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Resumen

Las bacterias utilizan mecanismos muy diversos para desplazarse sobre su medio, ya sea
liquido o solido. En medios liquidos, usan una estructura macromolecular conocida como flagelo.
Esta estructura funciona como un motor rotatorio, que consta de un rotor y un estator; utiliza la
energia que proporciona el gradiente electroquimico de iones como H*y Na*, lo que permite el
desplazamiento de la célula.

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria fotosintética, Gram negativa, perteneciente a las
alfa proteobacterias. Este organismo presenta dos conjuntos completos de genes flagelares
denominados Flal y Fla2. Se sabe que Flal se adquirié por transferencia horizontal a partir de un
ancestro de las gammaproteobacterias, mientras que Fla2 es enddgeno de la bacteria. Dentro del
locus de Flal se han identificado dos marcos de lectura abierta (ORFs) designados como RSP6090
y RSP0038, cuya funcion es desconocida. Mediante una busqueda bioinformatica se observo que
el ORF RSP6090 sintetiza una proteina hipotética de 161 aa, la cual guarda similitud con la proteina
flagelar FliL; mientras que el ORF RSP0038 predice ser una proteina hipotética de 62 aa. Ambos
ORFs estan restringidos a la familia Rhodobacteraceae, asi como el contexto genético en el que se
encuentran. Localizamos a estos ORFs junto con operones que contienen componentes del motor
flagelar, por lo que su funcién podria estar relacionada con éste.

Se generaron mutantes para RSP6090 y RSP0038, y se analiz6 su fenotipo mediante placas
de nado de agar suave. El resultado fue un fenotipo de nado disminuido respecto a la cepa silvestre
de un 40% para RSP6090 y un 20% para RSP0038. Esta reduccién puede deberse a la velocidad
disminuida de nado en la mutante RSP6090; mientras que en RSP0038, posiblemente se deba al
aumento en el numero de reorientaciones. Al aumentar la viscosidad del medio de desplazamiento,
la mutante RSP6090 reduce su velocidad en una mayor magnitud que la cepa silvestre. Esto podria
indicar que se ve comprometida en su capacidad de generacion de torque.

RSP6090 puede ser un homodlogo lejano de FliL, una duplicacion genética que se ha
mantenido a través de la historia evolutiva de R. sphaeroides. El estudio de RSP0038 requiere una
mayor investigacion, pero su funcion puede estar relacionada con RSP6090, probablemente como

una chaperona.



Introduccion

Desde la antiguiedad, el movimiento ha representado una de las caracteristicas mas evidentes de la
vida. Entre los organismos, la motilidad puede ser un factor determinante para la supervivencia; ya
que permite a los organismos conseguir nutrientes o escapar de sus depredadores y de toxinas. En
el dominio Bacteria esto no es diferente. Durante los primeros afios de estudio de los
microorganismos se observo que éstos eran capaces de desplazarse y de cambiar su direccion de
nado de forma aleatoria. La investigacion realizada y el conocimiento adquirido a través del estudio
de la motilidad bacteriana ha dado lugar a grandes avances en las areas de la microbiologia y la
fisica, que en conjunto ha ayudado a hacer de la quimotaxis basada en los episodios de nado y
reorientacion (run and tumble) el paradigma del movimiento bacteriano (Mitchell y Kogure, 2006).

A lo largo de la historia evolutiva, las bacterias han desarrollado distintas estrategias de
motilidad para desplazamientos en superficies sélidas, semisdlidas o liquidas; lo que les ha
permitido aumentar su adecuacién y, por tanto, desarrollar una adaptabilidad a su medio. Algunas
de estas estrategias son: corrimiento (sliding), nado en enjambre (swarming), deslizamiento
(gliding) y nado (swimming). De éstas, las bacterias usan swimming y swarming para desplazarse
en medios acuosos, mientras sliding y gliding para hacerlo en superficies solidas y semisdlidas
(Nan y Zusman, 2017). En especial, el nado se caracteriza por la participacion del flagelo, el cual
rota en una direccion especifica para propulsar a la bacteria en medios liquidos.

La motilidad bacteriana dependiente de la maquinaria flagelar se considera fundamental en
la evolucién del dominio Bacteria. El estudio del flagelo comenzd con trabajos descriptivos y
observacionales de los movimientos y tendencias que seguian las bacterias para llegar a una zona
con alta concentracién de nutrientes (Armitage, 1999). Por otra parte, existe una gran variabilidad
en cuanto el numero, posicion y configuracién de los flagelos en las bacterias, lo que indica que
posiblemente durante la evolucion este organelo se ha optimizado como una respuesta a la presion

de seleccidn ecoldgica de nicho en cada especie bacteriana (Hottes et al., 2013).

Flagelo bacteriano
El flagelo es una estructura macromolecular compuesta de al menos 30 proteinas

estructurales Unicas. Gran parte de la investigacion flagelar se ha realizado en Escherichia coli y



Salmonella enterica. De forma general, el flagelo se ha dividido en tres partes primordiales: cuerpo

basal, gancho y filamento (Figura 1).
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Figura 1. El flagelo bacteriano. (A) Micrografia electronica del flagelo de Salmonella
typhimurium. (B) Representacion esquematica de la estructura mostrada en A. (Modificado de

Terashima, Kojima, & Homma, 2008).

Filamento

El filamento es la estructura predominante del flagelo. Se localiza al exterior de la célula 'y
puede tener una longitud de hasta 15 um. En el espacio tridimensional, adopta una conformacion
helicoidal y su rotacion propulsa a la célula permitiendo el nado en medios liquidos. Se compone
de alrededor de 30,000 copias de flagelina (FIiC) que se sobreponen de forma helicoidal, formando
11 protofilamentos. Los protofilamentos pueden alternarse entre dos conformaciones conocidas
como R y L. Una variacién entre estas conformaciones da lugar a la estructura helicoidal del
flagelo. Para el correcto ensamblaje del filamento, se requiere de la proteina FIiD (HAP2), ya que
esta evita que las subunidades de FIliC se liberen al espacio extracelular. Por otra parte, HAP2
induce un cambio conformacional en la flagelina para su correcta polimerizacion (Carroll y Liu,
2020).



La estructura cristalografica de la flagelina se obtuvo de S. enterica a través de difraccion
de rayos X (Samatey et al., 2001). Se determind que la proteina estd compuesta de 4 dominios: DO,
D1, D2 y D3. Los dominios DO y D1 forman un ndcleo central densamente empaquetado que
consiste en una estructura tubular doble concéntrica. Por otra parte, los dominios D2 y D3 se
proyectan fuera del nucleo del filamento y estan relativamente separados entre si. EI dominio D1
comprende un segmento amino terminal de Ala 44 a GIn 176 y un segmento carboxilo terminal de
Asn 406 a Glu 454. El dominio D2 también comprende dos segmentos: Lys 177 a Gly 189 y Ala
284 a Glu 405. Un segmento central de Tyr 190 a Val 283 constituye el dominio D3. Los tres
dominios estan conectados por pares de cadenas antiparalelas cortas (Figura 2). El didmetro del
filamento es de aproximadamente 230 A y el del canal central es de aproximadamente 20 A

(Yamashita et al., 1998).

N315

Q2

Figura 2. Componentes del filamento en Salmonella enterica. A) Estructura tridimensional de la
flagelina (FIiC). Se muestran los residuos que determinan el inicio y fin de cada dominio. B) Vista
superior de la estructura flagelar en la que se muestra el arreglo de los dominios de la flagelina
(Modificado de Yonekura et al, 2003).



Gancho vy Proteinas Asociadas al Gancho (HAP)

El gancho es una estructura tubular semirrigida que conecta al filamento con el cuerpo
basal, su funcidn es transferir el torque del motor hacia el filamento. Esta compuesto por alrededor
de 120 subunidades de una sola proteina, FIgE, las cuales se disponen de forma helicoidal
constituyendo una estructura tubular de 55 nm de longitud (Fujii et al., 2009). El gancho se
compone de 11 protofilamentos y se ensambla mediante la proteina FIgD, la cual es necesaria para
la polimerizacién de FIgE. La longitud del gancho es importante para asegurar la estabilidad del
haz flagelar. Los ganchos cortos son demasiado rigidos para funcionar como un conector universal,
mientras que los ganchos muy largos crean inestabilidad en el flagelo. Debido a esto, la longitud
estd controlada por la proteina FliK que funciona como una regla molecular, la cual se secreta a
través del aparato de exportacion tipo Il durante el ensamblaje del gancho (Ohnishi et al., 1994)

A partir de difraccién de rayos X, se obtuvo la estructura cristalografica de FIgE de
Salmonella, demostrando que esta compuesta por tres dominios estructurales, DO, D1y D2, y una
region Dc que conecta los dominios DO y D1 (Figura 3). El arreglo estructural de FIgE es similar
al de FIiC en el filamento. Sin embargo, diferencias mecanicas y estructurales impiden que el
gancho y el filamento se unan de forma directa. Debido a esto, es necesaria la presencia de proteinas
accesorias que facilitan su unién. Estas proteinas se conocen como HAP (Hook Associated
Proteins): HAP1 (FIgK) y HAP3(FIgL). La funcidn de éstas es la adaptacion estructural y mecanica
entre el gancho y el filamento. Ambas proteinas se ensamblan en el extremo distal del gancho. De
forma que HAPL1 se une directamente al gancho y HAP3 sirve de union entre HAP1 y el filamento
(Moriya et al., 2011).



Figura 3. FIgE y gancho en Salmonella. A) Estructura tridimensional de FIgE. Se muestran los
dominios D1, D2 y D3 de la proteina, asi como los residuos importantes. B) Modelos moleculares
de FIgE en un mapa de densidad. Se muestran los dominios de la proteina (Tomado de Samatey et
al, 2004; Yoon et al, 2016).

Cuerpo basal
El cuerpo basal consiste en cuatro estructuras en forma de anillo montadas de manera

coaxial. Se encuentra embebido dentro de la envoltura celular y es parte del motor del flagelo. Su
estructura se compone del anillo C, anillo MS, el gje, y los anillos Py L (Figura 4). El anillo C esta
formado por tres proteinas: FliG, FliM y FIiN, que se ensamblan alrededor de la cara citoplasmatica
del anillo MS. Su funcién reside en regular la frecuencia de inversién del motor y facilitar la
exportacion de las proteinas para el ensamblaje flagelar (Kawamoto y Namba, 2017).

Embebido a la membrana citoplasmatica se localiza el anillo MS, el cual esta compuesto de
diversas copias de una sola proteina, FliF. Este anillo es el primer componente flagelar en
acoplarse. De esta forma, actia como la base para el ensamblaje flagelar, ademas de contener al
aparato de exportacion. Por otra parte, junto con el anillo C forma el rotor, donde la generacién del

torque se da a partir de las interacciones electrostaticas con el estator (Minamino y Namba, 2004).



Embebido sobre la parte superior del anillo MS se sitla el eje flagelar. Esta estructura se
compone de 4 proteinas diferentes; una distal (FIgG) y tres proximales (FIgB, FIgC y FlgF). La
funcion del eje es transmitir el torque generado por el motor flagelar hacia el gancho y el filamento.

El anillo P se localiza dentro de la capa de peptidoglicano. Estd formado por la proteina
Flgl. Por otra parte, el anillo L se ubica en la membrana externa y esta compuesto por la proteina
FIgH. Se sabe que este anillo forma un poro que permite que el gancho y el filamento salgan de la
envoltura celular. En conjunto, los anillos L y P forman una estructura que actda como un buje
molecular del eje flagelar, por lo que el complejo tiene una superficie lisa y es muy estable frente

a una amplia variedad de tratamientos quimicos (Akiba et al., 1991).

A
Anillo L
Anillo P
B
Eje
Complejo
MotAB
Anillo MS Anillo L
Anillo P
Anillo C
Complejo
20 nm MotAB

Figura 4. Componentes del cuerpo basal. A) Imagen por CryoEM del cuerpo basal purificado de
Salmonella. Se observa la localizacion de los anillos y el eje. B) Esquema del cuerpo basal. Muestra
los componentes principales, ademas del motor o complejo estator MotAB (Modificado de
Nakamura y Minamino, 2019; Lowder et al, 2005).

Aparato de exportacion

El aparato de exportacion flagelar es un complejo multiproteico que se encuentra anclado a
la membrana interna, ubicado dentro del anillo C y en la cara citoplasmica del anillo MS. El
complejo se encuentra relacionado evolutivamente al sistema de secrecion tipo 111 o inyectiosoma,

usado por bacterias patdgenas para la secrecion de factores de virulencia (Abby y Rocha, 2012).
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Su funcidn es la secrecion de las proteinas flagelares, las cuales son sintetizadas en el
citoplasma, por lo que deben ser enviadas hacia el espacio periplasmico, la membrana externa o el
medio extracelular (Figura 5). Este sistema se compone de un canal de exportacion formado por
seis proteinas integrales de membrana: FIhA, FIhB, FliO, FIiP, FliQ y FIiR; y un anillo de ATPasa
citoplasmico estructurado por tres proteinas citoplasmicas solubles: FliJ, FliH y Flil (Fan y
Macnab, 1996; Minamino et al., 2000; Minamino y Macnab, 2000). Se sabe que la estructura del
complejo ATPasa es similar a las familias de ATPasas de rotacion tipo F y tipo V, lo que sugiere
que el aparto de exportacion flagelar tiene un origen evolutivo comun con este tipo de familias
(Suzuki et al., 1998). Ademas de las proteinas antes mencionadas, se reconoce la existencia de
cuatro proteinas citoplasmicas que funcionan como chaperonas de exportacion flagelar, estas son:
FIgN, FliA, FliS y FIiT (Macnab, 2004a)

Substrato exportado

Cit

FliH,

ADP + Pi
Figura 5. Aparato de exportacion flagelar. Se esquematiza la exportacion de un sustrato a través
del sistema. Asi como la funcion de ATPasa de Flil y el gradiente electroquimico de protones para

conducir la exportacion. MC: membrana citoplasmica; Cit: Citoplasma; Peri: Periplasma.
Modificado de Minamino, 2018.



La proteina integral de membrana FIhA forma un homo-nonamero que actia como un
transductor de energia al asociarse con el anillo de ATPasa citoplasmico. Por otra parte, el
carboxilo terminal de FIhA y FIhB se proyecta hacia la cavidad central del anillo C y forma una
plataforma de anclaje para el anillo de ATPasa y para las chaperonas de exportacion flagelar,
ademas de mediar la seleccion y el transporte de proteinas para un ensamblaje eficiente de la
estructura axial. Otro componente que se debe destacar es la proteina Flil, la cual forma un homo-
hexadmero que hidroliza ATP, ayudando en la exportacion de los substratos flagelares (Minamino
et al., 2011). Sin embargo, se ha reportado que Flil no es indispensable para la exportacion, ya que
la energia necesaria para este proceso se da por la fuerza proton-motriz (Minamino y Namba,
2008).

Sistema estator

El estator es una estructura fundamental del flagelo que, junto con el rotor, forma el motor
flagelar. Este sistema esta formado por las proteinas MotA y MotB o por PomA y PomB,
dependiendo del ion utilizado (Figura 6). Para MotA y MotB, los iones de acoplamiento para
generar el torque son H*, mientras que para el sistema PomA y PomB, el ion requerido es Na*. Los
motores impulsados por H* se han descrito en E. coli y S. enterica, mientras que el motor impulsado

por Na* se ha reportado en especies marinas del género Vibrio (Nishihara y Kitao, 2015a).

El estator provee el trabajo necesario para la rotacién del flagelo a través de la
transformacion de la energia proveniente del gradiente electroquimico. MotA y MotB forman los
canales ionicos que permiten el paso de los protones a través de la membrana (Nishihara y Kitao,
2015b). La proteina MotA muestra una estructura con 4 cruces transmembranales, dos asas
periplasmicas y una gran region citoplasmica, en donde se encuentran los residuos Arg90 y Glu98.
Por otra parte, la estructura de MotB se caracteriza por tener un cruce transmembranal y una region
periplasmica. En su zona transmembranal se localiza un residuo Asp32, necesario para el paso de
los protones a través del canal (Zhou, Lloyd, et al., 1998a). La regidn periplasmica de MotB es
extensa y presenta un dominio de union a peptidoglicano, el cual mantiene el estator anclado a la

pared celular (Braun et al., 2004).
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Figura 6. Esquema comparativo de los dos tipos de motores flagelares. Izquierda: se muestra el
modelo del motor flagelar de Salmonella, un motor de protones (H*). Derecha: motor flagelar de
Vibrio, el cual es propulsado por iones Na*. Se observan las estructuras caracteristicas de cada
motor. Modificado de Minamino e Imada, 2015.

MotA y MotB forman un hetero-hexamero con estequiometria MotAsMotB. (Figura 7)
(Kojima & Blair, 2001; Yorimitsu et al., 2004). Sin embargo, recientemente se observé por un
ensayo de Cryo-EM realizado en Vibrio mimicus, Clostridium sporogenes y Bacillus subtilis un
complejo pentagonal del estator. Al realizar una reconstruccion tridimensional de los complejos,
estos produjeron volumenes que solo pueden interpretarse como estructuras con estequiometria
MotAsMotB: (Deme et al., 2020).
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Existe un numero variable de estatores dispuestos en la base del flagelo, asi como un
recambio continuo de éstos (Leake et al., 2006). Por otra parte, se ha reportado que el nimero de
estatores en el flagelo esté relacionado directamente con la velocidad de desplazamiento de la
célula (Ryu et al., 2000; Yuan et al., 2009). Es decir, a mayor cantidad de estatores existentes,

mayor torque y mayor velocidad.

A C

Periplasma MotA MotB

gg ::l[ { kT;Hw-EM % Aoz } 30-44

- ' Pro173,
Citoplasma |, J Pro222 |
N ) N

Glu150
Args0
. Glugs C

Figura 7. Complejo MotA/B. A) Se muestra la topologia de membrana de las proteinas MotA y
MotB, asi como los residuos importantes implicados en la generacion del torque. B) Se muestra el
arreglo de las subunidades del complejo MotA/B, con estequiometria MotAsMotB,. Modificado
de Braun et al, 2004.

Como se mencioné anteriormente, el estator es el encargado de transformar la fuerza
proton-motriz en energia para la rotacion del flagelo. Para explicar como se da esta transformacion,
se han propuesto varios modelos. Sin embargo, el modelo mas aceptado y con mayor evidencia
experimental nos dice que la protonacién del residuo Asp32 de MotB induce un cambio
conformacional en MotA. Esto da paso a que los residuos citoplasmicos Arg90 y Glu98 de MotA
interactien de forma electroestatica con los residuos cargados Asp289 y Arg281 de la region
carboxilo terminal de FliG. Esta interaccion permitiria la generaciéon del torque mediante la
repulsion de carga de los residuos (Zhou, Lloyd, et al., 1998b; Zhou, Sharp, et al., 1998) (Figura
8).

Recientemente se identificO una nueva proteina asociada al funcionamiento del motor
flagelar, denominada FliL. Esta es una proteina transmembranal ampliamente conservada, cuya

ausencia genera diferentes fenotipos con defectos en la motilidad. Estos defectos pueden ser una
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deficiencia o inhibicién del nado, una ineficiencia en el swarming o hasta defectos estructurales
que comprometen la estabilidad estructural del flagelo (Lin et al., 2018). Sin embargo, la funcién
especifica de esta proteina no se ha dilucidado. Un estudio realizado en E. coli y Salmonella mostrd
que FliL aumenta la potencia del motor mediante el reclutamiento o estabilizacion de los estatores,
incrementando la eficiencia de éstos, ademas de contribuir a la generacion de torque en medios
altamente viscosos (Partridge et al., 2015). Sin embargo, se han observado otros fenotipos de FIliL,
como en Proteus mirabilis, donde esté involucrada en procesos energéticos de la funcion flagelar
(Belas y Suvanasuthi, 2005); en Borrelia burgdorferi se ha visto que FliL asiste en la orientacion
periplasmica del flagelo (Motaleb et al., 2011); en Caulobacter crescentus, FliL esta implicada en
la rotacién del motor (Jenal et al., 1994); y en R. sphaeroides se ha propuesto que esta involucrada

en la apertura del canal de protones del motor (Suaste-Olmos et al., 2010).

PG

o8z
LY HS
MotB A/

(4

Anillo MS
FliF

Figura 8. Esquema de la interaccion rotor-estator. Las interacciones entre los residuos MotA-
Arg90/FliG-289 y MotA-GIlu98/FIiG-Arg281 estan involucradas en la generacion del torque.
Ademas de desempefiar un trabajo clave en el ensamblaje del estator. Modificada de Morimoto y
Minamino, 2014.
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Requlacién transcripcional y biogénesis flagelar

La forma en la que se ensambla el flagelo sigue un proceso secuencial, ordenado y lineal.
El ensamblaje comienza con los componentes citopldsmicos y periplasmicos para terminar con los
componentes extracelulares. Este proceso esta sumamente regulado y conservado entre las especies
de bacterias. La secuencia correcta para el ensamblaje del flagelo esta dada por la regulacion en la
expresion de los genes flagelares y por los cambios postraduccionales de los componentes de este
organelo (Macnab, 2003).

Para llevar a cabo la sintesis del flagelo, es necesario que se expresen los genes contenidos
en el reguldn flagelar. En E. coli y S. typhimurium, estos genes se localizan en mdltiples operones,
los cuales son expresados en un sistema jerarquico que se ha dividido en tres clases
transcripcionales: Clase | o tempranos, Clase Il o intermedios y Clase Il o tardios. El proceso en
si implica un control positivo y negativo en todas las etapas del ensamblaje del flagelo, comenzando
con la transcripcion y terminando con la localizacién de las proteinas componentes del sistema
flagelar (Osterman et al., 2015). El ensamblaje y funcionamiento del flagelo requiere de un alto
costo energético y recursos significativos, por lo que las bacterias han desarrollado mecanismos
para activar o inactivar la construccion de su flagelo dependiendo de las condiciones ambientales

y de su propio desarrollo (Chilcott y Hughes, 2000).

En E. coli y S. typhimurium, la expresion de los genes flagelares Clase | (fIhDC) forma el
factor transcripcional FInD4C, que, junto al factor Sigma 70 ('), activa la transcripcion de los
genes Clase Il. Estos genes codifican para componentes del cuerpo basal y el gancho, ademas de
la proteina reguladora FliA (62®) y su inhibidor FIgM (anti 6%8), los cuales controlan la expresion
de los genes Clase Il (Kutsukake et al., 1990). Los genes Clase I11 codifican para las proteinas de
la flagelina (FIiC), el cap (FIiD), proteinas asociadas al gancho (FIgK y FIgL), proteinas del estator
(MotA 'y MotB) y proteinas del sistema quimiotactico (Figura 9). Cabe sefialar que la expresion de
los genes tardios solo puede iniciar después de la formacion del cuerpo basal y el gancho (Zaslaver
etal., 2004)
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Salmonella Filamento

* Componentes T3SS

FIhA  FliO FliQ

FIhB  FliP  FliR
Clase I Clase II Clase I
Factores de Flagelina
regulacion “ » w = @ — Filamento
FIhDC Motor
Anillo C Che
Anillo MS
T3SS
Eje
Anillo P
Anillo L
Gancho
Secrecion de FlgM

Figura 9. Regulacién genética flagelar. Esquema de la regulacion genética del flagelo en
Salmonella. Las proteinas estan codificadas por colores segun la clase de genes que las codifican.
Modificado de Gilbreath et al, 2011.

Como se mencioné anteriormente, el ensamblaje del flagelo se da a la par de su
transcripcion. Iniciando desde las partes proximales y terminando en las distales. De esta forma, la
primera estructura es el anillo MS y el T3SS (Sistema de Secrecion Tipo Ill). Posteriormente, en
la seccion citoplasmica del anillo MS, se ensambla el anillo C, el cual funciona como un receptor

invertido para entregar proteinas de manera eficiente al aparato de exportacion flagelar en el centro
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del anillo de MS (Kubori et al., 1997; Macnab, 2003). Una vez formado el anillo C, se lleva a cabo
el reclutamiento de las proteinas MotA y MotB para la formacion del motor flagelar. Si bien, en la
jerarquia transcripcional los genes mot se encuentran en la Clase 11, las proteinas MotA y MotB
son independientes del orden de ensamblaje del flagelo.

Una vez formado el T3SS, se facilita la exportacion de la mayoria de las proteinas que se
localizan mas alla de la membrana interna, comenzando con las proteinas del eje. La formacion del
eje es sumamente importante, ya que por éste se lleva a cabo el transporte de las proteinas que
conforman el gancho y el filamento. Su formacion requiere de las proteinas FIgB, FIgC, FIgF, FIgG
y FlgJ, siendo esta Gltima importante, ya que lleva a cabo dos funciones en la construcciéon del eje.
FlgJ actia como una chaperona mediante la regién amino-terminal, mientras que su region
carboxilo-terminal tiene actividad de muramidasa. De esta forma, FlgJ degrada el peptidoglicano,
lo que favorece el paso del eje (Macnab, 2004b; Saijo-Hamano et al., 2004). La formacién del
anillo P y anillo L depende de la presencia del eje. Estas estructuras anulares, a diferencia de las
proteinas del eje, se secretan mediante la via Sec. Su formacion es importante, ya que mantienen
la integridad del eje flagelar. Posteriormente, se da la formacion del gancho. Esta estructura se
compone de monémeros de FIgE y alcanza una longitud de 55 nm, aproximadamente. Como se
menciono anteriormente, para la polimerizacion de FIgE es necesaria la proteina FIgD, ademas de
la presencia de FliK, la cual regula la longitud correcta de la estructura (Ferris y Minamino, 2006;
Hirano et al., 1994, 2005)

Cuando se alcanza el tamafio normal del gancho, se da un cambio en la especificidad de la
exportacion de sustratos en el T3SS. Asi, comienza la exportacion de las proteinas FIgK, FlgL,
FIiD y FIiC. Posteriormente, FIgD es reemplazada por FIgK y FlgL. Esto permite que FIiD se
ensamble sobre ellas y lleve a cabo la polimerizacion de FliC, formando el filamento (Evans et al.,
2006; Homma y lino, 1985; Macnab, 2003). Por ultimo y no por ello menos importante, se

ensamblan los componentes quimiotacticos.

Quimiotaxis

Como se menciono en las secciones anteriores, la compleja maquinaria molecular que
orquesta el desplazamiento de las bacterias les confiere una ventaja adaptativa per se, ya que son

capaces de percibir los cambios en su exterior, y de esta forma, pueden responder a éstos.
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Los grandes avances en biologia molecular y bioinformatica de las Gltimas décadas han
permitido dilucidar el mecanismo por el cual las bacterias responden a los estimulos. Una de las
principales formas es regulando su expresion génica, ya sea aumentando o disminuyendo la
expresion de uno o varios genes. Por otra parte, existe un movimiento dirigido como respuesta
hacia los estimulos externos, el cual se conoce como taxis. Dentro de esta categoria se encuentran
maultiples movimientos que se han clasificado segun el estimulo que las causa, como son: fototaxis,
galvanotaxis, magnetotaxis, pH-taxis, quimiotaxis y termotaxis (Wadhams & Armitage, 2004). La
quimiotaxis es el movimiento causado por estimulos quimicos, ya sea atractores o repulsivos. Es
la taxis mas estudiada, por lo que se conoce a fondo el sistema regulador de dos componentes que
controla la sefializacién y da paso al control de la motilidad. Este sistema consiste en un receptor
membranal con un nlcleo conservado que posee actividad de histidina-cinasa (HK) y una proteina
citoplasmica que genera una respuesta (regulador de respuesta). Los estimulos ambientales son
detectados por la HK que modula y transfiere el grupo fosfato al dominio receptor del regulador de
respuesta citoplasmico. Este contiene un residuo de aspartato, el cual es un aceptor del grupo
fosfato. Lo anterior, causa una fosforilacion que da como resultado una respuesta especifica (Lukat
y Stock, 1993).

En E. coli se ha descrito ampliamente el sistema quimiotactico. Este sistema se compone
por un sensor de histidina cinasa (CheA) y un regulador de respuesta (CheY). Los estimulos
ambientales son detectados por proteinas quimiorreceptoras llamadas proteinas quimiotacticas
aceptoras de metilo (MCP), las cuales estdn embebidas en la membrana citoplasmética. Un dominio
sensorial N-terminal localizado en el periplasma, recibe sefiales que luego se transmiten al dominio
de sefalizacion C-terminal localizado en el citoplasma. Aqui, CheW funciona como una proteina
enlazadora que conecta la histidina quinasa CheA con las MCP. Cuando se activa CheA, se
autofosforila en un residuo de histidina conservado y, a su vez, fosforila a su regulador de respuesta
CheY. CheY fosforilado (CheY-P) difunde libremente a través del citoplasmay se une a FliM, lo
gue produce un cambio en la direccion de rotacion del motor. La sefial se termina cuando CheZ
desforforila a CheY-P (Hazelbauer et al., 2008; Ottemann et al., 1998, 1999; Stock y da Re, 2000)
(Figura 10).

Por otra parte, el sistema quimiotactico posee una estrategia de adaptacion que le permite

desensibilizar el sistema ante una concentracién de quimioefector dada. Este proceso se regula
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mediante los estados de metilacion y desmetilacién de los MCP dados por las proteinas CheB y
CheR, las cuales funcionan como metilesterasa y metiltranferasa, respectivamente (Xin y Othmer,
2012).

Figura 10. Esquema de la via de sefializacién quimiotactica de E. coli. Las proteinas aceptoras
de metilo (MCP) traducen sefiales de quimioefectores en el espacio periplasmico, modulando asi
la actividad de la histidina cinasa (Che), que esta unida a las MCP por CheW. CheA fosforila a los
reguladores de respuesta CheB y CheY cuyas formas fosforiladas interactian con los MCP vy el
motor flagelar, respectivamente. CheR también interactia con los MCP, mientras que la
desfosfatasa CheZ desfosforila a CheY. Modificada de Miller et al, 20009.

Rhodobacter sphaeroides

El modelo de estudio utilizado en este trabajo fue R. sphaeroides, una bacteria purpura no
sulfurosa perteneciente a las a-proteobacterias. Este microorganismo tiene una gran plasticidad
metabolica que le permite crecer en diversos ambientes y condiciones nutricionales. Su
metabolismo puede cambiar de aerobico a fotosintético o adaptarse a una respiracion anaerobica o
fermentativa. Esta versatilidad lo convierte en un candidato potencial en aplicaciones de

biorremediacion. Sin embargo, los mecanismos moleculares implicados en muchas de sus
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capacidades adaptativas estan lejos de entenderse (Kiley y Kaplan, 1988; Martinez-Luque et al.,
1991; Schultz y Weaver, 1982).

El genoma de la cepa WS8N de R. sphaeroides consta de dos cromosomas (CI: 3.14 Mpb
y CllI: 0.97 Mpb) y cinco plasmidos. Esta bacteria posee dos conjuntos de genes flagelares: flaly
fla2, los cuales codifican flagelos completamente funcionales. La mayoria de estos genes estan
agrupados en loci separados dentro del Cl. La organizacién de los genes flal muestra similitudes
con conjuntos de genes flagelares de otras bacterias como E. coli y Salmonella, mientras que en
los genes fla2 se observa un arreglo aleatorio de los genes, como lo que se ha reportado en
Bradyrhizobium japonicum y Helicobacter pylori (Aizawa, 2014). El conjunto de genes flal
codifica para un unico flagelo subpolar, mientras que fla2 da origen a multiples flagelos polares
(Figura 11). A través de un analisis filogenético se logro identificar que Flal fue adquirido a través
de un evento de transferencia horizontal de un ancestro de las y-proteobacterias, mientras que el
sistema Fla2 es propio del linaje de las a-proteobacterias. Este tltimo solo se ha detectado en cepas
carentes del activador principal de los genes flal que adquieren una ganancia de funcién por una

mutacién espontanea (Poggio et al., 2007).

El conjunto de genes flal se expresa bajo condiciones estandar de crecimiento en el
laboratorio, mientras que los genes fla2 se mantienen inactivos. Ambos sistemas flagelares no se
expresan al mismo tiempo en la célula, es decir, son mutuamente excluyentes. Por otra parte, se
desconoce todavia el mecanismo que permite la expresion de fla2 de manera natural (Vega-Baray
et al., 2015).
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Figura 11. Sistemas flagelares de R. sphaeroides. Microscopia electronica de A) la cepa silvestre
WS8N con un tnico flagelo subpolar correspondiente al sistema Flal, y B) la cepa AM1 con dos

flagelos polares correspondientes al sistema Fla2. Tomada de Aizawa, 2014.

La regulacion genética del sistema Flal sigue un patron de expresion jerarquico que consta
de 1V clases. En la clase | se encuentra el gen fleQ, que codifica para el regulador maestro FleQ,
un activador transcripcional que forma un complejo con el factor 6>*, lo que permite la expresion
de los genes clase 1. En esta clase se encuentran los genes fliE, fliF, fliG, fliH, fliJ; que dan origen
a las proteinas del anillo MS y a algunos elementos del aparato de exportacion; y el activador
transcripcional FleT. Este ultimo es de suma importancia ya que interactta con FleQ para activar
la transcripcion de los genes clase 111. Los genes clase 111 codifican para los productos necesarios
en la formacion del eje, el gancho y de los elementos restantes del aparato de exportacién, ademas
del factor 6?8 (FliA) y anti 6*® (FIgM). La unién de FIgM con FliA bloquea la expresion de los
genes clase IV hasta que el gancho esta completamente ensamblado. Finalmente, la expresién de
los genes clase IV necesita de la activacion de 6. Para esto, se requiere que se libere FIgM al
medio extracelular. Una vez liberado, el factor 6% da lugar a la expresion de los genes fliC, fliD y
fliS (Pefia-Sanchez et al., 2009b; Poggio et al., 2005). Cabe sefialar que FleQ también permite la
expresion de los genes codificantes para las proteinas quimiotacticas, comenzando por la expresion
del receptor citoplasmico tlpT y el sistema de transduccién que incluye a cheA4 y cheA3, cheW4,
cheR3, cheB2 y cheY6 (Hernandez-Valle et al., 2017; Martin et al., 2006).
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Planteamiento del Problema

Durante el trascurso del estudio flagelar, la mayoria de los trabajos se han centrado en
modelos como E. coli y Salmonella, por lo que la investigacion sobre la regulacién genética,
ensamblaje y funcionamiento del flagelo en otros modelos bacterianos como R. sphaeroides resulta
relevante. A través del estudio del sistema flagelar de esta bacteria, se han observado diferencias
substanciales con respecto a los modelos candnicos. Un ejemplo de esto es el motor de R.
sphaeroides, el cual no es reversible, ya que s6lo rota en sentido de las manecillas del reloj (CW)
y se detiene completamente permitiendo el redireccionamiento de la bacteria por movimiento
Browniano (Armitage & Macnab, 1987).

Como se menciond anteriormente, R. sphaeroides tiene dos conjuntos de genes flagelares,
Flaly Fla2, siendo Flal el méas estudiado hasta la fecha. Si bien, la mayoria de los genes flagelares
de este sistema codifican para proteinas con funcion conocida, ain quedan marcos de lectura
abierta (ORFs) que no han sido caracterizados y, por tanto, se desconoce su papel en el

funcionamiento o regulacién flagelar. Este es el caso de RSP6090 y RSP0038.

Mediante analisis bioinformaticos sabemos que el ORF RSP6090 esté constituido por 486
pb y sintetiza una proteina hipotética de 161 aa, mientras que el ORF RSP0038 consta de 189 pb
que se traducen en una proteina hipotética de 62 aa. Ambos ORFs no han sido caracterizados a la
fecha y no existen antecedentes de su estudio en la literatura, sélo sus secuencias y su ubicacién en
el genoma de la especie bacteriana. Por este motivo, en este proyecto se pretende aportar
informacién sobre el fenotipo y posible participacion de RSP6090 y RSP0038 en la motilidad de

R. sphaeroides.
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Hipotesis

Los marcos de lectura abiertos RSP6090 y RSP0038 codifican para proteinas flagelares
pertenecientes al sistema flagelar 1 de R. sphaeroides, las cuales son necesarias para la correcta

rotacion y desplazamiento de la célula.
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Objetivos

Objetivo general
e Describir y analizar los fenotipos de las proteinas codificadas por los marcos de lectura
abiertos RSP6090 y RSP0038 dentro del funcionamiento del sistema flagelar 1 de R.

sphaeroides.

Objetivos particulares
e Determinar el fenotipo de una mutante en RSP6090 sobre el fondo genético silvestre de R.
sphaeroides WS8N.
e Determinar el fenotipo de una mutante en RSP0038 sobre el fondo genético silvestre de R.

sphaeroides WS8N.
e Realizar una mutante de RSP0038 sobre el fondo genético de la mutante RSP6090 para

obtener una doble mutante y analizar su fenotipo.
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

En la tabla 1 se muestran las cepas bacterianas usadas en este trabajo. Las cepas de R.
sphaeroides fueron cultivadas en medio Sistrom (Sistrom, 1960) utilizando dos condiciones
diferentes: con iluminacién constante de 6 focos de 40W a temperatura ambiente o en oscuridad a
30°C con agitacion orbital a 250 rpm. En algunos protocolos modificamos este medio de cultivo;
quitando el &cido succinico y los casaminoécidos, formando el medio -Sux. Cuando fue necesario,
afiadimos antibidticos al medio en las siguientes concentraciones: Acido nalidixico (Nal)
[20png/mL], Espectinomicina (Spc) [50ug/mL], Cloranfenicol (Cm) [3ug/mL] y Tetraciclina (Tc)
[1pg/mL].

Tabla 1. Cepas bacterianas.

Cepa Caracteristicas Referencia

E. coli

S17 recA endA thi hsdR RP42 Tc::Mu::Tn7 Simon et al., 1983
Topl0 F’ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBce) $80 lacZ AM15Alacx74 Invitrogen

R. sphaeroides

WS8N Cepa silvestre; Nal"
6090 WSS8N orf _6090::aadA; Spc' Este trabajo
0038 WS8N orf_0038::aadA; Spc" Este trabajo
DM WSS8N orf 6090::aadA orf_0038::cm; Spc" Cm' Este trabajo
6090C WS8N orf_6090::aadA pRK415/orf_6090 Este trabajo
0038C WS8N orf_0038::aadA pRK415/orf_0038 Este trabajo
DMC WS8N orf_6090::aadA orf_0038::cm Este trabajo
pRK415/orf_6090+orf_0038 Este trabajo
6090+MotAB WS8N orf_6090::aadA pRK415/MotA/MotB Este trabajo
0038+MotAB WS8N orf_0038::aadA pRK415/MotA/MotB Este trabajo
DM+MotAB WS8N orf_6090::aadA orf_0038::cm Este trabajo
pRK415/MotA/MotB
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WS8N+MotAB Cepa silvestre; pRK415/motAmotB/; Nal', Tc' Este trabajo

6090+FIliL WS8N orf_6090::aadA pRK415/fliL/; Spc', Tc' Este trabajo
0038+FIiL WS8N orf_0038::aadA pRK415/fliL/; Spc', Tc' Este trabajo
DM+FIiL WS8N orf_6090::aadA orf_0038::cm pRK415/fliL/; Este trabajo

Spc’, Cm', Tc'

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB (Bertani, 1951) a 37°C en oscuridad (medio
solido) o con agitacion orbital a 250 rpm (medio liquido). Cuando fue necesario, agregamos
antibidticos en las concentraciones siguientes: Spc [50ug/mL], Tc [25ug/mL], Amp [200ug/mL].

Cabe sefialar que los medios de cultivo fueron esterilizados por vapor a presion utilizando
un autoclave; a una temperatura de 121°C durante 20 min. Sélo para el medio Sistrom se ajusto el
pH a 7.0 con KOH vy se agregd una solucion de vitaminas (Tabla 2) en concentracion 1:1000 al
finalizar el proceso.

Tabla 2. Solucion de vitaminas para medio Sistrom

Compuesto Concentracion

Acido nicotinico 1%
Tiamina 0.5%

Biotina 0.01%

Plasmidos y oligonucleotidos

Utilizamos distintos plasmidos y oligonucleétidos durante la elaboracion de este proyecto,
los cuales se enlistan en la tabla 3.
Tabla 3. Oligonucléotidos

Plasmido Caracteristicas Referencia

pRK415 Vector de expresion para R. sphaeroides. Promotor lac; (Keen et al., 1988)
Tc"; 10690 pb

pJQ200MP18 Vector suicida para reemplazo de genes. Gm'; 4700 pb  (Quandt y  Hynes,

1993)

pTZ19R Vector de clonacion y secuenciacion. Contiene lacZ; (Mead et al., 1986)
Amp'’; 2863 pb.

pRK415/6090 Contiene el ORF RPS6090. Tc". Este trabajo
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pRK415/0038 Contiene el ORF RSP0038. Tc". Este trabajo
pRK415/6090+0038  Contiene la secuencia de RSP6090 y RSP0038. Tc". Este trabajo

pJQ200MP18/0038 Porta el ORF RSP0038. Gm". Este trabajo

pRK415/motA motB/  Contiene la secuencia codificante para las proteinas Este trabajo
Mot. Tc'".

pRK415/fliL/ Contiene la secuencia codificante de FliL. Tc' Este trabajo

Oligonucleétidos

FwMotAB 5> CGAAAGCTTGGCCCCGAGATCCGGAGGACY’ Este trabajo

RVMOotAB 5'CGAGAATTCGCGTCTTATTCCGCAAAAGCG3’ Este trabajo

Interrupcion de RSP6090 y RSP0038

A partir del genoma de R. sphaeroides WS8N, se llevo a cabo la amplificacién de RSP6090
y RSP0038. Se amplificd 150 pb rio arriba de RSP6090 y 100 pb rio abajo de RSP0038, usando
los oligonucle6tidos FW-Hindlll y RV-EcoRl. El producto de PCR RSP6090_RSP0038 (980 pb)
se clond por separado en el vector pRK415, con el fin de utilizarlo en los ensayos de
complementacién. La secuencia de RSP6090 contenia un Unico sitio de restriccién para Ascl,
mientras que RSP0038 mostraba un sitio Gnico de corte para Sacl; ambos sitios localizados cerca
de la mitad de la secuencia codificante de cada gen. Una vez clonado, el vector fue digerido por
separado con Ascl y Sacl para insertar un cassette de resistencia a espectinomicina. Posteriormente,
las construcciones con los genes ya interrumpidos se subclonaron en el vector pJQ200MP18 'y, por
medio de una conjugacion, se introdujeron los genes mutantes en la cepa WS8N. Las exconjugantes
se seleccionaron por su resistencia a espectinomicina.
Complementacion de las mutantes

Para complementar las mutantes se clonaron los fragmentos de RSP6090 y RSP0038 por
separado en el vector pRK415. La construccién se introdujo por conjugacion a las cepas mutantes
respectivas. Las transconjugantes se seleccionaron por su resistencia a tetraciclina.
Ensayo de motilidad

Se realizaron dos ensayos de motilidad distintos, con el fin de observar el fendmeno del

nado de manera poblacional e individual. Para esto, llevamos a cabo los siguientes protocolos:

Placas de nado — Observacion poblacional
Para las placas de nado fue necesario colocar cultivos liquidos en condiciones

fotoheterotréficas en viales de 550 pL de las cepas de interés de R. sphaeroides una noche antes de
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comenzar el ensayo. Las cajas de nado se prepararon con medio Sistrom sin acido succinico (-Sux),
agar con una concentracion de 0.25%, 0.30% y 0.35%, y propionato de sodio 100 uM como
quimioatrayente. Se inocularon 2 pL del cultivo crecido durante la noche en cada caja Petri.
Finalmente, las cajas se incubaron a 30°C durante 48 horas. Se procesaron los datos cada 24 horas
con una camara digital Panasonic® DMC-ZS10, modo B/N, 1SO 200 y un tiempo de exposicion de
% s. Se midieron los halos de nado con el programa ImageJ.
Microscopia de campo oscuro — Observacion individual

Para este protocolo, se colocaron cultivos liquidos de 13.5 mL en condiciones
fotoheterotréficas de las cepas de interés de R. sphaeroides. Estos cultivos se prepararon con medio
Sistrom sin acido succinico (-Sux) adicionado con caseina hidrolizada a una concentracién de 2
g/L, vitaminas y antibi6ticos especificos para cada cepa. Se incubaron a 30°C por una noche. Para
comenzar la observacion, los cultivos alcanzaron una densidad Optica (ODeoonm)=0.4. El
desplazamiento de las bacterias se evalu6 mediante microscopia de campo oscuro a partir de una
muestra de 2 uL. Los datos se registraron mediante grabaciones de 5s, usando una cdmara de video
Canon® HV20 equipada con un cassette Sony® Professional Standard Mini DV (DVM®63).
Posteriormente, se realiz6 una digitalizacion de los videos para su anélisis con el programa
CellTrack by Motion Analysis®. En éste, se midio la velocidad de nado de las cepas y el nimero de
paros por segundo.
Construccion de doble mutante

Con el fin de obtener una doble mutante, se realizo6 la interrupcion de RSP0038 con un
cassette de resistencia a cloranfenicol sobre el fondo genético de la mutante 6090. Para esto,
utilizamos la construccion pJQ200MP18/0038::Cm/. Esta fue introducida en E. coli S17-1
mediante transformacion. Las células transformadas se seleccionaron mediante su resistencia a
gentamicina y cloranfenicol. Posteriormente, se llevd a cabo una conjugacion entre E. coli S17-1
transformada y R. sphaeroides mutante 6090. Las células exconjugantes se seleccionaron mediante
un medio de seleccion que contenia sacarosa y cloranfenicol.
Complementacion de la doble mutante

Para realizar la complementacion de la doble mutante, previamente se llevo a cabo la
construccién del vector pRK415/6090+0038/. Este vector fue introducido en E. coli S17-1 por
transformacion. Posteriormente, la construccion fue introducida en la doble mutante mediante

conjugacion. Las exconjugantes fueron seleccionadas por su resistencia a la tetraciclina.
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Construccion de pRK415/MotA_MotB

La construccion pRK415/MotA_MotB se obtuvo clonando motA y motB en el vector
pRK415. Lo anterior se llevo a cabo amplificando las secuencias de motA y motB mediante PCR,
usando los oligonuclet6tidos mostrados en la tabla 3. La secuencia amplificada incluye las
secuencias codificantes para motA_motB y 140 pb y 80 pb rio arriba y rio abajo, respectivamente.
El producto de 2100 pb se subclond en el vector pTZ19R para su mantenimiento. Posteriormente,
se digirio y clono en el vector pRK415 para su expresion.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y reaccion de ligacion

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador TC-512 Techne, utilizando la
enzima Tag-polimerasa. Se llevaron a cabo 26 ciclos de amplificacion y 3 ciclos iniciales. Para la
clonacioén, se usé la ligasa T4-DNA. Las reacciones con esta enzima se llevaron a cabo en
incubaciones de toda la noche a 16°C.
Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Se realiz6 el método de electroforesis en gel de agarosa para separar los fragmentos de DNA
de interés. Los geles se prepararon con una concentracion de 1% de agarosa. Estos se corrieron en
una camara de electroforesis horizontal con buffer TE (Tris-base 40 mM, acido acético 32 mM,
acetato de sodio 2 mM, EDTA 1mM) a 80 V durante 1 hora, aproximadamente. Al finalizar, el gel
se incubd en bromuro de etidio por 20 minutos para poder observar el resultado colocando el gel
bajo luz UV.
Digestiones con endonucleasas

La digestién del DNA se llevd a cabo usando endonucleasas de tipo Il. Los vectores
pTZ19R, pJQ200MP18 y pRK415 se digirieron con Hindlll y EcoRI (Promega, New England
Biolabs). Se usaron las enzimas de restriccion Ascl y Sacl para digerir las secuencias de RSP6090
y RSP0038, respectivamente.
Transformacion en E. coli

Para llevar a cabo el protocolo de transformacion, se crecio un cultivo de 10 mL de E. coli
Topl0 o S17-1 hasta una densidad optica (ODssonm)=0.5. Posteriormente, se centrifugd a 4355 X g
durante 7 minutos a 4°C para separar las células del medio liquido. El paquete celular obtenido se
resuspendio en 5 mL de CaCl> 100 mM estéril y se incub6 en hielo por 20 minutos. Despues, se

volvio a centrifugar bajo las condiciones antes mencionadas. Esta vez el paquete celular resultante
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se resuspendid con 666 pL de CaCl. y se incubo en hielo durante 45 minutos. Una vez terminado
el tiempo de incubacion, se colocaron 200 L de las células competentes en viales de 1.5 mL y se
afiadieron 2 pL del DNA de interés. Los microtubos se incubaron durante 1 hora en hielo.
Inmediatamente después se incubaron a 42 °C por 2 minutos para después colocarlos en hielo
durante 5 minutos. Enseguida, se les afiadieron 800 pL de LBy se incubaron a 37°C por 1 hora.
Finalmente, se tomaron 150 pL de células y se sembraron en cajas de medio LB selectivo, éstas se
incubaron a 37°C durante toda la noche.
Conjugacion

Para este protocolo se colocaron cultivos de E. coli y R. sphaeroides de 2 y 10 mL,
respetivamente, y se incubaron durante toda la noche. Al dia siguiente, se inocularon 100 pL del
cultivo de E. coli en 10 mL de medio LB y se incubd en agitacion hasta una densidad Optica
(ODssonm)=0.5. Posteriormente, se tom6 una alicuota de 1500 pL de cada cultivo, se coloco en dos
microtubos de 1.5 mL y se centrifugd a 3000 X g durante 6 minutos. El pellet obtenido se
resuspendio con 500 uL de LB y nuevamente se centrifugo bajo las condiciones antes mencionadas.
Una vez terminada la centrifugacion, se resuspendieron los pellets resultantes en 500 pL de medio
LB y se mezclaron las cepas de E. coli y R. sphaeroides. Posteriormente se centrifug6 a 3000 G
durante 6 minutos. El pellet obtenido se resuspendié en 70 pL de LB. La mezcla se coloco en una
caja Petri con medio LB, sobre un recuadro estéril de nitrocelulosa de 1.0 x 1.0 cm,
aproximadamente. La caja se incubd a 30°C durante 24 horas. Al dia siguiente, se recuperd el
recuadro de nitrocelulosa, se coloc6 en un microtubo de 1.5 mL, se afiadié 1 mL de medio LBy se
agité vigorosamente la muestra para desprender las células de la nitrocelulosa. Finalmente, el

liqguido homogenizado se sembré en un medio de seleccion.
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Resultados
Analisis bioinformaticos

Con el fin de obtener més informacién sobre los ORFs RSP6090 y RSP0038, llevamos a
cabo distintos analisis bioinformaticos. El primer paso fue un PSI-BLAST con el objetivo de
encontrar homdlogos para las proteinas codificadas por los ORFs estudiados en este trabajo. Para
RSP6090 realizamos dos iteraciones: en la primera, la mayoria de los homologos fueron proteinas
hipotéticas pertenecientes a la familia Rhodobacteraceae; la segunda iteracion aline6 también a la
proteina FliL de especies de gammaproteobacteria, 1o que podria sugerir que RSP6090 es un
homologo distante de FliL. Para RSP0038, todos los homdlogos estan anotados como proteinas
hipotéticas pertenecientes a la familia Rhodobacteraceae. Posteriormente, decidimos revisar el
arreglo genético de los homélogos encontrados. Observamos que el contexto genético es bastante
similar al del operon que contiene a RSP6090 y RSP0038, por lo que podemos decir que se

encuentran conservados en la familia Rhodobacteraceae (Figura 12).
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Figura 12. Contexto genético de los homologos de RSP6090 y RSP0038. Se encerrd en color rojo a los
genes homologos de RSP6090 y RSP0038. Se utilizo la base de datos IMG (https://img.jgi.doe.gov/) para

realizar la busqueda.
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Después, llevamos a cabo una prediccion de la estructura terciaria para RSP6090 y
RSP0038 a través de AlphaFold 2.0
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#scr
ollTo=33g5llegij5R) y SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). En este Gltimo, para
RSP6090 se obtuvo una estructura muy similar a la proteina FliL de Vibrio alginolyticus (FliLva),
elucidada recientemente con una resolucion de 3.4 A (Takekawa et al., 2019) y al cristal de FliL
de Helicobacter pylori, con una identidad de 21.10 y 15.63, respectivamente. Para RSP0038, no se

encontrdé una estructura similar.
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Figura 13. Alineamiento de RSP6090. Se muestra el alineamineto de RSP6090 con FliLva y
FliLrs. En negro, se marcan los aminoacidos conservados en las tres secuencias; en gris, se
observan los residuos conservados solo entre dos secuencias.

Cuando probamos con AlphaFold 2.0, se generd una estructura de novo para RSP6090 que
consiste en una hélice transmembranal, un conector, tres a-hélices y una lamina f compuesta por
cuatro hebras  (Figura 14A). Esta estructura es bastante similar a la reportada en el cristal para
FIiL de V. alginolyticus, en donde se muestra un conector, cuatro o-hélices y una lamina
compuesta por cuatro hebras  (Figura 14B). Para RSP0038, la prediccion de estructura terciaria
arrojada por AlphaFold 2.0 mostro una estructura compuesta por una a-hélice en el extremo C-
terminal, antecedido de una lamina  compuesta por dos hebras 5, y una regién desordenada hacia
el N-terminal, que el programa no pudo resolver (Figura 14C). Cabe sefialar que este programa
compara, mediante aprendizaje profundo y haciendo uso de una red neuronal artificial, estructuras
y secuencias de aminoacidos de miles de proteinas cristalizadas y, a partir de esa comparacion, es

capaz de predecir la estructura de proteinas desconocidas a partir de su secuencia.
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Figura 14. Prediccion de estructura terciaria de las proteinas hipotéticas. A. Estructura
terciaria predicha para RSP6090. Morado: hélice transmembranal; azul: conector; rojo: dominio de
FliL. B. Sobreposicion del dominio FliL de RSP6090 (rojo) con el cristal de FliLva (cian). Se
observan diferencias puntuales entre las estructuras. C. Prediccion de la estructura terciaria de
RSP0038. En color anaranjado: a-hélice; azul: lamina fB; verde: region desordenada.

Por otra parte, realizamos una reconstruccion filogenética con las secuencias de FliL de las
especies a-proteobacterias que presentaron homologia con RSP6090 y con las secuencias
homdlogas a la misma proteina. El alineamiento de las secuencias se llevo a cabo con Mesquite
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3.6, usando MUSCLE. El arbol filogenético mostrado fue inferido usando el método de maxima
verosimilitud. Observamos que el arbol se divide en dos grandes grupos: el grupo de RSP6090 y
el grupo de FliL. Cabe recordar que las secuencias homologas para RSP6090 s6lo se encontraron
en un pequefio grupo de bacterias de la familia Rhodobacteraceae (Figura 15).
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Figura 15. Analisis filogenético de las especies que presentan la secuencia homéloga de RSP6090.
El arbol se divide en dos grupos. Azul: Grupo RSP6090; Verde: Grupo FliL. Marcado con rojo, se
encuentra RSP6090. H6090: se refiere a las secuencias homologas para RSP6090.
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En el genoma de R. sphaeroides WS8N, las proteinas codificadas por RSP6090 y RSP0038
estan anotadas como hipotéticas, por esta razon llevamos a cabo una prediccion de la topologia de
las proteinas mediante el servidor de TOPCONS (https://topcons.cbr.su.se/pred/). Para RSP6090,
los resultados difieren debido a los distintos métodos que emplea el servidor, pero el consenso
muestra una proteina principalmente extracelular con la presencia de un cruce transmembranal o
una secuencia sefial entre los residuos 10 a 30 (Figura 16A). Debido a esto, decidimos usar el
servidor TMHMM v2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0) el cual

predice que la proteina posee una hélice transmembranal entre los residuos 7 a 29 y una posible
secuencia sefal en el extremo N-terminal (Figura 16B). Por otra parte, al analizar la secuencia de
RSP0038, el servidor sélo nos indicé que es una proteina sin hélice transmembranal ni secuencia

sefial, probablemente citoplasmica.
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Figura 16. Analisis de topologia de la proteina codificada por RSP6090. A. Anélisis realizado
con TOPCONS. B. Prediccidn de cruce transmembranal realizado en TMHMM. Se ilustra la hélice

transmembranal en forma de recuadro color rojo.
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Mutacién en RSP6090 y RSP0038

Para comenzar con el estudio de los ORFs, se llevo a cabo una mutacion por interrupcion
en RSP6090 y RSP0038 introduciendo un cassette de resistencia a espectinomicina en las
secuencias. Las cepas seleccionadas, denominadas 6090 y 0038, se inocularon en cajas de agar
suave para evaluar su capacidad de nado. Los fenotipos de ambas mostraron un halo de nado
reducido, mas no paralizado (Figura 17A). Se complement6 a las mutantes con el vector pRK415

con la copia silvestre respectiva de cada gen. La cepas recuperaron casi en su totalidad el fenotipo

de nado silvestre (Figura 17B).

Figura 17. Fenotipos de las mutantes. Se muestran los fenotipos de las mutantes para RSP6090
y RSP0038. A) Halos de nado de WS8N (WT) y las mutantes 6090 y 0038. B) Halos de nado de
las mutantes complementadas con el vector pRK415. Fotografias tomadas después de 48 horas de
incubacion.
Medicion del halo de nado en placas de agar suave

Al observar la reduccion del halo de nado de las cepas mutantes, decidimos llevar a cabo la
medicion del diametro de éste, usando como control a WS8N. Realizamos el ensayo con 20
repeticiones bajo las mismas caracteristicas. Se observo que el halo de nado de 6090 se reduce un
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40%, mientras que 0038 muestra un halo de nado reducido en un 20%, ambos resultados son

estadisticamente significativos (p<0.05) (Figura 18).
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Figura 18. Diametro del halo de nado. A: Se muestran las mediciones de los halos de nado para
WS8N, mutantes 6090 y 0038, y complementaciones 6090C y 0038C. Las mediciones se realizaron
después de 48 horas de incubacion. ****: p<0.0001. **: p<0.05. B: Diametro de los halos de nado
normalizados para obtener porcentajes de la disminucion de las mutantes.
Velocidad de las cepas y numero de paros por segundo

En vista del resultado anterior y para dilucidar si la reduccion del halo de nado de las
mutantes se debia a un descenso en su velocidad de nado o una disminucién en su nimero de
reorientaciones, optamos por llevamos a cabo la medicion de la velocidad de desplazamiento y
numero de paros mediante el programa CellTrack by Motion Analysis®. El anélisis se realizo para
30 células de cada cepa, incluyendo a WS8N como control. Notamos que 6090 presenta una
reduccion en su velocidad del 20.37% si se le compara con la cepa silvestre, siendo un resultado
con significancia (p<0.05). Por otra parte, 0038 parece desplazarse un 11.78% mas rapido que

WS8N, aunque el resultado no mostrd significancia estadistica (p>0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Velocidades de desplazamiento de las cepas. A. Se muestra la grafica de mediciones
de velocidad para WS8N, 6090 y 0038. *: p<0.05. ns: no significativo. B. La tabla indica la
velocidad promedio de nado de cada cepa con desviacion estandar.

Ademas, observamos que 6090 realiza 29.62% mas reorientaciones que la cepa silvestre,
aunque este resultado carece de significancia estadistica (p>0.05). Para 0038, observamos que el
numero de reorientaciones disminuye un 51.85% respecto a WS8N, siendo un resultado

estadisticamente significativo (p<0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Namero de reorientaciones por segundo. A. Se muestra la medicion de los paros por
segundo realizados por las cepas WS8N, 6090 y 0038. **: p<0.05. ns: no significativo. B. En la
tabla se observa el promedio de paros por segundo de las cepas.
Modificacion de las variables de las placas de nado

Puesto que la velocidad y el nimero de reorientaciones de las cepas mutantes se ven
alteradas, y con el conocimiento de que RSP6090 puede ser un homologo lejano de FliL, decidimos
probar si la modificacién de dos variables que juegan un papel importante en la generacién de
torque del motor, como son la viscosidad del medio y la disponibilidad de protones (H*), afectaban
aun mas al fenotipo mutante. Lo anterior lo llevamos a cabo en dos ensayos independientes, cada
uno con 20 repeticiones para cada cepa.
Cambio en la concentracion de agar

Comenzamos por cambiar la concentracion de agar de las placas de nado, pasando de 0.25%
a 0.30%, 0.35% y 0.40%. Este cambio aumenta la viscosidad del medio por lo que la bacteria

requiere una generacion mayor de torque para poder desplazarse. Inoculamos las placas con las
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cepas mutantes y la cepa silvestre. Al realizar las mediciones, notamos que el didmetro del halo de
nado disminuye en todas las cepas. Sin embargo, el cambio se mantiene proporcional a lo

observado en la concentracion de 0.25% de agar (Figura 21).
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Figura 21. Diametro del halo de nado con cambio en la concentracion de agar. La grafica
normalizada muestra el didmetro de los halos de nado con las concentraciones de agar probadas.
Se observa que proporcion se mantiene entre las cepas respecto al control (0.25% de agar). Las

mediciones se realizaron después de 48 horas de incubacion.

Cambio en el pH del medio

La otra variable modificada fue el pH del medio -Sux. Tomando como control el medio a
pH 7, probamos pH 6 y pH 8; donde la concentracion de protones aumenta o disminuye,
respectivamente. Esta modificacién cambia la disponibilidad de protones para el gradiente
utilizado por el motor de R. sphaeroides. Inoculamos las placas de nado con las cepas mutantes y
silvestre. Realizamos mediciones del diametro del halo y observamos que éste aumenta a pH 6 y

disminuye a pH 8 (Figura 22). Este cambio es proporcional a lo descrito en pH 7.
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Figura 22. Medicion del halo de nado con cambios en el pH del medio. Gréfica normalizada
que muestra el didmetro del halo de nado de las cepas WS8N, 6090 y 0038 en placas de nado con
pH 6, 7 y 8. La proporcion se mantiene constante respecto al control (pH 7). Las mediciones se
realizaron después de 48 horas de incubacién.
Velocidad de las cepas: modificacion de viscosidad y pH del medio

En vista de que a nivel poblacional (placas de nado) no se encontré un cambio en el fenotipo
al variar los pardmetros de viscosidad y pH, cambiamos el enfoque de los ensayos hacia un nivel
individual. Decidimos medir la velocidad de desplazamiento de las cepas mutantes y silvestre, pero
modificando la viscosidad y el pH del medio. Esto lo realizamos en dos ensayos independientes,
muestreando 30 células de cada cepa.
Modificacion de la viscosidad con Ficoll 400

Adicionamos distintas concentraciones de Ficoll 400 al medio de nado (-Sux+cas).
Observamos que a una concentracion de 10% on de Ficoll la cepa silvestre detiene su
desplazamiento. Debido a esto, decidimos probar las concentraciones de 4, 5, 6 y 7 % pv para
comenzar a estandarizar el protocolo. EI cambio en la velocidad y nimero de reorientaciones entre
la concentracion de 4 y 5 % o de Ficoll 400 no mostraron una diferencia significativa, por lo que
omitimos estas dos concentraciones. De esta forma, s6lo probamos las concentraciones 6 y 7 % pu.
Notamos que las cepas mutantes reducen ain mas su velocidad de desplazamiento cuando se

enfrentan a un medio con mayor viscosidad (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la viscosidad en las mutantes 6090 y 0038. A. Velocidad de nado de WS8N
y 6090 analizada con concentraciones crecientes de Ficoll 400. B. Velocidad de desplazamiento de
WS8N y 0038 con incremento de Ficoll 400 en el medio de nado.

Dicha reduccién no es proporcional a la observada en el medio sin Ficoll 400, siendo mas
evidente el cambio en la mutante 0038. Con un 6% de Ficoll, esta mutante reduce su velocidad de
desplazamiento en un 32.74% respecto a la cepa silvestre, siendo que en un medio sin espesante
0038 nadaba un 11.78% mas rapido. Por otra parte, 6090 también reduce su velocidad de nado sin
mostrar un patron proporcional, de 20.37% a 36.05% mas lento que WS8N, en presencia de Ficoll
al 6% (tabla 4). Cabe sefialar que las reducciones en la velocidad son estadisticamente significativas
(p<0.05).

Cepa Control (Ficoll 0% o) Ficoll 6% p/v Ficoll 7% plv
6090 Reduccion de 20.37% | Reduccion de 36.05% | Reduccion de 51.67%
respecto a WS8N respecto a WS8N | respecto a WS8N
Ficoll Ficoll
0038 Aumento de 11.78% | Reduccion de 32.74% | Reducciéon de 42.53%
respecto a WS8N respecto a WS8N | respecto a WS8N
Ficoll Ficoll

Tabla 4. Porcentaje de reduccion del nado para las cepas mutantes. La tabla nos muestra el

cambio que hubo en la velocidad de desplazamiento de las cepas mutantes al agregar Ficoll 400 al
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medio de nado. Se observa que el cambio no se mantiene proporcional con el control. Los valores

se estandarizaron para obtener los porcentajes.

Cambio en el pH del medio de nado

El medio de nado -sux+cas fue modificado a pH 6 y 8; tomando como control pH 7. Al
analizar el desplazamiento observamos una inversion en la velocidad de nado de las mutantes a pH
6. La mutante 6090 parece compensar la reduccién en la velocidad de nado, pasando de una
reduccion de 20.38% a 7.72%, es decir, se desplaza un 12.66% maés rapido a pH 6. En contraparte,
la velocidad de desplazamiento de 0038 muestra lo inverso a 6090, siendo que pasa de nadar un
11.78% mas rapido que WS8N a desplazarse un 27.46% mas lento. En otras palabras, la cepa 0038
reduce su velocidad un 39.24% a pH 6. Cabe sefialar que los cambios en la velocidad de nado de
las cepas mutantes son estadisticamente significativos (p<0.05). Por otra parte, a pH 8 las cepas no
muestran un cambio en su velocidad de desplazamiento, es decir, se mantiene la proporcionalidad
entre pH 7 y pH 8 (Figura 24).
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Figura 24. Efecto del pH sobre la velocidad de desplazamiento de las mutantes. A. Velocidad
de desplazamiento de 6090 comparada contra la cepa silvestre. A pH 6 se observa un compensacion
del fenotipo mutante. B. Velocidad de nado de 0038 comparada contra la cepa silvestre. Se puede

observar que la mutante reduce drasticamente su velocidad al estar en un medio a pH 6.
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Fenotipo de la doble mutante

Al observar los datos obtenidos y considerando que RSP6090 y RSP0038 se encuentran en
lo que parece ser el mismo operdn, decidimos obtener una doble mutante (DM) para estos ORFs
con el fin de estudiar su fenotipo. Comenzamos con el anélisis de las placas de agar suave.
Observamos que el fenotipo de la DM es muy parecido al de 6090, siendo un fenotipo no
paralizado, pero reducido. Al medir el halo de nado, notamos que éste se reduce en un 42.56%

respecto a la cepa silvestre y, por tanto, un 2.56% maés pequefio que el halo de 6090 (Figura 25).
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Figura 25. Fenotipo y diametro del halo de nado de la DM. A. Se observa el fenotipo de las
cepas mutantes y silvestre. B. Con el fin de comparar, la gréfica indica los didmetros de la cepa
silvestre, 6090, 0038 y DM. **: p<0.05, ****: p<0.0001. Las mediciones se realizaron después de
48 horas de incubacion.
Incremento en el nimero de proteinas MotA y MotB

Tomando en cuenta que la velocidad de desplazamiento depende del torque generado por
el motor y dado que las cepas mutantes presentaron distintos valores de velocidad y desplazamiento
en placas de agar suave, decidimos suplementarlas con una construccion que contiene la secuencia
codificante de MotA y MotB para observar si de alguna forma se podria compensar el cambio en
la velocidad de desplazamiento de las mutantes. De esta forma, obtuvimos las cepas denominadas
6090/MotAB, 0038/MotAB, DM/MotAB y un control de WS8N/MotAB.
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Comenzamos por un analisis de placas de nado con 0.25% de agar. Al medir el halo de nado
de las cepas no observamos algin cambio relevante en su diametro, a excepcion de 0038/MotAB,
donde el didmetro del halo se redujo un 11.21% respecto a WS8N. La medicion de WS8N/MotAB
tampoco varia respecto a la cepa silvestre (Figura 26). Estos fenotipos se mantienen a través de los
experimentos realizados anteriormente en placas de agar suave.

Al llevar el andlisis a un enfoque individual y medir la velocidad de desplazamiento y el
namero de reorientaciones de las cepas 6090, 0038 y DM, notamos un cambio radical. La velocidad
de nado de las cepas mutantes complementadas con pRK415/motA motB/ aumentd de manera muy

importante respecto a WS8N.
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Figura 26. Medicion del halo de nado. Se muestran los valores del diametro del halo de nado de
las cepas mutantes complementadas con pRK415/motA motB/ y el control negativo de
WS8N/MotAB. ****: p<0.0001. El andlisis del diametro del halo de nado se llevo a cabo después
de 48 horas de incubacion.

La cepa 6090/MotAB aumentd su velocidad de desplazamiento en un 66.46%, la velocidad
de 0038/MotAB aumento un 84.45% y la DM/MotAB logro nadar un 54.88% mas rapido, todas
siendo comparadas contra WS8N (Figura 27A). Por otra parte, el nimero de reorientaciones de las
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cepas también mostré un cambio radical a la baja, es decir, las cepas mutantes complementadas
con motA y motB disminuyeron significativamente su nimero de paros por segundo. 6090/MotAB
redujo el nimero de reorientaciones un 88.64%, 0038/MotAB un 83.20% y DM/MotAB un
80.76%, en comparacion con la cepa silvestre. (Figura 27B). Cabe sefialar que usamos a
WS8N/MotAB como un control, con el fin de determinar si el fenotipo obtenido en las cepas
mutantes se debia a un fenémeno propio del vector o a una compensacion del fenotipo mutante al
tener mayor disponibilidad de proteinas MotA y MotB. Se observé que no existe cambio
significativo entre WS8N y WS8N/MotAB, por lo que podemos afirmar que existe una

compensacion del fenotipo mutante al haber mayor disponibilidad de proteinas MotA y MotB.
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Figura 27. Compensacion del fenotipo mutante mediante el vector pRK415/motA motB/.
A. Las cepas mutantes aumentan la velocidad de nado y disminuyen la frecuencia de paro al ser
complementadas con el vector pRK415. Se observa un aumento drastico en la velocidad de nado,
el cual es estadisticamente significativo. B. EI nUmero de reorientaciones por segundo en las cepas
complementadas con el vector muestran un descenso muy marcado de méas del 50%. ****:
p<0.0001, **: p<0.05, ns: no significativo.
Suplementacién de las mutantes con pRK415/FliL

Como ultimo ensayo y tomando en cuenta que RSP6090 puede ser estar relacionado con

FIliL, decidimos suplementar a las cepas mutantes con el vector pRK415/FliL con el fin de observar
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si se complementa el fenotipo de nado y reorientaciones. Asi obtuvimos las cepas 6090/FIliL,
0038/FliL y DM/FIiL, de las cuales medimos su velocidad de desplazamiento y reorientaciones por
segundo. En primera instancia, notamos que la velocidad de nado de 6090/FIliL se mantiene igual
a la observada en la mutante sin complementar (20.37% maés lenta que WS8N); 0038/FIiL y
DM/FIiL disminuyen su velocidad, pero este cambio no es estadisticamente significativo (Figura
28A\). Por otra parte, el nimero de reorientaciones de 6090/FliL se ve disminuido respecto a la cepa
silvestre, pero este resultado no mostrd significancia estadistica. 0038/FliL y DM/FIiL
disminuyeron significativamente su nimero de paros por segundo (Figura 28B).

Los resultados observados en este ensayo no difieren de los obtenidos en el analisis de las
cepas mutantes sin el vector pRK415/FliL. Las velocidades y namero de paros por segundo

promedio se mantienen, por lo que FliLrs no es capaz de compensar el fenotipo mutante.

A ns B * %
I ns I 1.5 I .

soq I, " s

40-

1.0

Paro/s
—

)]
T

0.5

Velocidad (@mm/s)
w
T

T

0.0 T T

‘V

N
(*?@\Q
S X

Iy
i

v
\<<\\
O@

Figura 28. Fenotipo de las cepas mutantes suplementadas con pRK415/FIliL. A. Velocidad de
desplazamiento de las cepas mutantes con pRK415/FliL. No se observa un cambio en la velocidad
de nado con respecto a las cepas sin plasmido. B. NUmero de reorientaciones por segundo de las
cepas mutadas. No existe un cambio en el fenotipo de reorientaciones en las cepas complementadas

con el vector. *, **: p<0.05.
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Discusién

En este trabajo llevamos a cabo el andlisis de los ORFs RSP6090 y RSP0038 pertenecientes
al sistema flagelar 1 de R. sphaeroides. Los andlisis de identidad (BLAST) realizados con las
secuencias de ambos ORFs solo arrojaron proteinas hipotéticas conservadas en la familia
Rhodobacteraceae, por lo que no tienen homdlogos caracterizados. Cabe recordar que el sistema
Flal fue adquirido mediante transferencia horizontal a partir de una gammaproteobacteria (Poggio
et al., 2007), por lo que hallar dos genes conservados y restringidos a una sola familia de las a-
proteobacterias puede ser indicio de una pérdida de éstos en las demas familias o podria ser que
los productos de estos genes sean nuevos componentes flagelares en las rhodobacteraceas. No
resulta extrafio encontrar proteinas restringidas a un solo grupo filogenético. Un ejemplo de lo
anterior es FlgX, una proteina citopldsmica caracterizada recientemente en Campylobacter jejuni.
Anadlisis filogenéticos la limitan s6lo al género Campylobacter. Esta proteina funciona como una
chaperona de MotA, que estabiliza la estructura, y evita la protedlisis y ayudando en la generacion
de torque en altas viscosidades (Gao et al., 2014; Ribardo et al., 2019).

Por otra parte, al analizar el contexto genético de RSP6090 y RSP0038 encontramos que
éste se mantiene conservado en unas pocas especies de la familia Rhodobacteraceae, junto a
operones que contienen componentes del motor flagelar, lo que podria sugerir que su
funcionamiento esté relacionado con la motilidad (Figura 12).

RSP6090 parece guardar una similitud con la proteina flagelar FliL, aunque los analisis con
BLAST realizados no arrojaron el alineamiento a menos que llevaramos a cabo una busqueda que
permitiera un e-value de 0.10-0.30, aprox. Al realizar esta busqueda, RSP6090 se alinea con la
proteina FliL de una gammaproteobacteria no caracterizada con un porcentaje de identidad del
28%. Por otra parte, cuando se llevd a cabo la prediccion de la estructura terciaria de RSP6090 con
SWISS-Model, se encontrd similitud con el cristal de FliL de V. alginolyticus (FliLva) y
Helicobacter pylori. Esto puede indicarnos que las diferencias en las secuencias podrian deberse a
adaptaciones especificas que ha sufrido RSP6090 en R. sphaeroides. En contraparte, con RSP0038
no encontramos similitud con proteinas conocidas. Las proteinas homologas predichas solo
corresponden a proteinas hipotéticas y, al igual que con RSP6090, RSP0038 parece estar

restringida solo a la familia Rhodobacteraceae.
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Al comenzar el analisis experimental de los ORFs, observamos que, si bien las placas de
nado son un ensayo sencillo de realizar y pueden aportar informacion interesante sobre el fenotipo
de nado de una mutante, para fines de este trabajo dicho andlisis no fue el indicado. Esto debido a
que, al modificar variables como viscosidad y pH del medio, no observamos ningin cambio en el
fenotipo de las mutantes, lo que nos llevo a complementar la investigacion con un analisis bajo el
microscopio optico. Este método nos permitio evaluar las trayectorias de desplazamiento de las
bacterias, ademas de medir su velocidad y reorientaciones. De esta forma, la evaluacién de la
capacidad de nado de las mutantes para RSP6090 y RSP0038 se realiz6 mediante dos enfoques:
placas de nado (enfoque poblacional) y analisis de trayectorias de nado (enfoque individual).

El fenotipo obtenido en placas de agar suave muestra que 6090 reduce su halo de nado
drasticamente si se le compara con la cepa silvestre, pero se mantiene motil. Todo lo contrario a
como se observa en la mutante de FliL de R. sphaeroides, la cual genera un halo de nado paralizado
(Suaste-Olmos et al., 2010). Esta reduccion en el halo podria deberse a la disminucion de su
velocidad de desplazamiento, la cual observamos al analizar las trayectorias de nado al microscopio
Optico. Por otra parte, cuando se aumento la viscosidad del medio de desplazamiento, la mutante
6090 redujo alin mas su velocidad. Estos dos resultados nos indican que la mutante se ve
comprometida en su capacidad de generacion de torque, ya que existe una relacion directamente
proporcional entre el torque generado y la velocidad resultante (Berg et al., 1995; Ryu et al., 2000).

Un dato interesante es que, al llevar a cabo el ensayo de reduccion de pH de 7 a 6 en el
medio de nado, el fenotipo de 6090 parece compensarse. La velocidad de nado de la mutante
regresa al estado silvestre (Figura 24). Pensamos que esto se debe a la mayor disponibilidad de
protones en el medio, lo que aumenta la probabilidad de ser usados por el motor, como se ha
descrito en bacterias marinas (Mitchell & Kogure, 2006b). Esto, aunado a la similitud de RSP6090
con FIliL, puede indicar que RSP6090 participa en una dindmica de interaccion con el complejo
estator MotAB, ya sea en la estabilizacion de sus unidades o como un regulador de su funcién. Si
bien se han descrito distintos fenotipos para las mutantes de FliL, en todos se observd que participa
en la rotacion flagelar y puede ser utilizada por varias bacterias para modular el torque y la
motilidad (Guo et al., 2022).

Debido a lo anterior, decidimos introducir en la cepa mutante mas copias de las proteinas
MotA y MotB para probar si un exceso de complejos estatores podia compensar el defecto en su

velocidad de nado. La sobreexpresion del complejo MotAB se ha llevado a cabo en distintos
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trabajos de motilidad bacteriana. Un ejemplo de esto fue con S. typhimurium, en donde se probo
que la simple sobreexpresion de MotAB no puede compensar el defecto de nado asociado con la
pérdida de FliL (Partridge et al., 2015). En nuestro trabajo, al observar el resultado de la
sobreexpresion, constatamos que la mutante aumenta su velocidad de desplazamiento en un 66%
respecto a la cepa silvestre, compensando el fenotipo. Suponemos que RSP6090 ayuda en la
estabilizacion o reclutamiento del complejo estator, pero en su ausencia, los estatores no pueden
alcanzar su ocupacién méxima alrededor del flagelo, reduciendo asi la velocidad generada. Cuando
aumentamos la cantidad de proteinas MotAB asistimos este proceso, permitiendo una mayor
cantidad de estatores, lo que se ve reflejado en el aumento drastico en la velocidad de nado de la
mutante 6090; un fenémeno probabilistico parecido a la disponibilidad de protones al reducir el
pH. Sin embargo, el numero de reorientaciones de esta mutante se reduce de manera radical
respecto a WS8N, es decir, la bacteria s6lo se desplaza a mayor velocidad sin detenerse tan
frecuentemente. Esto parece indicar que la adaptabilidad de la célula puede verse sumamente
reducida, ya que perderia en la competencia por los nutrientes frente a bacterias que suelen
detenerse a sensar el medio en el que se desplazan (Khan & Scholey, 2018).

Como se menciond previamente, en R. sphaeroides existen dos sistemas flagelares, Flaly
Fla2. Cada sistema tiene una proteina FliL (FIiL1 y FliL2) que al ser mutada genera un fenotipo
con defecto en el nado (Mot ). Por otra parte, en el sistema Fla2 se ha detectado un ORF que parece
ser una segunda copia de FliL (FliL2b), la cual también genera un fenotipo parecido; su
caracterizacion se encuentra en proceso (J. de la Mora, comunicacién personal). Tomando en
cuenta esto, podemos pensar que RSP6090 es una segunda copia de FliL dentro del sistema Flal,
debido a la similitud estructural predicha y a su aparente relacion con el estator. No obstante, el
fenotipo de RSP6090 difiere totalmente de ser paralizado.

Con la idea de que RSP6090 y FliL1 llevan a cabo una funcién similar en el contexto
flagelar, decidimos complementar a la mutante 6090 con copias extra de FliL1 para observar si de
esta manera se compensaba la velocidad de nado reducida. Los resultados mostraron todo lo
contrario, el fenotipo mutante se mantiene independientemente del exceso de copias de FliL1. Se
ha propuesto que en R. sphaeroides, FliL junto con MotF son relevantes en la activacion del canal
de protones al interactuar con MotB (Fabela et al., 2013; Ramirez-Cabrera et al., 2012). Ademas,
los distintos estudios con mutantes de FliL han concluido que es parte del cuerpo basal flagelar y

podria tener un papel en la estabilizacion del estator (Belas, 2014). Esto nos lleva a pensar que
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posiblemente existe una diferenciacion de funciones entre FliL1 y RSP6090, lo que podria explicar
el fenotipo de nado de esta Ultima, pero con una velocidad de desplazamiento reducida. Nuestra
hipotesis es que RSP6090 lleva a cabo una estabilizacion del complejo MotAB a nivel de
membrana; permitiendo que éste se integre a la dindmica de recambio de estatores en el flagelo;
mientras que FliL asiste en la apertura del canal de protones del motor. Se deben llevar a cabo mas
ensayos para apoyar o descartar esta conjetura.

Encontrar duplicaciones genéticas en el genoma bacteriano es muy frecuente. La mayoria
de los genes duplicados se elimina a corto plazo, y los que quedan pueden mantener la funcion
original y/o adquirir una nueva, ya sea por subfuncionalizacion o neofuncionalizacion (Alvarez-
Lugo & Becerra, 2021). En R. sphaeroides, se han identificado 234 pares de genes duplicados. De
éstos, 180 pares duplicaron antes de la especiacion y 54 fueros posteriores a ésta. Estos genes
pudieron tener una oportunidad de desarrollar nuevas funciones durante un periodo corto después
del evento de duplicacion (Peters et al., 2012; van de Peer et al., 2017). Si llevamos a cabo una
busqueda de homdlogos para FliL1 restringida s6lo a la familia Rhodobacteraceae, la proteina
RSP6090 se alinea con un porcentaje de identidad del 29.47%, aunque es un porcentaje bajo, se
acerca al 30% de identidad utilizado en trabajos anteriores con R. sphaeroides para considerar dos
proteinas como homologas (Bavishi et al., 2010). Ademas, el analisis filogenético realizado con
las pocas secuencias existentes para RSP6090, generd un arbol que separa completamente a
RSP6090 de FliL (Figura 15). Teniendo en cuenta lo anterior, no seria exagerado pensar que
RSP6090 es una duplicacién de FliL1, evolutivamente encaminada hacia una subfuncionalizacion
0 neofuncionalizacion. RSP6090 podria llevar a cabo una funcién que permitié aumentar la
adecuacion de su portadora y, por tanto, se ha mantenido a través de la evolucion del organismo.

Es posible que el no encontrar mas homaélogos para RSP6090 en las bases de datos se deba
a una falta de anotaciones en los genomas bacterianos o al bajo nimero de secuencias encontradas.
Este punto es importante debido a que durante la busqueda exhaustiva de secuencias para RSP6090,
encontramos una bacteria no clasificada denominada Gammaproteobacteria bacterium EAC1938,
la cual parece presentar dos copias de FliL en un mismo cluster flagelar, es decir, presenta una
duplicacion de FIliL; lo que seria muy similar a los que proponemos para RSP6090 en el sistema
Flal de R. sphaeroides.

Finalmente, cabe sefialar que decidimos estudiar a RSP0038 junto con RSP6090 debido a

su cercania en el genoma, lo que podria indicarnos que se transcriben juntos. Partimos de esta idea
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para llevar a cabo los distintos experimentos realizados. Sin embargo, una busqueda extensa en la
literatura nos llevo a encontrar que se predice un fragmento de 585 pb de DNA que contiene una
regién promotora dependiente de ¢>* para RSP0038. Esto puede indicarnos que RSP0038 se
transcribe independiente de RSP6090 (Pefia-Sanchez et al., 2009a).

Como se menciono, el fenotipo de RSP0038 en placas de nado de agar suave se muestra
con una reduccion del 20% en el halo de nado respecto a la cepa silvestre. Al igual que con
RSP6090, pensamos que esta reduccion podria deberse a una disminucion en la velocidad de
desplazamiento. Sin embargo, al analizar las trayectorias de nado de RSP0038, observamos que la
velocidad no disminuye, pero el nimero de reorientaciones si, aproximadamente en un 52%
respecto a WS8N. Esta reduccion podria explicar por qué vemos un halo de nado disminuido en
las placas de agar suave.

Sin embargo, la velocidad de esta mutante se ve afectada cuando aumentamos la viscosidad
del medio de desplazamiento, presentando una reduccién de casi 33% respecto a la cepa silvestre.
Esto podria deberse a un aumento en el nimero de reorientaciones, ya que con una concentracion
de Ficoll al 6%, RSP0038 realiza 15.19% maés paros que la cepa silvestre. En otras palabras, al
aumentar la viscosidad del medio, RSP0038 se detiene con mayor frecuencia.

Por otra parte, al analizar la velocidad de las trayectorias de RSP0038 en el experimento de
reduccion de pH, observamos que a pH 6 su velocidad se reduce en un 39.24% respecto a la
silvestre. Este dato resulta interesante, ya que el fenotipo se ve afectado por la mayor disponibilidad
de protones en el medio, lo que nos llevé a pensar que RSP0038 podria no estar relacionada
directamente con el motor flagelar. Sin embargo, al aumentar el nGmero de copias de MotAB, la
mutante compensa la velocidad de nado reducida. Probablemente, esta proteina citoplasmica asista
en una funcion quimiosensora, ya que su fenotipo se ve afectado en el nimero de reorientaciones,
0 posiblemente sea una chaperona de RSP6090, debido a que observamos una reduccién
significativa de la velocidad de nado al aumentar la viscosidad del medio, lo que podria sefialar
una funcion indirecta en la generacion de torque. Es necesario llevar a cabo experimentos de
localizacion celular e interaccion de proteinas para poder defender plenamente el argumento
anterior. Sin ello, resulta dificil entender la funcion de RSP0038 en el contexto flagelar.

Afio con afio se describen nuevos componentes relacionados con el flagelo. Muchos de
éstos se caracterizan rapidamente debido a la conservacion de estructuras que existe en este

organelo. Sin embargo, estudios recientes han mostrado una diversidad significativa en las
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estructuras flagelares (Du et al., 2018; Snyder et al., 2009), lo que puede complicar su
caracterizacion genética. RSP6090 y RSP0038 podrian ser parte de nuevas estructuras flagelares
en el sistema Flal de R. sphaeroides. Sin embargo, es necesario llevar a cabo mas estudios para
poder introducirnos en el detalle de su funcionamiento y comprender como se han adaptado a través

de la evolucidn, ayudando asi a descifrar su papel dentro del flagelo bacteriano.
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Conclusiones

El arreglo genético en el que se encuentra RSP6090 y RSP0038 se encuentra conservado
solo en la familia Rhodobacteraceae.

RSP6090 muestra homologia con FIiL.

La proteina codificada por RSP6090 asiste directa o indirectamente en la generacion de
torque en R. sphaeroides.

RSP6090 pudo originarse a partir de una duplicacién genética de FliL.

Propuestas

o

La pérdida de rsp_6090 y/o rsp_0038 en el genoma de R. sphaeroides podria reducir su
adecuacion.
El estudio de RSP0038 requiere una mayor investigacion, pero posiblemente su funcion

esté relacionada con RSP6090.
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Perspectivas

Obtener la localizacion subcelular de RSP6090 y RSP0038.
Determinar la localizacion del estator mediante una fusion con un reportero fluorescente en
la cepa 6090, para conocer si éste localiza en ausencia de RSP6090.

Determinar la localizacién de RSP6090 usando una fusién fluorescente en la cepa 0038,
con el fin de observar si RSP6090 se localiza en ausencia de RSP0038.

Estandarizar un protocolo de sobreexpresion para RSP6090 y RSP0038.

Obtener anticuerpos contra las proteinas RSP6090 y RSP0038.

Realizar un ensayo de interaccion de RSP6090 con FliL, MotA, MotB, MotF y RSP0038,

ya sea por doble hibrido o Co-inmunoprecipitacion.
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