua. En la escala de una bacteria, las fuerzas
inerciales (requeridas para acelerar una masa), son cerca de un millon de veces mas pequeias que
las fuerzas viscosas (requeridas para cortar la resistencia de los fluidos y moverse a capas adyacen-
tes de un fluido a diferentes velocidades). Un pardmetro que caracteriza la relativa importancia de
estas fuerzas, es el numero de Reynolds (R) (Trachtenberg et al., 2003; Kim et al., 2003; Reichter et
al., 2005). R, representa una propiedad fisica, adimensional, que mide la proporcion de fuerzas
inerciales (Vp) a las fuerzas viscosas (u / L) de un objeto en un flujo. R, es definida como el pro-
ducto del tamafio de la célula, la velocidad de la célula y la densidad del fluido, dividido por la vis-
cosidad y con una la velocidad promedio (60mm/seg) de una célula de E. coli, R~10".

Sin embargo las bacterias no tiene conciencia de las fuerzas inerciales, a pesar de ello, pueden des-
acelerar a alto total en una millonésima de revolucion.

pVD VD QD

7 v rA

Re =

4 es el promedio de la velocidad del fluido en unidades del SI (m/s)

es el diametro(m)
es la viscosidad dinamica del fluido (Pa‘s o N-s/m?)

es la densidad del fluido kg/m?)

es la tasa de flujo (m?/s)

D
u
-V es la viscosidad cinematica (v = p/ p) (m?/s)
P
0

e A es el area transversal de la tuberia o espacio de flujo (m?)

Fig 6.0-1

Ecuacion de Reynolds

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 30



/.0 Ensamblaje flagelar

El flagelo es ensamblado desde el interior de la bacteria hacia fuera, componente por componente.
Los anillos MS y C son ensamblados y el aparato de exportacion se afiade al final para coordinar el
ensamblaje de la proteinas axiales, que se ensamblan en un orden: eje, gancho, proteinas asociadas
al gancho, tapa y filamento. Los genes codificantes de estos componentes son expresados en una
secuencia similar. Los anillos L y P transitan a través de la membrana interna por la via de exporta-
cion Sec. Existen multiples puntos de control y balances en este proceso, el mas dramatico involu-
cra un factor anti sigma que modula negativamente la expresion de los genes tardios, que codifican
para las proteinas FliC, las proteinas Mot A y B y varios componentes de la via de sefializacion
quimiotactica (Eichelberg y Galan, 2000).

Cuando el ensamblaje del motor alcanza el nivel del gancho. FIgM (factor anti o 28) es expulsado
hacia el exterior de la célula por el aparato de exportacion (Kutsukake 1994), liberando la trascrip-
cion de los genes tardios (Karlinsey et al., 2000) . En el mismo tiempo, el aparato de exportacion
cambia la selectividad de sus sustratos del eje y gancho por las proteinas asociadas a gancho
(HAP’s) y flagelinas que crecen en su extremo distal (Hughes y Mathee 1998). Muchos mecanis-
mos regulan la tasa de exportacion de las subunidades de cada componente, que determina la longi-
tud final que las estructuras macromoleculares como en el caso del gancho, que se revisara mas
adelante con detalle. En E. coli y S.typhimurium, parte de la energia requerida para la exportacion
esta aparentemente acoplada al gradiente electroquimico de protones (Minamino et al., 2008).

7.1 Biogénesis y regulacion de la expresion de los genes flagelares

La expresion de los genes flagelares esta estrictamente controlada y coordinada jerarquicamente, ya
que la presencia de productos de un operon son necesarios para la expresion de los productos de
operones sucesivos. En muchos casos las regiones codificantes de genes adyacentes son muy cerca-
nas o se encuentran superpuestas, sin embargo existen operones separados; por ejemplo, los codifi-
cantes para varios quimiorreceptores como el receptor de serina (7sr) (Macnab 1991). De la misma
forma como se ha clasificado a los genes flagelares dependiendo de su ubicacion en los cromoso-
mas, también se ha elaborado una clasificacién en referencia a su orden de expresion durante la
biogénesis.
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Los genes flagelares se clasifican de la siguiente forma: Genes clase I, clase II, clase Illa y clase
IIIb, esta organizacion puede generar confusiones al respecto de la ubicacion de los genes en un
mapa fisico o en el cromosoma; sin embargo esta clasificacion se refiere a un orden temporal de la
expresion de los productos codificantes de los genes agrupados en sus respectivos loci (Macnab,
1991, Aldridge 2001, 2002). En la primera clase se ubica el operén maestro que es responsable de
desencadenar la biosintesis flagelar, activando a los operones de clase II. Este operon contiene dos
genes fIhC y flhD (en S. typhimurium), cuyo producto forma un complejo heteromultimérico que
activa la expresion de los genes de clase II por medio de una ARN polimerasa dependiente de un
factor 0'° (Malakooti 1994). La activacion de este operdn no es clara pero depende de condiciones
ambientales como la temperatura, la disponibilidad de fuentes de carbono, el super enrollamiento
del DNA, los niveles de fosfolipidos, cambios en la osmolaridad, etc. Muchos de los efectores que
activan al operén maestro necesitan intermediarios proteinicos como OmsR, o proteinas de choque
térmico o “heat-shock” como GrpE, DNAk y DNAJ. Sin embargo existe una via de represion de
catabolitos que dirige mayoritariamente la expresion del operén maestro: cuando la disponibilidad
de glucosa es mayor, los niveles de AMPc disminuyen evitando que se active el operén maestro
(Komeda 1975).Los genes de clase III son regulados por factores codificados en genes de la clase 11
y cuyos productos son componentes estructurales tardios como la flagelina, responsable de ensam-
blar el filamento flagelar, asi como a los motores y canales i6nicos encargados n generar la energia
para la rotacion, entre otros productos (Macnab 2003).

La trascripcion jerarquica de los genes del flagelo determina que se completen sus estructuras en el
siguiente orden: anillo MS, switch, aparato de exportacion, eje, anillo P, anillo L, gancho, HAP’s, a
esto le sigue la exportacion de flagelina (Aldrigde ef al., 2006) y las proteinas de coronacion (FIiD).
Estas ultimas proteinas deben atravesar dos membranas y una distancia considerable para localizar-
se en la fraccion extracelular. En S. typhimurium, flgK es un gen de clase III, sensible a la regula-
cion transcripcional por un factor transcripcional o™* y preferentemente por un factor 0°°, anterior-
mente llamado FliA (Kutsukae 1994). Este tltimo factor de trascripcion es el mismo que desenca-
dena la sintesis de genes como flgM, flgN, fliC, fliD, fliS, fliT, fliB, fliA, motA, motB , che A, cheY, y
cheZ considerados como genes de expresion tardia o clase III (Macnab 1992). En la etapa de forma-
cion del gancho, FlgD complementa la funcion de acoplamiento de las subunidades de proteinas
que son exportadas por la misma via de secrecion que HAP1 (FlgK) (Ohnishi ef al., 1994). La ex-
tension del gancho esta regulada por FliK que modula la exportacion de los polimeros del gancho.
Finalmente son exportadas las proteinas FlgK, FlgL, FliD (HAP1,HAP2 y HAP3, respectivamente),
y los mondmernos de flagelina (F1iC) que se incorporan en la parte distal del filamento por medio
de la interacciéon con el complejo decamérico formado por HAP2 (Maki ef al., 2001).

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 32



8.0 Aparato de exportacion

Para que el flagelo se ensamble se requiere de un mecanismo que permita transportar desde el cito-
plasma hacia el exterior de la célula, cada una de las subunidades que componen el flagelo, desde
las proteinas que conforman el cuerpo basal, hasta las proteinas del filamento. Existe un complejo
de aproximadamente ocho proteinas que constituyen el sistema de exportacion, (FIhA, FIhB, FliH,
Flil, FliO, FliP, F1iQ y FliR), este complejo interactia con los anillos MS y anillo C en S. typhimu-
rium (Minamino y Macnab 1999, Katayama et al., 1996). Este complejo es el responsable de la ex-
portacion o traslado de las proteinas del eje, gancho HAP’s y filamento. Aun se desconocen muchos
de sus mecanismos subyacentes, entre ellos la selectividad que debe poseer para que el sistema
mantenga un orden durante la exportacion de las proteinas (Minamino ef al., 1999). Ninguno de los
sustratos exportados posee un péptido sefial como los hallados en el extremo amino terminal de los
productos del anillo L, P y FlgA, sin embargo se ha propuesto que posiblemente los motivos de
héptadas repetidas encontradas en las proteinas axiales pudieran ser las responsables del reconoci-
miento durante su exportacion (Homma ez al.,, 1990). La remocion de los residuos mas conservados
no interrumpe la exportacion, posiblemente sea el reconocimiento de ciertos motivos en la estructu-
ra secundaria de las proteinas las que pudieran estas involucradas en la selectividad del sistema de
exportacion: FIhB regula la exportacion ordenada de componentes flagelares induciendo la autohi-
drolisis de los sustratos (Ferris et al., 2005).

Otras evidencias experimentales, apoyan la idea que el reconocimiento de las proteinas flagelares es
mas dinamico, por ejemplo una de las proteinas del complejo de exportacion Flil presenta un simili-
tud con la subunidad  de la unidad FoF; de la ATP-sintasa (Miiller et al, 1992, Dreyfus et al.,
1993), esta proteina es capaz de hidrolizar ATP (Fan & Macnab 1996) y su actividad se incrementa
en presencia de otros componentes que son exportados como proteinas de gancho (FIgE), y flageli-
na (F1iC) (Silva-Herzog y Dreyfus 1999).
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Algunos de los componentes del sistema de exportacion interaccionan con el anillo C, lo que sugie-
re que estos componentes facilitan la translocalizacion de los sustratos (Gonzalez-Pedrajo et al.,
2006). El eje forma un canal entre 25 y 30 A de didmetro (Namba et al., 1989) por donde son trans-
portados los mondmeros filamentosos, que viajan parcialmente plegados, desde el citoplasma hasta
el extremo distal del flagelo a 10 um; los mecanismos asociados al transporte dentro del poro y au-
toensamblaje permanecen aun sin ser caracterizados. Se conocen algunas propiedades de autopoli-
merizacion y autoensamblaje de algunas proteinas axiales (Furukawa et al., 2002), y que muchas de
ellas se regulan con la asociacion de monomeros de diferentes productos y en concentraciones criti-
cas, desencadenan la formacion espontanea de estructuras en solucidn, sin embargo no se conoce
como se regulan esas interacciones durante el esamblaje.

8.1 Biogénesis de FIgK (HAP1Rs) y su interaccion con otras proteinas axiales.

La biogénesis del flagelo estd altamente regulada, su tamafio aproximado es de 20um, en el caso de
S. typhymurim. El flagelo de R. sphaeroides, presenta las estructuras basicas caracterizadas en los
flagelos de bacterias entéricas: cuerpo basal, gancho y filamento. Entre el cuerpo basal y el filamen-
to se encuentra una interfase compuesta por multiples copias de las proteinas asociadas al gancho o
HAP’. Las HAP’s de R. sphaeroides son visibles al microscopio electronico y se puede apreciar un
ensanchamiento que no es comun en flagelos aislados de bacterias entéricas (West y Dreyfus,
1997). Para su ensamblaje las proteinas flagelares tienen que ser liberadas del citoplasma de forma
ordenada, la secrecion de los mondémeros de flagelina (FIiC), los del gancho (FIgE) y las HAP’s,
tienen la misma via de exportacion: el aparato de exportacion del flagelo (Homma et al., 1985). La
longitud del gancho, esta regulada por la proteina FliK. En mutantes de f/iK se generan polimeros
de gancho de diferentes longitudes, denominados poliganchos (Kato ef al., 1982; Katayama et al.,
1996), que en R. sphaeroides también han sido caracterizados (Gonzalez-Pedrajo et al., 1997). La
reconstruccion de los ganchos in vitro sugiere, como ocurre con el filamento, que estos mondémeros
se polimerizan en la region distal (Hirano et al., 1994). Las mutantes poligancho son no moviles
(Homma et al., 1984), debido a que no existe un acoplamiento entre las HAP’s y por lo tanto la po-
limerizacion de FliC es muy pobre o inexistente, pero posiblemente también por que un filamento
compuesto solo de subunidades de gancho no es hidrodindmicamente viable. Existe una interaccion
entre FliK y HAP’s para su exportacion, por medio de otras proteinas como FlhB, y Flk que forman
parte del aparato de exportacion (Minamino y Macnab 1999; Minamino et al., 1999). Por otra parte
se ha reportado que la proteina encargada de la exportacion de flagelina (F1iC) interacciona con la
proteina Flil en forma dependiente de ATP (Fan y Macnab 1996, Silva-Herzog y Dreyfus 1999).
Cepas revertantes de fliK, son capaces de ensamblar al filamento, indicando que el control de la
longitud tanto del gancho como del filamento corresponden a dos funciones separadas (Suzuki e
Iino 1981, Jones 1991). Las proteinas del gancho son exportadas por la via flagelo especifica
(Homma ef al., 1990) y no son exportadas de células flageladas, lo que supone que la exportacion
de estas proteinas se encuentra regulada y no ocurre a menos que el gancho este incompleto.
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Recientemente se ha caracterizado a detalle la participacion de FliK en el ensamblaje del gancho, el
modelo que se propone es que el ensamblaje esta mediado por la tasa de exportacion y la interac-
cion de monomeros desplegados de FliK con FIhB (Minamino et al., 1999, Gonzalez-Pedrajo et al.,
1999) y la estructura naciente del gancho, funcionando como un flexémetro, debido a que la longi-
tud del gancho se mantiene en 55nm y mutaciones en distintos segmentos de la proteina del gancho
FIgE, generan ganchos mas cortos (Moriya et al., 2006; Shibata et al., 2006). En mutantes de FliD
(HAP2), las proteinas del gancho son exportadas continuamente, pero no en mutantes de FlgK
(HAP1) o FliC (flagelina) donde su exportacion esta controlada (Homa e Iino, 1985) lo que implica
que HAP2 funciona como un estabilizador del filamento, ademas de chaperona (Dioszeghy et al.,
2004). HAP1 y HAP3 son incapaces de ensamblarse en grandes polimeros in vitro, no importando
si ambas proteinas se encuentren en altas concentraciones, lo que sugiere que son los mismos mo-
nomeros de estas proteinas los que autorregulan su acoplamiento (Ikeda, 1989, Jones 1990). Re-
cientemente algunos experimentos demuestran que existen interacciones especificas entre los mo-
nomeros de HAP’s. Bajo ciertas condiciones de fuerza ionica HAP3 se polimeriza formando agre-
gados filamentosos flexibles, el didmetro de estos filamentos es de aproximadamente 100 A. La po-
limerizacion se favorece con un incremento en la aparicion de estructuras 3 en contraste con las
halladas en estado monomérico, la aparicién de estos agregados se facilita con la adicion de flageli-
na, por medio de interacciones aun no conocidas con exactitud. EI complejo formado no es estable,
por lo que se puede suponer que la flagelina cataliza la formacion de agregados filamentosos -
amiloideos de HAP3, sin que esté involucrada en la estructura final (Furukawa et al 2002). Sin em-
bargo, la formacion de estos filamentos no es comparable con la hallada en las uniones HAP's - fi-
lamento que posee un diametro de por lo menos 150 A. Las regiones terminales de HAP3 poseen
héptadas repetidas de aminodcidos hidrofobicos que forman a-hélices y “hélices entrelazadas™.
Aunque la flagelina no es incorporada en los filamentos formados por HAP3, si promueve su poli-
merizacion. A partir de estas observaciones, se ha propuesto que los extremos carboxilo terminales
de la flagelina podrian estar involucrados en modular el comportamiento de la agregacion de HAP3.

Es altamente probable que las regiones terminales de la flagelina apunten hacia las regiones termi-
nales del flagelo e interaccionen con multiples subunidades de HAP3. La interacciéon de HAP2
(FliD) con HAP3 (FlgL) es mas estable y se favorecerse cooperativamente. En solucion, la polime-
rizacion de estas proteinas forma un heterodimero que presenta la organizacion polarizada observa-
da en los flagelos en etapa de elongacion, cuando la interaccion entre HAP3 (FlgL) y HAP2 (FliD)
es transitoria y precede a la incorporacion de flagelinas al extremo distal del filamento en formaciéon
(Imada et al., 1998, Yonekura et al., 2000, 2001).

En algunos casos los experimentos presentados por Furukawa y cols.(2002) presentan evidencia que
la interaccion entre proteinas axiales en solucidn, no es activa. Esta propiedad es importarte, ya que
si existiera una agregacion espontanea en el citoplasma, se impediria la formacion del flagelo. Para
evitar que esto ocurra, se piensa que las regiones terminales de los mondémeros de flagelina y del
gancho se encuentran parcialmente plegados (Furukawa et al., 2002, Makishima et al., 2001, Mac-
nab 1996).
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Las HAP’s no poseen un péptido sefial y aparentemente no parecen ser procesadas para ser exporta-
das (Homma et al., 1985) excepto por la remocién de residuos de metionina en el extremo amino
terminal de HAP1 y HAP2 (Homma ef al., 1990). Su alto grado de similitud con las flagelinas re-
fuerza la idea que su exportacién es comun a la de los mondémeros de flagelina, pero que tiene una
interaccion diferente con otras proteinas del aparato de exportacion. En algunas mutantes de fliC
(flagelina), el sistema es capaz de exportar HAP’s mientras que en mutantes de HAP’s la exporta-
cion de mondmeros de flagelina continta exportandose sin que sean incorporados (Homma y [ino
1985). En ensayos electroforéticos de una mutante de filamento corto, el numero estimado de sub-
unidades de HAP1 y HAP3 en S. typhimurium por cada flagelo es de 10 a 20 y de 10 a 40 respecti-
vamente (Homma et al., 1984). De la misma forma como el filamento y el gancho poseen un arre-
glo helicoidal, cabe suponer que el arreglo de las subunidades de las HAP’s deberian poseer de dos
a cuatro y de dos a ocho vueltas respectivamente; asumiendo que su torsion sea similar a la encon-
trada en el filamento o en el gancho. Por la misma razon se supone que HAP1 y HAP3 poseen una
funcion de conector y que tienen un motivo estructural que permite distinguir la geometria entre las
estructuras que forman el gancho y el filamento (Ikeda er al., 1987). A partir de esta idea, cabe su-
poner que existirian diferencias en la afinidad entre cada una de las estructuras ensambladas, como
una caracteristica adicional a la polaridad de su expresion genética, que podria estar reflejado en el
mantenimiento en la seriacion de las diversas proteinas axiales ensambladas durante la biogénesis.
Un ejemplo que apoya esta interpretacion: Los primeros 50 aminoacidos de las secuencias de FlgK
y FIgE de Caulobacter crescentus muestran un 46% de identidad y un 20% de similitud (Mullin ef
al., 2001). Esta region en el extremo amino terminal, incluye la secuencia SDNIANVNT, que es
una variante de la caja ANNLAN, involucrada en el ensamblaje de las proteinas axiales del flagelo
de S. typhimurium (Homma et al., 1990). Estas regiones pueden ser parte de un dominio estructural
de reconocimiento entre HAP1 y la superficie expuesta del gancho. Probablemente HAP1 posea
una mayor afinidad por dominios del gancho, que usualmente funcionan como sitios de reconoci-
miento donde se acoplan los monomeros de FIgE durante el ensamblaje del gancho. Previamente se
encuentra una proteina cuya funcioén es la de incorporar mondémeros de gancho: FigD. Entre FlgD y
HAP1 debe existir una competencia de afinidad por el gancho ensamblado, desplazando la afinidad
del gancho por FlgD hacia HAP1 en algin momento del ensamblaje, después que el gancho ha al-
canzado su extension maxima. Esto permite el acoplamiento de las HAP’s con una seriacion HAPI,
HAP3 y finalmente HAP2 que permite incorporar a la flagelina en su extremo distal. Otro meca-
nismo posible, es que exista a nivel transcripcional, una disminucion en el numero de copias proce-
sadas de ARNm codificante para gancho y que la expresion de fIgK se incremente.

Existen dos observaciones experimentales que indican que el rol de FigD es mas complejo que el
imaginado: las mutantes poligancho de fIiK , poseen mas FlgD que mutantes de fIgK con ganchos
normales, posiblemente formando una estructura de coronacién similar a FliD. Por otro lado el ex-
tremo amino terminal posee una secuencia que le permite el acoplamiento con el gancho, mientras
que el extremo carboxilo so6lo puede sugerir que posee una funcion asociada a la elongacion del
gancho (Onhishi et al., 1994, Homma et al., 1990, Yunekura 2001).
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9.0 Quimiotaxis

La cascada de sefiales que induce la movilidad flagelar en E. coli comienza en los receptores exter-
nos, los cuales se encuentran exclusivamente en la membrana y pared celular (Adler, 1976). Existen
dos tipos de receptores: los receptores duales y los receptores quimiotactico-especificos. Los recep-
tores quimitactico-especificos son referidos como MCP (Methyl Accepting Proteins/ proteinas
aceptoras de grupos metilo); estas proteinas son receptores diméricos transmembranales. Los
MCP’s consisten de dos hélices transmembranales (TM1 y TM2), un dominio de acoplamiento a
ligando y un dominio citoplasmico (Ver figura 10).

Los receptores diméricos estan involucrados en el transporte de ligandos de los receptores quimio-
tactico especificos, y cinco estan presentes en E. coli, y son responsables de transmitir la informa-
cion por medio de un atractor o un repelente. Estos receptores son Tar, Tsr, Trg, Aer y Tap (este
ultimo el tnico encontrado a E.coli) Tar une aspartato y maltosa, Tsr, une exclusivamente serina,
Trg une ribosa, galactosa y glucosa, y finalmente Tap se une a dipéptidos. Cabe hacer notar que no
todos los receptores se encuentran presentes en la misma proporcion en la célula. Tsr y Tar son
receptores que se presentan en mayor proporcion que el resto (Zhulin, 2001).

estimulo quimiotactico

receptor Tsr

membrana plasmética

sitios de metilacion

CheA / CheW

sefal intracelular

A B

Fig 9.0-1

Representacion grafica de los receptores quimiotacticos y su organizacion en la membrana plasmatica. En la figura A se
muestra la posible estequiometria de los receptores (perpectiva superior al plano de la membrana celular) obtenida de la

cristalizacion de los receptores Tsr. En la figura B se muestra la organizacion del complejo supramolecular y proteinas
asociadas. Modificado de Shimizu, 2000
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La composicién del complejo supramolecular del receptor consiste de tres partes distintas: los
receptores quimiotacticos especificos, una proteina de union (CheW) y una cinasa de histidina
(CheA) (Shimizu, et al., 2006). Posterior a la interaccion del receptor con su atrayente, algunos
residuos de glutamato en el dominio citoplasmico de los receptores son metilados por CheR, una
metiltranferasa (Kehry et al.,, 1984 McEvoy et al., 1999). La metilacion de los receptores revierte
los cambios conformacionales, una vez adquirida la conformacién original, CheB (una metil
esterasa) remueve los grupos metilo. Inicialmente se pensaba que el complejo contenia una receptor
dimérico, dos moléculas de CheW y un dimero CheA. Evidencia experimental posterior, sugiere
que la estructura es mucho mas compleja y a partir de ello derivaron dos modelos. El primero que
describe al receptor como un complejo de siete dimeros y de dos a cuatro moléculas de CheW y un
unico dimero de CheA. (Kim ez al., 2001). El segundo modelo demuestra que los extremos de tres
receptores diméricos convergen, formando una estructura trimérica (Bren y Eisenbach, 2001). Por
lo que se ha predicho que multiples complejos crean un hexagono bidimensional hecho de unidades
trigonales. Este modelo sugiere que cada una de estas unidades posee dimeros de MCP, tres
moléculas de CheW y tres monomeros de CheA. Aun existen inconvenientes para validar este
modelo, pese a ello las evidencias mas recientes inclinan el crédito al modelo trigonal.

Con la cristalizacion de CheA de Thermotoga maritima con una resolucion de 0.25 A se pudo de-
terminar los sitios de interaccion entre CheA y CheW. Debido a que CheA posee domino de dime-
rizacion, es probable que la estequiometria del complejo molecular sea dimérica. Esta seria una
ventaja que ofreceria estabilidad al complejo tanto en su estructura y durante el relevo de la sefiali-
zacion desde el receptor (Shimizu et al., 2001, 2006).

9.1 Organizacion y funcion del complejo supramolecular

Se han propuesto dos modelos de sefializacion transmembranal (Bray ef al., 1998); un modelo sos-
tiene que la sefializacion se lleva a cabo por medio de una rotacion entre las subunidades de los mo-
nomeros del receptor. El modelo alternativo es que la sefalizacion es generada por medio de un
cambio conformacional tinicamente en una de las subunidades del dimero (Borkovich et al., 1990).
Una de las preguntas mas intrigantes es la forma como responde el complejo ante un pequefio por-
centaje de receptores estimulados ante otros no estimulados y como se integran esa informacion pa-
ra decidir la el sentido de la rotacién del flagelo. Dos modelos derivan de esa pregunta: El primero
es el mecanismo de apagado o “reseteo” y el segundo el mecanismo de amplificacion.

El primer modelo propone que existen cambios conformacionales en el receptor que actua como un
interruptor, al ocurrir esto la actividad de la cinasa es modulada so6lo por la sefial del receptor esti-
mulado. El mecanismo de amplificacién propone que los mismos cambios en las interacciones del
receptor causan la amplificacion de la sefial generada por la estimulacion del receptor (Bray et al
1998). La informacion obtenida de los receptores es transmitida por medio del complejo supramo-
lecular para regular la actividad de cinasa de CheA. Los atrayentes inhiben la actividad de la cinasa,
si su concentracion favorece la permanencia de la bacteria (Borkovich et al., 1990). En el caso con-
trario, los repelentes activarian a la cinasa. Desde el dominio de fosfotransferencia de CheA la se-
fal continua hacia las proteinas CheY y CheB.
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Fig 9.1-1

Unidad estructural del complejo supramolecular, reconstruido a partir de las estructuras cristalograficas de las proteinas
que lo constituyen. El complejo contiene tres dimeros del receptor, tres monomeros de CheW y tres monomeros de
CheA. Se muestra aqui esta unidad trigonal con tres dimeros de CheA (Modificada de Shimizu ez a/, 2000).

9.2 Moduladores de la respuesta quimiotactica.

CheY es una proteina de bajo peso molecular (aproximadamente 14 kDa) que transmite la sefial
desde el complejo supramolecular del receptor hacia el complejo de “switch” o interruptor que re-
gula la direccion de giro del flagelo. CheA fosforila el residuo Asp57 de CheY. El acoplamiento de
CheA y CheY genera un cambio conformacional en CheY, lo que permite la transferencia del grupo
fosfato, al mismo tiempo que disminuye la afinidad entre el dimero CheA-CheY, permitiendo la
liberacion de CheY-P. En el complejo de “switch” o interruptor, FliM interactua con CheY fosfori-
lada que posee una alta afinidad por FliM; CheY-P se acopla en el extremo amino del FliM (Wolfe
et al., 1987, 1988). El resultado es la rotacion del flagelo en la direccion CW, contraria a las mane-
cillas del reloj. La probabilidad de rotacion en esta direccion se incrementa con la concentracion de
CheY-P. La concentracion de CheY-P determina si la rotacion es en un sentido antihorario (CCW)
u horario (CW). La concentracion de CheY-P depende de la tasa con la que CheA fosforile a CheY
y de que sea desfosforilada por la proteina CheZ (Blat et al., 1998). Al respecto de la fosforilacion
de CheY por CheA; CheY experimenta cambios conformacionales que no estan restringidos al sitio
de fosforilacion Asp57. La extension de los cambios conformacionales no estd bien caracterizada
pero aparentemente abarca una region mas alla de los sitios de fosforilacion. La activacion de CheY
es el resultado de estos cambios conformacionales y no exclusivamente de la adicion del grupo fos-
fato. Esto muestra el hecho de que mutaciones en CheY pueden mantener su actividad pese a la au-
sencia de fosfato (Bren y Eisenbach, 2001).

Otro cambio que CheY sufre es la acetilacion en Lys92 y Lys109. Esta modificacion no afecta el
acoplamiento entre CheY y FliM pero si afecta la sefializacion a nivel de la interaccion entre FIliM y
CheY. Aun no es claro el papel que posee la acetilacion de CheY a nivel de los residuos de lisina y
su efecto en la quimiotaxis. CheY-P puede ser desfosforilada por CheZ (aunque en R. sphaeroides
no se ha reportado esta enzima). Esta desfosforilacion favorece la rotacion del flagelo en sentido
contrario a las manecillas del reloj (CCW), (Bren ef al., 1996). La interaccion entre CheZ y CheY-P
acoplada a FliM desfosforila a CheY por medio de su acoplamiento al extremo C terminal de CheZ.
Esto ocurre en un lapso entre 50 y 100 ms y el resultado es la defosforilacion de CheY y el cambio
de la torca hacia el sentido inverso (CCW) (Wolfe et al., 1987).
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La modulacion de las sefiales que modifican la rotacion del flagelo a nivel del complejo de switch
es poco conocido, pero existe evidencias para pensar que esta intimamente asociada con los siste-
mas de fotosintesis, aero y quimiotaxis entre otros (Romagnoli ef al., 2002). Otra evidencia experi-
mental (Turner ef al., 1999) sugiere la posibilidad de que el acoplamiento de CheY en el complejo
de switch solo es requerido en condiciones estdndar de temperatura (aproximadamente a 25°C). A
10°C y debajo de esa temperatura el motor cambia de rotacioén en ausencia de CheY y cerca de 0°C
rota preferentemente en sentido de las manecillas del reloj contrario a su rotacidon habitual en senti-
do anti-horario. Es interesante recalcar que la modulacion por medio de la interaccion CheY-FliM
con mutaciones dobles (13DK, 106YW) conservan su actividad aun en ausencia de fosforilacion, ya
que la senalizacion desde los receptores quimiotacticos hasta el complejo de switch estd mediada
por la fosforilacion de las proteinas anteriormente descritas (Scharf e al., 1998). En condiciones
fisioldgicas en las que un receptor quimiotactico no posee ningun ligando asociado, la via de ampli-
ficacion quimiotactica no se encuentra activa, resultando en un decaimiento en los niveles de CheY
activa. En este caso la rotacion antihorario habitual, continua (Montrone et al., 1998).

10.0 Interruptor o complejo de "switch’

El complejo de “switch” o interruptor se encuentra localizado en la base del flagelo y esta confor-
mado por FliG, FliM y FliN, se puede decir que forman un switch debido a que esta estructura se
encuentra expuesta hacia el citoplasma de la célula. Es en este nivel donde la interaccion entre
CheY-P (regulador de respuesta) y el interruptor FliM se lleva a cabo. Existen aproximadamente 27
copias de FliF, 35 copias de FliG y cerca de 100 copias de FliN por complejo (Bren y Eisenbach
2001). FliN y FliM, forman al anillo C y son proteinas que tienen similitud en una parte de su es-
tructura. FIiN es homologa al dominio C-terminal de FliM y es posible que su organizacion en el
anillo C se encuentre de manera alternada en un patrén 3FIiN:1F1iM, que se aproxima a su estequi-
metria (Mathews et al.,1998). El extremo N-terminal de FliM no es similar al de FliN, lo que per-
mite a FliM ser el receptor de CheY-P (Bren y Eisenbach 1998). CheY-P se une al dominio receptor
con mayor probabilidad de hallar su blanco, esto incrementa la probabilidad de generar un cambio
de rotacion en sentido horario (Bren y Eisenbach, 2001), por medio de una via de interaccion, aun
no identificada con claridad, entre FIiM/N y FliG. El dominio receptor de FliM es homologo a la
proteina CheC de Bacillus subtilis (Kirby et al.,2001). CheC , se une al anillo C de Bacillus y se
libera cuando se une a CheY-P. No se ha encontrado CheC en E. coli, pero existen homdlogos en
multiples linajes de bacterias, incluidas las arqueas. (Kirby et al,, 2001). Los genes quimitacticos
“flagelares” no son en realidad especificos del flagelo; el mismo sistema de reguladores de respues-
ta esta acoplado a diversos sistemas de motilidad, incluidos los flagelos en arqueas y en el despla-
zamiento por Pili o “twitching motility” (Faguy y Jarrell, 1999; Bardy et al., 2003).
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Existen ademas, componentes homologos compuestos por un sistema de dos componentes que mo-
dula la integracion se la sefiales extracelulares, este sistema consiste de una histidina cinasa CheA y
los reguladores de respuesta CheY para la quimiotaxis flagelar. Sin embargo este sistema se en-
cuentra tanto en eubacterias, arqueas y eucariontes, y tienen una diversidad funcional, (Koretke et
al., 2000). Las MCPs también poseen una gran diversidad de homdlogos con multiples funciones
(Belas et al., 2008).

10.1 Quimiotaxis de R. sphaeroides.

R. sphaeroides posee dos juegos de genes flagelares, uno subpolar de origen y, otro subpolar de ori-
gen a-proteobacteria (Poggio et al., 2007), y seis reguladores de respuesta CheY, que son capaces
de interaccionar con el switch del flagelo (Poggio et al., 2001) que se expresa en condiciones estan-
dar de laboratorio, cuyo origen es de y-proteobacterias (Ferré ef al., 2004). En trabajos anteriores
(Shah et al., 2000; Porter et al., 2006) se identifico que tres de esos reguladores de respuesta (3, 4 y
6) son importantes para la modulacion del flagelo y. Recientemente se han caracterizado dos vias de
sefnalizacion quimiotacticas independientes para cada flagelo, donde tres de los reguladores de res-
puesta (1, 2 y 5) son especificos para el flagelo de origen a-proteobacteria (del Campo et al., 2007).

11.0 Antecedentes del HAPT

Las proteinas HAP fueron inicialmente identificadas en S. #yphimurium como componentes meno-
res, copurificados con elementos del gacho (Homma ef al., 1984). HAP1 y HAP3 ejercen una fun-
cion de union entre los componentes del gancho (FIgE) y el filamento (FliC) y se acoplan en zonas
muy cercanas entre estos componentes (Homma y lino, 1985; Ikeda ef al., 1987). Con marcaje ra-
dioactivo se ha identificado que existen aproximadamente 13 copias de HAPI, las mismas para
HAP-3, yde 6 a 12 de HAP-2 en S. typhimurium (Jones et al., 1990). La evidencia de que HAP-1
y HAP-3 se encuentran en concentraciones equimolares (Homma, 1984), sugiere que ambas protei-
nas pueden formar dos vueltas en la hélice del flagelo, si se ensamblan en las zonas adyacentes en-
tre el gancho y el filamento (Aizawa 1991).
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Existe una homologia entre los extremos terminales de las HAP’s y de las flagelinas, los cuales par-
ticipan en la polimerizaciéon del filamento (Homma ef al., 1990). La secuencia de amino acidos re-
portada para FIgK en Rhodobacter sphaeroides (AF317649.1 genebank) consta de 1363 residuos de
aminoacidos, que corresponden a 4089 pares de bases. Este gen se encuentra agrupado en el contig
102:54, su inusual tamafio es 2.75 veces mayor que el tamafo de las copias de este gen en otros mi-
croorganismos entéricos.

11.1 Anadlisis de la region central de HAP1 Rs
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Fig 11.1-I:

Representacion esquematica de los extremos N y C terminales conservados de HAP1;, y su relacion con otras proteinas
axiales. Los cuadros representan modulos de regiones conservadas con otras HAP’s y componentes del eje: FlgC, FlgG,
FIgE. El segmento “sombreado” representa la zona central con menor similitud a otras secuencias de HAP’s.

De acuerdo con una busqueda en BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y alineamientos
multiples, la regiéon N-terminal de HAPIRs incluye una regién que posee menor similitud en la
misma region de otras proteinas homologas (240-340). Debe notarse que la regiéon N-terminal de
varias proteinas axiales flagelares (FIgC, FlgG y FIgE) también se alinean con HAP1rs. Hay un
cierto grado de similitud entre las regiones N- y C-terminal de multiples proteinas axiales entre
ellas: FlgC, FlgG (eje), FIgE (gancho) y FliC (flagelina) de varios microorganismos incluyendo
bacterias entéricas y varias proteobacterias. (Homma, DeRosier ef al., 1990; Homma, Kutsukake et
al.,. 1990).
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12.0 Objetivos

HAP1 de Rhodobacter sphaeriodes, tiene una region central que comprende aproximadamente 860
aminoacidos, es decir el 58% de su tamafio, que no comparte similitud con otras proteinas con fun-
ciones similares. En el presente trabajo se pretende comprender las propiedades estructurales y fun-
cionales de este segmento central en HAP1g, (240- 1200aa), por medio de analisis bioinformaticos,
genéticos y por medicion de algunos parametros fisicos en la propulsion de esta bacteria.

13.0 Materiales y metodos

Antecedentes experimentales:

Previamente se habia observado que una mutacion por interrupcion no polar de flgKRs, empleando
el cassette aadA que confiere resistencia a espectinomicina (Metcalf y Wanner, 1993) generaba cé-
lulas no moviles incapaces de moverse en medio liquido o en placas de agar semisdlido (0.3%) y
carentes de filamento. La cepa mutante (fIgKgs::aadA), al introducirle la construccion A2.6K (ver
tabla 1.0) que carece de una secuencia de la region central de 860 amino acidos, es incapaz de recu-
perar la biosintesis del filamento y la motilidad. La recuperaciéon en la sintesis del filamento y la
motilidad ocurre cuando la cepa interrumpida (fIgKRs.::aadA), es complementada con una construc-
cion que expresa el alelo silveste: flgKrs WT. (D. Castillo, 2003 tesis de licenciatura).

Generacion de la mutante AflgK

Para obtener una mutante nula (AflgK), un par de oligonucledtidos FwmutD:
5’ACGCGTCGACCCCGCGCCGCCCGTGGCCAGGGTGGTG 3°-Sal 1 y RvmutD: 5’
TCCCCCGGGATCGATGGCGATGTCGAGGATGGACAA 3’ (Cla 1/ Sma 1)), se utilizaron para
amplificar un segmento de 830 pbs, que incluyendo una secuencia rio arriba del gen de flgKg, re-
gion intergénica de 107 pbs localizada entre una posible promotor sigma 28, el codon de inicio de la
secuencia de flgKg, y las primeras 21 bases codificantes para los primeros 7 aminodacidos.
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gion intergénica de 107 pbs localizada entre una posible promotor sigma 28, el codon de inicio de la
secuencia de flgKg, y las primeras 21 bases codificantes para los primeros 7 aminodacidos.
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El segundo par de oligonucleétidos Fwmut2: 5° CCGGAATTCATCGATACCCTCCT-
GAACGCGCTGTGA 3* (EcoR 1 / Cla 1 ) y Rvmut2: 5> TCCCCCGGGCCCGTCAGGGT-
GAAGCGCACCGTG 3’ ( Sma I), se utilizaron para amplificar 750 pbs que incluyen los ultimos
18pbs y el codon de paro de la secuencia de fIgKx;, asi como la primera mitad del gen de flgLg,. Los
amplicones resultantes fueron clonados en un sitio Smal de pTZ19R (Pharmacia) generando dos
construcciones: MutD (mutD, 830pb + pTZ19R 2.9kb = 3.73kb), y Mut2 (mut2, 750pb + pTZ19R
2.9kb = 3.65kb). La cepa GM33dam™ (Marinus 1975) fue transformada con ambas construcciones.
Las construcciones MutD y Mut2 purificadas de la cepa GM33dam™ fueron digeridas con las enzi-
mas Cla Iy Sma 1. El producto de 750pbs de Mut2, fue subclonado en MutD, en los sitios Clal y
Sma 1 respectivos. La construccion final generada MutD/2 (pTZ 19R 2.9kb + 0.83kb mutD, +0.75
mut2, = 4.48kb), posee un producto de 1.58Kb de homologia a flgKrs, que fue posteriormente sub-
clonado en el vector suicida pJQ200mp18 (Quandt, 1993).

Esta construccion fue introducida en flgKRs ::aadA a través de la cepa S17-1 (Simon 1983) para el
reemplazo alélico, por medio de conjugacion diparental, (Davis, et al.,. 1988). La seleccion de las
células con la lesion total de flgKRr, fue positiva para colonias sensibles a espectinomicina. La cepa
resultante (AflgKRr) se denomin6 DCI. (ver Fig 13.0-1)

pTZ18R mutD 3.7kb

-

L LT

pTZ19R mutD
-

mutD 830 pb
- 4
" B mut2 750 pb

pTZ18R mut2 3.65kb

pTZ19R mut2

Fig 13.0-I:
A B C

Panel A gel de TE-agarosa 1% con productos de reaccion PCR, para la amplificar los fragmentos mutD (830pb) y mut2
(750pb). Panel B construcciones superhelicoidales pTZ19R mutD y mut2. Panel C pTZ19R mutD y mut2, digeridos con
Clal (DNA plasmidico aislado de GM33dam).

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 44



L )
-— . e —

—
= . § - =

pJQ200mp18 4. 9kb

-
pTZ19R mutD 3.7kb - . -

L a "
i b “h pTZ19R 2.9 kb : b
a

PTZ19R mulD/2, 4.48kb
-~

mutre, 1.6 kbr

mutD/2 1.5kE  »
L

Fig 13.0-11:
A B C D

Panel A Gel de TE-agarosa 1% con productos de la construccion pTZ19R mutD digerida con Sacl (DNA plasmidico
aislado de GM33dam’) se obervan una banda de aproximadamente 3.7.kb y un fragmento de 0.3kb, por lo que se con-
cluye que la orientacion del inserto esta opuesta al promotor T7 del vector (pTZ19R). Panel B) plasmido superhelicoi-
dal de la construccion pTZ19R mutD/2 4.48kb. Panel C) construccion pTZ19R mutD/2 digerida con la enzima Sa/l: se
lineariza el vector pTZI19R (2.9kb) y se libera el inserto mutD/2 1.6kb. Panel D) construccion RecmutD/2
(pJQ200mp18 4.9kb + mutD/2 1.6) digerida con la enzima Sa/l se lineariza el vector pJQ200mp18 (4.9kb) y se libera
el inserto mutD/2 1.6kb.
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Tabla 1.0 Cepas y plasmidos.

CEPAS CARACTERISTICAS RELEVANTES FUENTE
Escherichia coli

M15 thir, lac, ara, gal, mtt, F-, recA, uvr, lon.; pREP4/ Kan® Qiagen

JM103 hsdR4 Allac-pro) F' traD36, proAB, lacl'Z AM15 (Ausubel 1987)
81741 recA endA thi hsdR RP4-2 Te:My::Tn7,TpR SmR {Simon 1983)
Rhodobacter sphaeroides

WS8-N cepa silvestre, Nal' (esponténea) (Sockett 1990)
DC1 WSB-N; Afigk remocién alélica Este trabajo
PLASMIDOS INSERTO

DCfigKrs-1 figK A300 (720-1020bp) clonado en HindlIl/EcoR| de pRK415, Tet Este trabajo
DCfigKas-2 figK A300 (1020-1320bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet Este trabajo
DCfigKxs-3 figK A300 (1320-1620bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet’ Este trabajo
DCfigKns-4 figK A300 (1620-1920bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet’ Este trabajo
DCfigKas-5 figK A300 (1920-2220bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet’ Este trabajo
DCfigKs-6 figK A300 (2220-2520bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet’ Este trabajo
DCfigKas-7 figK A300 (2520-2820bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet Este trabajo
DCfigKxs-8 figK A300 (2820-3120bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet’ Este trabajo
DCfigKs-9 figK A300 (3120-3320bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet' Este trabajo
DCfigKrs-10 flgK A300 (3420-3720bp) clonado en Hindlll/EcoR! de pRK415, Tet’ Este trabajo
figKas WT figKv/r 4,092 bps amplificado de pBG 506B, clonado en HindllI/EcoRI de pRK415, Tet” Este trabajo
A2.8K flgK A2.6kb, clonado en los sitios Hindlll/EcoRI de pRK415, Tet’ Este trabajo
MutD 830pbs rio arriba de figKrs amplificado de pBG 5068, clonado en los sitios Sall/Smal de pTZ19R, Ap® Este trabajo
Mut2 750pbs de figK amplificado de pBG 506B, clonado en los sitios EcoRl/Smal de pTZ19R, Ap” Este trabajo
MutD/2 750pbs de Mut2, subclonado en los sitios Clal/Smal de MutD, Ap’ Este trabajo
CMutD/2 MutD/2, 1.58kbs derivado de MutD/2 subclonado en los sitios Smal/ Sall de pJQ200mp18 Gm™ Este trabajo
OvrFlgK figK w1 4,092pbs clonado en los sitios Kpnl/Hindlll de pQE-30, HiseTag Este trabajo
pTZ19R Vector de clonacion, Ap"; derivado de pUC Pharmacia
pRK415 Vector de conjugacién, derivado de pRK404; lacZ mob+; Te” (Keen, Tamaki et al. 1988)
pJQ200mp18 Vector suicida, Gm® (Quandt y Hynes 1993)
pBG508A 5.9 kbs de WS8-N subclonado en sitio Sall de pTZ19R, Ap” (Gonzalez-Pedrajo ot al. 2002)
pQE-30 Vector de sobre expresion ; Apr N-terminal His6 tag Qiagen
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Diseccion molecular del gen figKg,.

Las remociones seriales de 300pbs a lo largo de la regién no homologa de fIgKRrs se realizaron em-
pleando la técnica de “Single Overlap Extension-PCR” (SOEing) como se describe previamente en
Horton, et al., 1989; Horton, et al., 1990 y Warrens et al., 1997. Estos protocolos se modificaron
para optimizar las reacciones al emplear DNA de alto contenido de CG, que caracteriza a genomas
como el de R. sphaeroides. El principio basico de ésta técnica involucra la amplificacion inicial de
dos fragmentos de DNA, donde uno o dos de los oligonucledtidos incorpora la mutacion deseada.
Los fragmentos amplificados poseen una region de superposicion en el extremo 5°. Ambos segmen-
tos amplificados son purificados para remover los oligonucleotidos originales y mezclados propor-
cionalmente para ser empleados como templados en una segunda reaccion de PCR, utilizando los
oligonucleotidos distales WTL1 y WLT2 (ver tabla 1.3). Los oligonucleo6tidos (Sigma Genosys)
complementarios en los extremos 5’y 3’ de flgKz, (WTL1 y WLT2) fueron disefiados para ampli-
ficar los fragmentos que flanquean la remocién y son ademas empleados como templados para la
reaccion de superposicion (SOEing).
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Fig 13.0-111:

Mutagénesis por Single overlap extension PCR.

El principio de esta técnica involucra la amplificacion de dos fragmentos de ADN, donde uno de ellos incorpora la mu-
tacion. Ambos fragmentos poseen extremos 3’que se pueden sobrelapar. Los dos segmentos inciales son purificados
para remover los cebadores originales y se mezclan en una segunda reaccion de amplificacion, empleando los oligonu-
cleétidos de los extremos (1 y 4). Figura modificada de McPherson y Moller, PCR the Basics from background to
bench Bios Publisher, 2000.
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Las reacciones de amplificacion de los fragmentos 5’ se realizaron empleando los siguientes pares
de oligonucleotidos: WTL1 y SOE1 a SOEIORv. Por otro lado los oligonucleotidos SOEI a
SOE10Fw y WTL2 se utilizaron para amplificar los fragmentos 3’ correspondientes. Con el objeti-
vo de obtener las lesiones seriales flgKA300 pbs, los segmentos amplificados fueron purificados y
mezclados en una proporcion equimolar y utilizados como templados para una segunda amplifica-
cion empleando los oligonucledtidos WTL1 y WTL2. Cada una de las reacciones se realizé en un
termociclador de gradiente PTC-200 (MJ Research). Para cada reaccion de superposicion (SOEing),
la temperatura de “alineamiento” (Tm®), fue determinada empleando la siguiente ecuacion (Quartin
y Wetmur, 1989), con el fin de establecer un rango de gradiente de temperaturas en el paso de “ali-
neamiento”:

Im= [T° DH/DH°-DG°+RT InC] + 16.6 log [SALT/1.0 + 0.7 (SALT)] - 269.3

La temperatura predicha con ésta ecuacion, se utilizdo como un punto medio de referencia, con una
diferencia aproximada de 20°C entre la minima y maxima temperatura. Dos sistemas de amplifica-
cion (Roche Long Template Roche, Pfu-turbo y Native Pfu Stratagene) se utilizaron para optimizar
la cantidad de los amplicones en cada paso de la mutagenesis. La amplificacion de los segmentos
flanqueantes se realiz6 de acuerdo a la composicion bésica de la siguiente reaccion: 10% DMSO
(Sigma), 10% amortiguador de reaccion 10X, (Native Pfu, o Pfu Turbo Stratagene, o Expand Roche
buffer 1), 50-100ng templado plasmidico (pTZ19 figKrs), 0.1mM dNTP’s, 2ml de cada uno de los
olinucledtidos correspondientes (ver tabla 1.2 para la secuencia de los oligonucleotidos y tabla 1.3
para la concentracion) 0.75ul Expand (Roche) o 2.5U Native Pfu o Pfu Turbo (Stratagene) aforado
a un volumen de 50ul (para la amplificacion de los segmentos 5’ y 3”) o 250ul para determinar la
“Tm°” (dividida en 12 reacciones de 20ul). El programa de amplificacion empleado para la sintesis
de los segmentos flanqueantes fue: 94°C, 2’; 94°C-30”; (Tm® correspondiente) 45” y 68°C hasta
5. 17-20 ciclos.

Las reacciones de superposicion (SOEing) se realizaron utilizando una composicion y programa de
amplificacion similar al descrito antes, pero utilizando la Roche Expand Long Template System
exclusivamente y combinando en una proporcion equimolar, la concentracion de los productos de la
reaccion inicial (segmentos flanqueantes).

Las construcciones de las lesiones correspondientes DCflgKgs-1 a DCflgKg,-10 (ver tablal.0), fue-
ron secuenciadas para confirmar la presencia de la lesion deseada. Los productos derivados de la
reaccion de superposicion, fueron subclonados en los sitios Xbal y HindIll de pRK415 (Keen et al.,
1988) para su posterior conjugacion en la cepa DC1 (Davis, ef al., 1988).
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Tabla 1.2 oligonucleétidos.

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA FUENTE

FwmutD 5'-ACGCGTCGACCCCGCGCCGCCCGTGGCCAGGGTGRTG-3' Este trabajo
RvmutD 5-TCCCCCGGG ATCGATGGCGATGTCGAGGATGGACAA-3 Este trabajo
Fwmut2 5-CCGGAATTC ATCGATACCCTCCTGAACGCGCTGTGA-3' Este trabajo
Rvmut2 5-TCCCCCGGGCCCGTCAGGGTGAAGCGCACCGTG-3' Este trabajo
WTLA 5'-CCCAAGCTTTTGTCCATCCTCGACATCGCCCGTT-3' Este trabajo
WTL2 5-CCGGAATTCTCACAGCGCGTTCAGGAGGGTTTC-3' Este trabajo
ovri 5-ACATGCATGCTTCATCCTCGACATCGCCCGTT-3' Este trabajo
ovr2 5'-CCCAAGCTTTCACAGCGCGTTCAGGAGGGTTTC-3' Este trabajo
SOE1Rv 5-GTCGAAGGCCACCACCGACGTCCCCTCGAGCAGCAG-3' Este trabajo
SOE1Fw 5-CTGCTGCTCGAGGGGACGTCGGTGGTGGCCTTCGAC-3' Este trabajo
SOE2Rv 5-CACGAACGTCGCCTGCGCCGCGCCGCCCGTGCCCCG-3' Este trabajo
SOE2Fw 5-CGGGGCACGGGCGGCGCGGCGCAGGCGACGTTCGTG-3' Este trabajo
SOE3Rv 5'-CCCGGCATTCAGCGCCGCCGACCCCGCATTGCCGCT-3 Este trabajo
SOE3Fw 5-AGCGGCAATGCGGGGTCGGCGGCGCTGAATGCCGGG-3' Este trabajo
SOE4Rv 5'-CAGCGTCGAGGCATCGTAGGCCAGAGTGGCCGGGTC-3' Este trabajo
SOE4Fw 5'-GACCCGCCACTCTGGCCTACGATGCCTCGACGCTG-3' Este trabajo
SOESRv 5-GCCGTCGGCGGGGACCGCGCCCGGCAGGAAGCC-3' Este trabajo
SOESFw 5-CCGGGCGCGGTCCCCGCCGACGGCACGCTCACG-3' Este trabajo
SOE6Rv 5-GAAGCGCGCGCTGTCGGCCGCCTCGATCGTGACGCC-3' Este trabajo
SOE6Fw 5-GGCGTCACGATCGAGGCGGCCGACAGCGCGCGCTTC-3' Este trabajo
SOE7Rv 5'-CGCCGAGGCCACGCCGGCCGTGCCCGACAAGGTGAG-3' Este trabajo
SOE7Fw 5-CTCACCTTGTCGGGCACGGCCGGCGTGGCCTCGGCG-3' Este trabajo
SOEBRv 5-CGAGACCGGTGCGTCGGCCCCGTCGCTCACGCCCGC-3' Este trabajo
SOESFw 5-GCGGGCGTGAGCGACGGGGCCGACGCACCGGTCTCG-3' Este trabajo
SOE9Rv 5-GACGGGCGCGCCGGTGGTCGCCGCCAGTCCGAAGGC-3' Este trabajo
SOE9Fw 5-GCCTTCGGACTGGCGGCGACCACCGGCGCGCCCGTC-3' Este trabajo
SOE10Rv 5-GGCGAGCGTGCCCGTCAGGGAGGTGAGGTCCAGCGC-3' Este trabajo
SOE10Fw 5-GCGCTGGTCCTCACCTCCCTGACGGGCACGCTCGCC-3' Este trabajo

(Fw, sentido, Rv, antisentido®)
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Tabla 1.3 Temperaturas de reaccién de productos de PCR-SOEing

PRODUCTO  SEGMENTO Tm® CONCENTRACION (reaccién: 50ul) Tm?®/ SOEing

SOE-1 COOH 68.8°-89%/100pmol 67°/ 0.4 pmoliul
NH2 83%100pmol

SOE-2 COOH 60° /10pmol 64.5-65° /0.4pmol/
NH2 61.1° (+), 62.3(-), 88.4° (+), 70.9° (-) /100pmol

SOE-3 COOH 66.1°/10 pmol 66.3° /0.4pmoliul
NH2 65°/ 10pmol

SOE-4 COOH 70.8% 0.4pmol 85.3° /0.4pmoliul
NH2 73.5° /0.4pmol

SOE-5 COOH 70°/ 10pmol 68° /10pmol
NH2 70°/ 10pmol

SOE-6 COOH 69.8°/ 10pmol 65.8%/10pmol
NH2 69.8° / 10pmol

SOE-7 COOH 64° / 10pmol 69.8%/10pmol
NH2 64°/ 10pmol

SOE-8 COOH 69.8 / 10pmol 65.8°%/10pmol
NH2 69.8 / 10pmol

SOE-9 COOH 58°, 58.6° 60.1°, 61.8°, 84.6°, 72.1° /10pmol 64.6%10pmol
NH2 64.6°10pmol

SOE-10 COOH 60.1°, 61.8°, /10pmol 61.8°, /10pmol
NH2 58.6° /10pmol
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13.1 Clonacidn, sobre-expresion y purificacion de HAP1 Rs (His6)

La secuencia silvestre del gen flgKg, fue amplificada por PCR desde el plasmido pBG506A (Gonza-
lez-Pedrajo et al., 2002), utilizando los oligonucleo6tidos Ovrl y Ovr2. El producto de PCR fue sub-
clonado en los sitios Kpnl y HindlIll del plasmido de sobre-expresion pQE-30 (Qiagen). La cepa
M15/pREP4 (Qiagen) fue transformada con la construccion resultante OvrFlgK (M15pREP4)/pQE-
30 flgKrsWT). Un cultivo de 250ml de medio LB fue inoculado con 2ml de un precultivo crecido
por 16hrs (LB) en presencia de ampicilina (200mg/ml). Las células fueron crecidas a 37°C en agita-
cion vigorosa (250rpm), hasta alcanzar una densidad optica de 0.5 (DOggo). En ese punto, fue agre-
gado isopropil-p-D-tiogalactopiranosido (IPTG) en una concentraciéon final de 0.1mM vy el creci-
miento se mantuvo durante 2hrs a 25°C en agitacion vigorosa (250rpm), posteriormente las células
se cosecharon por centrifugacion (11,000g/5min). El paquete celular fue resuspendido en 5ml de
amortiguador de sonicacion (50mM NaH,PO,4, NaCl 500mM, 5SmM imidazol, 100mM PMSF). La
suspension de células fue lisada por sonicacion (Branson) e inmediatamente los detritos celulares
removidos por centrifugacion (15,000rpm/15min). El sobrenadante clarificado se recuper6 y se in-
cubo con 600ml de resina Ni-NTA — Agarosa (Qiagen) durante 2hrs a 4°C en agitacion moderada.
La resina cargada fue empacada en una columna de polipropileno y se lavd con 20 volimenes de
solucion amortiguadora de lavado (50mM NaH,;PO4, NaCl 500mM, 20mM imidazol, 10% glicerol).
HAP1-hise fue eluida en dos volumenes con solucion amortiguadora de elucion (50mM NaH,POy,
NaCl 500mM, 150mM imidazol, 10% glicerol). La elucion recuperada fue concentrada por centri-
fugacion (1216g/ 20min a 4°C) empleando un filtro Amicon de 30 kDa (Millipore, Bedford MA).
50ul de muestra de cada una de las eluciones: primer eluado, lavado 1-20mM imidazol, lavado 2-
20mM imidazol y elucion 150mM imidazol fueron precipitadas con el método de MetOH-
Cloroformo (Wessel & Flugge 1984). La pastilla de proteina precipitada fue resuspendida en 10ul
de solucion amortiguadora SDS- Laemli y posteriormente cargada en un gel de acrilamida 12.5%
SDS-PAGE, segun Laemli 1970. Las proteinas del perfil de elucion separadas por SDS-PAGE se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Trans Blot©, de 2mm (BioRad), empleando una ca-
mara de transferencia semiseca (Hoefer). Un ensayo de inmunolocalizacion tipo Western blot se
realizd con la membrana que contenia las proteinas transferidas, empelando un anticuerpo anti-
histidinas (India-His, Pearce), diluido 1:10,000 y revelado por quimioluminisencia (HRPcoupled
ECL-Amersham-Pharmacia).

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 51



* NI 1hr 2hr 3hf 4hr Shr NI 1hr 3hr 4hr 5hr 6hr

& 200kDa ' |
S B - 1365kDa - u

W136kDa .
- of -
: &

——

Fig 13.1-I:
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Sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante HAP1Rs(Hisg)

Panel A: SDS-PAGE 12%, tincién de Coomasie: JIM109, pQE-30 flgK-wr inducido durante5 hrs, (0.1mM IPTG). No
existe un incremento en el producto inducido en relacién al tiempo de induccion, Después de 3hr, la sintesis de la pro-
teina aparece constante (Panel B).
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Fig 13.1-11:

SDS-PAGE 12% Tincion de Coomasie: La resina Ni-NTA-agarose cargada con el extracto de IM109, pQE-30 flgK-wr
se lavd con 20 volumenes de amortiguador de lisis y 20mM imidazol; las fracciones de los lavados se colectaron en
grupos de 5 vols., y se precipitaron con MetOH- cloroformo. La proteina HAP1Rs(Hisg), se eluy6 con dos vols. de am-
ortiguador y 150mM imidazol. El primer eluado contiene la mayoria del producto protéico de interés

13.2 Purificacién por filtracion en gel de la proteina recombinante HAP1Rs(Hisg)

La elucién de la proteina HAP1Rrs(Hisg) se sometid a aun paso extra de purificacion por exclusion
molecular. Se empac6 en una columna de cromatografia EconoColumn© (BioRad) acoplada a un
colector de fracciones FC203B (Gilson) y a un lector dptico UV-1 optic unit (Pharmacia LKB) con
80 ml de Sephacryl-200 (Amersham Pharmacia). El perfil de elucion se graficé a través de un gra-
ficador Pharmacia- LKB REC 101, previamente calibrado utilizando una estandar de PBS/
BSA100mg/ml para ajustar el rango de absorcion/transmitancia a 280nm. La columna empacada
fue lavada repetidamente con 20 volumenes de agua destilada y filtrada (0.22mM/Millipore); poste-
riormente se equilibré con soluciéon amortiguadora de corrida: 500mM NaCl, 50mM NaH,PO4, 5%
glicerol. A la muestra concentrada (elucion de la columna de Ni-NTA-Agarosa) se le agrego 25%
de glicerol y se coloco en la columna para su separacion por gravedad. Un embudo con solucion
amortiguadora de corrida (500mM NaCl, 50mM NaH,PO4, 5% glicerol) se acopld a la columna
para incrementar el flujo de la fase mévil. Se colectaron cincuenta fracciones de 2ml, y se realizé un
perfil de elucion empleando una celda de cuarzo de Icm. Las fracciones se leyeron en un espectro-
fotoémetro UV160U Shimadzu (Tokyo), ajustado a 280nm, con el objetivo de incremetar la resolu-
cion del pico correspondiente a las fracciones que contenian la proteina recombinante purificada.
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De las fracciones con mayor absorbancia (16 y 17) se tomaron alicuotas de 100ml y se precipitaron
por el método de MetOH / cloroformo (Wessel & Flugge 1984). Las muestras precipitadas se re-
suspendieron en 15 ml de solucidon amortiguadora de carga SDS-PAGE y se corrieron en un gel
12.5% PAGE-SDS, seguin Laemli 1970 para corroborar la pureza de las muestras.

Perfil de Elucion HAP1 (Sephacryl S-200HR, Pharmacia)

P Fracciones 16 y 17 (max.) HAP1
0.030 ~
T Fra n28
0.025 *‘ \ Fracciones 33,34
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Fracciones (approx. 2ml c/u)

Fig 13.2-I:
Perfil de elucion de la filtracion por gel (Sephacryl-200HR, Pharmacia)de la proteina HAP1Rs(Hiss). El pico mayor
corresponde a las fracciones 16 y 17, con los valores de mayor absorbancia (280nm).
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Fig 13.2-I:

Gel de 12.5% SDS-PAGE, tincion de Coomasie. Panel A: Se corrieron 50uL de la proteina HAP1Rs(Hisg) concentrada
en un Amicon (30 kD), antes de ingresar a la columna de filtracion en gel. Panel B, las fracciones 16 y 17 colectadas de
la columna de Sephacryl-200, poseen la mayor absorbancia a 280nm.

13.3 Generacion de anticuerpos X—HAP1Rs(His,) de conejo

Con el objetivo de localizar a la proteina HAP1R&s en ensayos de secrecion o en otros experimentos,
se generaron anticuerpos a.-HAP1rs, empleando la proteina recombinante HAP1&rs(Hise) purificada
por filtracion molecular, como antigeno para generar anticuerpos policlonales. Las fracciones 16 y
17 resultante de la columna de filtracién por Sephacryl-200 (Amersham Pharmacia) se cuantifica-
ron a través de un ensayo espectrofotométrico segun Lowry et al., 1951. Se determin6 un total de
37mg para ambas fracciones. Anticuerpos policlonales a-HAP1&s fueron generados de acuerdo con
métodos estandarizados descritos en Harlow 1988. La siguiente metodologia resume brevemente el
procedimiento realizado

Preparacion del antigeno

Las fracciones 16 y 17 se mezclaron y se concentraron en 500ml empleando un filtro Amicon de
30kD (Millipore, Bedford MA). La solucidon de proteina recombinante HAP1rs(Hise) se dializo en
una membrana de 25kD en PBS pH 7.0. La solucién final se mezcld con 500ml de adyuvante com-
pleto de Freund y se homogenizé por 30min.

Recoleccion de suero preinmune y suero inmune.

Se emplearon dos conejos machos de 2kg (cepa Nueva Zelandia) para la produccion de anticuerpos.
Entre 10 y 15ml de suero preinmune se obtuvo de sangrados de la vena marginal de la oreja.

Los sangrados se incubaron a 37°C por lhr y para permitir la formacion del coagulo, y posterior-
mente se recuperaron los componentes solubles y se centrigufaron a 11,000g/4°C durante Smin. El
suero colectado se congel6 a -70°C hasta su uso.
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Inmunizacion de los conejos

Los conejos fueron inmunizados via intramuscular con 1ml del homogenado 37mg
Hap1rs(Hisg)/Adyuvante completo de Freund (1:1). Se realizd una segunda inmunizacidon con inter-
valo de dos semanas. La ultima inmunizacidn se realiz6 con la misma concentracion de proteina
HAP1R&s(Hisg)/adyuvante incompleto de Freund (1:1). El sangrado de los conejos se realizé después
de tres semanas desde la segunda inmunizacion. El antisuero se separo en alicuotas de 500ul y con-

gelod a -70°C hasta su uso posterior.

13.4 Analisis de secrecion e inmunolocalicazacion HAP1Rs

Se crecieron cultivos heterotroficos de las cepas DCflgKz-1 a DCflgKg-10, la cepa A2.6K, la cepa
complementante (DCI1+flgKr,WT), WS8 y DC1 (WS8-AflgKks), en las siguientes condiciones:
10ml de medio Sistrom, acido nicotinico, tiamina-HCL, biotina; las cepas exconjugantes se adicio-
naron con tetraciclina Img/ml y se incubaron a 200rpm, 30°C, durante 16hr. Se tomaron licuotas de
Iml del cultivo de células en suspension y se centrifugaron a 1,700 x g durante 1 min. El paquete
celular se resuspendi6 en 500ul de amortiguador de carga SDS-PAGE. Un gel SDS-PAGE 10% se
cargd conl0 ul. Los sobrenadantes resultantes se precipitaron por medio de MetOH/cloroformo
(Wessel & Flugge 1984). Las pastillas de las proteinas precipitadas fueron secadas por evaporacion
al vacio y resuspendidas en 50ul de amortiguador SDS-PAGE, un gel SDS-PAGE 10% se cargo
con 10 ul.

Una vez corridas la proteinas en SDS-PAGE segtin Laemli 1970, las proteinas fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa Trans Blot©, de 2mm (BioRad), empleando una camara de transfe-
rencia semiseca (Hoefer). La membrana con las proteinas transferidas se incubo con el antisuero o.-
HAPI1Rs en una diluciéon 1:10,000 durante 1hr. La membrana se lavo con 5 voliumenes de solucion
amortiguadora TTBS, y posteriormente se incubd con un anticuerpo secundario anti conejo acopla-
do a una peroxidasa de rabano (Amersham-Pharmacia), a una diluciéon 1:10,000 por lhr y se reveld
por quimio-luminisencia (HRPcoupled ECL-Amersham-Pharmacia).

13.5 Microscopia electréonica de transmision

Se crecieron cultivos heterotroficos de las cepas DCflgKz-1 a DCflgKr-10, la cepa A2.6K, la cepa
complementante (DCI1+flgKr,WT), WS8 y DC1 (WS8-AflgKks), en las siguientes condiciones:
10ml de medio Sistrom, acido nicotinico, tiamina-HCL, biotina; las cepas exconjugantes se adicio-
naron con tetraciclina 1mg/ml, 200 rpm, 30°C, hasta alcanzar una D.O. ¢ponm de 0.5. Se tomaron ali-
cuotas de Iml del cultivo de células en suspension y se centrifugaron a 16,000 x g, 4°C durante 1
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min. El paquete celular se lavé con 2 volimenes de amortiguador HEPES 10mM pH 7.0 y final-
mente se resuspendio en 100ul de amortiguador HEPES 10mM pH 7.0. 10ul de la suspension cellu-
lar se colocaron en rejillas de microscopia (Forvam©) recubiertas de carbon, previamente ionizadas.
Se utilizo una solucion de acetato de uranilo al 1% para contrastar negativamente las muestras de
las rejillas, después de 15 min. de secado la muestras se observaron a 120 KV en un microscopio
electronico de transmision JEOL1200EXII (JEOL-Ltd., Tokyo, Japon).

13.6 Ensayos de motilidad

Se crecieron cultivos heterotroficos de las cepas DCflgKz-1 a DCflgKg-10, la cepa A2.6K, la cepa
complementante (DCI1+flgKr,WT), WS8 y DC1 (WS8-AflgKks), en las siguientes condiciones:
10ml de medio Sistrom, acido nicotinico, tiamina-HCL, biotina; las cepas exconjugantes se adicio-
naron con tetraciclina Img/ml, los cultivos se mantuvieron en agitacion a 200 rpm y 30°C, hasta
alcanzar la fase estacionaria. Se tomaron alicuotas de 2ml del cultivo de células en suspension y se
colocaron en la superficie de cajas de cultivos celulares de 12 pozos (Constar-Corning) vaciando en
cada pozo 4ml de medio Sistrom sin caseina-aminoacidos, solucion de vitaminas y distintas concen-
traciones de agar (0.18, 0.19, 0.2, 0.22, 0.24, 0.26, 0.28 y 0.3%) n=6 para cada concentracion. Se
realizé un duplicado en paralelo con las mismas condiciones de cultivo, pero adicionado con Ficoll
400 (Sigma) en una concentracion final de 1.25mg/ml. Ambos grupos de cajas se incubaron en con-
diciones aerobicas a 30°C en la oscuridad. El desempefio de nado en “enjambre de células” (swar-
ming) se determiné por la capacidad de las células de moverse concéntricamente desde el punto de
inoculacion después de 48hr de incubacion. Los didmetros se determinaron a partir de fotografias
digitales (1.4 Mega pixeles) que fueron procesadas empleando Carnoy 2.0v (Schols, P. & E. Smets.
2001. Carnoy: analysis software for LM, SEM and TEM images. Leuven: distribuido por los auto-
res. http://www.carnoy.org). Las mediciones de los didmetros se transfirieron al programa Prism
4.1v, para su analisis estadistico.

13.7 Analsis de velocidad de nado y rastreo del patrén de nado.

Se crecieron cultivos heterotroficos de las cepas DCflgKz-1 a DCflgKg-10, la cepa A2.6K, la cepa
complementante (DCI1+flgKr,WT), WS8 y DC1 (WS8-AflgKks), en las siguientes condiciones:
10ml de medio Sistrom, acido nicotinico, tiamina-HCL, biotina; las cepas exconjugantes se adicio-
naron con tetraciclina 1mg/ml, los cultivos se mantuvieron en agitacion vigorosa 200 rpm a 30°C,
hasta alcanzar una D.Ogog entre 0.9-1.0. Se tomaron alicuotas de 2ml del cultivo de células en sus-
pension y se observaron en un microscopio de campo oscuro de alta intensidad (Olympus BH2).
Cada uno de los cultivos se filmaron empleando una videocamara digital CV-S3200 (JAI Corp. Ja-
pon). La senal de video se capturd en una videocamara digital DCR-TRV340 Handycam Hi-8 (SO-
NY Corp.). Segmentos de 5 seg. de video se transfirieron al programa de edicion de video: Imovie
6.0.3v. (Apple Computers). Los fragmentos de video elegidos (5 seg.) se comprimieron en un rango

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 56



de 15 cuadros/s y se almacenaron en formato .mov de (Quicktime 7.1.3v). Se grabaron y compri-
mieron archivos de video para las referencias de escala, empleando un porta objetos graduado para
calibrar las imagenes (Graticules Ltd. Tonbridge, UK). Cinco archivos de video para cada cepa fue-
ron analizados empleando la aplicacion de rastreo manual (manual tracking plug-in) del programa
ImageJ 1.3.2v (Fabrice Cordelicres, Institut Curie, Orsay; Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2008). Las medi-
ciones de las velocidades instantaneas se transfirieron al programa Prism 4.1v, para su analisis esta-
distico. La velocidad promedio analizada es el resultado de diez mediciones independientes por cul-
tivo de cada cepa. Se hicieron tres repeticiones de cada cultivo. La frecuencia de paro se calculo
como el numero de paros encontrados en un intervalo de 5 seg.

14.0 Resultados

Aislamiento y caracterizacion de la mutante DC1 (AflgKg;).

Antecedentes experimentales.

Previamente se habia observado que una mutacion por interrupcion en el alelo codificante para
HAP1R&s (fIgK) generaba células incapaces de sintetizar el filamento flagelar e incapaces de moverse
en agar semisolido 0.3% ,La cepa con la lesion (fIgK::aadA) se aislo interrumpiendo el alelo de
flgKRs en un sitio unico Clal ubicado a 1731pbs del inicio de la secuencia del gen fIgKrs (D. Casti-
llo tesis de licenciatura 2003), empleando un cassette no polar (aad4) que confiere resistencia a es-
pectinomicina (Metcalf y Wanner, 1993). Adicionalmente se aislé una cepa nula de fligKz, (DC1) a
partir de la mutante flgK::aadA, como se describe en los materiales y métodos. Esta tltima mutante
muestra un fenotipo Fla". El fenotipo Fla" se restablecio al complementarse con el alelo silvestre por
medio de una construccion en trans (pRK415+fIgKz,WT). En contraste no se observdé complemen-
tacion al introducir en la cepas mutantes flgK::aadA y DC1 (DflgKrs) la construccion A 2.6K que
carece de la region central de 860aa. Con el objetivo de comprender la participacion de la region
central no conservada de 860aa de HAP1&s se generaron remociones seriales de 300pbs en la region
central de fIgKg;. En la figura 14.0-IA se muestra un esquema de los segmentos removidos para
cada una de las 10 mutantes (DCflgKz,-1 a 10) obtenidas por Single Overlap Extension PCR (ver
materiales y métodos para mas detalles). Los sobrenadantes de las diez cepas mutantes se precipita-
ron con el método de MetOH-cloroformo (Wessel y Flugge 1984). El material precipitado y extrac-
tos celulares fueron analizados para localizar las proteinas mutantes HAP1rs por medio de inmuno-
localizacion tipo Western-blot. La figura 14.0-1 muestra la localizacion de HAP1&s revelado por
medio de anticuerpos policlonales a-HAPI1Rrs en la cepa silvestre WS8, la mutante complementada
DC1+ figKpsWT, y 9 de las 10 mutantes DCflgKg, mutantes (DCflgKg,-2 a 10). La masa molecular
aparente esperada de 123kDa fue observada para las HAP1g, expresadas por 9 de las mutantes. En
contraste con la masa molecular expresada por el alelo silveste de 136kDa.
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Fig 14.0-IA se muestra un esquema de los segmentos removidos para cada una de las 10 mutantes (DCflgKg,-1 a 10)
obtenidas por Single Overlap Extension PCR. Barra 100 aminoacidos.
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Fig14.0-I:
SDS-PAGE 10%, tincién de Coomasie. Los geles fueron cargados con muestras fracciones de los sobrenadantes (SN) y
extractos celulares (P) de pastillas celulares centrifugadas de cultivos en suspension. Las proteinas separadas se transfi-
rieron a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos anti-HAP1 g, (1.10,000), como se describe en ma-
teriales y métodos. Figura tomada de Castillo et al., 2009.
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La presencia de estructuras de gancho-filamento de cada una de estas cepas fue confirmada por mi-
croscopia electronica de transmision. La figura 14.0-11 (a y b) muestra a la cepa complementada al
igual que las nueve mutantes (DCflgKgs-2 a 10) que ensamblan una estructura gancho-filamento
similar a que se encuentra en la cepa Silvestre WS8. Cabe notar que los residuos 240-340
(DCflgKgs-1) parecen ser criticos para la estabilidad de HAP1z, debido a que la remocion de esta
region no permite su inmunodeteccion por anticuerpos a-HAP1g; en ninguna de las fracciones ce-

lulares o en las fracciones de los sobrenadantes extracelulares.

DCAgk=-6  DCfighs=7  DCAlgh=-B  DCAgKs-9  DCAgR=-10

W58 DC1 + figh=wT DCflgKa-2 DCAgK=-3  DCAgka-4 DCAgKe-5

50nm

Fig 14.0-1I a:

Micrografias electronicas de transmision. Los filamentos aislados de las mutantes DCflgKp, fueron tefiidos con una
solucion 1% de acetato de uranilo, y se observaron a 100kV. en un microscopio electronico de transmision JEOL-JEM-
1200EXII. Barra 50nm. No se aprecian diferencias significativas en las estructura de la interfase del gancho y el fila-

mento de las mutantes DCflgKy, y los controles. Figura tomada de Castillo et al., 2009.
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DCflgk-2 DCfigk-3 DCfigk-4 DCflgk-5 DCflgk-6

DCT + flgkWT DCflgk-7 DCflgk-8 DCflgk-9 DCflgk-10

Fig 14.0-11 b

14.1 Andlsis funcional de los alelos fIgK A

Se analizaron las velocidades y patron de nado en medio liquido de las células silvestres WS8, la
cepa complementante (DC1+fIgKg,WT), y nueve mutantes DCflgKg, que ensamblan la estructura
gancho-filamento. Las células WS8 nadan a una velocidad promedio de 59.6 wm/s, mientras que las
células de la mutante complementada (DC1+fIgKg,WT), nadan a una velocidad promedio de 30.7
um/s (ver Tabla 1.4). La diferencia de velocidades entre estas cepas control, entre la cepa WS8 y la
complementante, se puede deber al alto numero de copias de HAP1rs que posee el vector de com-
plementacion. Esto podria alterar la fisiologia de células e influir en el nimero de transcritos dispo-
nibles. La tabla 1.4 muestran que solo siete de las nueve mutantes DCflgKx, capaces de ensamblar
la interfase gancho-filamento, pueden nadar en medio liquido.

En comparacion con la cepa silvestre WS8, se detectd que todas las mutantes motiles muestras un
decremento en su velocidad. Un primer grupo de mutantes que incluyen DCflgK,-3 y DCflgKg,-8
muestran una velocidad promedio de 30.4um/s y 30.2 um/s respectivamente. Las mutantes
DCflgKgs-4, DCflgKs-9 and DCflgKgs-10 conforman el segundo grupo, que muestran una veloci-
dad promedio de 16.8 um/s, 22.7um/s and 27.7 um/s respectivamente. Finalmente un tercer grupo
incluye a DCflgKr-2 y DCflgKgs-7 que es incapaz de nadar a pesar de ensamblar filamento. Adi-
cionalmente se analizaron los patrones de nado por microscopia de campo oscuro de alta intensidad,
la mayoria de las mutantes mostraron patrones curvos y con un mayor niamero de eventos de re-
orientacion y/o paro. Este patron se denominé “tembloroso”. Las mutantes muestran una frecuencia
de paro de entre 1.6 a 3.6 paros/seg., calculados a partir de los fragmentos de 5 seg. de video. Esto
contrasta con las trayectorias y frecuencias de paro de la cepa silvestre y la cepa complementante
que oscilan entre 0.45 a 0.48 paros/seg. En la Fig 14.1-I a y b se muestran los patrones de nado re-
presentativos de las cepas silvestre WSS, la mutante complementada (DC1 +flgKg,WT), asi como
siete de las mutantes DCfIgK s que son capaces de nadar en medio liquido. La determinacion de las
velocidades y patrones de nado se describen ampliamente en la seccion de materiales y métodos.
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Tabla 1.4 Velocidades de nado y patrones de nado

CEPAS VELOCIDADES DE NADO (um/s) FENOTIPO (FLA) PATRON DE NADO
WSB8-N 596+28 + Normal
DC1 - - 2
DC1 + flgKkRsWT 30.7 £ 5.1 + Normal
A2.6K (A 856) - - B
DCflgKzs-1 - - -
DCflgKgrs-2 - + -
DCflgKzs-3 30473 + curvo/tembloroso
DCflgK=s-4 168+ 1.7 + “rizado”, muy
curvo / tembloroso
DCflgKzs-5 244+59 + curvo/tembloroso
DCflgKrs-6 195+ 42 + curvo/tembloroso
DCflgKrs-7 - + -
DCflgK=zs-8 30.2+ 32 + ligeramente curvo/
tembloroso
DCflgKzs-9 227+64 + ligeramente curvo/
tembloroso
DCflgKrs-10 27.7£0.5 + ligeramente curvo

Tesis Doctoral / D. Castillo /2009 61



DCfighns-3 DCfligKs-4

Fig 14.1-1a:

Trayectorias y patron de nado de varias mutantes DCflgKz, y cepas control, Imagenes de video capturadas a través de
un microscopio de campo oscuro. Se analizaron secuencias de 5seg de video digital, mediante la aplicacion de rastreo
manual (“manual tracking) de Imagen 1.3.2v. Diferentes magnificaciones se utilizaron para seguir la trayectoria mas
largas o rapidas. Las flechas indican el numero de paros con reorientacion en el intervalo de tiempo analizado.
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Fig 14.1-1b:

Trayectorias y patron de nado de varias mutantes DCflgKz, y WS8. En lo paneles superiones se muestran las cepas que
presentan un nado con trayectorias “temblorosas”: DCflgKx, -3, 5, 6, 8, 9 y10. En los paneles inferiores se muestra el
patron de nado de la cepa DCflgKx, -4 que se comporta preferentemente en trayectorias circulares. La tayectoria de na-
do de WS8 (cepa silvestre), se muestra al costado de la segunda serie. Las flechas indican eventos de paro y reorienta-
cion.
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Debido a que no todas las mutantes que sintetizan estructuras gancho-filamento son capaces de na-
dar en medio liquidos, se analizo el nado en superficies semisélidas o “swarming” (nado en enjam-
bre) de nueve mutantes DCflgKg, Se prepararon placas de agar semiso6lido en presencia y ausencia
de Ficoll 400 (1.25 mg/ml), incrementando su concentracion de 0.18 a 0.3%. Bajo estas condiciones
las cepas mutantes también se pueden agrupas en tres categorias: La cepa silvestre WS8 y la cepa
complementada (DC1+fIgKz,WT) se utilizaron como controles. El primer grupo incluye DCflgKg,-
4, DCflgKgs-5, y DCflgKgs-10. Estas cepas muestran un decremento lineal en la capacidad de
“swarming” mientras aumenta la concentracion de agar, independientemente de la presencia de Fi-
coll 400. La Fig 14.1-II muestra el desempefio de nado en superficies semisélidas de las mutantes
que despliegan los comportamientos de nado més sesgados o andmalos en comparacion a los en-
contrados en los controles en la cepa Silvestre WS8 o en la cepa DC1+flgKg, WT.

El segundo grupo incluye a las mutantes DCflgKg,-2, DCflgKgs-6 y DCflgKgs-8 que mejoran mode-
radamente su capacidad de nado en presencia de Ficoll 400. El Gltimo grupo incluye a las mutantes
DCflgKgs-3, DCflgKrs-7 y DCflgKrs-9 que muestran un incremento sustancial en su capacidad de
nado en presencia de Ficoll 400. El efecto mas dramatico se observo para DCflgKg,-7. Esta cepa
forma un anillo de nado mas reducido en cualquiera de las concentraciones probadas, correlaciona
con el hecho que es incapaz de moverse en medios liquidos (ver tabla 1.4 y Fig 14.1-II). Adicio-
nalmente DCflgKz-3 y DCflgKgs-9 mostraron un anillo de nado mas grande en la concentracion
mas baja probada 0.18%. Cabe notar que en las condiciones de 0.22% de agar y presencia de Ficoll
400, estan también asociado con el mayor didmetro de nado observado para DCflgKg,-7. A 0.19%
de agar, las capacidades de nado para DCflgKz,-3 y DCflgKzs-9 caen abruptamente. En contraste
con los maximos observados para estas cepas donde mejor se desempefian (0.18% y 0.20% agar),
que podrian representar las mejores condiciones de “humedabilidad” que permiten el nado en estés
cepas. (Wang et al., 2005; Chen, et al., 2007). Otra posibilidad que podria explicar la expansion en
el anillo de nado a bajas concentraciones de agar (0.18%) puede ser que, en las mutantes las propie-
dades mecanicas del filamento estan comprometidas y se podria esperar que concentraciones bajas
de agar representaran condiciones menos astringentes y mas favorables para el nado. De acuerdo
con esta idea, se ha reportado que las mutantes con sustituciones puntuales en HAP3g, (FlgL), son

capaces de desplazarse en concentraciones de agar del 0.16% pero no en 0.28% (Fahrner, ef al.,
1994).
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Diameter (cm)

Fig 14.1-11
Desempeiio del nado en superficies semisélidas de varias mutantes DCflgKg, y controles, en placas de agar suave en
presencia y ausencia de Ficoll 400 (1.25mg/ml). El diametro de nado de cada mutante se registré en cada una de las
condiciones probadas (n=6). Circulos abiertos: agar, circulos cerrados: agar + Ficoll 400, (ver materiales y métodos). El
diametro de nado para la WS8 decrece linealmente de 0.18 a 0.3% de agar + Ficoll 400. WSS tiene un didmetro prome-
dio de 1.79 + 0.049 cm para 0.18% y 0.9 + 0.004 cm en agar 0.3%, cuando se adiciona Ficoll 400: 1.77 £ 0.026 cm y de
0.92 + 0.02 cm, respectivamente. Para DC1 (agar suave), los diametros promedios fueron: 0.42 + 0.007 cm para 0.18%
y 0.39 + 0.008 en 0.3%, respectivamente; en presencia de Ficoll 400 los diametros fueron: 0.58 = 0.025 y 0.27 + 0.0008
para 0.18% y 0.3%. Para la mutante DC1 + flgKwr (agar suave), los diametros fueron: 1.02 + 0.044 cm en 0.18% y 0.37
+ 0.011 en 0.3%; al agregar Ficoll, los diametros fueronde 1.67 = 0.007 cm y 0.69 £ 0.01 cm, respectivamente. (Grafi-
cas relizadas en Plot 0.997; Figura tomada de Castillo et al., 2009).
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15.0 Discusion

15.1 Caracteristicas generales de la region central de HAP1Rs

HAP1 g muestra una importante similitud con los extremos N- y C-terminales de proteinas HAP1
de varias especies bacterianas, solo un nimero limitado de especies bacterianas poseen una proteina
HAPI1 tan grande. Algunas cepas de R. sphaeroides también muestran un alto grado de identidad
con la proteina descrita en este trabajo: HAP1g, 2.4.1 (99% identidad), HAP1z, ATCC17029 (98%
identidad), HAP1z, ATCC17028 (71% 1identidad). También se encontré otras especies de o-
proteobacterias que poseen proteinas HAP1 similares en longitud pero con un menor grado de si-
militud con HAP1z, como son : Roseovarious sp. TM 1035 (41% identidad), Loktanella vesfolden-
sis SKAS3 (32% i1dentidad) y Octadecabacter antarcticus 307 (31% identidad).

Las mayores diferencias entre estas secuencias ocurren en la region central de HAP1Rs. Una bus-
queda por medio de BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de la region central de HAP1g;
que incluye los residuos 640 a 880 (correspondiente a las secuencias removidas en las mutantes
DCflgKrs-5 y DCflgKgs-6) muestra que estos segmentos son similares a regiones centrales variables
de varias flagelinas: Shewanella sp. MR-4 (38% identidad), Nitrosococcus oceani ATCC 19707
(35% 1dentidad), Verminephobacter eisenie EF01-2 (34%), R. sphaeroides ATCC 17025 (34%
identidad), Marinobacter aquaeolei VT8 (33% identidad), FliC-B Shewanella benthica KT99,
(33% 1dentidad), Azoarcus sp. BH72 (32% identidad), Acidovorax aveane subsp. avenae (32%
identidad), Acidovorax avenae subsp. citrulli AACO00-1 (31% identidad) y Marinobacter algicola
DG893 (30% identidad). Una caracteristica interesante de F1iC de Acidovorax avenae es que esta
proteina se encuentra asociada a mecanismos de invasividad en algunas gramineas de importancia
econdmica, entre ellas el arroz, trigo, avena y algunos citricos. (Takakura et al., 2008). Debido a
que la region central de HAP1g, muestra una similitud significativa con flagelinas de multiples es-
pecies de microorganismos, es posible que algunas caracteristicas estructurales de la flagelina pue-
dan estar compartidas con la region central de HAP 1g;.
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15.2 Analisis estructural de HAP1,,

La estructura tridimensional de la flagelina de S. typhimurium (PDB 1UCU) muestra cuatro domi-
nios globulares caracteristicos denominados: D0, D1, D2 (con subdominios D2a y D2b) y el domi-
nio D3 (Mimori, Yamashita et al., 1995). DO forma el ntcleo interior del filamento, D1 forma el
nucleo exterior los dominios D2 y D3 se proyectan en forma de picaporte sobre la superficie del
filamento (Samatey, Imada et al., 2000; Samatey, Imada et al., 2001). D3 es el dominio en donde la
mayoria de las secuencias centrales se encuentran localizadas (Mimori-Kiyosue, Yamashita et al.,
1998). DO y los extremos N- y C- terminales de D1 se encuentran altamente conservadas en varias
especies bacterianas. Dichos extremos estan involucrados en la exportacioén de las subunidades fla-
gelares y durante el ensamblaje del filamento. (Aizawa, et al., 1990; Mimori-Kiyosue, et al., 1997;
Yonekura, et al., 2000; Yonekura, et al., 2002; Gal, et al., 2006). Estudios con las flagelinas de di-
ferentes bacterias, sugieren que las secuencias centrales (D3), no son esenciales para el ensamblaje
de la estructura del filamento (Kuwajima 1988; Scharf et al., 2001); sin embargo la region central
es importante para la motilidad, como el analisis de diferentes mutantes en la flagelina de S. typ-
himurium ha demostrado previamente: reducciones variables y diferentes diametros de nado se ob-
servaron en distintas mutantes donde se removieron varios residuos hidrofobicos de los dominios
D2 y D3 (Malapaka, et al., 2007). Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el
segmento de 640aa a 880aa de la region central de HAP1g, comparte con la region central de la fla-
gelina (F1iCSY) la propiedad de no ser esencial para el ensamblaje del filamento pero si afecta su la
motilidad.

15.3 Organizaciéon modular de HAP1,

Las peculiaridades estructurales de la region central de HAP1g; no s6lo se encuentran en su tamafio
sino en su arreglo interno, la busqueda de repeticiones internas en HAP1g, se realizé utilizando
SMART (Schultz, Milpetz et al., 1998) (Simple Modular Architecture Research Tool
http://smart.embl-heildelberg.de/). Con este algoritmo se detecté que una secuencia ubicada entre
los residuos 1047 a 1109, es similar a una ubicada en el extremo N-terminal entre los residuos 959 a
1021. Utilizando estos motivos se realizo una busqueda en BLAST y se encontr6 que otra region de
HAP1g, (residuos 203 a 264) también son similares a los segmentos descritos anteriormente. Esto
podria sugerir que esta secuencia pudo haberse insertado repetitivamente o duplicado, dando origen
el dominio interno del linaje de HAP1g; .
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Fig 15.3-I:

Esquema de la organizacion mudular de HAPI1g,.: El andlisis de arquitectura de dominios a través de SMART
(http://smart.embl-heildelberg.de/), pudo identificar en HAP1g,, segmentos con motivos caracteristicos de familias de
proteinas (Pfam), repeticiones (RPT) y homologias no tan evidentes con otras proteias axiales de flagelo: Los extremos
N y C de la proteina (cajas grises), muestran una similitud con otras proteinas HAP’s y componentes del eje: (4 a 34,
valor e:1.2e-05 y 1324-1362, valor e: 4.08-15). La caja marrén (69 a 334) posee una estructura similar a el cristal de la
proteina HAP1 de Salmonella typhimurium (valor e: 3.0 e-10). Las cajas grises pequefias sefialan un arreglo similar a
las flagelinas: 511 a 564, (valor e: 1.10e-07), 693 a 740 (valor e: 1.50e-08) y 745 a 802 (valor e: 1.60e-08). Las cajas
azules representan secuencias repetidas: 959 a 1021 (valor e:3.91e-07) y 1047 a 1109 (valor e: 3.91e-07).

15.4 Caracteristicas estructurales y funcionales del dominio central de HAP1,..

Al introducir la construccion DCflgKg,-1, en la cepa DC1 (AflgKk;) el fenotipo encontrado es Fla’,
incapaz de nadar. Este fenotipo puede explicarse ya que la construccion carece de los residuos 240-
340, la cual genera un producto inestable propenso a la degradacion. El uso de anticuerpos policlo-
nales a-HAPIRs fall6 en detectar la presencia del producto correspondiente expresado desde
DCflgKgs-1, en las fracciones probadas (e.g. extractos celulares totales y sobrenadante precipitados
con metanol-cloroformo). Las velocidades de nado que se obtuvieron por rastreo de las células en
las mutantes DCflgKg, revelaron que algunas de las mutantes fueron capaces de nadar tan bien co-
mo el control, mientras que otras muestran velocidades de nado variables. En particular las cepas
DCflgKgrs-2 v DCflgKgs-7 son incapaces de nadar en medios liquidos. El resto de las mutantes
muestran velocidades promedio de nado de entre 16.8 y 30.4 um/s asi como trayectorias que varian
en patron y frecuencia de paro. Esta variabilidad en la respuesta podria reflejar la capacidad de cada
mutante en controlar la traccion ejercida sobre la interfase gancho-filamento de R. sphaeroides ge-
nerada por la rotacién del motor. En trabajos anteriores con bacterias entéricas se ha identificado
que mutaciones puntuales en HAP3s, (Argl68Cys) alteran la capacidad del filamento en controlar
las transiciones mecanicas durante la rotacion (Fahrner, ef al., 1994). En el caso de HAP1z,, la mo-
dulacién de la transmision de la torca podria estar coordinada por varios segmentos con propiedades
mecanicas igualmente puntuales. De acuerdo con los resultados obtenidos, es posible que las carac-
teristicas funcionales de HAP1g, se distribuyen de manera modular a lo largo del estrecho estudia-
do. La habilidad de nadar en medios semisolidos (“swarming”) también se caracterizo en presencia
de Ficoll 400. Este polisacarido fue seleccionado debido a que podria incrementar la estabilidad de
HAP1g;, ya que se ha reportado con anterioridad que puede incrementar la “agregacion molecular”,
que también tiene un efecto positivo en la estabilidad de algunas proteinas mutantes (Stagg, et al.,
2007). Adicionalmente puede contribuir a estabilizar a HAP1g, durante la rotacion flagelar. Las mu-
tantes que incrementaron su habilidad de nado en medio semiso6lido en presencia de Ficoll 400 son
DCflgKgs-3, DCflgKgs-7 y DCflgKgs-9. Es posible que en estos casos los segmentos 440 a 540, 840
a 940, y 1040 a 1140, pudieran tener un profundo efecto en la estabilidad de HAP1g, durante la ro-
tacion flagelar, que podria ser compensado con la presencia del Ficoll 400. En contraparte, otras
mutantes no se ven afectadas severamente en esta modalidad de nado (DCfIgKRs-5, 8 y 9). En este
caso los segmentos 640 a 740, 940 a 1040 y 1040 a 1140 afectan el desempefio de HAP1g; en me-

nor grado.
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15.5 Origen de la organizaién modular de HAP1..

La region de 640-880 aminoacidos podria representar un segmento e insercion de una posible flage-
lina de origen gama que pudo adquirirse por transferencia horizontal. Como se observa en la Fig
15.5-1, el modelamiento in silico (Robetta, http://robetta.bakerlab.org/) de HAP1g,, muestra que di-
cha region mantiene una organizacion estructural muy similar a los dominios D1, D2 y D3 mas ex-
puestos y variables de la flagelina de S. typhimurium, constituidos principalmente por aminoacidos
hidrofobicos (ver Figl5.5-I), cuyo papel aparentemente, esta relacionado con la capacidad de mo-

verse en medios mas densos (Malapaka et al., 2007).

-
=
-]
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Fig15.5-I:
Modelo de HAP1g, construido mediante Robetta, http://robetta.bakerlab.org/. El modelo de la posible estructura crista-
lografica de ésta proteina tiene una estructura muy similar con el cristal de F1iC St. Los segmentos que se identificaron
en HAP1g, mediante el analsis de arquitectura de dominios, siguieren que la organizacion estructural de los segmentos
centrales de HAP1g,, pueden tener un plegamiento similar al encontrado en los dominios D1, D2 y D3 de la flagelina de

Salmonella typhimurium.
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En el linaje de las Roseobacterias existen por lo menos cuatro géneros donde se han reportado se-
cuencias de HAP1 con un tamafo y organizacion similar: Roseobacter sp., Loktanella vestfoldensis,
Octadedocabacter antarticus y por supuesto Rhodobacter sphaeroides. Los habitats de estos géne-
ros también se encuentra estrechamente asociados a ambientes marinos y/o acuaticos salinos, lo que
hace probable que la historia biogeografica de estas especies se encuentre ligada a condiciones
cambiantes tanto en la disponibilidad de nutrientes como en las condiciones que deben sortear para
encontrarlos. Por lo tanto, es posible que compartan multiples rasgos funcionales en sus mecanis-
mos de motilidad, ya que hay muchas bacterias marinas como Silicibacter sp., que poseen genes
flagelares estructurales con una organizaciéon muy similar a R.sphaeroides (R. Belas, comunicacion
personal). Recientemente se ha demostrado que R.sphaeroides posee un a copia funcional de genes
flagelares, que bajo ciertas condiciones son capaces de expresarse. El origen de este juego de genes
proviene del grupo de las a-protebacterias a diferencia del juego flagelar que usualmente se expresa
sin dificultad en condiciones estandar de laboratorio, cuyo origen es de y-proteobacterias (Poggio et
al., 2007). La posible insercion encontrada en la secuencia de fIlgKRs abre la posibilidad de que el
genoma de estos microorganismos es mucho mas dindmico y posiblemente se han expuesto a inter-
cambio genético con mucha mas frecuencia y han incorporado con relativa facilidad multiples ge-
nes. La posible insercion de una flagelina en fIgKRs, sugeriria la posibilidad en encontrar otros
eventos de integracion de proteinas estructurales en otros genes de R. sphaeroides. Como se obser-
va en la Fig. 15.5-11, el analisis filogenético (distancia) de la secuencia interna de 640-880aa, agru-
pa a este segmento con otras flagelinas de S. typhimurium (y-proteobacteria). Sin embargo a nivel
de la secuencia primaria de HAP1g,, ha sido dificil identificar las posibles secuencias de insercion
que evidenciarian los mecanismos de integracion de DNA externo dentro de genes de Rhodobacter
sphaeroides.
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Fig. 15.5-11

Analsis filogenético de distancia. Se realizé un alineamiento multiple mediante CLUSTAL-W, entre HAP1;., el seg-
mento 640-880aa de HAP1, y varias secuencias de otras HAP-1 y flagelinas de diferentes especies. La matriz del ali-
neamiento se utilizd para realizar un andisis filogenético de distancia mediante PHYLIP 3.68v
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). La matriz de distancia y los dendrogramas se visualizé y edit6
en TreeViewX (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). En el panel A se muestra el dendrograma de
distancia entre HAP1Rs (R. sphaeroides WS8 FlgK) y otras proteinas HAP1, donde se agrupa entre otras Rhodobacters.
En el panel B el segmento de 640-880aa de HAP1,,. se agrupa la secuencia del cristal F41 de la flagelina de S. typhimu-
rium.
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15.6 Proteinas axiales y su posible evolucion

Aparentemente las proteinas del gancho (FIgE) y las cuatro proteinas del eje (FlgB,C,F y G) son
duplicaciones de una proteina axial ancestral. (Pallen et al., 2005; Liu y Ochman, 2007), algunas de
las caracteristicas que correlacionan la estructura y funcidon se han descrito en trabajos anteriores
(Homma et al., 1990; Homma et al., 1990; Samatey et al., 2000, 2001, 2004).

Si bien la filogenia se espera que correlacione bien entre la similitud de secuencia, en este punto es
algo debatible ya que los componentes axiales adyacentes poseen una relativa similitud en su fun-
cion estructural y secuencia. Es posible que las proteinas adaptadoras como FIgG, (entre el eje y el
gancho) FIgK, y L (entre el gancho y el filamento), se originaron posteriormente a la duplicacion o
diferenciacion de componentes mayores como el gancho y filamento, debido a que a partir de que
tales proteinas comenzaron a especializarse en funciones particulares, el desacoplamiento entre las
subunidades seria algo problematico que limitaria la diversificacion de funciones.

Sin embargo la duplicacion y modificacion de un ancestro de origen a partir del gancho y flagelina
podria haber desencadenado la generacion de otras proteinas adaptadores que permitiera la co-
nexion y diversificacion de los diferentes segmentos. Este mecanismo de ultra especializacion o
“subfuncionalidad” proteica (Lynch et al., 2001) podria explicar la diversificacion de otras protei-
nas axiales, como el gancho, las proteinas asociadas al gancho (HAP’s) y otras proteinas requeridas
durante la biogénesis flagelar como FlgD ( chaperona del gancho), HAP2 (proteina de coronaciéon y
chaperona axial de las flagelinas). Del mismo modo ocurre con el nimero de proteinas que existen
en el eje (FlgB, C y F), pero quizas tengan alguna relacion con puntos de control durante el ensam-
blaje, entre ellos el de acoplar a los anillos L y P. Asi mismo tampoco se conoce con claridad como
se determind el tamafio de cada una de los segmentos funcionales ( e.g. gancho y filamento), y por
que hay tan pocas subunidades de proteinas adaptadoras HAP1 y HAP3 (aproximadamente 12 mo-
noémeros por vuelta) en comparacion a las estructuras mayores como el gancho y filamento, éste
ultimo compuesto de 30 a 60, 000 subunidades. Todos estos componentes se encuentran altamente
conservados en muchos linajes bacterianos, posiblemente debido a la dependencia de sus interac-
ciones. En sistemas homoélogos, como en los sistemas de virulencia, que utilizan el sistema de ex-
portacion tipo III, no existen proteinas homologas al eje, (Blocker et al., 2003); a pesar de ello el
Pili, comparte similitud con otras proteinas axiales (Aizawa, 2001; Blocker et al., 2003; Cordes et
al., 2003), por lo tanto el ensamblaje de los anillos L y P podria ser una innovacion reciente. Otras
proteinas axiales como FliE, que funciona como un adaptador entre los componentes basales de el
eje (FlgB) y FliF (del anillo M-S), probablemente aparecieron recientemente, quizas a partir de la
adquisicion de la motilidad, favoreciendo la interaccion entre simetrias diferentes entre FIiF y el eje.
FIiE (11kDa) se exporta a través del sistema de secrecion tipo 111 y no por la via Sec, lo que podria
sugerir que el ancestro de FIiE era parte de un “proto-eje”.
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La proteina de coronacion del gancho (FlgD) probablemente se origind como un duplicado de una
proteina de coronacion del eje (FlgJ) de la misma forma como se gener6 la divergencia entre las
HAP’s; sin embargo en la jerarquia de ensamblaje FlgD estda mucho mas distante a la secrecion que
Flgl. En bacterias entéricas FlgJ posee un dominio de muramidasa en el extremo C-termnial ademas
del dominio de interaccion con proteinas distales del eje, ubicado en su extremo N-terminal. Este
dominio de muramidasa posee homologia con otras muramidasas y probablemente se adicion6 para
dar velocidad al ensamblaje del flagelo. Posiblemente sea una incorporacion reciente, debido a que
la actividad de muramidasa no es absolutamente necesaria para el ensamblaje del flagelo, debido a
que la estructura naciente del eje puede por probabilidad encontrar un hueco adecuado en la capa de
peptidoglicados (Hirano et al., 2001). Recientemente se ha identificado que algunas bacterias no
poseen el dominio de muramidasa incorporado a Flg]. Como es el caso de las Gram-positivas
(Hirano et al., 2001) y en Rhodobacter sphaeroides (de la Mora et al., 2007).

15.7 Propiedades hidrodinamicas de las HAP’s : {moduladores del estrés
mecanico?

Existen muy pocas aproximaciones hidromecanicas que puedan caracterizar la funcion del flagelo y
particularmente de HAP1 asi como de HAP3, de forma dindmica. Las HAP’s tienen multiples
funciones en diferentes estadios de la biogénesis flagelar. La primera de ellas y la més evidente es
la de generar una conexion entre diferentes tipos de proteinas axiales (gancho y filamento). Otra
funcion, es la de transmistir la torca (o fuerza de arrastre) hacia el extremo distal del filamento, y de
modular el estrés mecanico generado por los cambios en la direccion de rotacion (sea la inversion
del sentido de rotacion como en los modelos de S. #yphimurium o en el freno de R. sphaeroides) o
en las transiciones morfologicas del filamento. En la diversas especies donde se ha caracterizado el
flagelo, se pueden encontrar divergencias en los mecanismos de desplazamiento. El papel que debe
jugar las HAPs puede ser el de funcionar como un soporte mecanico para la transicion
conformacional de las subunidades de flagelina que se ensamblan en su extremo distal.

15.8 Funcion de las HAP’s en el desempeno mecanico del filamento

En mutantes de flgL (S. typhimurim) que codifica para HAP3 donde hay una sustitucion puntual de
una cisteina por una arginina en la posicion 168, afecta la movilidad, debido a que el filamento su-
fre de transformaciones dramaticas en el arreglo de sus subunidades. Estos cambios son inducidos
por la torsién generada por la rotacion del filameto (Fahrner ez al., 1994). Esto implica que una de
las funciones de las HAP’s es la de mantener estable la forma de la estructura del filamento bajo
una carga de torsion que posiblemente dependa en parte de las proteinas a la que el filamento esta
anclado en su base.
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Bajo diferentes condiciones de salinidad, pH, temperatura, solventes y cargas eléctricas, entre otras,
el filamento sufre cambios en su estructura cuaternaria (Shah et al,., 2000; Scharf 2002). Los proto-
filamentos de una cierta forma tienen una torsion caracteristica, (el angulo en relacion al eje heli-
coidal), una torsion negativa genera un filamento siniestro (transicion L) mientras que la orientacion
contraria genera un filamento diestro (transiciéon R) (Namba y Vondervitz 1989, Samatey et al.,
2001). La prediccién a partir de este modelo, es que aplicando una torsion en un sentido positivo
(R) o negativo (L) el filamento debe adquirir una conformacion o quiralidad en el sentido de la
aplicacion de la fuerza. Ya que el filamento debe someterse a un intenso movimiento, los cambios
conformaciones que experimenta no deben de ser los suficientemente dramaticos como para perder
su arreglo hidrodinamico o romper la estructura. La funcién de las HAP’s no sélo seria critica du-
rante el ensamblaje del filamento sino también para proveer una base rigida al filamento, permitien-
do una cierta movilidad de las subunidades del gancho; esto implicaria una deformacion eléstica a
nivel de estas proteinas (Fahrner ef al, 1994). El eje y el gancho parecen ser capaces de mantener
una union sin la asistencia de otras proteinas. Sin embargo parece que este principio no se puede
aplicar entre las proteinas del gancho y el filamento. La razon de esta diferencia no es clara, consi-
derando que la unién del eje y el gancho debe de soportar una torsion y carga lateral en apariencia
mayor que la union entre el gancho y el filamento. (Onhishi ef al., 1994). A partir de los anteceden-
tes de la biogénesis flagelar, FlgD es una proteina de coronacion que se encuentra en el extremo
distal del gancho en formacién y su papel es anélogo al de FliD (HAP2), durante la fase de elonga-
cion del filamento. Aparentemente la sustitucion de FlgD por HAP1 (FIgK) y HAP3 (FIgL) se debe
a que la funcién de las HAP’s es incompatible con la realizada por FlgD.

15.9 Dinamica de las transiciones polimérficas del filamento

A la clasificacion que existe de patrones de flagelacion en bacterias: monotricos (un solo flagelo),
peritricos (multiples flagelos en toda la superficie celular), lofotricos (varios flagelos en un polo ce-
lular), anfitricos (multiples flagelos en ambos polos); hay que agregar la que Leifson en 1960, des-
arrollé6 como una clasificacion morfologica para setenta distintos tipos de filamentos flagelares ca-
racterizados hasta entonces, que se pueden agrupar en siete tipos: “normal”, “curvo”, “enrollado”,
“semi enrollado™, de “corta amplitud”, “recto” y “ondulante”. A pesar que conocia que el flagelo es
un filamento helicoidal, no poseia los medios para identificar su amplitud y longitud de onda. En
los 70°s Shimada et al. pudieron determinar, empleando microscopia de campo oscuro, que en rea-
lidad la forma helicoidal de los filamentos “normales” tiene una orientacion izquierda (L) y los fi-
lamentos curvos una derecha (R). Hotani en 1982 observd que los filamentos con una orientacion
helicoidal izquierda (L) pueden alternar con dos estados de orientacion derecha : semi enrollados o
rizados. Cuando los filamentos de S. typhimurium eran fijados por un extremo en un portaobjetos y
eran sometidos a un flujo constante con una velocidad de 1mm/s (aproximadamente una longitud de
onda por segundo) con una solucion de metilcelulosa, los flagelos mostraban transformaciones
quirales periddicas a lo largo del filamento. El filamento con una helicidad hacia la izquierda
desarrollaba un dominio en su extremo distal que se orientaba hacia la derecha. Una vez que una
fraccion significativa de la hélice se encuentra en un estado, el extremo distal retornaba a su
orientacién izquierda mientras que el dominio en orientacion derecha se desplazaba hacia el
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extremo basal desapareciendo una vez alcanzado su extremo. Estos experimentos clasicos sobre la
torsion del filamento demostraron que en el flagelo de Salmonella typhimurium las transiciones de
flagelina en estado “L” o en estado “R” (Vonderviszt ef al., 2001, Samatey et al., 2001) las precede
un cambio en la direccion de la rotacion y una carga torsional que es transmitida a lo largo del
filamento de forma periddica (Coombs et al, 2002; Kim et al, 2005). Otras evidencias mas
recientes han logrado determinar que las transiciones observadas por Hotani poseen una secuencia
mas compleja y podrian ser caracteristicas de cada especie, o del tipo de flagelina con la que se
ensamble:

Las dos formas helicoidales son inter-convertibles manipulando diferentes condiciones ambientales
como cargas eléctricas, pH, salinidad, etc. (Armitage y Macnab 1987; Armitage et al., 1999; Shah
et al., 2000, Scharf 2002). La transiciones polimorficas se pueden determinar observando la perio-
dicidad de su onda, la amplitud y la direccidon que la hélice adquiere (Kudo et al., 1990). A partir de
estos parametros se generaron dos modelos que predicen algunos de los comportamientos hidrodi-
namicos de los filamentos flagelares: el modelo de Asakura (1970) y el modelo de Calladine
(1975). Ambos modelos consideran la “torsiéon” (T, no se confundan con torca) y curvatura (k) de
un “tubo” con 11 protofilamentos para predecir el comportamiento del flagelo. A partir de estos pa-
rdmetros y con la comparacion de las flagelinas bacterianas se ha planteado una reclasificacion fun-
cional (Fujii et al., 2008): los flagelos peritricos de E. coli, Erwinia carotovora, Yersinia enterocoli-
tica, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, y Enterococcus faecalis pertenecen a la familia “I” con
transiciones de “normal” > “enrollado” > “curvo”.

En Idiomarina loihiensis, Pseudomonas aeuriginosa, Pseudomonas, syringae, Xanthomonas axo-
podis, Vibrio parahemolyticus (polares), Bradyrhizobium japonicum (polares) y Azospirillum brasi-
lense (polares), se clasifican en la familia “II” con transiciones : “semi normal” > “enrollado” >
“semienrrollado” >“curvo”.

Vibrio parahemolyticus (laterales), Bradyrhizobium japonicum (laterales) y Azospirillum brasilense
(laterales) se clasifican en la familia “III” con transiciones “normal”/ “seminormal” >“curvo”.

Sinorhizobium meliloti, Rhodobacter sphaeroides, Caulobacter crescentus son una excepcion de-
bido a que presentan variaciones particulares. S. meliloti tiene un amplio repertorio: “normal”>
“semi normal” > “semi enrollado” >“enrollado” >*“curvo”; mientras que R. sphaeroides: “enrolla-
do”> “L-curvo” o con curvatura izquierda > y “curvo”, mientras que Caulobacter solo posee un
conformacién “curva”.

El analisis de las secuencias de las flagelinas de estas bacterias no sefiala nada concluyente respecto
a la composicion de los aminoacidos que podrian estar involucrados en determinar las transiciones
del filamento; sin embargo es evidente que a reserva de algunas excepciones, las familias (I, IT y I1I)
se agrupan en divisiones taxonomicas I: y-proteobacterias; II: y-proteobacterias y a-proteobacterias;
III: a-proteobacterias. Asi mismo las flagelinas de la familia III, conservan poca similitud con las
familias I y II, sobretodo en sus segmentos terminales. Esto podria implicar que el origen de los ge-
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nes flagelares, a pesar de ser monofilético, posee “firmas” estructurales y funcionales caracteristicas
de cada division. En la caracterizacion filogenética de los flagelos bacterianos de R. sphaeroides
(Poggio et al., 2007), el origen de la copias flagelares es de a y y-proteobacterias. Esta confluencia
en el uso de diferentes tipos de sistemas flagelares no es mera coincidencia ya que existen varios
linajes bacteriales que emplean sistemas flagelares alternativos (McCarter, 2004). La pregunta que
surge de estas evidencias es : ;Qué mecanismos existen para la integracion y regulacion de estos
flagelos?, ;Existe algiin nivel de compatibilidad genética y fisiologica para el uso de un sistema fla-
gelar u otro?. Posiblemente HAP 1z, sea un ejemplo de esas “firmas” peculiares de la familia III en
esta nueva clasificacion que se propone.

Estudios recientes han revelado los detalles estructurales subyacentes en las estructuras cristalinas
de la flagelina y el gancho; dependiendo de su helicidad (Samatey et al., 2001, 2004), la fuerza de
torsion o torque (momento de torsion o par motor) distribuida o localizada puede generar un cambio
conformacional en el filamento. Durante el nado los motores flagelares de algunas bacterias como
en el caso de S. typhimurium cambian de direccidon episodicamente, la fuerza resultante del motor,
puede inducir transformaciones entre estos estados. De la misma forma un flagelo en movimiento
sometido a una corriente puede sufrir esos cambios (Hotani 1982, Wolgemuth ez al., 2000; Golds-
tein et al., 2000). Simulaciones computacionales de dindmicas moleculares, empleando los modelos
atomicos del gancho y el filamento, sugieren que las transiciones conformacionales que se observan
en el filamento a partir de un estado relajado (con simetria “L”), hacia un estado super helicoidal
(“R”) y viceversa, dependen de la aplicacion del torque en el dominio DO y D1. Dichas transiciones
muestran histéresis mecanica, lo que sugiere que las transiciones deben ocurrir en dos pasos: El
primer paso involucra la torsion del filamento manteniendo parcialmente la curvatura de su estado
inicial, manteniendo un numero constante de interacciones torsionales entre las subunidades, como
una respuesta geométrica a la fuerza, lo que permite saturar a la region de transicion de un momento
inercial que se relaja lentamente en un estado meta estable (régimen pléstico) que modifica la direc-
cion de la torsion al sentido opuesto (Kitao ef al., 2000).

Para comprender algunos de los procesos fundamentales subyacentes al fenomeno de torsion, deben
considerarse numerosas variables y restricciones para el disefio de un modelo fisico, entre estas el
desempefio de la elasticidad del material del filamento en un fluido, la viscosidad (1), y la frecuen-
cia de rotacion en uno de sus extremos (w,), (Ver Fig 15.9-1).
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Fig 15.9-1

Un filamento elastico rota sobre su propio eje (z) que se encuentra rodeado por un fluido con una viscosidad h (Tomado

de Wogelmuth ez al., 2000)

Este modelo relativamente sencillo pretende estudiar tres procesos: la inyeccion de la torsion en el
extremo en rotacion, la difusion de la torsion y retorcimiento. Métodos analiticos y numéricos reve-
lan dos dinamicas de movimiento: el retorcimiento, en el cual un eje recto pero torcido rota sobre si
mismo, y el otro modelo de remolino, en el cual en el eje se comporta como un diferencial sobre su
mismo eje de rotacion de forma estacionaria, (Ver Fig 15.9-11:)

(a)

(b)
Fig 15.9-11

Representacion del modelo de “remolino” en el inciso (a) se tiene una perspectiva del filamento desde su eje, en deter-
minados estados de su de desplazamiento. En el inciso (b) se tiene una perspectiva lateral en dos fases de su movimien-
to.
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Para ejemplificar claramente este fendmeno imaginemos una cuerda que estd sujeta en un extremo a
un motor. Cuando el motor se activa, la direccion de rotaciéon de la cuerda es la misma que la
direccion de rotacion del motor. A lo largo de la cuerda se genera una fuerza de torsion que
modifica el sentido del tejido de la cuerda, generando una curvatura con una helicidad determinada
a lo largo de la cuerda (el angulo generado a partir de una linea imaginaria perpendicular al motor)
y con una longitud de onda particular.

Cuando el motor cambia de direccion, la fuerza de torsion cambia el sentido de su vector, es decir,
la magnitud puede ser equivalente pero modifica su direccion, cuando esta fuerza de torsion es
trasmitida a lo largo de la cuerda, la curvatura generada cambia de direccion, de modo de la fuerza
de torque trasmitida inicialmente en una direccion, se opone a la generada en la nueva orientacion,
(Ver Fig 15.9-II). Considerando estas variables cabe hacerse algunas preguntas: ;Qué fuerzas son
necesarias para lograr esas transiciones y donde se localizan en HAPIg?, ;Las diferencias
estructurales en la organizacion del flagelo procarionte en diferentes especies (Fujii et al., 2008),
determinan su desempefio hidrodindmico?, ;Qué papel juegan los diferentes modulos de HAP 1, en
el mantenimiento de la estructura del filamento bajo diferentes condiciones de estrés mecanico?.
Aparentemente los residuos hidrofobicos ubicados en los segmentos 440 a 540, 840 a 940, y 1040 a
1140 de HAPIlg,, podrian estar relacionados en contender con fuerzas torcionales que permitan
modular la carga que se transmite desde el motor, ya que las remociones correspondientes a los
segmentos poseen un arreglo anfipatico intercalado entre regiones hidrofobicas/hidrofilicas. (Fig
15.9-II) Sin embargo aun no se posee informacion estructural que permita correlacionar si el
arreglo espacial de estos segmentos tengan una participacion en la compresibilidad o elasticidad de
las subunidades de la interfase.

100aa
1 340 740 1040 1363
| | l l |
|
1 FliC 4 5 Flic RPT  RPT 10
- - - - - -
T EY 2 3 B 7 8 9
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Fig 15.9-111

Perfil de hidropatia del segmento central de HAP1Rs.

Se realizé un analsis de la hidropatia del segmento central de HAP1Rs., empleando los parametros de Kyte y Doolitle
(1982), En el panel A se muestran los segmentos analizados de 100 en 100 aminoacidos y su correspondencia con la
arquitectura de dominio encontrada para cada segmento: FliC (flagelina), RPT (repeticiones). Los segmentos con una
hidropatia promedio mayor o igual a 2 (hidrofébicos) se marcaron en rojo y los segmentos con una hidropatia promedio
menor o igual a 1.5 (hidrifilicos) se marcaron con azul. El andlsis de hidropatia se realizo por medio de Expasy
(http://www.expasy.ch/tools/protscale.html). En el panel B se muestra una proyeccion de hélices hidrofobicas que se
identificaron en los segmentos 410-428, 769-787 y 941-959. Estas hélices hidrofobicas quizas estan involucradas en
apuntalar con mayor rigidez a la estructura cuaternaria de la interfase de HAP 1.

La secuencia en las transiciones polimorficas observadas in vivo: normal-semi enrollados-rizados-
normal (Turner ef al., 2000) para flagelos de E. coli marcados con flour6foros, es tipica de un solo
flagelo durante un ciclo de rotacion, paro y reorientacion. Considerando el modelo propuesto por
Wogelmuth et al., 2000, faltaria incorporar al modelo las transiciones torsionales del filamento.
Cabe sefialar que estos dos modelos consideran que el filamento debe estar sujetado a una base o
angulo wy a partir de donde la fuerza de arrastre o torque es trasmitida hacia el resto del filamento
(Coombs et al., 2002). Este angulo de anclaje podria ser la interfase de las HAP’s. Un modelo mas
refinado podria considerar que existen cambios en la configuracion de dicha interfase, de la misma
forma como los que ocurren a nivel de la flagelina en el filamento. Sin embargo es posible que el
reducido nimero de copias de HAP’s que se han encontrado en la interfase y algunas de sus
caracteristicas fisico quimicas, no le permita exhibir una mayor elasticidad; por lo que es posible
que la fuerza requerida para la manifestacion de las transiciones mecanicas del filamento seria
amortiguada desde su base por una estructura mas rigida o con transiciones mas discretas.
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La estructura cristalina de HAP1 en S. typhimurium revela que esta proteina posee un plegamiento
dominado por a-hélices, lo que la hace en esencia una proteina mas rigida (K. Imada,
comunicacion personal). La reconstruccion por criomicroscopia, revela que la transicion gancho-
filamento en S. typhimurium forma un “embudo” que permite la transicion entre un gancho curvo a
un filamento “recto” (F. Makino, comunicacion personal). El gancho de Salmonella posee un
plegamiento principalmente conformado de hojas-f3 y el arreglo de sus subunidades que lo hacen
curvo y con mayor flexibilidad y capacidad torsional (Samatey et al, 2004; K . Namba,
comunicacion personal). En el caso de R. sphaeroides las transiciones conformacionales del
filamento podrian estar moduladas por algunos segmentos de HAPlg,, que ‘“amortiguaran” el
régimen elastico entre estados de torsion/relajacion durante la transmision de la torsion al filamento,
modulando los estados tensionales que probablemente ocurren de manera diferente en el gancho y
el filamento respectivamente ya que manifiestan un polimorfismo enrollado en los estados de paro y
helicoidal en el nado (Armitage y Macnab 1987; Armitage et al, 1999; Shah et al., 2000). La
eliminacion de un segmento de 12 prolinas en el extremo N terminal de la proteina del gancho
(FIgE) de R. sphaeroides genera ganchos curvos y con un patron de nado anormal y zigzagueante
(T. Ballado et al., 2001), muy similar al encontrado en muchas mutantes de HAP1g, del presente
trabajo. Las prolinas se han asociado a la rigidez de algunas proteinas (Tian et al., 1998), lo que
podria implicar que muchos de los aminoacidos de los segmentos de HAP 1z, que fueron removidos,
compartan caracteristicas de rigidez/flexibilidad.
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Fig 15.9-1V:

Grafico que muestra los cambios en la configuracion del flagelo durante las transiciones polimoérficas, sometidas a un
flujo equivalente a su velocidad critica. ( U = 10mm/s) correspondientes a una tasa de torsiéon (W)Tiempos de la corrida
de arriba hacia abajo( tos, t;;78), las flechas indican el sitio donde ocurre la transicion de los filamentos a lo largo de su
eje. Tomado de Coombs et al., 2002.

La region central de HAP1g; de 860 aa, posee un arreglo modular compuesto por un bloque similar
a otras proteinas axiales, dos segmentos similares a varias flagelinas y dos secuencias con
repeticiones. A excepcion del segmento de 240-340aa el resto de los segmentos en la region
variable de HAP 1, no son importantes para la exportacion y el ensamblaje. La participacion de los
segmentos centrales de HAP 1, removidos en las mutantes DCflgK-4, 5, 6 y 8 es importante para el
desempefio del nado en medios liquidos, ya que modifica su patréon y velocidad de desplazamiento.
En el presente trabajo no fue posible determinar el patron helicoidal ni la secuencia de transiciones
polimorficas de los filamentos funcionales, pero es posible que las velocidades registradas revelen
que las transiciones polimorficas habituales que se han observado para los filamentos flagelares de
R. sphaeroides (Armitage y Macnab 1987), se encuentren alteradas e incidan en la velocidad de
nado promedio. Es posible que en cada episodio de arranque, aceleracion y paro de las trayectorias
de nado observadas, existan diferencias en la duracion y magnitud en comparacién a la cepa
silvestre, sin embargo estas obervaciones son materia de andlisis posterior. El segmento de 640 a
880aa de HAP1g, posee una similitud con otras flagelinas, en particular a los dominios D1 y D2 que
contienen regiones hidrofébicas (hojas-) mas flexibles.
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La participacion de este “mddulo de flagelina” es importante para modular el desempeiio del nado
en superficies semisolidas y responden de manera diferencial a concentraciones crecientes y/o
adicionadas con espesantes de alto peso molecular (Ficoll 400, 0.025mg/ml), lo que puede sugerir
que las caracteristicas modulares de HAP1 se encuentran asociadas a controlar diferentes etapas de
la deformacion mecénica (histéresis) que se propone ocurre durante la torsion del flagelo bacteriano
(Kitao et al., 2006). Al tener R. sphaeroides un flagelo recto, la incorporacion de una interfase mas
flexible entre dos estructuras rigidas, probablemente permita controlar mejor la transmision de la
torca hacia el eje de rotacion del filamento y es probable que los segmentos removidos en las
mutantes DCflgK-3, 7 y 9 tengan una participacion importante en la estabilidad del filamento
durante la rotacion.

16.0 Conclusiones

La region central de HAP1g,de 860 aa, posee un arreglo modular compuesto por un bloque similar
a otras proteinas axiales, dos segmentos similares a varias flagelinas y dos secuencias con
repeticiones. A excepcion del segmento de 240-340aa el resto de los segmentos en la region
variable de HAP 1, no son importantes para la exportacion y el ensamblaje. La participacion de los
segmentos centrales de HAP 1, removidos en las mutantes DCflgK-4, 5, 6 y 8 es importante para el
desempefio del nado en medios liquidos, ya que modifica su patréon y velocidad de desplazamiento.
En el presente trabajo no fue posible determinar el patron helicoidal ni la secuencia de transiciones
polimorficas de los filamentos funcionales, pero es posible que las velocidades registradas revelen
que las transiciones polimorficas habituales que se han observado para los filamentos flagelares de
R. sphaeroides (Armitage y Macnab 1987), se encuentren alteradas e incidan en la velocidad de
nado promedio. Es posible que en cada episodio de arranque, aceleracion y paro de las trayectorias
de nado observadas, existan diferencias en la duracion y magnitud en comparacion a la cepa
silvestre, sin embargo estas obervaciones son materia de andlisis posterior. El segmento de 640 a
880aa de HAP1g, posee una similitud con otras flagelinas, en particular a los dominios D1 y D2 que
contienen regiones hidrofobicas (hojas-ff) mas flexibles. La participacion de este “modulo de
flagelina” es importante para modular el desempefio del nado en superficies semisolidas y
responden de manera diferencial a concentraciones crecientes y/o adicionadas con espesantes de
alto peso molecular (Ficoll 400, 0.025mg/ml), lo que puede sugerir que las caracteristicas
modulares de HAP1 se encuentran asociadas a controlar diferentes etapas de la deformacion
mecanica (histéresis) que se propone ocurre durante la torsion del flagelo bacteriano (Kitao et al.,
2006). Al tener R. sphaeroides un flagelo recto, la incorporacion de una interfase mas flexible entre
dos estructuras rigidas, probablemente permita controlar mejor la transmision de la torca hacia el
eje de rotacion del filamento y es probable que los segmentos removidos en las mutantes DCflgK-3,
7 y 9 tengan una participacion importante en la estabilidad del filamento durante la rotacion.
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La participacion de este “mddulo de flagelina” es importante para modular el desempeiio del nado
en superficies semisolidas y responden de manera diferencial a concentraciones crecientes y/o
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mutantes DCflgK-3, 7 y 9 tengan una participacion importante en la estabilidad del filamento
durante la rotacion.

16.0 Conclusiones

La region central de HAP1g,de 860 aa, posee un arreglo modular compuesto por un bloque similar
a otras proteinas axiales, dos segmentos similares a varias flagelinas y dos secuencias con
repeticiones. A excepcion del segmento de 240-340aa el resto de los segmentos en la region
variable de HAP 1, no son importantes para la exportacion y el ensamblaje. La participacion de los
segmentos centrales de HAP 1, removidos en las mutantes DCflgK-4, 5, 6 y 8 es importante para el
desempefio del nado en medios liquidos, ya que modifica su patréon y velocidad de desplazamiento.
En el presente trabajo no fue posible determinar el patron helicoidal ni la secuencia de transiciones
polimorficas de los filamentos funcionales, pero es posible que las velocidades registradas revelen
que las transiciones polimorficas habituales que se han observado para los filamentos flagelares de
R. sphaeroides (Armitage y Macnab 1987), se encuentren alteradas e incidan en la velocidad de
nado promedio. Es posible que en cada episodio de arranque, aceleracion y paro de las trayectorias
de nado observadas, existan diferencias en la duracion y magnitud en comparacion a la cepa
silvestre, sin embargo estas obervaciones son materia de andlisis posterior. El segmento de 640 a
880aa de HAP1g, posee una similitud con otras flagelinas, en particular a los dominios D1 y D2 que
contienen regiones hidrofobicas (hojas-ff) mas flexibles. La participacion de este “modulo de
flagelina” es importante para modular el desempefio del nado en superficies semisolidas y
responden de manera diferencial a concentraciones crecientes y/o adicionadas con espesantes de
alto peso molecular (Ficoll 400, 0.025mg/ml), lo que puede sugerir que las caracteristicas
modulares de HAP1 se encuentran asociadas a controlar diferentes etapas de la deformacion
mecanica (histéresis) que se propone ocurre durante la torsion del flagelo bacteriano (Kitao et al.,
2006). Al tener R. sphaeroides un flagelo recto, la incorporacion de una interfase mas flexible entre
dos estructuras rigidas, probablemente permita controlar mejor la transmision de la torca hacia el
eje de rotacion del filamento y es probable que los segmentos removidos en las mutantes DCflgK-3,
7 y 9 tengan una participacion importante en la estabilidad del filamento durante la rotacion.
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17.0 Perspectivas

Hasta ahora no se conoce cual es la capacidad o “carga” del flagelo de R. sphaeroides, asi como la
potencia con la que se transmite el arrastre o “guia” hace el resto de su eje, por lo que hace a las
mutantes de HAP1g, potenciales candidatas para estudiar las transiciones polimorficas de su fila-
mento. Tampoco se sabe como se regula la biogénesis al nivel de la interfase de las HAP’s asi como
el origen de su peculiar tamafio. Falta por estudiar el origen del segmento de 640-880aa. Existen
muchas preguntas abiertas, que pueden dan continuidad a €sta investigacion, entre ellas:

(Qué mecanismos de insercion pudieron haberse involucrados en la adquisicion del médulo de fla-
gelina en el centro de FlgK?, ;Transposicién?, jrecombinacion sitio especifica?, ;transduccion?,
(Qué procesos de seleccion pudieron haber ocurrido para favorecer el mantenimiento de esta posi-
ble insercioén?. ;Qué estructuras de la flagelina ancestral han sufrido mutaciones al incorporarse en
la secuencia de fIlgKRs? ;Qué tipo de mutaciones, puntuales? ;Sindnimas? ;No-sinénimas?, ;Qué
sucederia si se eliminara selectivamente la region similar a la flagelina?, ;Se generaria un producto
funcional? ;mantendria su plegamiento independiente?, ;Si se intercambiara la flagelina de una ce-
pa silvestre en S. typhimurium por el segmento de 640-880aa encontrado en la secuencia de
HAP1gs, este seria funcional?, ;Qué adaptaciones mecénicas tuvieron que ocurrir para permitir que
la organizacion del filamento mantuviera su estabilidad?, ;Como es la interaccion con HAP3 duran-
te el ensamblaje?, ;Qué interacciones mecanicas comparte HAP1z, con HAP3 y con las flagelinas?,
(Qué propiedades mecanicas podria regular HAP1g, durante las transiciones polimorficas del fila-
mento de Rs? ;Qué otras transiciones polimorficas podrian estar involucradas en la estabilidad y
rigidez de la interfase?, ;Qué mecanismos estan involucrados en la exportacion de HAP1?, ;Qué
chaperonas modulan su plegamiento?. Debido a que no se han identificado en el genoma de R.
sphaeroides los genes homologos a figN y fliT, codificantes para chaperonas de HAP1 y HAP3
encontradas en S. typhimurium. También surgen las siguientes interrogantes: ;COmo se organizan
los dominios de reconocimiento con otras proteinas axiales?, ;Cudl es la estequiometria de
HAP1z? ;Posee diferentes mecanismos de ensamblaje?. (El modelo in silico de esta proteina
obtenido mediante servidor Robetta (www.bakerlab.com), es fiel a su estructura cristalina real?.
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Abstract The single subpolar flagellum of Rhodob-
acter sphaeroides shows an enlarged hook-filament
junction. One of the two proteins that compose this
section of the filament is HAP1g, (FlgKg,) it contains
a central non-conserved region of 860 amino acids
that makes this protein about three times larger
than its homologue in Salmonella enterica serovar
Typhimurium. We investigated the role of this central
portion of the unusually large HAP1 protein of
R. sphaeroides by monitoring the effects of serial
deletions in flgKg, the gene encoding HAPlg,, on
swimming and swarming. Two deletion mutants did
not assemble functional flagella, two were paralyzed
and five exhibited reduced free-swimming speeds.
Some mutants produced unusual swarming patterns
on soft agar without or with Ficoll 400. A segment of
approximately 200-aa of the central region of
HAPI1, that aligns with the variable region of the
flagellin sequence from other y- and f5-proteobacteria
was also found. Therefore, it is possible that the
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origin of this large central domain of HAP1g, could
be associated with an event of horizontal transfer and
subsequent duplications and/or insertions.

Keywords Rhodobacter sphaeroides -
Bacterial flagellum - Hook-filament junction -
HAPI1g, - Motility

Introduction

Rhodobacter sphaeroides, a purple non-sulfur photo-
synthetic bacterium, contains a single subpolar
flagellum (flal) that was possibly acquired by hori-
zontal transfer and coexists with an endogenous
flagellar system (fla2) that is not expressed under
laboratory conditions (Poggio et al. 2007). The
bacterial flagellum is a complex macromolecular
structure that propels the cell by means of a rotary
motor.

This organelle consists of three protein substruc-
tures: the basal body complex, the hook, and the
filament. For review see Macnab (2003), Porter et al.
(2008). The assembly and function of the flagellum is
the result of the concerted expression of more than 50
genes, which are tightly regulated in a strict hierar-
chical manner (Aldridge and Hughes 2002; Poggio
et al. 2005). Rotation of the flagellum in some bacteria
proceeds both clockwise and counterclockwise (cw/
ccw) and in others it works on a start/stop mode,
always controlled by the chemosensory system.
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In enteric bacteria, the hook and the filament have
mechanically distinct characteristics; the former is
flexible and the latter is rather rigid with a large radius
of curvature (Namba and Vonderviszt 1997). The hook
is considered to act as a universal joint that can transmit
torque to the filament in a wide range of directions. The
filament performs as a rigid propeller that changes
helical handedness due to the twisting force applied at
the base of the flagellum. Similarly, the structural
organization of the hook and the filament also seem to
be different from one another. While f-sheet domains
appear to be essential in the determination of the hook
structure (Vonderviszt et al. 1995; Uedaira et al. 1999;
Samatey et al. 2004), a-helical interactions govern the
formation of the filament structure (Mimori et al. 1995;
Morgan et al. 1995; Yamashita et al. 1995). These two
helical structures are linked together by means of a
very short segment that shows a thinner appearance on
electron micrographs. Two of the three hook associ-
ated proteins (HAP1 and HAP3) form this junction
(Ikeda et al. 1987).

The deduced stoichiometry for the two HAP
proteins renders two turns of a one-start helix. Four
turns form a segment of about 10 nm in length (Ikeda
et al. 1987). This short helix is important in determin-
ing the correct polymorphic shape of the filament when
thrust is applied at the base of the flagellum preventing
that polymorphic changes in the hook are transmitted
to the filament (Fahrner et al. 1994). In addition, it may
also serve to reduce structural differences between the
central core parts of the hook and the filament.

In Rhodobacter sphaeroides HAP1 (HAPlg,) is
about three times larger than its homologue in S.
enterica serovar Typhimurium (Gonzalez-Pedrajo
et al. 2002). Both terminal domains in HAP1, are
well conserved. This protein includes a unique central
region of (860-aa) that is not widely distributed
among other microorganisms. Besides, the flagellar
region in which this protein must be localized appears
as a thick ring under the electron microscope (West
and Dreyfus 1997; Kobayashi et al. 2003).

In this work we investigated the role of this central
portion of the unusually large HAP1, by monitoring
the effects of serial deletions in flgKk,, on swimming
and swarming. Two deletion mutants did not assem-
ble functional flagella, two were paralyzed and five
exhibited reduced free-swimming speeds. Some
mutants produced unusual swarming patterns on soft
agar without or with Ficoll 400.

@ Springer

Materials and methods
Strains, plasmids, and oligonucleotides

Table 1 shows the bacterial strains, plasmids, and
oligonucleotides used in this work.

Media and growth conditions

Cell cultures of R. sphaeroides were grown aerobi-
cally in liquid Sistrom’s medium (Sistrom 1962) at
30°C under vigorous agitation. Motility plates were
prepared using different agar concentrations: 0.18,
0.19, 0.2, 0.22, 0.24, 0.26, 0.28, and 0.3%. Where
indicated, plates were added with Ficoll 400 (Sigma,
St Louis, MO USA) at a concentration of 1.25
mg/ml. This polysaccharide might increase the sta-
bility of HAP1g, since it is known that agents that
increase the molecular crowding also have a positive
effect on the structural stability of some proteins
(Stagg et al. 2007). When required the following
antibiotics were added at the concentrations indi-
cated, nalidixic acid, 20 pg/ml, spectinomycin 50
pg/ml, tetracycline 1 pg/ml. Strains of Escherichia
coli were grown in Luria-Bertani medium (Ausubel
et al. 1987). When needed, antibiotics were added at
the following concentrations: spectinomycin, 50 pg/ml,
gentamycin, 30 pg/ml, ampicillin, 200 pg/ml, tet-
racycline, 25 pg/ml, and kanamycin 25 pg/ml.
Standard molecular biology techniques were used
for the isolation and purification of chromosomal
DNA from R. sphaeroides WS8-N (Ausubel et al.
1987). Plasmid DNA and PCR fragments were
purified with the QIAprep Spin and QIAquick PCR
kits, respectively (QIAGEN Gmbh).

DC1 (WS8-AflgKp,) strain isolation

We had previously obtained a mutation in figKg, by
inserting in a unique Clal restriction site the aadA gene,
which confers resistance to spectinomycin (Metcalf
and Wanner 1993). In order to obtain a null flgKx,
mutant, a pair of oligonucleotides (FwmutD and
RvmutD) were used to amplify an 830 bp segment
upstream flgKg,, including an intergenic region of
107 bp located between a possible sigma 28 promoter
region and the start codon of flgKg,. A second pair of
oligonucleotides, Fwmut2 and Rvmut2 were used to
amplify 750 bp that include the last 18 bp and stop
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Table 1 Bacterial strains, plasmids and oligonucleotides used in this study

Strains, plasmids and Relevant characteristics
oligonucleotides

Source or reference

Strains

Escherichia coil

M15 thi~, lac™, ara™, galt, mtl', F, recAY, uvr™, lon™; pREP4/Kan"
IM103 hsdR4 A(lac-pro) F' traD36, proAB, lacl’Z AM15
S17-1 recA endA thi hsdR RPA-2 Tc::My::Tn7,Tp" Sm®
Rhodobacter sphaeroides
WS8-N Wild-type strain, spontaneous Nal”
DC1 WS8-N derivative; AflgK allelic remotion
Plasmids
DCflgKgs-1 SfigK A300 (720-1,020 bp) cloned into HindlIl/EcoRI sites of pRK415,
Tet"
DCflgKgs-2 flgK A300 (1,020-1,320 bp) cloned into HindIll/EcoRI sites of
pRK415, Tet
DCflgKp,-3 flgK A300 (1,320-1,620 bp) cloned into HindIll/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCflgKgs-4 figK A300 (1,620-1,920 bp) cloned into HindIll/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCfigKry5 flgK A300 (1,920-2,220 bp) cloned into HindIIl/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCflgKrs-6 figK A300 (2,220-2,520 bp) cloned into HindIll/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCflgKg,-7 figK A300 (2,520-2,820 bp) cloned into Hindlll/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCfigKry-8 flgK A300 (2,820-3,120 bp) cloned into HindIIl/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCfigKgs-9 figK A300 (3,120-3,320 bp) cloned into HindIll/EcoRI sites of
pRK415, Tet"
DCfligKg,-10 figK A300 (3,420-3,720 bp) cloned into HindIll/EcoRI sites of
pRK415, Tet
flgKrs WT flgKwr 4,092 bp from pBG506B, cloned into HindIll/EcoRI sites
of pRK415, Tet"
A2.6 K flgK A2.6 kb, cloned into HindIIl/EcoRI sites of pRK415, Tet"
MutD 830 bp upstream fIgK from pBG506B, cloned into Sall/Smal sites
of pTZ19R, Ap"
Mut2 750 bp of flgK from pBG506B, cloned into EcoRl/Smal sites
of pTZ19R, Ap"
MutD/2 750 bp from Mut2, subcloned into Clal/Smal sites of MutD, Ap"
CMutD/2 MutD/2, 1.58 kb from MutD/2 subcloned into Smal/Sall sites of
pJQ200mp18 Gm"
OvrFlgK figK wr 4,092 bp cloned into Kpnl/Hindlll sites of pQE-30, HisgTag
pTZ19R Cloning vector, Ap"; pUC derivative
pRK415 pRK404 derivative; lacZ mob™; Tc”
pJQ200mp18 Mobilizable suicide vector, Gm"
pBGS506A 5.9 kb from WS8-N subcloned into Sall sites of pTZ19R, Ap"
pQE-30 Expression vector; Ap" N-terminal Hisg tag

Qiagen
Ausubel et al. (1987)
Simon et al. (1983)

Sockett et al. (1990)
This study

This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

This study
This study

This study

This study
This study

This study

Pharmacia

Keen et al. (1988)
Quandt and Hynes (1993)

Gonzalez-Pedrajo et al.
(2002)

Qiagen
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Table 1 continued

Strains, plasmids and
oligonucleotides

Relevant characteristics

Source or reference

Oligonucleotides

FwmutD 5'-ACGCGTCGACCCCGCGCCGCCCGTGGCCAGGGTGGTG-3’ This study
RvmutD 5'-TCCCCCGGG ATCGATGGCGATGTCGAGGATGGACAA-3' This study
Fwmut2 5'-CCGGAATTC ATCGATACCCTCCTGAACGCGCTGTGA-3' This study
Rvmut2 5'-TCCCCCGGGCCCGTCAGGGTGAAGCGCACCGTG-3' This study
WTLL1 5'-CCCAAGCTTTTGTCCATCCTCGACATCGCCCGTT-3’ This study
WTL2 5'-CCGGAATTCTCACAGCGCGTTCAGGAGGGTTTC-3’ This study
Ovrl 5'-ACATGCATGCTTCATCCTCGACATCGCCCGTT-3' This study
Ovr2 5'-CCCAAGCTTTCACAGCGCGTTCAGGAGGGTTTC-3’ This study
SOEIRv 5'-GTCGAAGGCCACCACCGACGTCCCCTCGAGCAGCAG-3’ This study
SOE1Fw 5'-CTGCTGCTCGAGGGGACGTCGGTGGTGGCCTTCGAC-3’ This study
SOE2Rv 5'-CACGAACGTCGCCTGCGCCGCGCCGCCCGTGCCCCG-3' This study
SOE2Fw 5'-CGGGGCACGGGCGGCGCGGCGCAGGCGACGTTCGTG-3' This study
SOE3Rv 5'-CCCGGCATTCAGCGCCGCCGACCCCGCATTGCCGCT-3’ This study
SOE3Fw 5'-AGCGGCAATGCGGGGTCGGCGGCGCTGAATGCCGGG-3' This study
SOE4Rv 5'-CAGCGTCGAGGCATCGTAGGCCAGAGTGGCCGGGTC-3' This study
SOE4Fw 5'-GACCCGCCACTCTGGCCTACGATGCCTCGACGCTG-3' This study
SOES5Rv 5'-GCCGTCGGCGGGGACCGCGCCCGGCAGGAAGCC-3' This study
SOESFw 5'-CCGGGCGCGGTCCCCGCCGACGGCACGCTCACG-3’ This study
SOE6RvV 5'-GAAGCGCGCGCTGTCGGCCGCCTCGATCGTGACGCC-3' This study
SOE6Fw 5'-GGCGTCACGATCGAGGCGGCCGACAGCGCGCGCTTC-3' This study
SOE7Rv 5'-CGCCGAGGCCACGCCGGCCGTGCCCGACAAGGTGAG-3’ This study
SOE7Fw 5'-CTCACCTTGTCGGGCACGGCCGGCGTGGCCTCGGCG-3' This study
SOE8Rv 5'-CGAGACCGGTGCGTCGGCCCCGTCGCTCACGCCCGC-3' This study
SOE8Fw 5'-GCGGGCGTGAGCGACGGGGCCGACGCACCGGTCTCG-3' This study
SOE9Rv 5'-GACGGGCGCGCCGGTGGTCGCCGCCAGTCCGAAGGC-3' This study
SOE9Fw 5'-GCCTTCGGACTGGCGGCGACCACCGGCGCGCCCGTC-3' This study
SOE10Rv 5'-GGCGAGCGTGCCCGTCAGGGAGGTGAGGTCCAGCGC-3’ This study
SOE10Fw 5'-GCGCTGGTCCTCACCTCCCTGACGGGCACGCTCGCC-3' This study

Fw, forward; Rv, reverse

codon of flgKg, as well as the first half of figLg,. The
PCR products were cloned into the suicide vector
pJQ200mp18 (Quandt and Hynes 1993) which was
introduced into WS8 flgKg,::aadA strain for allelic
replacement by diparental conjugation using S17-1
strain as described previously (Davis et al. 1988).

Genetic dissection of fligK
Sequential deletions of 300 bp were constructed using
the Single Overlap Extension-PCR (SOE) technique

as described previously (Ho et al. 1989; Horton et al.
1989, 1990; Warrens et al. 1997). Oligonucleotides

@ Springer

(Sigma Genosys) matching 5" and 3’ ends of flgKg,
(WTL1 and WLT2) were designed to amplify the
deletion flanking fragments and used as well for
overlapping reactions. Initial amplification of 5’
independent DNA fragments was performed using
the following oligonucleotide pairs: WTL1 and SOE1
to SOE10Rv. On the other hand, SOE1 to SOE10Fw
and WTL2 were used to amplify the corresponding 3’
DNA fragments. The amplified segments were puri-
fied and mixed at an equimolar ratio and used as
templates for a second PCR amplification with
primers WTL1 and WTL2 in order to obtain the
300 bp deletion products. PCR reactions were carried
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out on a PTC-200 gradient thermocycler (MJ
Research). Two different DNA polymerases (Expand
Long Template Roche, Pfu-turbo and native Pfu
Stratagene) were used in order to obtain maximum
yields. PCR products DCfigKg,-1 to DCfigKg,-10
were sequenced in order to confirm the presence of the
desired deletion. The resulting SOE products were
subcloned into pRK415 for diparental conjugation
into R. sphaeroides DC1 (Davis et al. 1988).

Overexpression and purification of HAP1

Wild type flgKg, was amplified from pBG506A by
PCR using oligonucleotides Ovrl and Ovr2. The PCR
product was subcloned in pQE-30 (Qiagen). Strain
MI15 (pREP4) was transformed with the resulting
construction. Cells (M15pREP4/pQE-30 figKr,WT)
were grown at 37°C to an optical density of 0.5
(ODgqp). At this point, isopropyl-f-p-thiogalactopy-
ranoside (IPTG) was added at a final concentration of
0.1 mM, and cell growth was continued for 2 h at
25°C after which the cells were harvested and
sonicated. Cell debris, were removed by centrifuga-
tion. The supernatant was incubated with nickel-
Sepharose beads for 2 h and washed several times
with 20 mM imidazole. The protein was eluted with
150 mM imidazole and concentrated by centrifuga-
tion using a 30 kDa Amicon filter (Millipore,
Bedford MA, USA). The concentrated sample was
further purified by molecular sieve filtration using a
Sephacryl-200 filtration column (Pharmacia). The
collected fractions were analyzed for protein purity
using the methods described by Lowry et al. (1951)
and Laemmli (1970) respectively. Polyclonal anti-
HAPI1, antibodies were raised in rabbits according
to standard procedures (Harlow and Lane 1988). Two
male New Zeland rabbits were inoculated two times
with Freunds complete adjuvant. The inoculation
volume was 1 ml containing 37 pg of pure HAP1g, in
500 pl of PBS + 500 pl of Freunds complete adju-
vant. Inoculations were separated by 2-week
intervals. Bleeding of the rabbits was performed after
3 weeks had passed from the second inoculation.
Antisera were frozen at —70°C until used.

HAPI secretion analysis

strains
strain,

mutant
A2.6 K

Heterotrophic cultures of the
DCflgKg,-1 to DCflgKg,-10,

complemented strain (DC1 + flgKr,WT), WS8 and
DC1 (WS8-AflgKg,), were grown overnight at 30°C
in 10 ml of Sistrom’s medium. Cell suspension (1 ml
aliquots) were taken from cultures and centrifuged at
1,700g for 1 min. Cell pellets were suspended in
500 pl of SDS-PAGE loading buffer and the SDS—
PAGE gel loaded with 10 pl. The resulting superna-
tants were precipitated with MetOH/chloroform as
described elsewhere (Wessel and Flugge 1984)
Subsequently, the protein pellets of the supernatants
were dried by vacuum evaporation and resuspended
in 50 pl of SDS-PAGE loading buffer. After SDS—
PAGE, the proteins were transferred to nitrocellulose
membranes and incubated with a 1:10000 solution of
anti-HAP1g, antiserum for 1 h and developed by
using Super Signal West Pico chemiluminescent
substrate (Pierce).

Motility assays

A 2 pl sample of a stationary phase culture was
placed on the surface of swarm plates. Soft agar
plates (0.18, 0.19, 0.2, 0.22, 0.24, 0.26, 0.28, and
0.3%) were supplemented when indicated, with Ficoll
400 (Sigma) at a concentration of 1.25 mg/ml and
incubated aerobically in the dark at 30°C. Swarming
ability was determined as the capability of bacteria to
move concentrically away from the inoculation point
after 48 h of incubation.

Swimming speed and tracking analysis

Cell cultures of DCfigKg-1 to DCflgKg,-10, WSS,
DCl1, and DCI1 + flgKr,WT (10 ml) were grown in
Sistrom’s medium under heterotrophic conditions at
30°C to an optical density of 0.9-1.0 (ODggo).
Aliquots (2 pl) were taken for observation in a high
intensity dark field microscope (Olympus BH2) and
filmed using a CV-S3200 digital camera (JAI Corp.,
Japan) and recorded with a DCR-TRV340 Handycam
Hi-8 digital camcorder (SONY Corp.). Clips of 5 s
were transferred using Imovie 6.0.3v. (Apple Com-
puters). The chosen clips were compressed into 15
frames/s and saved as a mov format (Quicktime
7.1.3v). The video files were recorded and com-
pressed as previously described for scale calibration
using a calibrated slide rule (Graticules Ltd, Ton-
bridge, UK). Five files of each strain were analyzed
using the manual tracking plug-in of ImageJ 1.3.2v
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(Fabrice Cordelieres, Institut Curie, Orsay, Rasband,
WS., ImageJ, US National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/,
1997-2008). Velocity data sheets were transferred
into Prism 4.1v for statistic analysis. The average
swimming speed was determined from ten indepen-
dent measurements per culture of each mutant strain
and the culture repeated three times.

Electron microscopy

Electron microscopy images were obtained from
negatively stained preparations on coated-carbon
grids. Cultures were grown for 16 h under heterotro-
phic conditions centrifuged and washed with 10 mM
HEPES buffer (pH 7.0). A drop of washed cells was
placed over a grid and stained using a 1% uranyl
acetate solution for 10 min, dried at room tempera-
ture and observed at 120 KV with a JEM-1200EXII
JEOL electron microscope (JEOL Ltd, Japan).

Results
Isolation and characterization of mutant fIgKg

A strain carrying a lesion in flgKg, was isolated
substituting most of the coding region of figKg, with a
non-polar cassette that encodes the aadA gene
(Metcalf and Wanner 1993). In addition, we isolated
a non-marked deletion of flgKgr, as described in
“Materials and methods”. This last strain was called
DCI and it showed a Fla~ phenotype. The Fla*
phenotype was restored after complementation with
the complete flgKzr,WT gene cloned in pRK415. In
contrast, no complementation was observed when the
plasmid carried flgKg, lacking the central region of
860aa (A2.6 K).

Analysis of the central region of figKg,

A schematic representation of the conserved N- and
C-termini of HAP1 proteins from various bacterial
species is shown in Fig. 1a. The N-terminal region of
HAPI1, includes a striped region that showed a much
lower similarity with the same region of other
homologous proteins. It also should be noted that
the N-terminal region of several axial flagellar
proteins, (FlgC, FlgG, and FIgE) also aligns with
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HAPIlg,. A certain degree of similarity within the
N- and C-termini of HAPIg, was found with other
axial components such as FlgC, FlgG (rod), and FIgE
(hook) from various microorganisms including en-
terics and several proteobacteria (Homma et al.
1990a, b).

In order to understand the role of the large non-
conserved intervening region present in HAPIlg,,
scanning deletions of 300 bp were constructed over
the central region of flgKg,. Fig. 1b, shows schemat-
ically the deleted sections for each of the ten mutants
(DCflgKgs-1 to 10) obtained by the Single Overlap
Extension method (see “Materials and methods” for
details).

Cell supernatants and cell extracts of the ten
DCflgK g, mutants were incubated in the presence of a
mixture of methanol/ethanol, the precipitated mate-
rial was analyzed for the presence of HAPIlg; by
western-blot. Fig. 2a shows the presence of HAP1 g,
revealed by anti-FlgK polyclonal antibodies in the
wild type strain WSS8, the complemented mutant
DC1 + flgKgr,WT, and nine of the ten DCfigKg
mutants (DCfigKg,-2 to 10). The expected apparent
molecular mass of 123 kDa was observed for HAP1 g,
expressed by the nine mutants. In contrast, wild-type
HAPI1,, shows a slightly higher molecular mass of
136 kDa. It should be noted that residues 240-340
(DCflgKg,-1) seem to be critical for the stability of
HAPI1 g, given that the deletion of this region did not
allow the detection of HAP1g, in either the soluble or
the cellular fraction. The presence of hook-filament
structures in all these strains was confirmed by
electron microscopy. Fig. 2b shows that the comple-
mented strain as well as nine mutants (DCflgKg,-2 to
10) assemble a hook-filament structure similar to that
of the wild-type WS8 and complemented strains.

Functional analysis of the flgKz,Azqg alleles

We analyzed the swimming speed and behavior of
the wild-type WS8 cells, the complemented mutant
(DC1 + figKgrWT), and the nine DCfligKy, mutants
that assemble a hook-filament in liquid media.
Initially, we determined that under our experimental
conditions, WS8 cells display average swimming
speed of 59.6 um/s, whereas the complemented
mutant (DC1 + flgKr,WT) showed an average swim-
ming speed of 30.7 uym/s (Table 2). The lower
swimming speed of this control strain compared to
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wild-type cells could be due to the higher copy
number of HAP1, that the vector produces. Possibly
altering the physiology of the cell.

Table 2 also shows that only seven of the nine
DCfigKg, mutants that assemble a hook-filament in
liquid media were able to swim. When compared with
WSS, it was detected that all the mutants consistently
develop lower swimming speeds. A first group of
mutant strains that include DCfigK,-3 and DCflgK -8
show swimming velocities of 30.4 and 30.2 um/s,
respectively. Mutant strains DCflgKg,-4, DCflgKz,-9,
and DCflgKg,-10 conform a second group, which
displayed swimming speed values showed swimming
velocities of 16.8, 22.7, and 27.7 pm/s, respectively.
And a third group that includes DCflgKz,-2 and
DCflgKgs-7 were unable to swim regardless of the
presence of a structured flagellum.

In addition to the determination of swimming
speed we analyzed the swimming pattern by high

intensity dark field microscopy and most of the
mutants showed a curved, “shaky” pattern with many
tumbling events. The mutant strains show stop
frequencies that range between 1.6 and 3.6 stop
events/s. This contrasts with the normal trajectory
and tumbling frequency of the wild type WS8 and
complemented strains which show stop frequencies
ranging between 0.45 and 0.48 stop events/s. Fig. 3
shows representative samples of the swimming
trajectories of wild-type WSS8 cells, the comple-
mented strain (DC1 + flgKg,WT), as well as the
seven DCflgKp, mutants that were able to swim in
liquid media. Cell tracking and determination of
swimming speeds were carried out as described in
“Materials and methods”.

Given that not all the mutants that express hook-
filament structures were able to swim in liquid media,
we analyzed the swarming capacity in semi-solid
agar plates, of the nine DCflgKgr, mutants. Agar
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Fig. 2 Western blot, and filament structure of control and
various DCfigKp, mutant strains. a Western-blot analysis,
SDS-PAGE 10% gels were loaded with the supernatant (SN)
from centrifuged cell cultures and with the pellets (P) of the
centrifuged cell cultures as indicated under “Materials and
methods”. The separated proteins were transferred to nitrocel-
lulose sheets and incubated with anti-HAPlg, antibodies

concentration in either the absence or presence of
Ficoll 400 (1.25 mg/ml) was increased from 0.18 to
0.3%. Under these conditions the mutant strains can
also be grouped into three categories according to
their swarming performance. WS8 and the comple-
mented (DC1 + flgKgr,WT) strain were used as
controls. The first group includes DCflgKg-4,
DCflgKgs-5, and DCflgKg,-10, these strains showed
linear decrease of the swarming capacity as agar
concentration was increased regardless of the pres-
ence of Ficoll (data not shown). Fig. 4 shows the
swarming performance of mutants that displayed the
most biased or anomalous swarming behavior as
compared to the WS8 wild type or DC1 + flgKp WT.
The second group includes mutants DCflgKp,-2,
DCflgKgs-6, and DCfigKg,-8 that improved their
swarming capacity moderately in the presence of
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DCflgKe-S

DCfigks-9  DCAigKa-10

DCfigkn-6 DCBQJG. -7 DCflgka-8

(1:10000) as described under “Materials and methods”. b
Electron micrographs of hook-filament structures of control
and DCflgKr, mutant strains were obtained as described in
“Materials and methods”. Samples were observed with a JEOL
JEM-1200EXII electron microscope bar 50 nm. Arrow indi-
cates hook-filament junction. No evident morphological
differences could be observed among the mutant and WT strain

Ficoll (Fig. 4). The last group includes DCflgKg,-3,
DCfigKg,-7, and DCflgKz,-9 showed a substantial
increase in swarming diameter in the presence of
Ficoll. The most dramatic effect was observed for
DCflgKg,-7. This strain formed a reduced swarm ring
at any of the agar concentrations tested, in agreement
with the fact that it was unable to swim in liquid
medium (see Table 2).

In addition, DCflgKg,-3 and DCflgKz,-9 showed a
larger expansion of the swarm ring at the lowest agar
concentration of 0.18%. It should also be noticed that
0.22% agar in the presence of Ficoll is the condition
where the largest swarm diameter for DCfigKg,-7 was
observed. We have no explanation for the marked
drop in swarming ability at 0.19% agar observed for
DCflgKgs-3 and DCflgKg,-9, but we can suggest that
0.18 and 0.22% agar could represent the best
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Table 2 Average

swimming speeds, Fla Strain Average swimming Phenotype Swimming pattern
phenotype and swimming speed (um/s) (Fla)
patterns of WS8 wild-type
strain and HAP1 g, WS8-N 59.6 £2.8 + Normal
(DCflgKg,-1 to 10) mutants DC1 - - -
DCI1 + flgKg,WT 30.7 £ 5.1 + Normal
A2.6 K (A 856) - - -
DCflgKgs-1 (A240-340) - - -
DCflgKgs-2 (A340-440) - + -
DCflgKgs-3 (A440-540) 304 £ 73 + Curved, shaky
DCflgKgs-4 (A540-640) 16.8 £ 1.7 + Highly curved, shaky
DCfigKgs-5 (A640-740) 244 £59 + Curved, shaky
DCflgKgs-6 (A740-840) 195 £42 + Curved, shaky
The reported values are the DCflgKrs7 (A840-940) B + B
average and standard DCflgKrs-8 (A940-1,040) 302 £3.2 + Slightly curved, shaky
deviation of measurements DCflgKgs-9 (A1,040-1,140) 227 £ 64 + Slightly curved, shaky
of ten cells of three DCfigKp,-10 (A1,140-1240)  27.740.5 + Slightly curved

independent cultures

condition of wetness that allows swarming of these
strains (Wang et al. 2005; Chen et al. 2007). Another
possibility to explain the expansion of the swarming
ring at low agar concentrations (0.18%) could be for
instance: if the mechanical properties of the flagellar
filament were compromised it could be expected that
at the lowest agar concentration, a favorable and less
stringent condition for swarming could be achieved.
In agreement with this notion, it has been reported
that mutants carrying point substitutions in HAP3g,
(FlgL) are able to form swarm rings at an agar
concentration of 0.16% but not at 0.28% (Fahrner
et al. 1994).

Discussion
General features of the central region of HAP1 g

Even though HAP1y, shows important similarity at
the N- and C-termini with HAP1 proteins from
various bacterial species, only a limited number of
bacterial species posses such a long HAP1 protein.
Some R. sphaeroides strains also show a high degree
of similarity with the protein described in this work.
These other HAP1y, counterparts are: HAP1z, 2.4.1
(99% identity), HAP1g; ATCC17029 (98% identity),
HAPlg, ATCC17028 (71% identity). We have
detected three other o-proteobacteria that posses
HAPI1 proteins similar in length but with a lower

degree of similarity to the one described in this work:
Roseovarious sp. TM 1035 (41% identity), Loktanel-
la vesfoldensis SKAS53 (32% identity), and
Octadecabacter antarcticus 307 (31% identity). The
major differences between these sequences occur
within the central region of HAP1.

A careful amino acid alignment of the central
sequence of HAPI1g, comprising residues 640-880
(which runs from the start of DCflgKg-5 to the mid
region of DCflgKg-9), overlaps with the central
variable sequences of flagellin from: Shewanella sp.
MR-4 (38% identity), Nitrosococcus oceani ATCC
19707 (35% identity), Verminephobacter eisenie
EF01-2 (34%), R. sphaeroides ATCC 17025 (34%
identity), Marinobacter aquaeolei VT8 (33% iden-
tity), FLiC-B Shewanella benthica KT99, (33%
identity), Azoarcus sp. BH72 (32% identity), Acido-
vorax aveane subsp. avenae (32% identity),
Acidovorax avenae subsp. citrulli AAC00-1 (31%
identity) and Marinobacter algicola DG893 (30%
identity).

Given that the central domain of HAP1,, shows
significant similarity with flagellins from multiple
species of microorganisms we believe that some
structural features from flagellin could be shared with
the central domain of HAP1g,. The 3D structure of S.
enterica serovar Typhimurium flagellin (PDB 1UCU)
shows four characteristic globular domains, termed
DO, D1, D2, (with subdomains D2a and D2b), and D3
(Mimori et al. 1995). DO forms the inner core of the
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Fig. 3 Swimming pattern
and trajectories of various
DCfigKgs mutants and
control strains. Swimming
was carried out in liquid
media and cell tracking was
performed as described in
“Materials and methods”.
Each video sequence lasts
5 s in all cases and were
analyzed using the manual
tracking plug-in of Imagel
1.3.2v. Different field
magnifications were used in
order to follow cells
displaying faster and longer
trajectories. Arrows indicate
tumbling events. Tracks are
individual samples of
several observations of each
mutant
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Fig. 4 Swarming performance of various DCflgKy, mutants
on soft agar plates in the absence or presence of Ficoll 400.
Freshly prepared agar plates were inoculated with 2 pl of cell
cultures of control and mutant strains and incubated 48 h at
30°C. Swarming diameter of each mutant was recorded for
each of the soft agar concentrations (n = 6). Plain soft agar
(open circles) soft agar + Ficoll 400 (closed circles). The
swarming diameter for WS8 decreases linearly from 0.18 to
0.3% agar + Ficoll 400. WS8 has an average diameter of
1.79 £ 0.049 cm for 0.18% and 0.9 £ 0.004 cm for 0.3%

filament, D1 forms the outer core, and domains D2 and
D3 form a knob-like projection on the filament surface
(Samatey et al. 2000, 2001). The D3 domain is where
most of the variable central sequences are located
(Mimori-Kiyosue et al. 1998). DO and the N- and
C-termini of DI are highly conserved in various
bacterial species, and could also be involved in
assembly and export (Aizawa et al. 1990; Mimori-
Kiyosue et al. 1997; Yonekura et al. 2000, 2002; Gal
et al. 2006). Studies on flagellin from different
bacteria, suggest that the central sequences (D3) are
apparently not essential for the assembly of the

agar, when supplemented with Ficoll 400 1.77 £ 0.026 cm and
0.92 + 0.02 cm, respectively. For DC1 in soft agar, average
diameters were: 0.42 £ 0.007 cm for 0.18% and 0.39 %+ 0.008
for 0.3%, respectively. In the presence of Ficoll 400 the
diameters were 0.58 £ 0.025 and 0.27 4+ 0.0008 for 0.18%
and 0.3%. For DC1 + WT in soft agar, the average swimming
diameters were: 1.02 4+ 0.044 cm for 0.18% and 0.37 &+ 0.011
for 0.3%. When Ficoll 400 was added, diameters were:
1.67 £ 0.007 cm and 0.69 £ 0.01 cm, respectively

filament structure (Kuwajima 1988; Scharf et al.
2001); however, the central region is important for
motility as the analysis of different flagellin mutants
has shown: varying reductions in swimming speed and
swarming diameters were observed in several mutants
where various residues in D2 and D3 were deleted
(Malapaka et al. 2007). Our results indicate that the
central region of HAP1g, (640-880 aa) shares this
property with the central region of flagellin, i.e., is not
essential for flagellar assembly but it affects motility.

The peculiarity of the central sequence in HAP1,
rests not only in its size but also in its internal
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arrangement. The search for internal repeats in
HAPIl1g, was carried out using SMART (Schultz
et al. 1998) (Simple Modular Architecture Research
Tool http://smart.embl-heildelberg.de/). With this
algorithm we detected that the sequence stretch that
runs from residue 1,047 to 1,109, matches with a
N-terminal proximal segment running from residue
959 to 1,021. Using these motifs in a BLAST query,
we found that another region of HAP1g, (that runs
from 203 to 264) is similar to these segments. This
could suggest that a sequence was inserted repeti-
tively or duplicated along the inner domain of
HAPI g, of this bacterial lineage.

Structural and functional features of the central
sequence of HAP1

Complementation of a AflgKg, strain with DCflgK,-
1 renders non-motile cells, which are in fact Fla™.
This phenotype could be explained if HAP1, lacking
residues 240-340, becomes particularly unstable and
prone to degradation. The use of polyclonal antibod-
ies and the inability to detect HAPlg, by
immunoblotting from the two fractions tested (i.e.,
total cell extract and culture supernatant precipitated
with methanol) make this possibility the most likely
to explain this phenotype.

Swimming speeds obtained by cell tracking of the
DCflgKR, mutants revealed that some of the strains
were unable to swim while others showed variable
swimming speeds. In particular DCflgKg-2 and
DCflgKr,-7 were unable to swim in liquid media.
The rest of the mutants showed swimming speeds that
ranged from 16.8 to 30.4 pum/s as well as trajectories
that varied in pattern and frequency of tumbling
events. This could reflect the variability of the ability
of the mutant HAPI,; proteins to handle the load
exerted by motor rotation.

The swarming ability of these mutants was also
characterized in agar plates in the presence or
absence of Ficoll. This reagent was chosen given
that this polysaccharide might increase the stability of
HAPI1, since it is known that agents that increase the
molecular crowding also have a positive effect on the
structural stability of some proteins (Stagg et al.
2007). In addition, it could also contribute to stabilize
HAPIlg, during flagellar rotation. Mutants that
improved their swarming ability in the presence of
Ficoll are DCflgKp,-3, DCflgKg-7, and DCfigKg,-9.
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We presume that in these cases, the lack of segments
440-540, 840-940, and 1,040-1,140, should have a
profound effect on the stability of HAPIg, during
flagellar rotation that is compensated by the presence
of Ficoll. On the other hand, other mutants are able to
swim and are not severely affected in their swarming
ability (like DCflgKRs-5, 8, and 9) in this case the
lack of the segments 640-740, 940-1,040, and 1,040—
1,140 affect HAP1g, in a lesser degree.
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