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Resumen

El més importante organelo de motilidad en bacterias es el flagelo, se trata de un sistema de
locomocioén que le permite desplazarse en ambientes liquidos, viscosos o sobre superficies solidas.
Su actividad es regulada por la maquinaria quimiotactica, la cual es capaz de censar el medio y
dirigir la migracion celular permitiéndole alejarse de condiciones desfavorables y acercarse a
condiciones benéficas. El ensamblaje del flagelo es un proceso altamente regulado en el que
participan cerca de 50 genes expresados jerarquicamente. La estructura del flagelo se divide en
tres partes: El cuerpo basal, que se encuentra embebido en la superficie celular, alberga al motor
y al aparato de exportacion, el gancho que acopla la rotacion y el filamento que recibe el torque e
impulsa a la bacteria.

Mientras el flagelo se ensambla la pared de peptidoglicano debe ser degradada para permitir
el paso del eje: En el organismo modelo Salmonella enterica la proteina FlgJ es bifuncional: posee
un dominio de ensamblaje en la region N-terminal cuya funcion es la de permitir la asociacion de
los componentes del eje y en la region C-terminal un dominio de B-N-acetilglucosaminidasa, el
cual degrada la pared de peptidoglicano.

En la a-proteobacteria Rhodobacter sphaeroides la proteina Flg] es monodominio, es decir,
carece de la capacidad para hidrolizar a la capa de peptidoglicano y Unicamente contiene el
dominio de ensamblaje. La proteina SItF es una transglicosilasa litica y es la responsable de
degradar la pared en el sitio de formacion del eje flagelar al interaccionar con FlgJ. SItF es
exportada a su sitio de accion, el periplasma, a través de la via general de secrecion Sec y no de la
via especifica para componentes del flagelo.

Analisis bioinformaticos previos agrupan a SItF dentro de la familia 1 de las
transglicosilasas liticas en la subfamilia 1 o MItD. Adicionalmente se identifico en el C-terminal
una region de 48 residuos que no forman parte del dominio catalitico conservado, pero que, sin
embargo, son fundamentales para su funcion dentro de la biogénesis del flagelo. Al caracterizar
dicha region se determind que su ausencia afecta la interaccion con FlgJ aumentando su afinidad
por dicha proteina, posiblemente para regular su actividad de enzima litica.

Los detalles de la interaccion que permiten a SItF interaccionar con FlgJ se exploraron a
través de la construccion de mutantes. Se observo el efecto negativo de cada una de las mutantes
de SItF en la motilidad de R. sphaeroides, adicionalmente se observé el efecto del cambio al
interaccionar con Flgl in vitro. Lo anterior permiti6 concluir que dentro de la secuencia de SItF
existe una region determinante para llevar a cabo la interaccion con FlgJ.

Con la finalidad de identificar transglicosilasas liticas flagelares, se analizo el genoma de
algunas especies bacterianas que poseen una Flg] monodominio reportada, y se busco
transglicosilasas liticas en contextos flagelares. Se realizaron andlisis de las secuencias de
transglicosilasas liticas encontradas en contextos flagelares con transglicosilasas liticas (no
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flagelares) miembros de las familias establecidas. Las transglicosilasas liticas flagelares se
agrupan filogenéticamente como lo que se propone que sea una nueva subfamilia de enzimas
especificas para el flagelo.

Los resultados presentados en este trabajo contribuyen al modelo de biogénesis flagelar en
Rhodobacter sphaeroides y brindan un panorama para el estudio de Flg] monodominio en otras
especies bacterianas.



Introduccion

La motilidad bacteriana fue la caracteristica que le permitid al cientifico Antonie van
Leeuwenhoek en el Siglo XVII determinar que las “pequefias particulas” que observaba en una
suspension eran en realidad organismos vivos y especular que aquello que les permitia desplazarse
eran “piernas muy pequenas”. En 1840, Christian Gottfried Ehrenberg describid por primera vez a
los flagelos “ondulados” que observaba como los elementos responsables del movimiento en
bacterias; Sin embargo, fue hasta 1881 cuando el profesor Thomas Engelmann realiz6 el primer
estudio descriptivo sobre comportamiento y motilidad observando la tendencia que seguian las
células bacterianas para avanzar y acumularse en regiones con alta concentracion de nutrientes [1].

La gran variedad de capacidades metabodlicas presentes en bacterias han sido optimizadas por
procesos evolutivos como respuesta a las presiones del nicho ecoldgico de cada especie, lo cual,
hace sin duda al dominio Bacteria el colonizador mas exitoso. Asi mismo, las bacterias han
desarrollado adaptaciones estructurales unicas que les permiten migrar dentro de su propio nicho,
la capacidad para desplazarse es una de las mas importantes, pues les permite alejarse de
ambientes desfavorables y explorar el medio en busca de nutrientes [2].

La motilidad dependiente de flagelo es un rasgo evolutivamente antiguo y ampliamente
distribuido dentro del dominio Bacteria. La gran variabilidad que existe en el numero, localizacion
y configuracion de los flagelos se refleja en adaptaciones Unicas que les permiten explorar el
medio que las rodea [3] (Figura 1).
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Figura 1. A. Arreglo espacial del flagelo bacteriano. Polar: un flagelo en uno o ambos polos. Lofotrico:
multiples flagelos en uno o ambos polos. Anfitrico: multiples flagelos en ambos polos. Medio: un
flagelo a lo largo del cuerpo celular. Peritrico: multiples flagelos en el cuerpo celular (Modificado de
Guttenplan, 2012) [4]. B. Microscopia electrénica de transmision de una célula de Salmonella
typhimurium, se observan flagelos peritricos. C. Microscopia electronica de una célula de R. sphaeroides,
se observa un flagelo subpolar [5].

El Flagelo bacteriano

El flagelo bacteriano es un complejo macromolecular formado por al menos 40 proteinas, por
lo que histéricamente y para facilitar su estudio, se ha dividido al flagelo en tres componentes
principales: cuerpo basal, gancho y filamento (Figura 2). El cuerpo basal se encuentra embebido
en la superficie celular, mientras que el gancho y el filamento se localizan fuera de la célula.
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Figura 2. El flagelo bacteriano. Esquema representativo del flagelo bacteriano. Se indican los
componentes estructurales con las proteinas que lo conforman. ME, membrana externa. PG,
peptidoglicano. MI, membrana interna o citoplasmica [6].



Cuerpo basal

El cuerpo basal es el componente del flagelo que estd embebido en la envoltura celular. Es un
complejo multiprotéico compuesto por 4 estructuras en forma de anillo, el motor flagelar, una
estructura tipo axial denominada eje y el aparato de exportacion (Figura 3).
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Figura 3. Componentes del cuerpo basal. Esquema representativo de sus principales componentes. Se
observa tanto el eje como las estructuras anulares: anillo C, MS, P y L; ademas de los componentes del

motor y el aparato de exportacion. Se indica con un circulo la zona de interaccion entre los componentes
del motor MotA y FliG (Modificado de Schmitt, 2003) [7].

En la base del flagelo hacia la cara citoplasmica de la membrana interna se encuentra el
primero de los cuatro anillos: el anillo C, el cual es una estructura formada por tres proteinas:
FliG, FliM y FliN, las cuales son fundamentales para la rotacion y direccionalidad del flagelo.

En la parte inferior del anillo C en una estequiometria 1:4, se forman complejos FIliM:FIliN,
los cuales funcionan como componentes fundamentales para el sentido de rotacion del flagelo; la
parte superior del anillo estd formada por la proteina FliG, la cual es indispensable para lograr la
rotacion flagelar y para permitir la incorporacion de las proteinas FliM y FliN al anillo C [8]. El
niumero de copias estimadas para FliG es de 26, para FliM es de 34 y para FliN de 136
subunidades [9].

Inmerso en la membrana citoplasmica se localiza el anillo MS (Membrane Supramembrane).
Este anillo estd compuesto por multiples copias de una Unica proteina denominada FIiF [10], la
cual es capaz de interaccionar con la proteina FliG del anillo C [11].



Dispuesto sobre el anillo MS se encuentra el eje flagelar, se trata de una estructura tubular
compuesta por cinco proteinas distintas: FliE, FlgB, FlgC, FIgF y FlgG en una estequiometria de
9,6, 6, 6 y 26 subunidades, respectivamente. El eje es un transmisor de la torca generada por la
rotacion del motor flagelar que conecta el anillo MS con el gancho y el filamento [12].

A la altura de la capa de peptidoglicano se ensambla una estructura denominada anillo P
(Figura 3). Dicha estructura estd formada por 26 mondomeros de la proteina FIgl, los cuales
requieren de la asistencia de la chaperona FIgA para poder llevar a cabo su proceso de
polimerizacién [13]. Finalmente, ubicado en la membrana externa y formado por 28 subunidades
de la lipoproteina FlgH, se encuentra el anillo L [14]. El anillo L forma un poro que le permite al
flagelo extenderse hacia el exterior celular [15].

Aparato de exportacion

La mayoria de los componentes flagelares se ubican fuera de la membrana citoplasmica
(Figura 2). El ensamblaje de cada una de las estructuras flagelares se lleva a cabo de forma
ordenada y sucesiva, comenzando con las estructuras mas proximales y posteriormente las mas
distales: primero se establece el cuerpo basal, seguido del gancho y detras el filamento. Los
componentes flagelares se sintetizan en el citoplasma y es necesario transportarlos al espacio
periplasmico, la membrana externa y/o al espacio extracelular para ser ensamblados. La mayoria
de los componentes flagelares externos son translocados al extremo distal del flagelo naciente por
el aparato de exportacion flagelar, se trata de un sistema de secrecion tipo III especifico para los
componentes del flagelo.

El aparato de exportacion esta compuesto por 6 proteinas integrales de membrana: F1iO, FliP,
FliQ, FIhA, FIhB y FliR, y tres componentes citoplasmicos solubles: Flil, FliH y FIiJ.
Adicionalmente existen las proteinas citoplasmicas FIgN, FliA, F1iS y FIiT las cuales actian como
chaperonas especificas que facilitan la exportacion de algunos sustratos [31] (Figura 4).

El aparato de exportacion de encuentra en el poro central del anillo MS con una proyeccion
hacia el espacio periplasmico (Figura 4).

Las proteinas integrales de membrana FIhA y FlhB tienen dominios citoplasmicos, los cuales
funcionan como sitios de acoplamiento para las proteinas Flil, FliH y FliJ. FIhA provee sitios de
unioén para las diferentes chaperonas. FIhB actia como un interruptor que controla el proceso de
exportacion segun la etapa de ensamblaje del flagelo. Un cambio en la conformacion del dominio
citoplasmico de FlIhB resulta en un cambio en la especificidad de sustratos a exportar: de gancho a
filamento [32]. El cambio en la conformacion de FIhB es ocasionado por la proteina de control de
la longitud del gancho: FliK [20].
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Figura 4. Aparato de exportacion flagelar. El esquema indica las proteinas asociadas a membrana (F1iO,
FliP, F1iQ, FIhA, FIhB, FliR) y los componentes citoplasmicos (Flil, FliH y la chaperona citoplasmica
FliJ). Se esquematiza la exportacion de un sustrato (SE). MC, membrana citoplasmica (o interna) [31].

La proteina Flil es una ATPasa que existe en un complejo estable con FliH formando un
heterotrimero: FliHoFlil. La proteina FliH es un regulador negativo de la actividad enzimatica de
Flil. La region amino terminal de Flil y la carboxilo terminal de FliH son las responsables de la
formacion del complejo [33]. La proteina FliJ interacciona con las proteinas FliH, Flil y los
dominios citoplasmicos de las proteinas FIhA y FIhB, FliJ funciona como una chaperona general,
cuyo papel es el de prevenir la agregacion citoplasmica de los sustratos a exportar [35,36].

El proceso de exportacion de los componentes flagelares requiere de energia para poder
llevarse a cabo. La proteina Flil tiene actividad ATPasa y mutantes en su sitio catalitico resultan
en una célula incapaz de ensamblar flagelo, se sugiere que la energia necesaria para el transporte
de proteinas proviene de la hidrolisis de ATP, sin embargo, se ha determinado que aunque FIil es
relevante para el proceso, no es indispensable. Se propone que el gradiente electroquimico es el
responsable de proveer la energia necesaria para poder conducir la exportacion de las proteinas
flagelares a través del sistema de exportacion [37].



Motor

El motor del flagelo rota como resultado de la energia generada por el gradiente
transmembranal de protones o iones sodio en algunas especies. El motor flagelar convierte la
energia proveniente del gradiente electroquimico en trabajo mecanico (Figura 5).

Escherichia coli Vibrio
Salmonella
H’ H* Na" 1—[ Nao
o —P0 MotX, MotY
i 7 PG s
MotB ‘ PomB
Asp3r— MI i 3 w
otA <u \\:om
H* H* Na* Na*
FliG ~N

FliG

Figura 5. Diagrama representativo de los dos tipos de motores flagelares. Modelo para el motor de
protones funcional en Escherichia coli y Salmonella enterica (izquierda) y el modelo para el
funcionamiento del motor de iones sodio en Vibrio (derecha). Se muestra para ambos modelos en un
cuadrado el residuo critico para la rotacion del flagelo (El aspartico 33 y el 24 respectivamente). ME,

membrana externa. PG, pared de peptidoglicano. MI, membrana interna (Modificado de Morimoto,
2014) [16].

El mecanismo molecular que permite la generacion de la torca involucra a las proteinas MotA
y MotB (0o PomA y PomB para motores de ion sodio, como es el caso de Vibrio) y a FliG: Las
proteinas integrales de membrana MotA y MotB componen al estator formando un
heterohexdmero constituido por 4 copias de MotA y 2 copias de MotB [17]. El complejo se
encuentra inmerso en la membrana interna y forma dos canales para el transporte de protones; la
proteina FliG (del anillo C) se localiza en el lado citoplasmico de la membrana interna y es el
componente que forma el rotor [18].

La proteina MotB tiene un residuo critico para la rotacion del flagelo (Figura 5): dicho
residuo interacciona con los protones transportados y ocasiona un cambio conformacional en la
proteina MotA. La consecuencia del cambio en MotA es una modificacion en la interaccion entre
los residuos cargados en su dominio citoplasmico y los residuos cargados en el carboxilo terminal
de FliG [16]. La interaccion entre los residuos genera un trabajo sobre los anillos MS y C,
haciéndolos rotar [19].



El gancho

El gancho es una estructura tubular flexible cuya funcion es transmitir la torca del motor
flagelar al resto de la estructura, permitiendo asi la rotacion del filamento (Figura 6) [20]. El
gancho flagelar se dispone de forma cilindrica y estd compuesto por 120 copias de la proteina
FIgE. Cada una de las subunidades se organiza helicoidalmente formando una estructura de hasta
55 nm de longitud (con variaciones segun la especie). Cambios en la longitud del gancho
originados por mutaciones en la proteina FliK resultan en flagelos incompletos. Por lo anterior se
sugiere que FliK juega un papel importante, sin embargo, el mecanismo de funcionamiento esta
aun por describirse [21].

SR % «‘;‘\ \.. e ‘("

"q\,‘

Figura 6. Gancho flagelar. A. Microscopia electronica de complejos gancho-cuerpo basal de Sa/monella
typhimurium. Se observa en la base de cada estructura los anillos del cuerpo basal y el gancho helicoidal
[5]. B. Caracteristica morfoldgica de un solo complejo gancho-cuerpo basal. Se indica el cuerpo basal
(numero 1) y el gancho (niimero 2) [23].

Estudios de microscopia electronica resolvieron la arquitectura basica del gancho como una
hélice simétrica de 11 subunidades por cada dos vueltas (Figura 7) [22].

La estructura cristalografica disponible para la proteina del gancho FIgE se logro obtener
como resultado de eliminar las regiones N- y C-terminales, la proteina resultante abarca de los
residuos 71 a 369 de los 402 presentes en la version silvestre de Salmonella typhimirium. Se
establecid que la proteina FIgE estd compuesta por tres dominios: DO, D1 y D2.

El dominio DO es desordenado en solucion pero adquiere una conformacion tipo a- hélice al
polimerizar. Se localiza en el centro de la estructura tubular. Los dominios D1 y D2 estan poco
empacados, lo cual pudiera explicar la flexibilidad del gancho, pues las interacciones
intermoleculares que ocurren entre ambos dominios tienen como resultado cambios
conformacionales que le otorgan a cada protofilamento una capacidad de extension y comprension
de aproximadamente 9 A, el resultado es un alto nivel de flexibilidad que le permite a la estructura
adquirir una conformacién curva. Estos cambios de extension y compresion deben ocurrir en cada
vuelta que da el flagelo al rotar, es decir, aproximadamente 300 veces por segundo.
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Figura 7. Arquitectura del gancho flagelar. A. Modelo del gancho con un diagrama esquematico del
cuerpo basal abarcando desde la membrana citoplasmica MC, el peptidoglicano PG y la membrana
externa ME. B. Acercamiento a la curvatura del gancho. Se aprecia la extensiéon y comprension de los
protofilamentos y el canal central formado por el dominio DO en lineas grises punteadas [21]. C. Vista
superior de un mapa de la densidad tridimensional del gancho ajustado al modelo atémico. El diametro
del gancho es de 180 A y el canal interno mide 18 A [83].

La proteina del gancho (FIgE) requiere de la asistencia de la proteina FlgD para poder
ensamblarse correctamente. Se sugiere que el papel que juega FlgD es el de una proteina de
andamiaje que promueve la polimerizacion de las subunidades del gancho evitando que difundan
en el medio extracelular al ser exportadas [24].

11



Proteinas asociadas al gancho (Hook Associated Proteins)

Debido a las diferencias a nivel de estructura entre el gancho y el filamento se requiere una
interfase de union. Para esto es necesaria la presencia de dos proteinas accesorias: estas se
denominan proteinas asociadas al gancho 1 y 3, o por sus siglas en inglés HAP1 (FlgK) y HAP3
(FlgL). Ambas proteinas se ensamblan en el extremo distal del gancho [25] y la estequiometria
reportada es de 11 unidades para cada una [9]. La proteina HAP1 (FIgK) se une directamente al
gancho, y la proteina HAP3 (FIgL) se une a HAP1 y al filamento. Existe otra proteina asociada al
gancho: HAP2 (FliD), la cual se ubica despué¢s de HAP1 y 3 antes de la elongacion del filamento.
La proteina FliD permite que las subunidades de flagelina (FIiC) polimericen, por lo que en su
ausencia el filamento no se ensambla [26].

La ausencia de cualquiera de las proteinas asociadas al gancho ocasiona un flagelo incompleto.

Filamento

El filamento es el componente mayoritario del flagelo bacteriano. Es el encargado de realizar
el trabajo mecanico sobre el medio para poder propulsar a la bacteria durante el nado. Con un
didmetro de 20 nm y una longitud de hasta 15 pm son necesarias aproximadamente 30, 000
unidades de la proteina FliC (también denominada flagelina) para ensamblarlo. Las unidades de
flagelina se disponen una sobre otra hasta formar una hélice; cada vuelta estd compuesta por 5.5
unidades de FliC [14]. Los mondmeros de flagelina forman 11 hélices (o protofilamentos) los
cuales se acomodan sobre la superficie cilindrica del filamento [27].

La naturaleza fisicoquimica de la flagelina ha dificultado su estudio debido a su tendencia
para auto polimerizar y formar filamentos, por lo que actualmente no se conoce la estructura
cristalografica de la proteina completa, pero si de la mayor parte. La estructura cristalografica
existente pertenece a la flagelina de S. enterica y es el resultado de una version recombinante que
carece de los extremos amino y carboxilo terminales, por lo que se trata de un péptido con menor
numero de aminoacidos: 396 de los 494 [28].

El cristal de la proteina muestra la existencia de tres dominios que componen a la flagelina:
D1, D2 y D3. El dominio D1 se encuentra en el N-terminal, incluye de la asparagina 54 a la
glicina 176, también incluye el C-terminal desde la treonina 402 a la arginina 450. Estad compuesto
principalmente por a-hélices.

Al dominio D2 esta compuesto de igual forma por dos fragmentos que incluyen desde la lisina
177 a la glicina 189 y de la alanina 248 a la alanina 401, siendo la estructura proteica
predominante la de hojas B-plegadas.

El dominio D3 estd conformado por la region central de la secuencia proteica y abarca desde la
tirosina 190 hasta la valina 283, la estructura secundaria predominante es del tipo hojas B-plegadas
(Figura 8).
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Posteriormente, el modelo del filamento se resolvid por criotomografia electronica revelando
la estructura de los extremos amino y carboxilo de la proteina silvestre. Dichas regiones forman un
cuarto dominio: DO, el cual estd compuesto por dos a-hélices entrelazadas.
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Figura 8. Estructura tridimensional de la flagelina o FliC. A. La cadena esta coloreada de la siguiente
manera: residuos 1 al 44 en color azul, residuos 44 al 179 en celeste, residuos 179 al 406 en verde, 406-
454 en amarillo y del 454 al 494 en rojo. B. Distribucion de las cadenas hidrofobicas laterales mostrando
las regiones que definen a los dominios DO, D1, D2 y D3, los componentes de la cadena lateral estan
coloreados de la siguiente manera: Alanina y metionina en amarillo. Leucina, isoleucina y valina en
naranja. Fenilalanina, tirosina y prolina, morado y rojo: carbono y oxigeno, respectivamente. C.
Posiciones y regiones de las caracteristicas estructurales de la secuencia de aminoacidos de la flagelina
[28].

Las regiones N-terminal y C-terminal forman el dominio D0, y son regiones que carecen de
estructura secundaria ordenada en solucidn, sin embargo, se sabe que ademas de ser esenciales
para la polimerizacion y estabilizar el filamento su interaccion es esencial durante las transiciones
polimérficas, en el modelo del filamento, ambas regiones aparecen formando la cara interna de
dicha estructura tubular y constituyen el canal por el cual las nuevas subunidades que se van a
incorporar son exportadas. Una vez incorporadas en la estructura, las regiones N- y C-terminal
sufren una transicion que les permite adquirir una conformacion a-hélice, ambas regiones estan
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altamente conservadas y es probable que esto se deba a su papel durante la polimerizacion del
filamento.

El dominio D1 forma una estructura concéntrica de doble tubo y al igual que el dominio DO
tiene un papel importante durante la polimerizacion y estd muy conservado [28].

Los dominios D2 y D3 corresponden a la region central de la proteina, la cual no es esencial
para la polimerizacion, pues mutantes en dicha region conservan la capacidad para formar
filamento. Adicionalmente, se sabe que existe una gran variabilidad en la composicion y longitud
de ambos dominios entre las flagelinas de diferentes especies bacterianas. En la bacteria
Desulfotea psychrophila la regién consta de aproximadamente 1000 residuos mientras que en
Bacillus cereus en términos practicos esta ausente. Es la region mas expuesta en la superficie del
filamento y la responsable de las propiedades antigénicas de la molécula, por lo que quiza esa sea
la razon para la gran variabilidad que presenta [29].

Como se menciond anteriormente, durante el ensamblaje del filamento, la flagelina requiere
de la participacion de la proteina ensambladora FliD o HAP2, la cual segun se propone, es la
encargada de evitar que las subunidades de flagelina se disocien en el espacio extracelular al ser
exportadas [26]. También se propone que actia como una chaperona que le permite a la flagelina
polimerizar. Al momento del ensamblaje de la estructura cada subunidad de flagelina que se
incorpora obliga al pentamero de FliD a desplazarse hacia el extremo del filamento en una
posicion equivalente. La asimetria que existe entre el filamento y FliD le indican a la flagelina en
que sitio incorporarse, lo anterior ocurre en un mecanismo rotatorio [30].
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Regulacion flagelar

Para formar un flagelo funcional es necesaria la expresion del regulon flagelar, el cual
involucra a mas de 50 genes en al menos 17 operones. La expresion de los genes involucrados en
la biogénesis flagelar se regula como una respuesta a los estimulos ambientales y al mismo
desarrollo de la estructura [38]. Los genes flagelares se expresan temporalmente dentro de una
jerarquia transcripcional segun son necesarios para el proceso de ensamblaje. Los sistemas mejor
caracterizados pertenecen a las bacterias entéricas S. typhimurium y E. coli, sin embargo, el orden
de la expresion y ensamblaje son procesos sumamente conservados por lo que se utilizan sus
modelos como referencia en el estudio de flagelo en otras especies bacterianas (Figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica de la regulacidon genética acoplada al ensamblaje del flagelo en S.
typhimurium. En S. typhimurium la transcripcion de los genes clase Il es dependiente de 67 y es activado
por el regulador maestro FIhDC. La formacioén de complejo gancho-cuerpo basal secreta el factor FigM
liberando asi la expresion de los genes de clase 111 (Modificado de Erhardt, 2014) [39].

Los primeros genes en expresarse, son los denominados genes de clase 1. Estos codifican para
el regulador maestro FIhDC, este activa la transcripcion de los genes de clase I una vez presente
el factor sigma 70 (7). Los genes de clase II codifican para los componentes del cuerpo basal, del
gancho, el factor sigma FliA (6%®) y el factor anti-sigma FlgM (anti 6°®). Los genes de clase III
codifican para la flagelina y otras proteinas necesarias en la biogénesis tardia y que requirieren de
0?8 para trascribirse, FIgM se une a 6°® previniendo la expresion de los genes de clase I11. Una vez
ensamblado el complejo gancho-cuerpo basal, FIgM es secretado permitiendo asi la expresion de
los genes de clase III. El flagelo tiene un importante papel en la regulaciéon de su propia
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biosintesis, siendo la formacion del complejo gancho-cuerpo basal el punto clave para controlar la
expresion de los genes flagelares tardios [40].

Biogénesis del flagelo

El orden de adicion de los componentes flagelares es un proceso lineal y secuencial, procede
de las estructuras proximales a las mdas distales: comienza con los componentes integrales y
periféricos de membrana, posteriormente los componentes peripldsmicos, los de membrana
externa y finalmente los componentes que residen en el exterior de la célula (Figura 10).

El evento primario es la formacion del anillo MS. Cada subunidad de la proteina FliF se
inserta en la membrana interna para formar dicha estructura [14]. Aunque el anillo MS es el
primer componente en establecerse para formar la estructura, se ha sugerido que algunas bacterias
requieren de las proteinas FIhG y FIhF para poder controlar la localizacion al anillo MS [86].

Existen componentes del aparato de exportacion que son capaces de interaccionar con la
proteina FIiF por lo que se sugiere que la estructura que se ensambla inmediatamente después es el
aparato de secrecion. Posteriormente se arman los componentes del anillo C. Las proteinas MotA
y MotB son capaces de interaccionar con FliG por lo que el ensamblaje del motor es posterior a la
incorporacion del anillo C.

Una vez que se completd el sistema de secrecion flagelar comienza la formacion del eje. Se
propone que la primera de las proteinas en afiadirse es FIiE. Estudios de interaccion sugieren un
modelo para el orden de armado del eje flagelar [84]; FlgB interacta fuertemente con FIiE, lo que
sugiere que FlgB es la segunda en ensamblarse, FlgC y FIgF le siguen pero el orden en el que lo
hacen todavia no estd resuelto. Finalmente la proteina FIgG es la mas distal ya que se le ha
identificado como la mds proxima al gancho [14]. Para formar un eje flagelar completo es
necesaria la presencia de la proteina FlgJ, la cual actia de forma bifuncional en primer lugar
participando como una proteina ensambladora del eje, con un papel similar al descrito para FlgD
en el gancho y FIiD en el filamento y en segundo lugar degradando localmente la pared de
peptidoglicano permitiendo el paso de la estructura [41].

Para penetrar la membrana externa se requiere de los anillos P (Flgl) y L (FlgH); la
formacion de ambos anillos es dependiente a la presencia del eje. El complejo que forman los
anillos L y P funciona como un forro o rodamiento que no rota pero que es fundamental para
mantener la integridad estructural del eje durante la rotacion.

Posteriormente, comienza la formacion del gancho, cada una de las subunidades de la proteina
FIgE es exportada por la via especifica del flagelo. Como ya se mencion6 anteriormente el gancho
requiere de la proteina FliK para la regulacion estricta del control de su longitud. Asi mismo, se
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requiere de la proteina FlgD ya que le permite incorporar correctamente cada una de las
subunidades que forman el gancho.

Una vez que el gancho alcanzé la longitud necesaria ocurre un cambio de especificidad en el
aparato de exportacion por sustratos de filamento, esto le permite al sistema exportar a FlgK, FlgL
(HAP1 y HAP3), FliD (HAP2) y FliC (flagelina). Una vez que ocurre el cambio de especificidad
FlgD es sustituida por las recién exportadas FigK y FiglL (HAP 1 y 3), posteriormente sobre ellas
se inserta FliD (HAP2) la cual le permite al filamento polimerizar.
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Figura 10. Esquema de la via morfogenética flagelar. La via inicia con la formacion del anillo MS, el
resto de las estructuras se afiaden subsecuentemente en el extremo distal de la estructura naciente. El
gancho y el filamento necesitan de sus respectivas proteinas chaperonas para polimerizar. (Modificado
de Aizawa, 1996) [41]. ME, membrana externa. PG, capa de peptidoglicano. MC, membrana
citoplasmica.
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Rhodobacter sphaeroides

R. sphaeroides es una bacteria purpura fotosintética no sulfurosa de vida libre (Figura 11)
con un extenso repertorio metabdlico que pertenece al grupo a-3 de las proteobacterias.
Su versatilidad metabdlica la ha convertido en un importante modelo experimental en
bioenergética. R. sphaeroides es capaz de crecer como fotoheterotrofa utilizando una gran
variedad de compuestos organicos como fuente de carbono y de poder reductor, como
fotoautotrofa, en ausencia de oxigeno, utilizando el CO, como fuente de carbono y el hidrogeno
como poder reductor, como quimioautétrofa en la oscuridad en presencia de oxigeno con CO> e
hidrogeno como fuentes de carbono y poder reductor, respectivamente. Ademas, es capaz de tener
crecimiento fermentativo, el cual ocurre en ausencia de oxigeno pero en presencia de luz [85].

Los componentes estructurales que hacen de R. sphaeroides una bacteria metabolicamente
diversa estan codificados en un genoma cuyo tamafio aproximado es de 4.5 Mb (Mb, refiere a un
millon de pares de bases); dicho genoma esta ordenado en dos cromosomas: CI, CII (de 2.9 y 0.9
Mb respectivamente) y 5 replicones mas [44].

R. sphaeroides posee un flagelo subpolar (Figura 11. B.) que rota en un solo sentido con
respecto a las manecillas del reloj. Cuando se reorienta sufre un cambio polimoérfico tal que
ocasiona un enrollamiento en cuya disposicion el filamento continta rotando, pero dado que lo
hace tan lentamente contribuye a la reorientacion del cuerpo celular por movimiento browniano
[47].

Diferentes estudios sobre el flagelo de R. sphaeroides han demostrado que el sistema flagelar
1 (Flal), el cual se expresa en condiciones de laboratorio, se ensambla de forma similar al del
flagelo de E. coli. Sin embargo, existen algunas diferencias. Una de las mds interesantes es la
proteina FlgJ, mientras que en E. coli posee dos dominios (el N-terminal funciona como una
proteina de andamiaje para el eje y el C-terminal es una hidrolasa capaz de hacer un hueco en la
pared de peptidoglicano para facilitar el paso del eje), FlgJ de R. sphaeroides inicamente contiene
el dominio de andamiaje para las proteinas del eje [48].

Las caracteristicas de la proteina FIgE (gancho flagelar) ocasionan que éste se disponga en
forma recta, este fendmeno se debe a una region rica en prolinas que se encuentra hacia el N-
terminal de la secuencia proteica de FIgE, esto es contrario al gancho de S. enterica el cual se
dispone en forma curveada [49].

R. sphaeroides posee un conjunto adicional de genes flagelares: denominado sistema flagelar
2 (Fla2). Dicho sistema se expresa solo en ausencia del sistema flagelar 1 (Flal), y expresa varios
flagelos en el polo del cuerpo celular (Figura 11. C). El conjunto de genes Flal es el resultado de
una transferencia horizontal proveniente de una y-proteobacteria, mientras que el conjunto de
genes fla2 es endogeno [50]. La expresion de ambos sistemas flagelares es excluyente [45].
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Figura 11. Rhodobacter sphaeroides. A. Vista microscopica de la bacteria, se sefiala con las siglas ICM
el sistema de membranas intracitoplasmicas, las cuales son los sitios donde reside el aparato
fotosintético [45]. B. Microscopia electronica donde se muestra el flagelo 1 de R. sphaeroides. C.
Microscopia electronica de los flagelos polares resultantes de la expresion del sistema flagelar 2 [5].
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Pared de peptidoglicano

El peptidoglicano es un componente esencial y especifico presente en la pared celular
bacteriana. Se ubica en el exterior de la membrana citoplasmica y estd presente en casi todas las
bacterias. Tiene diferentes papeles, siendo el més importante preservar la integridad de la célula al
soportar la turgencia, ademds de permitirle conservar su forma y servir como andamio para otros
componentes de pared celular como proteinas y acidos teicoicos. Degradacion especifica o
cualquier clase de inhibicion en la biosintesis resultardn en la lisis de la célula [51]. Las
principales caracteristicas estructurales del peptidoglicano son hebras lineales de polisacaridos
unidas de forma entrecruzada por péptidos cortos (Figura 12).

Acido N-
acetilmuramico

N-acetilglucosamina

Cadena
interpeptidica

Puentes
interpeptidicos

Figura 12. Diagrama esquematico de un modelo de peptidoglicano. Se representan las cadenas de
polisacaridos sefialando diferencialmente los residuos: N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico,
las cadenas laterales peptidicas, y los puentes interpeptidicos conectando a los polimeros [52].

Las hebras de polisacaridos estan formadas por dos residuos dispuestos alternadamente: N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico unidos por un enlace -1—4 (Figura 13). El grupo
D-lactoil de cada acido N-acetilmuramico es sustituido por un péptido cuya composicion suele ser
L-Ala -y-D-Glu-meso-Azpm (o L-Lys) -D-Ala -D-Ala (Azpm 2,6- 4cido diaminopimélico).
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Figura 13. Estructura del peptidoglicano de E .coli. Las estructura consiste en residuos alternados de N-
acetilglucosamina y 4cido N-acetilmurdmico unidos por un enlace tipo 3-1—4 con una terminacion 1,6
anhidromuramico. La parte sombreada corresponde a la unidad estructural del peptidoglicano
(monoémero), y a un costado se indica en la nomenclatura abreviada [51].

Dichas caracteristicas estructurales estan presentes en todas las especies bacterianas
conocidas, sin embargo, pueden existir ciertos niveles de variacion en los péptidos, las hebras de
polisacaridos o en la composicion de los puentes interpeptidicos [51].

La pared celular es una estructura rigida y dinamica, por lo que el crecimiento y la division de
la bacteria deben estar acompanados por modificaciones a nivel de la pared celular, los cuales
involucran la sintesis del peptidoglicano y su incorporacion a la estructura existente, ademas de la
degradacion y reciclamiento de la misma.

Las enzimas necesarias para la sintesis de peptidoglicano son: las glicosiltransferasas
(GTasas): que polimerizan las cadenas de glicidos. Las DD-transpeptidasas (DD-TPasas) unen a
los péptidos que también se denominan PBPs (por sus siglas en inglés Penicillin-Binding
Proteins).

La adicion de nuevo material a la estructura de peptidoglicano por reacciones de
transpeptidacion provocaria un aumento en el grosor del mismo sin lograr la elongacion requerida,
por lo que para que la pared se extienda es necesaria una ruptura de enlaces covalentes que
permitan al nuevo material incorporarse en la misma capa sin aumentar el grosor. La degradacion
del peptidoglicano es de suma importancia durante la division celular [53].
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Enzimas liticas

La pared celular representa una barrera fisica para el ensamblaje de los diferentes sistemas
de secrecion al impedir el transporte de proteinas que excedan los 50, 000 Daltons (Da), debido a
esto se propone la existencia enzimas especializadas que facilitan selectivamente la apertura de la
pared celular [54]. Las enzimas capaces de degradar el peptidoglicano no son exclusivas de
sistemas de secrecidon, pues como se menciond anteriormente, participan en una gran variedad de
procesos fisioldgicos fundamentales: recambio de pared celular durante el crecimiento, autolisis,
esporulacion, formacion de biopeliculas, patogénesis y el ensamblaje del flagelo [55].

Se han identificado enzimas capaces de romper cada enlace covalente presente en la
estructura del peptidoglicano; entre estas enzimas se encuentran (Figura 14):

e Amidasas, rompen el enlace amida entre el acido N-acetilmuramico y la L-Ala por medio
de una hidrolisis.

o Endopeptidasas, hidrolizan los entrecruzamientos peptidicos.

e Carboxipeptidasas, rompen los enlaces peptidicos cortando el extremo del carboxilo
terminal de los péptidos.

e Glucosaminidasas, hidrolizan el enlace glicosidico entre la N-acetilglucosamina y el N-
acetilmuramico.

e Transglicosilasas liticas, cortan el enlace glicosidico entre el 4cido N-acetilmurdmico y la
N-acetilglucosamina. En esta reaccion no participa una molécula de agua.
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Figura 14. Sitios de accion de las enzimas liticas. Se muestra un diagrama de la estructura quimica del
peptidoglicano. Los puntos coloreados de los diferentes tonos de verde representan a los péptidos
unidos a la cadena, M: 4cido N-acetilmuramico. G: N-acetilglucosamina. Las flechas color rojo indican
los sitios de corte de las enzimas liticas: 1) Glucosaminidasas. 2) Transglicosilasas liticas. 3)
Endopeptidasas y Carboxipeptidasas. 4) Amidasas [56].
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Transglicosilasas liticas

Las transglicosilasas liticas son enzimas capaces de degradar el peptidoglicano por una ruptura
en el enlace glicosidico B-1—4 entre los residuos N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina.
Rompen el sustrato en una reaccion en la que se forma un anillo intramolecular entre el carbono 1
y 6 del 4acido N-acetilmuramico, para dar lugar a un residuo 1,6 anhidromuramico (Figura 15)
[57].
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Figura 15. Reaccion catalizada por las transglicosilasas liticas. Las transglicosilasas liticas (TL) catalizan
la escision del peptidoglicano entre los residuos N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina formando
concomitantemente un residuo terminal 1,6 anhidromuramico [55].

Dado que las transglicosilasas liticas se definen como enzimas capaces de crear espacios en la
pared de peptidoglicano, su aptitud para romper dicha estructura hace de ellas elementos
indispensables para la realizacion de diferentes procesos celulares [54].

Las transglicosilasas liticas estan presentes en todos los grupos de bacterias (excepto
micoplasmas) y existen en gran variedad, por lo que se ha propuesto una clasificacién que agrupa
a las enzimas en cuatro diferentes familias segun su similitud a nivel de estructura primaria y la
identificacién de motivos cataliticos (Figura 16). Dicha clasificacion establece la existencia de 4
familias:

e La familia 1 es una superfamilia que se divide a su vez en 5 subfamilias: 1A o Slt, 1B o
YthD, 1C o MItC, 1D o MItD y 1E o EmtA, las enzimas que pertenecen a esta familia
poseen 3 motivos cataliticos en el N-terminal y un cuarto motivo hacia el C-terminal. Los
miembros de esta familia comprenden enzimas ampliamente distribuidas entre las bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas e incluso estdn presentes en algunos
bacteriofagos.

o La familia 2 agrupa enzimas hipotéticas que pertenecen a las bacterias Gram negativas.
Las caracteriza la presencia de 6 motivos sumamente conservados.
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e La familia 3 también agrupa enzimas que pertenecen a bacterias Gram negativas
resaltando la presencia de 4 motivos conservados.

e Finalmente, la familia 4 agrupa las transglicosilasas liticas pertenecientes a bacteriofagos,
estas enzimas muestran 4 motivos conservados a lo largo de su secuencia. Las enzimas que
componen a este grupo parecen no estar relacionadas con el resto de las familias [58].

| Il 1] v
1A RUES: F-P+A-S- -GA-GLMQ-MP-TA"  (33-44) A-AAYNAGSGRV  (3-19) E-IPF-ETR:YV.:.V
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1c AIESGGNPNAVSXSNATGLMQIKASTG  (37-53) LVVSYANGAGAL (28) - NHPA - QAPRYIWKL
1D AIESGGNPNAVSXSNATGLMQIKASTG  (3842) - -AAYNEG-G-V (1220) L-LP--ET--YVPK-
1E YQESHWNP -A-SPTG-RGLMMLTK-TA  (39-42) ALAAYN-G--H- (2842) GYARG-EA- -YVENI
| 1} 1l
2 DNF-M-VQGSGYID-GDG  (6-11) YAGRNG-PY--IGK-LIDK (6-7) SMOAIR-W  (3-17)
v \'
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Figura 16. Estructura de las transglicosilasas liticas. Estructuras tridimensionales representativas de las
cuatro familias identificadas mediante analisis de secuencia y la identificacion de motivos cataliticos.
Las estructuras presentadas son: S1t70 de E. coli: familia 1A. MItA de Neisseria gonorrhoeae: familia 2.
MItB de E. coli: familia 3. Transglicosilasa litica de bacteriofago lambda: familia 4. Los motivos
cataliticos estan sefialados con niimeros romanos. Los residuos que aparecen resaltados en negritas son
los mas conservados, los nimeros agrupados entre paréntesis indican el nimero de residuos que existen
entre cada motivo [58].
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FlgJ en R. sphaeroides

Dentro el operon flagelar flgG de R. sphaeroides se encuentran codificados algunos de los
genes necesarios para la formacion del cuerpo basal: flgGHIJ y los genes que codifican para las
proteinas asociadas al gancho (HAPs): flgK vy flgL [48].

En la bacteria modelo S. enterica la proteina FlglJ consta de dos dominios funcionales. El N-
terminal funciona como una proteina de andamiaje que participa en la polimerizacion de las
proteinas del eje y el C-terminal actia como una enzima litica, especificamente una [-N-
acetilglucosaminidasa que rompe por medio de una hidrélisis una region en el peptidoglicano y
permite el paso del eje [59,61]. En R. sphaeroides la proteina Flg] es mucho mas corta.
Alineamientos revelaron que las similitudes entre ambas solo se mantienen hacia N-terminal, el
dominio de hidrolisis del peptidoglicano estd ausente en FlgJrs [48]. La presencia de una FlgJ
monodominio es una condicion presente en un gran nimero de grupos bacterianos [59].

Posteriormente en el operon flgG se identificd por secuencia a una transglicosilasa litica
soluble flanqueada por los genes flgl (HAP3) y fleQ. Posteriormente, y por las caracteristicas
mencionadas, se denominé a dicha proteina SItF (por sus siglas en inglés Soluble Lytic
Transglycosylase Flagellar) [48,63].

En el extremo N-terminal de SItF se encuentra una secuencia consenso para la exportacion por
la via general de secrecion Sec, el sitio predicho de corte se encuentra entre los residuos 27 y 28
(entre dos alaninas). Esto hace de SItF al igual que FlgA, Flgl y FlgH una mas de las proteinas
flagelares exportadas por esta via general de secrecion, y no por la via especifica de secrecion
flagelar tipo III [63].

Analisis previos demostraron que SItF interacciona con la proteina flagelar FlgJ, y
considerando que SItF es exportada por una via distinta a la flagelar, su interaccion con FlgJ
resulta crucial para la localizacion especifica de la enzima en el sitio de ensamblaje del flagelo
[63,64]. Sin embargo, los detalles especificos en SItF que permiten la interaccion aun estan por
resolverse.

SItF es una proteina de 265 aminoacidos pero solamente 170 de ellos pertenecen al dominio
consenso de las transglicosilasas liticas. El resto de la secuencia no presenta homologia con
ninguna proteina conocida por lo que se consider6 que dichos aminoacidos no conservados
podrian tener un papel importante en su interacciéon con FlgJ [64]. En la secuencia de SItF la
mayoria de los aminoacidos no conservados (95 aminoécidos) se encuentran hacia el C-terminal
de la proteina, el resto de los aminodcidos no conservados se encuentran hacia el N-terminal entre
el sitio de corte de la secuencia sefal y el inicio del dominio catalitico.

En un trabajo previo se caracterizé el papel de los primeros 48 aminoacidos del C-terminal y
se determind que juegan un importante papel modulando la interaccion de SItF con Flgl, pero no
necesariamente en la interaccion [64]. Entre las perspectivas del trabajo previo se propuso realizar
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la delecion de las regiones de aminoacidos no conservados en SItF (C- y N- terminal) con la
finalidad de confirmar que el sitio de interaccion SItF-FlgJ se encuentra en alguna de ellas.
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Planteamiento del problema

La biogénesis flagelar es un proceso jerarquico que requiere la expresion regulada de hasta
50 genes [40]. Durante el ensamblaje del cuerpo basal la estructura naciente necesita de atravesar
la pared de peptidoglicano, y dado que el peptidoglicano es una estructura rigida que representa
una barrera fisica, su ruptura es fundamental para la formacion del eje del flagelo [59]. Para poder
ensamblar un eje funcional es necesario contar con las cinco proteinas estructurales que lo
componen (FIiE, FlgB, FlgC, FlgF y FlgG) y con la presencia de la proteina de andamiaje FlgJ,
pues en su ausencia son incapaces de ensamblarse al ser incapaces de polimerizar [12].

La proteina FIgJ en la bacteria modelo S. enterica estd compuesta por 316 aminoécidos.
Hacia el C-terminal posee un dominio enzimatico de B-N-acetilglucosaminidasa el cual le permite
hidrolizar la pared de peptidoglicano [60,61] mientras que hacia el N- terminal posee un dominio
ensamblador para las proteinas del eje [62]. Este modelo aplica unicamente para bacterias que
pertenecen a las clases y y - proteobacterias [59].

R. sphaeroides es una bacteria purpura fotosintética que pertenece al grupo de las a-
proteobacterias. En su genoma se identifico la presencia del homologo de FlgJ de S. enterica, sin
embargo, su secuencia corresponde unicamente al dominio ensamblador (N-terminal) [48]. Mas
tarde, se identifico dentro del contexto flagelar (6kb rio abajo de la secuencia de fIgJ) un gen que
codifica para una transglicosilasa litica, la cual es una enzima capaz de degradar el peptidoglicano
durante el proceso de ensamblaje del flagelo y se denominé a dicha proteina SItF (Soluble Lytic
Transglycosylase Flagellar) [63].

SItF es exportada por la via general Sec y se sugiere que por su capacidad para interaccionar
in vitro con la proteina FlgJ, es el componente flagelar con el que interacciona y el cual le permite
encontrar su sitio de accion [64].

Analisis bioinformaticos identifican una region hacia el C-terminal que no forma parte del
dominio catalitico (aproximadamente 95 aminodacidos), pero que es fundamental para su funcién
durante la biogénesis del flagelo. Al deletar los ultimos 48 aminoacidos del C- terminal de SItF se
observd que su ausencia tiene un efecto negativo en la motilidad de R. sphaeroides, también se
observd en ensayos in vitro que se aumentaba su afinidad por FlgJ, por lo que se concluy6 que el
C-terminal tiene un efecto negativo sobre la interaccidn, posiblemente haciéndola tnicamente
transitoria [64].

Es necesario continuar explorando los aminoécidos no conservados dentro de la secuencia de
SItF con la finalidad de caracterizar a la regiéon determinante para su interaccion con FlgJ.
Adicionalmente es necesario determinar con andlisis bioinformdticos la existencia de
caracteristicas que determinen la especificidad de transglicosilasas liticas en contextos flagelares.
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Hipotesis

En R. sphaeroides SItF es la enzima responsable de degradar la pared de peptidoglicano en el
sitio de formacion del flagelo al interaccionar con FlgJ. SItF contiene una region determinante
para la interaccion.
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Objetivos

General

e Describir el papel de distintas regiones de la secuencia de SItF en la interaccion con FlgJ.

Particulares

e Construir versiones mutantes de la proteina SItF y analizar su capacidad para
complementar el nado en una cepa con un fondo genético AsltF.

e [Establecer que cada una las mutantes de SItF utilizadas mantengan su capacidad
enzimatica.

e Determinar la capacidad in vitro de las mutantes construidas de SItF para interaccionar con
la proteina FlgJ.

e Analizar secuencias de transglicosilasas liticas en contextos flagelares de especies que
presentan una FlgJ] monodominio con la finalidad de clasificarlas.
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Materiales y métodos

Medios de cultivo, condiciones de crecimiento y cepas bacterianas.

Las cepas de E. coli y R. sphaeroides utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas.

Cepas Caracteristicas relevantes Referencia

E. coli

IM103 hsdR4 A(lac-pro) F’ traD36 proAB lacl! lacZ AM15 [65]

BL21(DE3)pLysS | F" ompT hsdSB (rB- mB-) gal dem (DE3)/pLysS Cm" Novagen

M15 [pREP4] thi lac ara+ gal mit F" recA" uvr® lon". Plasmido pREP4. | Qiagen
Kan'

Top 10 F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80 lacZ AM15 Alacx74 | Invitrogen

S17-1 recA endA thi hsdR RP4-2-Tc::Mu::Tn7; Tp"' Sm' Kan::Tn7 | [66]

R. sphaeroides

WS8-N Cepa silvestre. Resistente espontanea Nal" [67]

AsltF WSS8-N, Aorf 0072NH>(1-336)::aadA, Fla, Spc' Nal" [68]

sltFA4 Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415s/tFA(723-795)Spc’ Nal' | [46]

sItFAS Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415sltFA(651-723)Spc" Nal® | [46]

sltFA6 Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415s/tFA(651-795)Spc’ Nal' | [46]

sItFA23%* Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415sltFA(510-589)Spc' Nal® | Este trabajo

sltFA24* Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415s/tFA(589-658)Spc” Nal® | Este trabajo

sItFA47* Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415sltFA(510-651)Spc' Nal® | Este trabajo

sltFA95* Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415s/tFA(510-795)Spc’ Nal" | Este trabajo

slitFA17* Derivada de WS8-NAs/tF/pRK415sltFA(27-78)Spc" Nal* Este trabajo

Kan (kanamicina), Nal

(cloranfenicol).

* La notacion correcta es As/tF(niimero), sin embargo, se utilizd como se indica para continuar

(4cido nalidixico), Spc (espectinomicina), Tc (tetraciclina), Str (estreptomicina), Cm

con la nomenclatura reportada para las mutantes de s/¢F.

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB (Tabla 2) [6], a 37°C con una agitacion de 250

revoluciones por minuto (rpm).




Tabla 2. Medio LB (Luria-Bertani)

Triptona 1%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 0.5%
Agar! 2%

'Unicamente para cultivos solidos

En los casos requeridos se afiadieron los siguientes antibidticos al medio de cultivo de E. coli a las

concentraciones indicadas:
Ampicilina 200 pg/ml
Kanamicina 25 pg/ml
Cloranfenicol 25 pg/ml
Espectinomicina 50 pg/ml

Tetraciclina 25 pg/ml

Las cepas de R. sphaeroides se crecieron en medio Sistrom (Tabla 3) [69], en dos condiciones
diferentes: quimioheterotréficamente en obscuridad a 30°C con una agitacion a 250 rpm, o
fotoheterotroficamente, iluminadas continuamente con la luz artificial de 6 focos (40 watts cada

uno).

Tabla 3. Medio Sistrom

KH2PO4 20 mM
(NH4)2SO4 3.78 mM
Acido succinico 34 mM
Acido L-glutamico 0.67 mM
Acido L-aspartico 0.25 mM
NaCl 8.5 mM
Acido nitrilotriacético 1.04 mM
MgSO4 1.2 mM
CaCl 0.23 mM
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FeSO4 0.007 mM
(NH4)sM07024 0.16 uyM
Elementos traza 0.1 ml
Agar! 2%

! Unicamente para cultivos solidos

Se ajustd el pH del medio a 7 con KOH 3M vy se esterilizo utilizando una autoclave a 121°C
durante 20 minutos y posteriormente se agregd 1 ml de solucion de vitaminas (Tabla 4) por cada
litro de medio Sistrom. La solucion de vitaminas se esterilizo por filtracion.

Tabla 4. Solucion de vitaminas

Acido nicotinico 1%
Tiamina 0.5%
Biotina 0.01%

En los casos requeridos se afiadieron los siguientes antibioticos al medio de cultivo de R.
sphaeroides a las concentraciones indicadas:

Espectinomicina 50 pg/ml

Tetraciclina 1 pg/ml

Plasmidos y oligonucledtidos.

Los plasmidos y oligonucledtidos utilizados se enlistan en la tabla 5.
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Tabla 5. Plasmidos y oligonucleétidos utilizados

Caracteristicas relevantes Referencia
Plasmidos
pQEG60 Vector de expresion. Amp'. Epitope 6xHis C- terminal Qiagen
pQE30 Vector de expresion. Amp'. Epitope 6xHis N- terminal Qiagen
pRK415 Plasmido de expresion para R. sphaeroides. Promotor lac; | [70]
lacZ mob™; Tc"
pRK415/SItF Contiene s/tF. Nal" [63]
pRK415/SItFA4 AsltF(723-795) Tc' [64]
pRK415/SItFAS AsltF(652-723)Tc’ [64]
pRK415/SItFA6 AsltF(651-795)Tc" [64]
pRK415/SItFA24 AsltF(510-589)Tc’ Este trabajo
pRK415/SItFA23 AsltF(589-658)Tc" Este trabajo
pRK415/SItFA47 AsltF(510-651)Tc’ Este trabajo
pRK415/SItFA95 AsltF(510-795).Tc" Este trabajo
pRK415/SItFA17 AsltF(27-78).Tc" Este trabajo
pQE30/SItF Sec- Contiene s/tF. Sin secuencia sefial. Amp' [64]
PQE30/SItFA95Sec- | AsltF(510-795). Sin secuencia sefial. Amp” Este trabajo
pQE30/SItFA47Sec- | AsltF(510-651). Sin secuencia sefial. Amp” Este trabajo
pRSJ Derivado de pQE60. Contiene flgJ. Amp® [63]
pTZ19R/SItF Derivado de pUC. Contiene lacZ". Amp" Contiene SItF | [63]
(sect) — 95 pb y + 550 pb.
pTZ19R/SItFA47 Derivado de pUC. Contiene lacZ". Amp" AsltF(510-651) | Este trabajo
pTZ19R/SItFA23 Derivado de pUC. Contiene lacZ®. Amp"AsltF(589-658) | Este trabajo
pTZ19R/SItFA24 Derivado de pUC. Contiene lacZ". Amp*AsltF(510-589) | Este trabajo
pTZ19R/SItFA17 Derivado de pUC. Contiene lacZ®. Amp" AsltF(27-78) Este trabajo
Oligonucleotidos
Mur/sec/NH2 5’CATGGAGCTCGCGGACGAGGGCTGCGAGACG3’ | [64]
Mur/sec/COH2 5’CCCGAAGCTTTCACGGTTGCATTGCGAGCAG 3° | [64]
MurNH2pQE60 5’CATGCCATGGCGGACGAGGGCTGCGAGACG 3° | [64]
Fwdelta24 5’TCGCCAAGGTCGAGGCCGAGCAGGGTATCCTC | Este trabajo
GTGCTGGC 3’
Rvdelta24 5’"GCAAGCACGAGGATACCCTGCTCGGCCTCGAC | Este trabajo
CTTGGCGA ¥’
Fwdelta23 5’CCCTCGCCGCCGCGCGCGTGGCGGCCTCCGAC | Este trabajo
ATTCCCTC 3
Rvdelta23 5’"GAGGGAATGTCGGAGGCCGCCACGCGCGCGGC | Este trabajo
GGCGAGGG ¥’
Fwdelta47 5’TCGCCAAGGTCGAGGCCGAGGCGGCCTCCGAC | Este trabajo
ATTCCCTC 3
Rvdelta47 5’"GAGGGAATGTCGGAGGCCGCCTCGGCCTCGAC | Este trabajo

CTTGGCGA ¥’
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Fwdelta95(1558) 5’CTTTCGATGCCGCCGTGAGC 3’ Este trabajo
Rvdeltad5 5’CCCGAAGCTTTCACTCGGCCTCGACCTTGGCC3’ | Este trabajo
Rvdelta95His 5" CCTGAGATCTCTCGGCCTCGACCTTGGC 3’ Este trabajo

Amp (ampicilina), Tc (tetraciclina).

Construcciones de SItF.

El gen correspondiente a si/tF con secuencia sefal estd clonado en el vector base pTZ19R/18R, el
cual se gener6 mediante la clonacion de un fragmento de 1440 pares de bases que incluye el gen
codificante para s/tF'y 95 y 550 pares de bases rio arriba y rio abajo respectivamente [63]. A partir
de este vector base se amplificd a las construcciones mutantes de s/tF utilizadas en este trabajo.
Las construcciones intermedias SItFA23, SItFA24, SItFA47 y SItFA17 se amplificaron utilizando
oligonucledtidos que omiten dichas regiones pero que permiten amplificar al resto de la secuencia
de sltF y el resto del vector. La construccion SItFA95 se amplificd con un oligonucledtido cuyo
apareamiento omite 285 pares de bases hacia el extremo C-terminal, incluye ademas del sitio de
restriccion una sefial de paro o de ‘stop’. El disefo de los oligonucledtidos para amplificar de los
vectores base a las construcciones mutantes incluye sitios de restriccion que permitieron clonarlas
en el vector para complementar: pRK415 y en el vector de sobreexpresion: pQE30.

PCRy clonacion.

Las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) se realizaron en un termociclador PTC-200
MJ research, se utiliz6 la enzima Taq polimerasa. Para clonar se utiliz6 a la ligasa T4-DNA (New
England Biolabs), las reacciones con la enzima ligasa para insertar construcciones de DNA en los
vectores se incubaron a 16°C durante 18 horas.

Electroforesis de DNA en geles de agarosa [65].

Para separar los fragmentos de DNA se corrieron geles de agarosa al 1% preparados con
amortiguador TE (Tris-base 40mM, acido acético 32mM, acetato de sodio 2mM, EDTA 1mM), se
corrieron los geles a 80V durante aproximadamente 1 hora, se incubaron durante 20 minutos en
bromuro de etidio, el cual es capaz de intercalarse entre las bases del DNA, finalmente se observo
el resultado al exponer el gel a la luz ultravioleta.
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Digestiones con endonucleasas.

Para la digestion enzimatica del DNA se utilizaron enzimas del tipo endonucleasa. El vector
pRK415 se digirié con las enzimas HindIIl y Sacl (Promega, New England Biolabs), el vector
pQE30 fue digerido con HindIIl y Sacl (Promega, New England Biolabs), el vector pQE60 fue
digerido con Ncol y HindIIl (New England Biolabs, Promega).

Secuenciacion de DNA.

El DNA fue secuenciado en la Unidad de biologia molecular del Instituto de Fisiologia Celular, se
utilizé un secuenciador automatico ABI PRISM 310 de Perkin-Elmer Applied Biosystems.

Transformacion de E. coli [65].

Se crecio un cultivo de una cepa de interés de E. coli hasta una densidad optica de (DOs550nm)=0.5,
se dejo enfriar en hielo durante 5 minutos, se cosecharon las células a 3,500 xg por 6 minutos a
4°C, se resuspendio el paquete celular en medio volumen del cultivo original con una solucién
estéril de CaCl, 100 mM, se incubaron las células en hielo durante 20 minutos, se cosecharon
nuevamente a 3,500 xg por 6 minutos a 4°C y se resuspendieron en 1/15 del volumen de cultivo
original con la solucién estéril de CaCl> 100 mM. Se incubd a las células competentes en hielo a
4°C durante 12 horas. Transcurridas las 12 horas, se agreg6 el ADN para transformarlas en 200 pl
de células, se incubaron con el ADN de interés durante 1 hora en hielo e inmediatamente después
se incubaron a 42°C durante 2 minutos, se les coloco en hielo durante 5 minutos, y se agregd 0.8
ml de LB, se incubaron a 37°C durante 1 hora. Se sembr6 a las células transformadas en cajas de
LB con el antibidtico de seleccion y se incubaron las cajas a 37°C durante toda la noche.

Complementacion.

La mutante As/tF' en R. sphaeroides (cepa WS8) se complement6 con las versiones mutantes de
sitF en el vector pRK415 (Tabla 2), cada construccion se introdujo a la mutante por el método de
conjugacion, se utilizé a la cepa de E. coli S17-1.
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Conjugacion [71].

Se prepararon cultivos de E. coli y R. sphaeroides de 2 y 10 ml respectivamente y crecieron
durante toda la noche. Al dia siguiente se inoculd 50 ul del cultivo de E. coli en 5 ml de LB y se
crecio hasta una (DOssonm)=0.5, los cultivos de ambas cepas se colocaron en hielo 5 minutos, se
centrifugaron a 3,000 xg por 5 minutos y se resuspendi6 el paquete celular en 0.5 ml de LB,
nuevamente se centrifugaron a 3,000 xg por 5 minutos y se resuspendieron ambos paquetes
celulares en 0.5 ml de medio LB se anadio6 el cultivo de E. coli sobre el de R. sphaeroides y se
centrifugaron bajo las mismas condiciones, se resuspendio el paquete celular en 50 pul de LB y la
mezcla se coloco sobre un recuadro de nitrocelulosa estéril en una caja Petri con medio LB, se
incubd aproximadamente 12 horas a 30°C, se recuper?6 el papel de nitrocelulosa, se colocd en un
tubo de 1.5 ml y se afiadié 1 ml de medio LB, se mezcld vigorosamente a las células para lograr
desprenderlas y se sembraron en medios selectivos.

Ensayos de motilidad.

Se prepararon cajas de Petri con medio Sistrom [69] sin 4cido succinico, se adicion6 agar a una
concentracion de 0.25% y se afiadidé como atrayente 100 uM de propionato de sodio. Se inoculd 2
pl de un cultivo crecido durante la noche en condicion fotoheterdtrofa. Se incubaron las cajas a
30°C durante 24 horas. Se registraron los resultados fotografiando a las cajas con una cadmara
Panasonic configurada a blanco y negro.

Sobreexpresion y purificacion de SItF silvestre.

El gen correspondiente a SItF silvestre (sin secuencia sefial) fue clonado en el vector de
sobreexpresion pQE30 N-terminal 6xHis. La sobreexpresion se realizé en la cepa de E. coli M15
[pPREP4]. Se prepar6 un cultivo de LB de 12 ml que se crecié durante la noche y se utilizo para
inocular 500 ml de LB, se dejaron crecer a 37°C hasta una densidad optica (DOgoonm)=0.6, una vez
alcanzada la densidad optica se agregd 1mM IPTG (isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosido, el cual
es un analogo no hidrolizable de la molécula de lactosa, y se utiliza para inducir la expresion
génica) al cultivo y se dejo crecer a 25°C durante 5 horas. Las células se recuperaron
centrifugando a 3,500 xg durante 15 minutos y se guardo el boton de células a -20°C hasta su uso.

El boton de células se resuspendié en 10 ml de amortiguador (NaHPO4 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.6) con una pastilla inhibidora de proteasas (Roche). Las células se sonicaron en un bafio de
hielo (Sonicador marca Branson modelo 250) con una potencia de 3 durante 1 minuto, el proceso
se repitid 5 veces y se permitio enfriar en hielo entre cada intervalo del proceso de sonicado. La
muestra se centrifug6 a 20,000 xg durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se ultracentrifugo6 a
25,000 xg durante 1 hora. Se recuperd el sobrenadante y se incubd a 4°C durante 2 horas con una
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resina de agarosa acoplada a niquel (Ni*"). El sobrenadante se paso por una columna que contiene
una resina con afinidad a niquel y se lavé con amortiguador (NaxHPO4 50 mM, NaCl 150 mM, pH
7.6) y concentraciones crecientes de imidazol (10, 15, 20, 25, 30 y 100 mM). La proteina eluye en
100 mM de imidazol, por lo que dicha elucion se dializé en amortiguador (Na;HPO4 50 mM, pH
7.6) durante la noche, y posteriormente se concentrd utilizando el sistema Amicon (Millipore), que
posee una membrana que impide el paso a moléculas con un peso superior a los 10,000 Da,
finalmente se determind la concentracion de proteina obtenida.

Sobreexpresion y purificacion de SItFA47 y SItFA9S.

Los genes correspondientes a SItFA47 y SItFA95 (ambas sin secuencia sefial) se clonaron en el
vector de sobreexpresion pQE30 N-terminal 6xHis. La sobreexpresion de cada una de ellas se
realizo en la cepa de E.coli M15 [pREP4]. Para cada una de las cepas transformadas se prepararon
cultivos de LB de 12 ml que crecieron durante la noche y se utilizaron para inocular 500 ml de
LB, se dejaron crecer a 37°C hasta una densidad optica (DOsoonm)=0.6, una vez alcanzada la
densidad optica se agregdé ImM de IPTG al cultivo y se dejoé crecer a 37°C durante 4 horas. Las
células se recuperaron centrifugando a 3,500 xg durante 15 minutos y se guardd el boton de
células a -20°C hasta su uso.

El boton de células se resuspendié en 10 ml de amortiguador (Na,HPO4 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.6), Se sonic6 en un bafo de hielo a las células (Sonicador marca Branson modelo 250) con
una potencia de 3 durante 1 minuto, el proceso se repitid 5 veces y se permitio enfriar en hielo
entre cada intervalo del proceso de sonicado, se centrifugd la muestra a 14,000 xg durante 10
minutos a 4°C y se recuper6 el boton con los cuerpos de inclusion.

Purificacion de las proteinas a partir de cuerpos de inclusion [77].

Se resuspendio a los cuerpos de inclusion para lavarlos en 10 ml de amortiguador PBS (NaCl 137
mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO4 10 mM, KH>PO4 1.8 mM, pH 7.3) y Triton al 0.5%, se centrifug6 la
muestra a 14,000 xg durante 10 minutos a 4°C y se recuper6d el boton. Se lavo la muestra dos
veces con 25 y 30 ml de agua fria y filtrada, se centrifugd ambas veces a 14,000 xg durante 10
minutos a 4°C. Nuevamente se resuspendio la muestra en 20 ml de amortiguador PBS (NaCl 137
mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO4 10 mM, KH>PO4 1.8 mM, pH 7,3) y tritén al 0.5%, se centrifugd la
muestra a 14,000 xg durante 10 minutos a 4°C. Se lavo la muestra tres veces mas con 25, 20 y 20
ml de agua fria y filtrada, se centrifugé6 las tres veces a 14,000 xg durante 10 minutos a 4°C
descartando el sobrenadante.

El boton se resuspendi6 en amortiguador (NaxHPO4 50 mM, NaCl 150 mM y GuHCI1 6 M pH 7.6)
y se incubo a 4°C durante 1 hora, se centrifugd a 3,500 xg durante 10 minutos a 4°C y se recuperd
el sobrenadante para ultracentrifugar a 25,000 xg durante 1 hora, se recuper6 el sobrenadante, y se
incub6é a 4°C durante la noche con una resina de agarosa acoplada a niquel (Ni?"), se paso el
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incubado por una columna que contiene una resina con afinidad a niquel y se lavo con
amortiguador (Na,HPO4 50 mM, NaCl 150 mM, GuHCI1 6M pH 7.6) y concentraciones crecientes
de imidazol (15 y 250 mM) ambas proteinas eluyen en 250 mM de imidazol, por lo que dicha
elucion se renaturalizd en amortiguador de dialisis (NaHPO4 50 mM, pH 6.5 para SItFA9S5) y
(NaxHPO4 50 mM, pH 7 para SItFA47) durante la noche, y posteriormente se concentr6 utilizando
el sistema Amicon (Millipore), que posee una membrana que impide el paso a moléculas con un
peso superior a los 10,000 Da, finalmente se determin6 la concentracion de proteina obtenida para
cada una de ellas.

Sobreexpresion y purificacion de FlgJ.

El gen correspondiente a FlgJ se clond en el vector de sobreexpresion pQE60 C-terminal 6xHis.
La sobreexpresion se realizo en la cepa de E. coli BL21(DE3) pLysS. Se prepar6 un cultivo de LB
de 12 ml que creci6 durante la noche y se utiliz6 para inocular 500 ml de LB, se dejaron crecer a
37°C hasta una densidad optica (DOeoonm)=0.6, y a una vez alcanzada dicha densidad se dejo
crecer durante 8 horas a 37°C, las células se recuperaron centrifugando a 3,500 xg durante 15
minutos y se guardo el boton de células a -20°C hasta su uso.

FlgJ se purifico de cuerpos de inclusion, se resuspendieron las células en 10 ml de amortiguador
(NaaHPO4 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6) se sonicd a las células (Sonicador marca Branson
modelo 250) con una potencia de 3 durante 1 minuto, se repitid 5 veces el proceso enfriando a las
células en hielo entre cada intervalo. Se centrifugd la muestra a 14,000 xg durante 10 minutos a
4°C, se resuspendid el boton de células en el amortiguador utilizado mas 1 M de GuHCI y se
incub6 a 4°C durante 1 hora. Se centrifugo a 3,500 xg durante 10 minutos a 4°C, el boton se
resuspendid en el amortiguador utilizado mas 6 M de GuHCl y se incub6 a 4°C durante 1 hora. La
muestra se centrifugd a 3,500 xg durante 10 minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante, el cual se
ultracentrifugd a 25,000 xg durante 1 hora. El sobrenadante se incub6 a 4°C durante 3 horas con
una resina de agarosa acoplada a niquel (Ni*"), se paso el sobrenadante por una columna que
contiene una resina con afinidad a niquel y se lavd con amortiguador (NaHPO4 50 mM, NaCl
150 mM, GuHCI 6M pH 7.6) y concentraciones crecientes de imidazol (15 y 250 mM) FlgJ eluye
en la fraccion de 250 mM de imidazol, por lo que dicha elucion se renaturalizé en amortiguador de
didlisis (Na2HPO4 50 mM, pH 6.5) durante la noche. Posteriormente, la fracciéon se concentro
utilizando el sistema Amicon (Millipore), que posee una membrana que impide el paso a
moléculas con un peso superior a los 5,000 Da. Finalmente se determin6 la concentracion de
proteina obtenida.
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Precipitacion de proteinas [77].

Se precipitd a las proteinas utilizando el método de metanol-cloroformo, el cual se basa en una
particiéon mediante la conformacion de un sistema terciario de agua, metanol y cloroformo, en el
que las proteinas permaneceran precipitadas en la interfase. En un tubo de 1.5 ml se anadié 100 o
50ul de muestra, 300 pl de H>O, 400 pl de metanol y 100ul de cloroformo, se agitdé vigorosamente
con ayuda de un voértex y se centrifugd la muestra a 16,000 xg durante 7 minutos, se descarto la
fase superior resultante cuidando no perturbar la interfase, y se afiadio a la muestra 300ul de
metanol, se agitdé con ayuda de un vortex y se centrifugd a 16,000 xg durante 3 minutos, se
descartd el sobrenadante y se evaporo los residuos remanentes de metanol a 80°C durante 5
minutos, finalmente se afiadié amortiguador de carga para poder cargar las muestras en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE (Tris-base 62.5mM, glicerol al 10%, SDS al 2%, azul de bromofenol al
0.01%, pH 6.8) y se hirvio el tubo con la muestra durante 7 minutos.

Cuantificacion de proteina [73].

Para cuantificar la fraccion de proteina purificada se utilizo el método de TCA-Lowry [10].
Se disolvi6 la proteina aforando a 1 ml con H>O, se afiadié 100 pl de deoxicolato de sodio al

0.15% y se incub6 10 minutos, se afiadieron 100 ul de acido tricloroacético (TCA) 72%, se
centrifug6 a 8,500 xg por 10 minutos, se descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendiod
en 1 ml de Soluciéon C, preparada en una proporcion 1:50 de solucion A y solucion B (Solucion A:
CuS040.04 mM y NazCsHs07 0.7 mM. Solucién B: NaxCO3; 190 mM y NaOH 100 mM), se
incub6 por 10 minutos y se afiadieron 100 pl de solucion de Folin (SIGMA) al 50%, se incub6 por
20 minutos y se determino la absorbancia a 750 nm. Para la curva estandar se utilizo albimina
sérica bovina (SIGMA).

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE [74].

La separacion de proteinas por peso molecular se realizdo en geles de 12, 15 y 17.5% de
acrilamida, se utilizaron como estandares marcadores de peso molecular pretefiidos (Color Plus) y
no pretefiidos (New England), los geles se tifieron con Coomassie R250 al 0.2%, metanol al 50% y
acido acético al 10%.

Inmunoréplica tipo Western [75].

Un vez realizada la electroforesis de proteinas, se transfiri6 el gel a una membrana de
nitrocelulosa de 0.22 pM, se utilizd6 amortiguador de transferencia (NaHCO3 10 mM, Na;CO; 3
mM y metanol al 20%) y se realizé en una camara de transferencia humeda a 350 mA durante 1
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hora. Posteriormente la membrana se incub6 en una solucion al 5% de leche libre de grasa (marca
Svelty light) en amortiguador TTBS (Tris-base 2.4 mM, NaCl 0.5 M, Tween-20 al 0.05% pH 7.6)
durante 1 hora y se realizaron tres lavados con 50 mL de amortiguador TTBS de 15, 10 y 5
minutos cada uno. Se incub6 con el anticuerpo de interés a la dilucioén requerida para un volumen
de 15 ml de amortiguador TTBS durante 1 hora, se repitieron los tres lavados y en el caso
necesario se incubd en las mismas condiciones el anticuerpo secundario, el cual esta acoplado a la
enzima peroxidasa (Amersham), se hicieron nuevamente los lavados y se revelé mediante una
reaccion quimioluminiscente. Los resultados de la quimioluminiscencia fueron revelados en placas
radiograficas marca Kodak.

Ensayos de coinmunoprecipitacion [64].

Se prepararon viales (tubos Eppendorf) del.5 ml con 20 pl de resina acoplada a proteina A
(SIGMA) y 4 ng de y-inmunoglobulinas anti-SItF en 1 ml de amortiguador de fosfatos (NaH2PO4
50 mM pH 7.6), se incubaron a 4°C durante la noche. Se centrifugaron los tubos a 12, 000 xg por
10 minutos a 4°C y se descartd sobrenadante. Se incubd 0.14 uM de cada una de las proteinas en 1
ml de amortiguador de fosfatos durante 1 hora a 4°C, transcurrida se centrifugo6 a 24,000 xg rpm
durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se agregd al boton de la resina y se incubd a 4°C
durante 1 hora. Se centrifugd la mezcla a 12, 000 xg durante 5 minutos y se descartd el
sobrenadante, se agregd 1 ml de amortiguador de fosfatos y se repitio el lavado 4 veces mas. Se
resuspendid el paquete de resina de cada tubo en 20 pul de amortiguador de carga y se hirvieron
durante 7 minutos, se centrifugd a 12,000 xg por 1 minuto y el sobrenadante se cargd en un gel
desnaturalizante, dicho gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para realizar una
inmunoréplica tipo Western Blot con anti-Histidinas (Pierce chemicals) diluido 1:10,000 en
amortiguador TTBS.

Ensayo cualitativo de actividad enzimatica.

Para establecer la actividad catalitica de las versiones mutantes de la proteina SItF utilizadas en
este trabajo, se realizaron ensayos de lisoplato [76]. Este ensayo permite observar la actividad de
lisis. En el lisoplato se encuentra como sustrato el peptidoglicano que es un compuesto insoluble
de gran tamafio, si una enzima es capaz de romperlo este se encontrard en pedazos mas pequefios
solubles y se observard como resultado un halo transparente. Se prepard los lisoplatos en cajas
Petri afiadiendo 10 ml de amortiguador NaxHPO4 pH 6.5 con agarosa al 1%, y como sustrato
células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus a una concentracion del 0.05%. Se probo la
proteina silvestre y cada una de las mutantes inoculando cada una de ellas a una concentracion
final de 7pg. Se utilizd 1pg de lisozima de huevo (SIGMA) como control positivo y 7ug de la
proteina quimiotactica CheY5 como control negativo. Se incubo la caja a 30°C durante 18 horas.
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Analisis bioinformaticos.

La busqueda de transglicosilasas liticas (putativas y caracterizadas) en contextos gendmicos
flagelares de diferentes bacterias con FlgJ] monodominio reportadas se realiz6 con ayuda de la
herramienta bioinformatica Gene Context Tool III del IBT-UNAM [78], la cual se puede
encontrar en la siguiente direccion: http://operons.ibt.unam.mx/gct3/ El analisis de la presencia de
secuencia sefial se realizo con el programa Psignal, el cual al ser alimentado con una secuencia de
aminoacidos arroja (o no) la prediccion de la secuencia sefial [79]. Los alineamientos multiples
aqui presentados se realizaron con el programa MUSCLE. El arbol filogenético presentado se
construyo utilizando el algoritmo de méxima verosimilitud (maximum-likelihood) [80].
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Resultados

Con la finalidad de identificar una o mas regiones no conservadas en la secuencia de SItF de R.
sphaeroides se realizdé un alineamiento multiple de dicha proteina con las secuencias de diferentes
transglicosilasas liticas caracterizadas. La proteina SItF se agrupa en la familia 1 de las
transglicosilasas liticas, esta se agrupa como un miembro de la subfamilia 1D o MItD. El resto de las
transglicosilasas liticas incluidas en el alineamiento también pertenecen a la familia 1. Se incluyeron
secuencias para a cada una de las subfamilias que la componen.

Las secuencias incluidas para la subfamilia 1A o Slt son transglicosilasas liticas de Helicobacter
pylori, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, E. coli y Klebsiella pneumoniae. Para la subfamilia
1B o MItC de E. coli, Haemophilus influenzae, H. haemolyticus y K. pneumonia. Para la subfamilia
1C o EmtA de K. pneumoniae, Cupriavidus taiwanensis, Enterobacter cloacae y E. coli. Para la
familia 1D o MItD de P. aeruginosa, Vibrio cholera, E. coli y K. pneumoniae. Finalmente para la
familia 1E o YthD de P. aeruginosa, Xanthomonas beticola, Y. pestis, E. coli y K. pneumoniae.

El alineamiento muestra una regién de aproximadamente 95 aminoacidos no conservados hacia el
C-terminal y una region de aproximadamente 17 aminoacidos en el N-terminal. Estos aminoacidos no
forman parte del dominio y no muestran similitud ni homologia con ninguna proteina conocida
(Figura 17).
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Figura 17. Alineamiento multiple del dominio de transglicosilasas liticas. Se incluye a la proteina SItF de

R. sphaeroides (sin secuencia sefial) y 22 transglicosilasas liticas miembros de la familia 1 [58]. Se marcan
en color negro y gris los aminoacidos mas conservados. El alineamiento fue realizado en el programa
MUSCLE. Se muestra en color rojo los 48 aminoacidos previamente deletados y caracterizados [64]. Se

muestra en color azul los aminoacidos eliminados y caracterizados en este trabajo.
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Por lo que con la finalidad de obtener informacidon que permitiera conocer la funcion de las
regiones poco conservadas en SItF y bajo la hipdtesis de que en su secuencia hay una region
determinante para la interaccién con Flgl, se construyeron diferentes mutantes. SItF es una
proteina de 265 aminodacidos, las mutantes construidas se esquematizan en la Figura 18.

Las mutantes carecen de distintas regiones de aminoacidos. La mutante SItFA4 carece del
aminodcido 241 al 265 (24 aminoacidos). La mutante SItFAS del 217 al 241 (24 aminoacidos). La
mutante SItFA6 del 217 al 265 (48 aminoacidos) [64]. La mutante SItFA24 del 170 al 193 (24
aminoacidos). La mutante SItFA23 del 193 al 217 (23 aminoacidos). La mutante SItFA47 del 170
al 217 (47 aminodcidos). La mutante SItFA95 del 170 al 265 (95 aminoécidos). Finalmente, la
mutante SItFA17 del aminodcido 27 al 44 (17 aminoacidos).
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S I 5 e
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SItFA47 M ———————

170 217

SItFA9S M. -
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SItFAL7 F e —

17
22 44

15aa

Figura 18. Representacion esquematica de las construcciones mutantes de SItF. En el esquema se
representa a las construcciones caracterizadas previamente (SItFA4, SItFAS y SItFA6) las cuales aunque
son incapaces de restaurar el fenotipo de nado interaccionan fuertemente con FlgJ in vitro [64] (Figura
27). Las mutantes utilizadas en este trabajo son de SItFA23 a SItFA17. La secuencia sefial en el N-
terminal se indica en color verde. Para cada mutante se indican los aminoacidos deletados. Barra de
escala: 15 aminoacidos.
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En primer lugar, se evaluo la capacidad para complementar el nado de cada una de las
mutantes de s/tF construidas (Figura 18) mediante ensayos de nado en agar suave. Los genes
codificantes para las proteinas mutantes se introdujeron en el plasmido especifico pRK415 y se
conjugaron en una cepa de R. sphaeroides con un fondo genético As/tF, se utilizaron para
comparar el nado: la cepa silvestre WSS, la mutante As/¢tF'y la mutante As/tF’ complementada con
el gen silvestre s/tF' en pRK415.

Como se habia reportado anteriormente, las mutantes SItFA4, A5 y A6 son incapaces de
restaurar el fenotipo de nado [64]. De las mutantes caracterizadas en este trabajo sltFA24 y
sltFA17 son capaces de nadar, mientras que las mutantes SItFA9S5, SItFA47 y SItFA23 son
incapaces de nadar mostrando un fenotipo similar al de la mutante As/tF (Figura 19).

) ®

sltFA24 sltFA23 sltFA47

SItFA95 SItFA17 //)

Figura 19. Ensayos de motilidad. Medio Sistrom con agar al 0.25%. De izquierda a derecha, primera fila:
cepa silvestre WSS, delecion total de s/tF en el cromosoma y complementacion con la version silvestre de
sitF. Segunda fila: complementacion de la mutante As/tF con las construcciones mutantes sltFA4, s/tFAS
y sltFA6. Tercera fila: complementacion de la mutante AsltF con las construcciones mutantes sltF'A24,
sItFA23 y sltFA47. Cuarta fila: complementacion de la mutante AsltF con las construcciones mutantes
SItFA9S y sitFA17.
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Dado que las construcciones mutantes SItFA24 y 17 son capaces de restaurar el fenotipo de
nado, se puede concluir que los cambios realizados no le afectan, por lo tanto, en el presente
trabajo no se realizé ningun experimento con dichas versiones. Las mutantes SItFA4, SItFAS y
SItFA6 son incapaces de complementar el fenotipo de nado, estas versiones interaccionan
fuertemente con FlgJ (Figura 26), lo cual se reportd en un trabajo previo [64].

La proteina SItF silvestre tiene un peso molecular predicho de 25,524 Da, las diferentes
versiones mutantes utilizadas presentan variaciones en el peso molecular por los cambios en su
secuencia, la prediccion de cada uno de los pesos se realizod utilizando el portal de recursos
bioinformaticos ExPASy, el cual al ser alimentado por una secuencia de aminoacidos arroja
diferentes parametros, entre ellos el peso molecular (Tabla 6).

Tabla 6. Pesos moleculares

Proteina Peso molecular
SItF 25,524 Da
SItFA4 22,550 Da
SItFAS 23,040 Da
SItFA6 20,191 Da
SItFA24 23,005 Da
SItFA23 23,054 Da
SItFA47 20,661 Da
SItFA95 15,454 Da
SItFA17 23,768 Da

Con la finalidad de descartar que las afectaciones en el fenotipo de nado se deban a la ausencia
de la proteina, se confirm6 la presencia de las distintas versiones mutantes de SItF mediante
ensayos de inmunoréplica tipo Western (Figura 20). Se detecto la presencia de cada una de las
mutantes. Se observaron claras diferencias en el patron de migracion debido a los diferentes
tamafos que tiene cada una de ellas (Figura 18). Todas las cepas de R. sphaeroides utilizadas
estan en condiciones de crecimiento idénticas.

El nivel de expresion génica de SItF es indetectable por ensayos de inmunoréplica tipo
Western, sin embargo, la cepa AsltF transformada con el plasmido pRK415 con sitF silvestre
permite detectarla. En la Figura 20, panel A en el carril sltF se observa una banda adicional de
menor peso molecular, es posible que sea degradacidon o reconocimiento inespecifico.
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14 kDa

Figura 20. Inmunoréplica tipo Western de las versiones mutantes utilizadas para complementar (Figura
19). Se utilizaron gamma globulinas a-SItF preadsorbidas utilizando una dilucién de 1:2,500. A.
Inmunodeteccion de las mutantes SItFA4, AS y A6. Gel SDS-PAGE 15%. B. Inmunodeteccion de las
mutantes SItFA23, A24, A47, A96 y A17. Gel SDS-PAGE 17.5%. PM, marcador de pesos moleculares.

Se observo la presencia de cada una de las mutantes, por lo que es posible descartar que la
afectacion en el nado se deba a la ausencia de la proteina. La mutante SItFA4 se detecta en niveles
casi imperceptibles, esto se debe a que la delecion genera una proteina inestable dificultando
detectarla en el ensayo de la Figura 20 [64].

Dado que la proteina de interés (SItF) es un una enzima identificada por secuencia como una
transglicosilasa litica [64] es necesario descartar que las mutaciones hayan ocasionado la pérdida
de su actividad catalitica, y aunque se eliminaron regiones que aparentemente no son parte del
dominio catalitico es necesario establecer que la enzima sea capaz de realizar su funcion, por lo
que para observar su actividad enzimatica y su capacidad para interaccionar con Flgl in vitro se
sobre expresaron y purificaron las siguientes proteinas: SItF silvestre, SItFA9S, SItFA47 y FlglJ.
Las mutantes SItFA23 y SItFA24 seran caracterizadas posteriormente.

Los genes codificantes para SItF, SItFA9S5 y SItFA47 se clonaron en vectores de sobre
expresion, estas versiones de SItF no incluyen a la secuencia sefial dado que esto ocasiona que
sean exportadas al periplasma y al encontrarse en niveles propios de sobreexpresion rompen a la
célula. Se muestra en la Figura 21 la induccion de proteina para cada una de ellas.
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Figura 21. Geles SDS-PAGE de las curvas de induccion para cada proteina. Se crecieron las células a
37°Cy se indujeron con 1 y 0.5 mM de IPTG. 0, cultivo sin inducir. 1, 2, 3 y 4: horas del cultivo luego de

la induccion con IPTG. A. SItF. B. SItFA47. C. SItFA95. Se indica la proteina de interés en cada caso
con una flecha. Geles SDS 15, 12.5 y 17%. PM, marcador de pesos moleculares.

Las proteinas anteriormente mencionadas se purificaron. La proteina SItF silvestre se purifico
en condiciones nativas. Las versiones de SItFA47 y SItFA95 se recuperaron de cuerpos de
inclusion y se purificaron en condiciones desnaturalizantes. Adicionalmente se purifico a FlgJ
cuyo protocolo se realiza también en condiciones desnaturalizantes.

Cada una de las proteinas se purifico mediante cromatografia liquida utilizando la resina de
agarosa Ni-NTA y lavados de concentraciones crecientes de imidazol hasta eluir la proteina de
interés. Las fracciones resultantes para cada una de las purificaciones se analizaron mediante
electroforesis de poliacrilamida (Figura 22).
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Figura 22. Purificacion de proteina. A. SItF, B. SItFA9S, C. SItFA47 y D. Flgl. Ft: extracto incubado
con la resina. Lv: Lavado con el amortiguador utilizado durante las purificaciones. 10, 15, 20, 25, 30,
100 y 250 mM corresponden a las concentraciones de imidazol utilizadas para cada una de las
fracciones. La flecha indica la banda correspondiente a la proteina de interés. Geles SDS-PAGE 15 y
17.5%. PM, marcador de pesos moleculares.

Se guardod la fraccion en donde eluyen las proteinas (100 mM para SItF y 250 mM para el
SItFA47, SItFA95 y Flgl) para cada una de las purificaciones, se dializd y concentrd como se
indicd en materiales y métodos. Se precipito 1/100 de la muestra de cada una de ellas con
metanol-cloroformo y la muestra se carg6 en un gel de poliacrilamida (Figura 23).
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Figura 23. Purificacion de proteina. A. SItF, B. SItFA95, C. SItFA47 y D. Flg]. La flecha indica la banda
correspondiente a la proteina de interés. Geles SDS-PAGE 15 y 17.5%. PM, marcador de pesos
moleculares.

Dado que la proteina SItF es una enzima, las modificaciones aqui presentadas podrian haber
ocasionado la pérdida de su actividad, por lo que es fundamental descartar que las mutaciones
hayan afectado su capacidad para realizar su funcion, y que su incapacidad para complementar el
fenotipo de nado (Figura 19) se deba solamente a una alteracion en su funcion.

Se realizaron ensayos de actividad con lisoplatos, los cuales contienen como sustrato células
liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus (Figura 24). Este ensayo permite observar la actividad
litica de las enzimas. Dado que el peptidoglicano es un polimero insoluble de gran tamafio, si
existe una enzima capaz de romperlo esta lo va a descomponer en pedazos mas pequefios capaces
de solubilizarse. Al comienzo del ensayo, el lisoplato de actividad se observa turbio, si se inocula
una enzima con actividad litica se observard un halo transparente por la degradacion del sustrato.
La lisozima es una hidrolasa litica caracterizada por lo que se incluye en cada ensayo como
control positivo, también se incluye a la proteina quimiotactica CheY5 como control negativo.

50
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Figura 24. Lisoplato de actividad. En este ensayo se observa un halo transparente cuando la proteina
presenta actividad litica. Para cada una de las cajas Petri cuyo sustrato son células liofilizadas de
Micrococcus lysodeikticus, se inoculd 1 ug de lisozima o 7 ug de SItF, CheYS5, SItFA47 o SItFA9S, en un
volumen final de 100 pl, adicionalmente se inocul6 en el centro 100 pl de amortiguador de fosfatos para
descartar un posible efecto de dilucion.

Las construcciones mutantes SItFA95 y SItFA47 conservan su actividad catalitica, por lo que
es posible descartar que las mutantes incapaces de complementar el fenotipo de nado sean el
resultado de una alteracion en la enzima al haberla mutado.

Una vez establecido que la mutante SItFA47 y la mutante SItFA95 mantienen su actividad, se
prosiguio a explorar s la incapacidad para complementar el nado de cada una de ellas se debia a un
cambio en su capacidad para interaccionar con la proteina FlgJ. Para lo cual se realizaron ensayos
de coinmunoprecipitacion. Utilizando las proteinas purificadas de SItF silvestre y las mutantes
SItFA95 y SItFA47, se realizaron ensayos de coinmunoprecipitacion con la proteina FlgJ. Se
agregaron en diferentes tubos perlas de sefarosa acopladas a la proteina A incubadas con gamma
globulinas anti-SItF, cada una se incub6 con SItF y las dos versiones mutantes, y finalmente con
FlgJ, los resultados se analizaron por Western Blot (Figura 25y Figura 26).
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Figura 25. Ensayos de Coinmunoprecipitacion. Coinmunoprecipitacion de SItF silvestre y la version
mutante SItFA95 en presencia o en ausencia de FlgJ. El analisis se realizé por inmunoréplica tipo Western.
Anticuerpo a-His en dilucion 1:10.000. Gel SDS-17.5 % PAGE.
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Figura 26. Ensayos de Coinmunoprecipitacion. Coinmunoprecipitacion de SItF silvestre y la version
mutante SItFA47 en presencia o en ausencia de FlgJ. El analisis se realizé por inmunoréplica tipo Western.
Anticuerpo a-His en dilucion 1:10,000. Gel SDS-17.5 % PAGE.
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La mutante SItFA95 parece ser incapaz de retener a Flg] mientras que la mutante SItFA47 si
es capaz de retenerla pero no en los mismos niveles que SItF silvestre. El ensayo se repitio 6 veces
para cada una de ellas, y en cada ocasion los resultados obtenidos permitieron llegar a la misma
conclusion. Estos resultados difieren totalmente a lo reportado anteriormente para las mutantes
SItFA4, SItFAS y SItFA6, las cuales interaccionan fuertemente con FlgJ superando el nivel de
interaccion de SItF silvestre con FlgJ [64] (Figura 27).
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Figura 27. Ensayos de Coinmunoprecipitacion. Coinmunoprecipitacion de SItF silvestre y las versiones
de SItFA4, SItFAS y SItFA6 en presencia o en ausencia de FlgJ. El analisis se realizé por inmunoréplica
tipo Western. Anticuerpo o-His en dilucion 1:10,000. Gel SDS-17.5 % PAGE [64].
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Analisis de transglicosilasas liticas en contextos flagelares.

Con la finalidad de identificar transglicosilasas liticas flagelares, se realizd una busqueda
bioinformatica de transglicosilasas liticas en contextos genéticos flagelares. La busqueda se
realiz6 en el genoma de bacterias que presentan una Flg] monodominio reportada (Figura 28).

Figura 28. Arquitectura de los dominios homologos de FlglJ. Las proteinas estan representadas por
lineas horizontales, y sus dominios estructurales estan representados por: Ovalos rellenos, region central
(Flgl). Ovalos sin relleno, dominio de muramidasa. Rectangulo sin relleno, dominio de peptidasa. Se
sefiala en un recuadro la arquitectura monodominio de la proteina FlgJ de R. sphaeroides (Modificado de
Nambu, et al. 2006) Barra de escala: 100 aminoacidos [59].
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Se encontraron 43 secuencias con estas caracteristicas: una secuencia que codifica para una
proteina que tiene un dominio de transglicosilasa litica flanqueada por un contexto genético
flagelar (Figura 29). Se busco ademas la secuencia de transglicosilasas liticas propias de otros
sistemas de secrecion, tipo III no flagelar y tipo IV [81].
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Figura 29. Transglicosilasas liticas encontradas en contextos flagelares cuya Flgl] Unicamente codifica
para el dominio de chaperona de andamiaje, se esquematiza el contexto genodmico de R. sphaeroides
(RSP _0072 es la proteina SItF previamente caracterizada), A. tumefaciens, B. bacteriovorus, V.
parahaemolyticus, B. japonicum, O. anthropi y R. centenum. Se muestra la posicion de las
transglicosilasas liticas en un recuadro color rojo.

Se realiz6 un andlisis bioinformatico de las transglicosilasas liticas encontradas en los distintos
contextos flagelares con la finalidad de identificar la presencia de una secuencia sefial (también
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llamada péptido sefial) que sugiriera su exportacion al periplasma mediante la via Sec (al igual que
SItF de R. sphaeroides), unicamente 25 de las 43 secuencias contienen una secuencia sefial
predicha. Se elimino la secuencia sefial de aquellas proteinas que segun la prediccion realizada
tenia una secuencia sefial, se muestra la prediccion para algunas de las secuencias (Figura 30).
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Figura 30. Graficas generadas mediante el andlisis de la secuencia de aminodcidos de las
transglicosilasas liticas putativas. Se muestran algunas de las graficas de las secuencias de aminoacidos
que predicen una secuencia sefial. Se realiz6 el andlisis con el programa SignalP 4.1. Se indican los
aminoacidos entre los cuales se predice el corte: A. Bradyrhizobium japonicum entre las alaninas 23 y
24 B. Nitratireductor indicus entre las alaninas 21 y 22 C. Sinorhizobium meliloti entre alanina 25 y
serina 26. D. Ensifer fredii entre alanina 24 y serina 25.

Posteriormente, se utilizaron las secuencias de transglicosilasas liticas encontradas, la
secuencia de SItF, las secuencias de las familias ya establecidas y las secuencias de otros sistemas
de secrecion para realizar un alineamiento multiple con el algoritmo MUSCLE [80]. A partir del
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alineamiento de estas secuencias aminoacidos se construyo un arbol filogenético con el algoritmo
de méaxima verosimilitud (maximum-likelihood) (Figura 31).
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Figura 31. Analisis de transglicosilasas liticas caracterizadas y transglicosilasas liticas flagelares

1A, Slt

putativas. A. Analisis filogenético de transglicosilasas liticas. Se muestra, en azul celeste: Subfamilia
1B, MItC. En naranja: Subfamilia 1C, EmtA. En morado: Subfamilia 1D, MItD. En verde: Subfamilia
1A, Slt. En azul obscuro: Subfamilia 1E, YfhD. En amarillo: transglicosilasas liticas de sistemas de
secrecion. En rojo: transglicosilasas liticas flagelares.
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Discusion

Dentro de la secuencia de aminodcidos de SItF existe lo que parecen ser dos regiones no
conservadas en los extremos N-y C- terminal, una de aproximadamente 17 aminoacidos hacia el
amino terminal y una de aproximadamente 95 hacia el carboxilo terminal.

Dado que SItF es exportada por una via independiente a la via de secrecidon flagelar su
localizacion a la estructura es indispensable pues le permite crear el hueco del que se vale el
naciente flagelo para poder penetrar la pared de peptidoglicano, la interaccion de SItF con FlgJ ya
se habia probado; sin embargo, el trabajo aqui presentado brinda un panorama mas detallado sobre
el papel de distintas regiones de SItF en la interaccion con FlgJ.

Se construyeron 5 mutantes diferentes con la intencion de eliminar a las regiones no
conservadas de los extremos. Se analiz6 el efecto de hacerlo en el fenotipo de motilidad (nado) y
en la interaccion in vitro con FlgJ. Las mutantes incapaces de complementar el fenotipo de nado
carecen de los aminodcidos no conservados que se encuentran hacia el C-terminal (excepto
sltFA24 la complementa el fenotipo de nado), mientras que la mutante s/tFA17, (la cual no incluye
a los aminoacidos no conservados del N-terminal) si complementa el fenotipo de nado.
Aparentemente esos 17 aminoacidos no son relevantes para su funcion y su ausencia no ocasiona
ningun efecto ya que el halo de nado que se observa al complementar a la mutante As/tF con la
construccion s/tFA17 es similar al halo de motilidad de la mutante complementada con s/tF
silvestre.

En este trabajo nos enfocamos a estudiar las mutantes SItFA95 y SItFA47. La primera no
incluye ninguno de los 95 aminodcidos del C-terminal, mientras que la mutante SItFA47 deja
intactos los Ultimos 48 aminoacidos del C-terminal ya caracterizados (eliminarlos impide
complementar el fenotipo de nado en una mutante Asl/tF. Dicha delecién ocasiona que las
mutantes de SItF interaccionen fuertemente con FlgJ) y no incluye a los siguientes 47
aminodcidos. Después de realizar ensayos de motilidad observamos que ninguna de las dos
mutantes complementaba el fenotipo de nado. El andlisis de su actividad enzimatica fue
fundamental para descartar que los efectos negativos en el fenotipo fueran el resultado de haberla
alterado. Esto a pesar de que los alineamientos indican que las regiones mutadas no forman parte
del dominio enzimatico; sin embargo, los cambios podrian haber ocasionado alguna alteracion en
el plegamiento de la proteina afectando su actividad. Por lo que se realizaron ensayos de lisoplato
de actividad se descartd que su incapacidad para complementar el fenotipo de nado se deba a una
alteracion en el dominio enzimatico de SItF, ya que se demostrd que ambas proteinas conservan su
actividad litica pues ambas (SItFA95 y SItFA47) son capaces de degradar el sustrato, si las
mutaciones ocasionan un efecto sutil o indetectable en su actividad esta aun por resolverse. Esto
nos permitid6 continuar explorando si la incapacidad de las construcciones mutantes para
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complementar el fenotipo de nado se debia mas bien a un efecto negativo en la interaccion de
SItF-FlgJ.

Generar distintas mutantes en SItF nos permitié observar el papel que juegan distintas
regiones de la secuencia en la interaccion con FlgJ. La mutante SItFA95 es incapaz de
interaccionar y retener a FlgJ en los ensayos de coinmunoprecipitacion. Por otro lado, se observa
que la mutante SItFA47 también tiene dificultades para interaccionar con FIgJ pues en los ensayos
de coinmunoprecipitacion se observd en niveles claramente menores a los observados con SItF
silvestre, los resultados del ensayo parecen indicar que dicha mutante tiene un nivel aparentemente
minimo de interaccion con FlgJ. Sin embargo, al comparar con SItF silvestre es bastante evidente
que los niveles de interaccion son claramente menores y por ello aparentemente insuficientes para
poder mantener los niveles necesarios para llevar a cabo la interaccion.

Con claridad se puede observar que las regiones mutadas que aqui se caracterizaron juegan un
papel importante en la interaccion con FlgJ. Esto es opuesto a lo que se observo al mutar
unicamente los primeros 48 aminoacidos del C-terminal, los cuales interaccionan fuertemente con
FlgJ pues son capaces de retenerla en niveles significativamente mayores a los de SItF silvestre.
Por lo tanto, se propuso que la region contenida en los ultimos 48 aminoacidos del C-terminal
regula negativamente la interaccién y es relevante para permitir que el ensamblaje se logre
eficientemente [64]. Dado que esos 48 aminoacidos tienen ese papel, los resultados aqui
presentados sugieren fuertemente que los 47 aminoacidos intermedios en SItF son fundamentales
para la interaccion con FlgJ pues en su ausencia SItF es incapaz de interaccionar con FlgJ in vitro.

Las mutantes sltFFA24 y sitFA23 se vuelven particularmente interesantes a la luz de estos
resultados. Especificamente en la mutante s/tFFA23 pues parece ser que la region deletada es
fundamental para la interaccion, ya que cuando se complementa a la mutante AsltF’ con dicha
construccion esta es incapaz de complementar el fenotipo de nado mientras que la mutante
sltFA24 si complementa el fenotipo de nado. Los resultados del lisoplato de actividad de SItFA47
sugieren que la ausencia de los aminoacidos contenidos en esas regiones no afectan la actividad
enzimatica, ademds de que como se menciond anteriormente y se demostrd s/tFA24, si
complementa. Es necesario realizar los experimentos pertinentes para determinar
experimentalmente si en los aminoacidos ausentes en la mutante s/tF'A23 esta la region especifica
de interaccion.

La busqueda de transglicosilasas liticas en contextos flagelares se centr6 en genomas cuyo
gen flgJ estuviera identificado como del tipo monodominio, es decir, sin dominio de ruptura del
peptidoglicano. Se buscé entre los genes flagelares un gen que codificara para una transglicosilasa
litica. Se identificaron 43 secuencias con estas caracteristicas. Al realizar el andlisis de prediccion
de secuencia sefial se encontréd que 25 de las secuencias predecian una secuencia sefial para ser
exportadas por la via Sec, (independiente a la flagelar). Es necesario caracterizar a las
transglicosilasas liticas encontradas y establecer que son especificas para el flagelo, si es o no FlgJ
el componente flagelar con el que interaccionan y si dentro de la secuencia de aminoécidos de las
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transglicosilasas liticas existe una region especifica determinante para su interaccion y si dicha
region es similar al C-terminal de SItF.

El alineamiento multiple de transglicosilasas liticas putativas encontradas en contextos
genomicos flagelares incluyen transglicosilasas liticas de las familias ya reportadas y
transglicosilasas liticas propias de otros sistemas de secrecion. Este alineamiento permitié la
construccion de un arbol filogenético que muestra una clara agrupacion de las transglicosilasas
liticas flagelares. Parece que guarda similitud con transglicosilasas liticas de otros sistemas de
secrecion ya que ambas surgen de un mismo nodo, sin embargo, no se agrupan en las mismas
ramas. Los resultados nos permiten proponer la existencia de una subfamilia de transglicosilasas
liticas especificas de sistemas flagelares. Posiblemente la incorporacion de las transglicosilasas
liticas al sistema flagelar fue un evento temprano en la historia evolutiva de las bacterias con
flagelo, sin embargo, es posible que hubiera mas de un evento de recombinacion que tuviera como
resultado la fusion de FlgJ a una enzima litica. Dentro de los diferentes contextos flagelares
también se encontr6 la presencia de peptidasas, ademas del claro ejemplo de la ya caracterizada
glucosaminidasa en el C-terminal de la proteina FlgJ de S. enterica [61], por lo que aparentemente
hubo mas de un evento de arreglo gendmico para permitir la fusion. Por un lado es claro que es
ventajoso contar con una FlgJ bifuncional pues evidentemente el proceso se vuelve mucho mas
eficiente, pues una vez que el eje flagelar y su chaperona de andamiaje se ponen en contacto fisico
con la pared de peptidoglicano la chaperona que asisti6 a las proteinas del eje durante el proceso
de ensamblaje es capaz de hidrolizar la pared de peptidoglicano permitiendo el paso de la naciente
estructural flagelar simultdneamente a su elongacion. A pesar de esto es claro que se ha
conservado la existencia de una version de Flg] monofuncional. La version de FlglJ
monofuncional segun se ha propuesto es la version que presentaba un ancestro comun flagelado,
es decir, el contar con una FlgJ monodominio es una caracteristica evolutiva mucho mas antigua
que la fusion de FlgJ de andamiaje con una enzima litica.

Es posible que las versiones separadas se conserven porque una mutacion en la enzima litica es
capaz de suprimirse. El flagelo se vale de los huecos que se generan durante la division celular y/o
la remodelacion de la pared de peptidoglicano para ensamblarse por lo que basicamente ‘se
escapa’ por lo huecos en el peptidoglicano. Esto, por ejemplo, se ha observado al mutar a SItF,
aunque inicialmente se observa que es incapaz de nadar, las incubaciones prolongadas permiten
ver un pequefio halo de nado eventualmente. Por el contrario, el mutar una FlgJ bifuncional resulta
en una cepa incapaz de nadar, pues para la célula no es posible ‘ignorar’ la ausencia de ésta pues
al no contar con la chaperona de andamiaje imposibilita que las proteinas del eje se ensamblen
evitando el armado del cuerpo basal flagelar. Lo anterior podria explicar la razéon por la que
aunque han existido eventos de fusion entre la chaperona de andamiaje FlgJ y algunas enzimas
liticas, las versiones separadas se han logrado conservar en un gran nimero de grupos, por
ejemplo en la gran mayoria de las a-proteobacterias (Figura 28).

La informacion filogenética que se presenta en este trabajo habla un poco de la historia
evolutiva de la enzima y particularmente de su coevolucion con el sistema flagelar. Esta claro que
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las enzimas liticas han jugado un papel importante en la historia evolutiva del flagelo pues este
sistema requiere de ellas. Estudiar a las transglicosilasas liticas nos permite conocer un poco mas
del camino evolutivo que han recorrido a la par del sistema flagelar.
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Conclusiones

e [a eliminaciéon de los aminoacidos no conservados del C-terminal en la secuencia de SItF
ocasiona la pérdida de la motilidad en R. sphaeroides.

e [os aminoacidos no conservados del C-terminal en la secuencia de SItF no alteran su
actividad litica.

e Dentro de la secuencia de SItF hay una region fundamental para su interaccion con FlgJ,
dicha region es fundamental para su funcion de transglicosilasa litica flagelar pues le
permite crear un hueco para el paso del flagelo.

e Las secuencias de transglicosilasas liticas encontradas en contextos genéticos flagelares se

agrupan de forma especifica filogenéticamente, esto aun en presencia de otras
transglicosilasas liticas.
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Perspectivas

e Caracterizar la mutante SItFA23 para determinar si dicho fragmento contiene el sitio
preciso de interaccion, ya que la mutante SItFA47 contiene dos construcciones, las cuales
al encontrarse por separado se observa que solamente una de ellas complementa el
fenotipo de nado y la otra construccion no lo hace (SItFA24 y SItFA23 respectivamente),
seria interesante estudiar a la mutante SItFA23 y determinar si también es incapaz de
retener a Flgl en ensayos in vitro e in vivo.

e Realizar ensayos de Far Western y de doble hibrido en levadura con la finalidad de
confirmar independientemente los resultados aqui obtenidos. Confirmar estos resultados
fortaleceria la propuesta de que en la secuencia de SItF existe una region especifica y
fundamental para su interaccion con FlgJ.

e Determinar experimentalmente que SItF es una transglicosilasa litica demostrando que la
catalisis que esta enzima realiza es independiente a la molécula de agua.

e Es evidente que las mutantes SItFA47 y SItFA9S conservan su actividad de enzimas liticas,
sin embargo, seria interesante determinar la cinética enzimatica de cada una de ellas y
compararlas con la cinética de SItF silvestre.

e Dado que los detalles que regulan la actividad litica de SItF son ain desconocidos, seria
importante analizar la actividad enzimatica de SItF en presencia de la proteina mas distal
del eje, pues en el sistema de secrecion tipo III se observd que la transglicosilasa litica
propia del sistema aumenta su actividad enzimatica hasta 10 veces en presencia de la
proteina estructural del eje.

e Dado que FlgJ en S. enterica y algunas otras bacterias es bifuncional se podria construir
una proteina quimérica en R. sphaeroides fusionando el gen flgJ monofuncional con sltF'y
determinar si dicha fusion es funcional, es decir si permite el ensamblaje del flagelo.

e La proteina SItF aqui utilizada esta codificada por uno de los genes del flagelo 1, sin
embargo esta parece no ser la unica transglicosilasa litica flagelar presente en el genoma de
R. sphaeroides, pues en los genes que codifican para el flagelo 2 existe también un gen que
por secuencia se identifica como una transglicosilasa litica por lo que seria sumamente
interesante caracterizarla.
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Identificar y determinar con precision las firmas de los motivos consenso caracteristicos
para las transglicosilasas liticas flagelares. Es necesario analizar un mayor numero de
secuencias de transglicosilasas liticas putativas flagelares para asi poder determinar los
detalles caracteristicos de las transglicosilasas liticas presentes en los sistemas flagelares
que requieren de ellas para penetrar la pared celular.

Analizar la secuencia de aminoacidos de las transglicosilasas liticas flagelares exportadas
por via independiente a la flagelar (como SItF de R. sphaeroides) y en caso de que
existieran regiones poco conservadas comprarlas con el C-terminal de SItF para determinar
si existe un region similar para poder localizarlas con su respectivas chaperonas de
andamiaje (FlIgJ).
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