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RESUMEN

El tipo mas comun de movilidad bacteriana es llevada a cabo por el flagelo, un
largo filamento helicoidal o propela, que es impulsado por un motor rotatorio embebido
en la superficie celular. La estructura basica del flagelo: filamento, gancho y cuerpo
basal, varia muy poco dentro del reino procarionte. Estos organelos, aislados de especies
tan diversas como arqueobacterias, espiroquetas y eubacterias Gram (-) y Gram (+),
conservan todos la misma estructura general.

Las bacterias al nadar cambian aleatoriamente de direccion en pocos segundos;
sin embargo, si se encuentran frente a un gradiente de concentracion de alguna sustancia,
la frecuencia de cambio de direccién puede ser alterada para que la trayectoria se dé en
un sentido favorable. La modulacién de la direccion (o en algunos casos de la velocidad)
de la rotacion flagelar constituye la base de la quimiotaxis.

Se requieren aproximadamente 50 genes para la construccién de un flagelo
totalmente funcional y su expresion esta estrictamente controlada en un orden jerarquico.
La morfogénesis de la estructura flagelar se encuentra acoplada a la regulacién de la
transcripcion dentro del regulén flagelar.

En el presente trabajo se realizé la caracterizacidén molecular de dos operones que
participan en la biogénesis del flagelo de la bacteria fotosintética Rhodobacter
sphaeroides WS8. Utilizando el transposén TnphoA se llevé a cabo el aislamiento de dos
mutantes no mdviles afectadas en los productos génicos FliK (proteina encargada de
regular la longitud del gancho, asi como el cambio de especificidad en la exportacion de
proteinas flagelares), y FlgI (proteina estructural del anillo P). Posteriormente, se llevé a
cabo la clonacién y secuenciacidn de las regiones cromosomales que contienen a los
genes afectados (fliK y flgl), y se encontr¢ que éstos forman parte de una unidad
transcripcional que comprende a los genes fliKLMN y flgGHIJKL, respectivamente.

Una caracterizacién parcial de la proteina FliK se realizd en la bacteria entérica

Salmonella typhimurium y se demostré que este polipéptido es exportado durante el

proceso de ensamblaje flagelar.



ABSTRACT

The most common type of bacterial motility is achieved by means of the
flagellum, in which a long helical filament, the propeller, is driven by a rotary motor
embedded in the cell surface. The basic flagellar structure: filament, hook and basal body,
varies very little throughout the prokaryotic kingdom. The isolated organelles from
species as diverse as archaebacteria, spirochaetes, and Gram (-) or Gram (+) eubacteria
all have the same general structure.

Free swimming bacteria randomly change direction every few seconds, but if a
substance gradient is encountered, the direction-changing frequency can be biased to
move in a favorable direction. Modulation of the direction (or in some cases of the speed)
of flagellar rotation is the basis of chemotaxis.

Approximately 50 genes are required for the construction of a fully functional
flagellum and their expression is strictly controlled in a hierarchical order.
Morphogenesis of the flagellar structure is coupled to regulation of transcription in the
flagellar regulon.

In this work, we have accomplished the molecular characterization of two operons
that are involved in the flagellum biosynthesis of the photosynthetic bacterium
Rhodobacter sphaeroides WS8. Using the transposon TnphoA we have isolated two non-
motile mutants disrupted in the gene products FliK (the protein responsible for the
control of the hook length as well as switching of export specificity), and Flgl (the
structural protein for the P ring). We next cloned and sequenced the chromosomal region
containing the mutated genes (/1iK and fIgl), and we have found that they form part of a
transcriptional unit that comprises the fliKLMN and flgGHIJKL genes, respectively.

A partial characterization of the FliK protein was performed in the enteric

bacterium Salmonella typhimurium, and it was demonstrated that this polypeptide is

exported during the flagellar assembly process.
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INTRODUCCION

Movilidad bacteriana

La movilidad se encuentra ampliamente distribuida en el reino procarionte y le
confiere a las bacterias una clara ventaja adaptativa para la supervivencia en su ambiente
natural. Estos organismos tienen la capacidad de vivir en diferentes condiciones
ambientales, debido a lo cual se han podido aislar bacterias méviles de habitats tan diversos
como las ventosas hipertérmicas del océano, las aguas superficiales, el suelo, los contenidos
del rumen, la mucosa gastrica, o bien, la placa dental (Ottemann y Miller, 1997).

Las bacterias nadan libremente en medio liquido; sin embargo, en la naturaleza, la
actividad microbiana estd frecuentemente asociada a superficies; de hecho, una de las
caracteristicas principales de estos microorganismos es su capacidad de formar estructuras
asociadas a una determinada superficie solida, generando consorcios cooperativos
denominados biopeliculas (Costerton y cols., 1995).

El movimiento bacteriano puede darse a través de diferentes mecanismos. Por una
parte, el llamado deslizamiento implica un desplazamiento lento (1-60 pm/min) que se da
sobre superficies solidas y se ha caracterizado principalmente en Myxobacterias,
Cianobacterias y Flavobacterias (Hartzell y Youderain, 1995). Hasta ahora, el aparato
responsable de este tipo de movilidad no ha sido bien caracterizado; sin embargo, se sabe
que participan sistemas especializados de secrecion de mucopolisacaridos, asi como de
reconocimiento de componentes extracelulares a través de receptores transmembranales
(Youderain, 1998).

Por otra parte, la movilidad bacteriana que se debe a la rotacidn de organelos
especializados denominados flagelos, se da a través del mecanismo de nado (en el caso de
medio liquido) y del denominado enjambre (de/ inglés “swarming”) para superficies
s6lidas. Durante el nado, las bacterias alcanzan grandes velocidades, entre 20 y 120

um/seg, lo que equivale a una velocidad de hasta 60 cuerpos celulares por segundo

(Armitage, 1992).




El "swarming” es una forma de diferenciacién bacteriana que se caracteriza por la
produccién de células hiperflageladas, alargadas y multinucleadas que tienen la capacidad
de migrar rapidamente sobre superficies sélidas. Es un fenémeno social que involucra un
movimiento altamente coordinado, asi como el contacto entre bacterias vecinas. Este
fenémeno se descubrié originalmente en el género Proteus, pero ha sido descrito ya para
una gran cantidad de especies (Harshey, 1994).

Existen diferentes patrones flagelares y el niimero y la localizacién de los mismos

puede variar entre especies (Figura 1.

Figura 1. Fotografias al microscopio electrénico de bacterias con diferentes patrones flagelares. a)
peritrico en Salmonelia typhimurium b) anfitrico en Rhodospirillum rubrum ¢ y d) monotrico en Rhodobacter

sphaeroides. Las barras corresponden a 500 nm.

Hay bacterias monoflageladas (patrén denominado monotrico), como Rhodobacter
sphaeroides con un flagelo de localizacién subpolar (Armitage y Macnab, 1987), Vibrio
parahaemolyticus (McCarter, 1995), Caulobacter crescentus (Brun y cols,, 1994) vy
Campylobacter jejuni (Power y cols., 1992) que presentan un solo flagelo polar. Hay
también bacterias con varios flagelos, ya sea de localizacion polar como Bartonelia
bacilliformis (patron lofotrico); en ambos polos (patrén anfitrico) como Rhodospirillum

rubrum {Cohen-Bazire y London, 1967) y alrededor del cuerpo celular (patrén peritrico)
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como en Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Rhizobium meliloti (Jones y Aizawa,
1991; Gotz y Schmitt, 1987). A su vez, hay bacterias como Helicobacter pylori o
Halobacterium salinarium que tienen sus flagelos envueltos por una membrana (O'Toole y
cols., 1994; Kupper y cols., 1994) y también las espiroquetas como Treponema phagedenis
y Borrelia burgdorferi que presentan flagelos peripldsmicos, insertados entre las
membranas interna y externa (Canale-Parola, 1978). Cabe mencionar que el flagelo no es
consitutivo, se induce dependiendo de las condiciones ambientales (ver mis adelante).

La capacidad de las bacterias de moverse en forma dirigida, ya sea por sefiales
fisicas o quimicas, confiere a estos microorganismos beneficios potenciales entre los que se
encuentran tener una mayor eficiencia en la bisqueda de nutrientes, evadir sustancias
toxicas, establecer relaciones simbiticas, asi como alcanzar los sitios optimos de
colonizacién en el caso de bacterias patégenas (Ottemann y Miller, 1997).

La movilidad juega un papel importante en varios tipos de interacciones bacteria-
hospedero. Entre los ejemplos en los que se ha demostrado experimentalmente la
importancia de la movilidad est4 el calamar Euprymna scolopes, que presenta un organo
que emite luz, pues en su interior habita la bacteria luminiscente Vibrio fischeri. Esta
relacién simbidtica presenta beneficios para los dos organismos; el calamar la utiliza como
proteccion nocturna contra depredadores, mientras que las bacterias reciben nutrientes de
los microvellos de la superficie epitelial de dicho 6rgano. El proceso de adquisicion de
simbiontes por el calamar ha sido reproducido experimentalmente en condiciones de
laboratorio y se observd que la colonizacién del 6rgano se elimina completamente al
incubarse E. scolopes con bacterias mutantes no moéviles (Graf y cols., 1994). A su vez, se
ha demostrado que Ia movilidad es importante en la eficiencia de nodulacién de Rhizobium
meliloti sobre plantas de alfalfa (Malek, 1992). Estos son algunos ejemplos de la funcion de
la movilidad en el establecimiento de infeccion positiva o simbiosis.

Por otra parte, se ha demostrado que las mutantes no méviles de Helicobacter pylori
son incapaces de colonizar el tracto gastrointestinal humano (Eaton y cols., 1996). En la
actualidad, existe amplia evidencia experimental en cuanto a la importancia de la movilidad
y la quimiotaxis en las etapas iniciales de infeccién bacteriana por una gran cantidad de

especies como Salmonella typhi, Campylobacter jejuni etc., (Armitage, 1992).



El flagelo procarionte

Existen grandes diferencias entre el flagelo de los organismos procariontes y
eucariontes. El filamento bacteriano (20 nm de didmetro) se encuentra formado por miles
de subunidades de un solo tipo de proteina, mientras que el flagelo eucarionte (200 nm de
didmetro) presenta una compleja arquitectura: estd formado por mis de 200 diferentes
polipéptidos. Las principales diferencias entre éstos se refieren al mecanismo de
movimiento y a la fuente de energia utilizada. El axonema flagelar eucarionte estd
constituido por una estructura de nueve pares de microtiibulos que rodean a un par central
(9 + 2 microtibulos), asi como por ATPasas conocidas como brazos de dineina. A
diferencia del flagelo eucarionte, que gracias al deslizamiento entre estos microtubulos, se
" mueve como ldtigo para impulsar al organismo, el flagelo bacteriano rota; por lo tanto no
realiza un trabajo quimiomecanico per se, sino que es pasivamente dirigido por un motor de
rotacion bidireccional. La fuerza de rotacidn o torca, tanto en la direccién a favor como en
contra de las manecillas del reloj, se genera en la base del flagelo y se transmite hacia las
estructuras extracelulares.

Por otro lado, en los organismos procariontes, la fuente de energia para la rotacién
flagelar no involucra la hidrolisis de ATP, como es el caso del flagelo eucarionte, $ino un
gradiente idnico transmembranal, ya sea de protones o de iones sodio en el caso de especies
alcaléfilas. Por lo tanto, el motor de rotaciéon del flagelo bacteriano es un transductor

energético que convierte la energia del gradiente electroquimico en trabajo mecanico (Blair

y Dutcher, 1992).

Estructura flagelar

El flagelo es una de las estructuras mds complejas de la célula bacteriana, ya que
constituye parte integral de sus diferentes compartimentos como la membrana celular, el
espacio peripldsmico, la pared celular o capa de peptidoglicano y la membrana externa;
presentando también componentes de localizacién tanto citosdlica, como extracelular
(Jones y Aizawa, 1991). La mayoria del trabajo experimental para el estudio del flagelo se
ha realizado en las bacterias entéricas E. coli y S. typhimurium, por lo que la presente

introduccion incluye los datos obtenidos para estos organismos; sin embargo, la estructura




general y el funcionamiento del flagelo se encuentran altamente conservados en el reino
procarionte.

Estructuralmente, el flagelo estd constituido por un gran nimero de proteinas
denominadas “Flg”, “F1h”, “F1i”, “FIj” y “Mot”. La asignacién de las letras depende de la
localizacién cromosomal de los genes que las codifican.

El flagelo se puede dividir en tres segmentos principales que se distinguen
claramente al microscopio electrénico (Figura 2). Este disefio basico: filamento, gancho y
cuerpo basal varia muy poco y se conserva en especies tan distantes como arqueobacterias,

espiroquetas y eubacterias Gram (-) y Gram (+).

Filamento
(FLIiC)

HAP3 (FigL}
HAPI (FIgK}
Gancho (Fip)

Ejo (FigB, FIgC, FIgF y FigG)
Anillo L (FIgH)

Anillo P (Figl)
1T Membranas extemna

Cuerpo
basal

Aparsto de ox]

pare portecién
—_(FlbA FINB, FHH FNL F1i0, FIiP, FLIQ y FIIR )

Figura 2. a) Esquema del flagelo bacteriano (Namba y Vonderviszt, 1997) b) Fotografia al
microscopio electrénice del flagelo de Salmonella typhimurium que muestra el filamento, el gancho
(delimitado por dos flechas) y el cuerpo basal (anillo MS, eje y anillos L y P) tomada de Macnab, 1987a. c)
Fotografia al microscopio electrénico del flagelo de S. fyphimurium en la que se muestra un cuerpo basal que
incluye ¢l anillo C tomada de Khan y cols,, 1992. Las barras corresponden a 100 nm

a) El Filamento. Esta es una estructura helicoidal de localizacién extracelular, que

constituye el componente propulsor del flagelo que genera el trabajo hidrodindmico en el



medio. Esta propela es una estructura rigida (aproximadamente 2 érdenes de magnitud mas
dura que la actina), que varia entre 5 y 15 um de longitud, con 0.023 pum de didmetro. Es un
homopolimero constituido por miles de subunidades de la proteina denominada flagelina
(FliC), por lo que representa el componente mayoritario del flagelo en términos de masa y
por lo tanto, de alto costo biosintético (Macnab, 1996, Namba y Vonderviszt, 1997). El
disefio estructural del filamento no implica la simple unién de moléculas iguales de forma
regular, cuya consecuencia inevitable seria la generacién de una estructura tubular. Por el
contrario, las subunidades de flagelina se organizan de manera no equivalente formando
una hélice izquierda, lo que permite que la fuerza rotacional o torca se convierta en una
fuerza de traslacion que genere un “empuje mecénico”.

;,Cémo un mondémero puede generar polimeros con estructura helicoidal? La
respuesta es que los monémeros pueden polimerizar en una de dos diferentes

conformaciones (L o R), lo que produce que una hebra (o protofilamento) sea mas larga que

otra (Trachtenberg y DeRosier, 1987) (Figura 3).

Figura 3. Formas polimoérficas del filamento. En la parte superior se muestra la morfologia de los
filamentos y en la inferior el ordenamiento de las subunidades de flagelina en un determinado segmento. a)
Filamento recto con ta conformacion de la flagelina tipo L b) Filamento normal, hélice izquierda ¢) Filamento
rizado que resulta del aumento de protofilamentos en estado R d) Filamento recto con la conformacién de la

flagelina tipo R (tomada de Namba y Vonderviszt, 1997).




Es decir, el filamento presenta polimorfismo, lo que implica que se pueden generar
una gran variedad de formas helicoidales, las cuales se han podido observar al modificar las
condiciones fisicas del medio como el pH o la fuerza iénica. Para formar el filamento se
ensamblan 5.5 subunidades de flagelina por vuelta, lo que da lugar a 11 protofilamentos
casi paralelos al eje del filamento. Estas hebras o protofilamentos difieren entre ellas,
existiendo una distancia entre subunidades menor de un lado del filamento que del otro; y
es esta variacion de longitud ia que introduce la helicoidalidad macroscépica indispensable
para su funcién como propela. Cuando todas las subunidades presentan una misma
conformacién, la morfologia del filamento es recta (Figura 3 a y d). Por otro lado, si
algunos de los protofilamentos se encuentran en la conformacion alterna, habra una menor
distancia entre subunidades, lo que generard una curvatura que resulta en una forma
superenrollada (Figura 3 c). La Figura 3 b representa la estructura normal de una hélice
izquierda en S. typhimurium, es la forma mas estable en condiciones fisiologicas y la que se
utiliza en la propulsién (Namba y Vonderviszt, 1997). La estructura de filamentos rectos ha
sido resuelta por criomicroscopia electronica y reconstruccion de imagenes a una
resolucion de ~10 A y se ha podido delimitar la presencia de un conducto central con un
diametro de ~30A (Yamashita y cols., 1998).

La flagelina es una proteina de tres dominios (Namba y cols., 1989). Los extremos
amino y carboxilo terminales estdn conservados entre diferentes especies y son los
responsables de las interacciones cuaternarias de las subunidades; se localizan hacia la parte
interna del filamento. Por su parte, el dominio central es variable y no tiene un papel
estructural; de hecho, puede ser eliminado sin que se afecte el ensamblaje o la funcion
(Kuwajima, 1988). Este dominio se proyecta hacia afuera del filamento y contiene todos los
potentes epitopes antigénicos. El filamento es también importante en la medicina, debido a
su potencia y variabilidad antigénica (Macnab, 1996).

b)  El Gancho. Esta es una estructura flexible de acoplamiento y de localizacion
extracelular, que conecta el filamento con el motor celular (Figura 2). La flexibilidad de
dicho conector universal permite que se transmita la fuerza de rotacion al filamento en un
amplio intervalo de direcciones. El gancho es estructuralmente similar al filamento, siendo
un homopolimero compuesto por 120 a 130 copias de la proteina denominada FIgE (o
protefna del gancho) que se ensambla de forma helicoidal, siguiendo el mismo patrén de 11

protofilamentos antes descrito (Figura 4 a) (Morgan y cols., 1993). La proteina del gancho
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tiene la capacidad de autoensamblarse in vitro (Kato y cols., 1982) y los ganchos
resultantes muestran transiciones polimérficas al variar las condiciones experimentales
(Kato y cols., 1984). Este polimero presenta también un conducto central a la estructura con
un didmetro de 25A (Morgan y cols., 1993). A diferencia del filamento, esta estructura
presenta una longitud bien determinada, siendo en S. fyphimurium de 55 = 6 nm (Hirano y
cols., 1994).

b)

Figura 4. a) Modelo tedrico que representa el ensamblaje de las subunidades de la proteina FIgE b)
Incorporacién de las proteinas HAP1 y HAP3 en la parte distal del gancho ¢ y d) Incorporacién de la proteina
HAP2 ¢) Conformacidn final de la proteina Flil} (HAP2) junto con las subunidades de flagelina en el extremo
distal del filamento (Namba y Vonderviszt, 1997).

A pesar de que el gancho y el filamento estdn estructuralmente relacionados, las
propiedades mecéanicas de ambos son diferentes, por lo que existen entre éstos, proteinas
que funcionan como adaptadores de unién, denominadas HAPs (del inglés hook associated
proteins) o proteinas asociadas al gancho (ver Figura 2 y Figura 4 b). Esta zona de
amortiguamiento entre el gancho (flexible) y el filamento (rigido), esta formada por las
proteinas: HAP1 (Flgk) y HAP3 (FigL), que se identificaron originalmente como
componentes minotitarios en preparaciones de gagcho (Ikeda y cols., 1987). La importancia

de este segmento se puso de manifiesto al generar mutantes en la proteina HAP3 con las
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que se demostré que la capacidad del filamento para resistir el estrés mecanico, depende de
la proteina a la que éste se encuentra anclado en su base (FIgL) (Fahrner y cols., 1994).

La proteina HAP2 (FliD) se localiza en la parte distal del flagelo y funciona ¢como

una tapa del filamento denominada proteina de coronamiento, la cual se requiere para el
correcto ensamblaje de los monémeros de flagelina. Sin esta proteina, las subunidades no
polimerizan, sino que se liberan en forma soluble al medio extracelular (Homma y cols.,
1984; Homma y cols., 1986). Aproximadamente 10 moléculas de FliD se autoensamblan in
vitro en una simetria pentagonal en forma de estrella (Figura 4 c, d, e). Se ha postulado que
HAP?2 pudiera ser una chaperona que induce en la flagelina los cambios conformacionales
necesarios para polimerizar, o bien simplemente una tapa que previene que las subunidades
escapen hasta que asuman su conformacién adecuada (Ikeda y cols., 1996).
c) El Cuerpo Basal. Es un complejo multiproteico embebido en la membrana celular
y que contiene el motor flagelar. Esta estructura consiste en un ¢je central y 4 complejos en
forma de anillos (Figura 2 a y b). El anillo MS, junto con la parte proximal del ¢je, esta
formado por subunidades de la proteina FliF (Ueno y cols., 1992); se encuentra localizado
en la membrana citopldsmica y se ha propuesto que constituye parte dei rotor del motor
flagelar. Funciona como una estructura de montaje de los componentes esenciales para la
generacion de la torca. Los anillos externos P (proteina Flgl) y L (proteina FigH), se
encuentran localizados en el mismo plano de la capa de peptidoglicano y de la membrana
cxterna de lipopolisacdridos, respectivamente, formando un cilindro que genera un espacio
que permite a la estructura del eje rotar libremente evitando la friccion (DePamphilis y
Adler, 1971). Dicha funcién de rodamiento o forro, mantiene al eje en su lugar y le permite
penctrar la pared celular. Los organismos Gram (+) carecen de este par de anillos ya que no
presentan membrana externa. Existe otra proteina denominada FIgA que se requiere para
que se Heve a cabo el ensamblaje de las subunidades que conforman el anitlo P (Kutsukake
y cols., 1994).

El eje esta formado por varias subunidades de cuatro diferentes proteinas: FlgB,
FlgC y FlgF en su porcion proximal y la parte distal esta compuesta por subunidades de
FlgG (Homma y cols., 1990). Esta estructura funciona como una flecha conductora que se
une al rotor y que se encarga de transmitir la torca, generada por el motor, hacia las
estructuras extracelulares: gancho y filamento. Por lo tanto, el anillo MS, el eje, el gancho y

el filamento constituyen una sola unidad rotatoria, mientras el par de anillos L y P forman
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la parte estacionaria (Macnab, 1996). La proteina FIiE forma parte del cuerpo basal, aunque
su localizacion precisa se desconoce. Se cree que puede funcionar como un adaptador
estructural entre el anillo MS (con simetria anular) y el ¢je (que se supone tiene una
simetria helicoidal) (Miiller y cols., 1992). Recientemente se describié la funcion de la
proteina FlgJ, que presenta una actividad enzimética de muramidasa y se encarga de
hidrolizar la capa de peptidoglicano para permitir el paso del eje hacia el espacio
periplasmico (Nambu y cols., 1999).

En la Tabla ! (localizada al final de la introduccién), se resume la localizacién

celular y la funcién de las proteinas flagelares que se van describiendo en €] texto.

Motor flagelar

Existen dos proteinas necesarias para la rotacion del motor, MotA y MotB
(Armstrong y Adler, 1967), que se localizan en la membrana celular rodeando al anilio MS.
La supresion de cualquiera de los genes mor da lugar a un fenotipo paralizado, es decir, se
sintetiza el flagelo, pero no rota. MotB presenta un solo cruce transmembranal (Chun y
Parkinson, 1988) y su dominio periplasmico se une a la capa de peptidoglicano; debtdo a
ésto, se le ha asignado una funcion de anclaje o elemento estator del motor flagelar. Por su
parte, MotA presenta cuatro cruces transmembranales, dos asas peripldsmicas y un dominio
citoplasmico (Dean y cols., 1984). Esta proteina, junto con MotB, forma el canal de
protones que permite el acoplamiento entre el gradiente electroquimico y la rotacion (Blair
y Berg, 1990; Garza y cols., 1995). Hay varias evidencias que sugieren que estas proteinas
estan asociadas en un complejo, por lo que MotA también forma parte del estator. A su vez,
se ha visto que ambas son necesarias para la conduccion de protones del espacio
periplasmico al citoplasma (Stolz y Berg, 1991).

Por otra parte, dicho motor tiene la capacidad de rotar en dos direcciones: a favor de
las manecillas del reloj (CW) y en la direccién contraria (CCW). Las proteinas responsables
del cambio de direccién en la rotacién flagelar (FLiG, FliM y FliN), forman parte de un
complejo denominado el “interruptor” (switch). Se ha demostrado que las mutaciones en
los genes fliG, fliM y fliN pueden dar lugar a diferentes fenotipos: no flagelado (Fla’),
paralizado (Mot") o quimiotactico (Che’), este titimo presentando una rotacién del motor

preferencial o dirigida ya sea en sentido CW o CCW (Irikura y cols., 1993). Por lo tanto,
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estas 3 proteinas tienen multiples funciones: son esenciales para el ensamblaje flagelar,
controlan el cambio de direccion de rotacién del motor, principalmente FliM (Sockett y
cols., 1992) y participan en la generacion de la torca (principalmente FliG que interactia
tanto con el anillo MS como con MotA). En S. typhimurium se aislé una mutante en la que
la proteina FliG se encuentra traduccionalmente fusionada a FliF (anillo MS). Dicha
mutante es movil, lo que implica que estas proteinas funcionan en asociacién cercana; de
hecho, la proteina FliG ha sido localizada en la cara citopldsmica del anillo MS (Francis y
cols., 1992), formando también parte del rotor.

El conocimiento de la estructura flagelar ha tenido un progreso considerable en los
Gltimos afios gracias al desarrollo de nuevos procedimientos de purificacién, asi como a los’
avances en las técnicas de microscopia electrénica y de reconstruccién de imégenes.
Debido a esto, se han podido identificar otros importantes componentes del cuerpo basal
que se localizan en el citoplasma. Hasta hace algunos aiios, utilizando métodos mas
delicados para la purificacién del cuerpo basal, se logro identificar una estructura en forma
de campana que se proyecta desde el anillo MS hacia el citoplasma (Figura 2 a) (Khan y
cols., 1992; Francis y cols., 1994). Esta extensién cilindrica se denominé anillo C o
citopldsmico y su estudio inmunolégico reveld que estd constituido por las tres proteinas
mencionadas del motot/interruptor, El cuerpo basal extendido (con anillo C), ha sido
purificado y su estructura se muestra en la Figura 2 c.

Se han propuesto muchos modelos para explicar el proceso mediante el cual el
motor flagelar convierte la fuerza proto-motriz en la generacion de torca, varios de ellos se
basan en la interaccion electrostatica de los protones que pasan a través de canales en la
membrana con las cargas fijas en la circunferencia del rotor (Berry, 1993; Walz y Caplan,
1998). La produccién de la fuerza de rotacién involucra interacciones de los componentes
del rotor y del estator; las proteinas que participan principalmente en la generacion de torca
son FliF, FliG, MotA y MotB. Los estudios de mutaciones en la proteina del rotor FliG y la
del estator MotA muestran que ambas presentan residuos cargados que son esenciales para
que el motor rote, y se demostré también que existe interaccién de estos aminodcidos
funcionalmente importantes de ambas proteinas (Zhou y cols., 1998). También se han
descrito supresores extragénicos de mutaciones en motB, que mapean en fliG. En

conclusion, el motor molecular del flagelo bacteriano, al igual que los motores constituidos




de materiales metalicos, presentan un motivo estructural comin basado en que la rotacion
ocurre entre un rotor y un estator.

Como algunas otras propiedades de este motor rotatorio de interés bioenergético,
cabe mencionar la alta eficiencia, que lo hace operar muy cercanamente al equilibrio
termodinamico. A su vez, la velocidad de rotacién es muy alta, sobrepasa los 100 Hz

(~15,000 rpm) y se requiere un nimero fijo de protones de alrededor de 1000 por cada

revolucién (Berg, 1995).

Aparato de exportacion

Las proteinas axiales del flagelo se sintetizan en el citoplasma, pero deben llegar a
sus destinos finales, ya sea la membrana celular o incluso el exterior. Exceptuando las
proteinas de los anillos L y P, asi como la proteina FIgA, que contienen una secuencia sefial
en el extremo amino terminal (Jones y cols., 1989; Kutsukake y cols., 1994), las demas
proteinas flagelares no presentan esta secuencia lider N-terminal, por lo que no se exportan
a través de la via comiin Sec, misma que constituye el mecanismo general de secrecion de
proteinas bacterianas (Pugsley, 1993). Debido a esto, se propuso la existencia de una via de
exportacion especifica para el flagelo en la que las subunidades proteicas se transportaran
por el interior de la estructura misma, difundiendo dentro del conducto hasta su localizacién
distal. Las principales evidencias que apoyan esta idea son las siguientes: a) las proteinas
exportadas (del eje, gancho, HAPs y la flagelina entre otras) no poseen un péptido sefial, b}
se ha demostrado que las subunidades se ensamblan en el extremo distal de la estructura
naciente, por lo que otro mecanismo de exportacion seria muy complejo, ya que éste
implicaria que las subunidades de flagelina recorrieran 10 pm a través del medio sin
difundir, y por tltimo, c) la existencia de un conducto central que ha sido identificado por
la reconstruccion de imégenes, tanto del gancho como del filamento y que se supone debe
existir a su vez en el eje (Macnab, 1996). Como se menciond anteriormente, las
dimensiones de dicho conducto en el gancho y el filamento son entre 25 y 30 A, por lo que
sc ha postulado que las subunidades se exportan en una conformacion extendida. Son 12 las
proteinas que se sabe son secretadas a través de esta via de exportacion flagelar tipo III:
FiE, FigB, FlgC, FigF, FigG, FIgE, FlgD, FigK, FlgL, FliC, FliD y FlgM (Minamino y

Macnab, 1999a) (ver Tabla I). Recientemente, se describieron otros dos sustratos de
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exportacion adicionales: la muramidasa FigJ (Nambu y cols., 1999) y la proteina FliK que
regula la longitud de! gancho, como se verd mas adelante (Minamino y cols., 1999). Se ha
tratado de identificar una secuencia de reconocimiento para la exportacién que esté
conservada en todos estos sustratos y le confiera especificidad al sistema. Sin embargo, se
ha demostrado que los motivos -SGL- y -ANNLAN-, asi como las héptadas repetidas de
residuos hidrofébicos conservados en las regiones amino terminalés de las proteinas
axiales, no forman la sefial de secrecién (Komacker y Newton, 1994). Por lo tanto, se ha
sugerido que la sefial de exportacion no se localiza a nivel de la estructura primaria.

Por otra parte, se han identificado varias de las proteinas directamente involucradas
en el proceso de exportacién como FlhA, FlhB, FliH, Flil, FliO, FliP, FliQ y FliR, y se ha
demostrado que algunos de los componentes de este aparato exportador se encuentran
fisicamente asociados al cuerpo basal (Minamino y Macnab, 1999) (Figura 5 a). Por medio
de microscopia electronica se han obtenido evidencias de la existencia de una estructura
localizada en la cara citopldsmica del cuerpo basal, en el centro de los anillos MS y anillo
C, que se ha denominado el "eje C" y se propone que corresponde a una protrusion

citopldsmica del aparato exportador (Katayama y cols., 1996) (Figura 5 b).

(FigE, Figl}

{FlaB,FigC, FIgF, FigQ)

{or FlIi8) |

-
Sustrato a exportarse

Figura 5. a) Modelo hipotético de la localizacién del aparato exportador. FlhA, FlhB, FliQ, FliP, FliQ
y FliR son proteinas membranales. Los componentes solubles como FIiH y Flil pueden recibir los sustratos de
exportacién a través de chaperonas citopldsmicas como pudiera ser FliJ; y entregarlos en un proceso
dependiente de energia a la estructura asociada a la membrana para su translocacioén (tomada de Minamino y
Macnab, 1999). b) Imagen estereoscépica del anillo C extendiéndose hacia el espacio citoplasmico obtenida
por criomicroscopia electrénica, en la regién central del anillo se observa el "eje C" (Katayama y cols., 1996).
La barra corresponde a 100 nm.
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La proteina FliJ es necesaria para la exportacion de cuando menos algunos sustratos
como la proteina del gancho (FIgE), y se ha propuesto que puede funcionar ¢como una
chaperona citoplasmica, ya que comparte las propiedades generales de otras chaperonas'
antes descritas (Minamino y Macnab, 1999). A su vez, cabe mencionar que estos
polipéptidos muestran una alta similitud con proteinas de otros sistemas de secrecién
bacteriana como el de exportacién de factores de virulencia en bacterias patogenas,
conocido como sistema de exportacion tipo IIT (Hueck, 1998).

De las proteinas del aparato exportador, Flil es homdloga a la subunidad catalitica B
de la FoF, ATPasa y se ha demostrado que une ATP (Dreyfus y cols., 1993) y que lo
hidroliza (Fan y Macnab, 1996). Posteriormente, se demostré que esta ATPasa flagelar
interactua con los principales componentes del flagelo que se exportan como son: la
proteina del gancho (FIgE) y la flagelina (FliC) y que dicha interaccion incrementa la
actividad hidrolitica de la enzima. Por lo tanto, se ha propuesto que el proceso de
exportaciéon es activo, siendo la hidrélisis de ATP la que proporciona la energia que
requiere el aparato exportador (Silva-Herzog y Dreyfus, 1999).

Los estudios recientes estdn enfocados a la caracterizacién estructural del aparato
exportador y se ha demostrado que existen interacciones entre los componentes

identificados, por lo que se sugiere que debe ser un sistema altamente dinimico (Minamino

y Macnab, 1999a).

Biogeénesis flagelar

Con la generacién de una gran cantidad de mutantes en genes flagelares, asi como
con el aislamiento de las estructuras intermedias que éstas forman y su analisis a través de
microscopia electronica (Kubori y cols., 1992), se logré elucidar la via morfogenética en la
sintesis del flagelo que se muestra en la (Figura 6). El ensamblaje procede en una secuencia
lineal del extremo proximal al distal y se lleva a cabo con la adicién de monémeros y no de
estructuras preformadas, como sucede en el caso de los bacteriéfagos (Aizawa, 1996).

El ensamblaje de la proteina FliF marca el inicio de la biosintesis flagelar, este
anillo MS es la estructura estable mas temprana, se inserta en la membrana citoplasmica y

forma el niicleo sobre el que se acoplardn todos los demés componentes que se requieren en
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la construccién; sin embargo, se desconoce cdmo se determina el nimero y la localizacion
de el (los) flagelo (s). La siguiente estructura que se puede detectar por microscopia
electrénica es el anillo C, formado por el complejo del interruptor (Khan y cols., 1992). En
seguida se incorpora el eje que es el primer componente externo a la membrana
citoplasmica. Como se menciond, las diferentes proteinas que constituyen la estructura del
eje no presentan un péptido sefial, por lo que antes de llegar a este punto del camino
biosintético, se requiere ya de la formacién y correcta localizacién de las proteinas que

integran el aparato exportador especifico del flagelo.

FEEN PETS

® AnilloMS p» @ Switch P

@ Aparato de
exportacién

PigKk
FliK
| o
® Gancho naciente ® Gancho completo ® Gancho y HAPs @ Filamento completo
Figura 6. Via de morfogénesis flagelar. La formacién del anillo P requiere de la proteina FlgA, asi

como del sistema de formacién de puentes disulfuro. El ensamblaje del gancho requiere de la proteina FlgD
que es posteriormente reemplazada por la primer proteina de unién HAP1 (FIgK). FliK determina la correcta
longitud del gancho, sefial que permite la exportacién y ensamblaje de las proteinas tardias (modificada de
Aizawa, 1996). ME, membrana externa, PG, capa de peptidoglicano y MI, membrana interna.

Las cuatro proteinas que forman el eje (FlgB, FlgC, FigF y FlgG) se exportan al
espacio peripliasmico y deben estar presentes de forma simulténea, pues si falta alguna, el
eje no se forma (Kubori y cols., 1992). A su vez, la proteina FIiE se requiere para que el eje
se ensamble, aunque se desconoce su localizacién. En este momento actia la proteina FlgJ,
cuya actividad hidrolitica permite que el eje pueda atravesar la pared celular (Nambu y

cols., 1999).
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A continuacion, el gancho comienza a crecer sobre el extremo distal del eje hasta
ser obstruido fisicamente por la membrana externa. Para sobrepasar dicha barrera, se tienen
que ensamblar los anillos L y P que generan un hueco en la membrana por el que pasaran
las subunidades de la proteina del gancho (FIgE). Este par de anillos externos se unen a
través de un mecanismo desconocido, formando un complejo cilindrico rigido y muy
estable (Akiba y cols., 1991). Como se mencion, las proteinas FigH y Flgl, a diferencia de
las demas proteinas flagelares que atraviesan la membrana citopldsmica, se exportan a
través del sistema general de secrecion en el que participan las proteinas Sec. El ensamblaje
del anillo P requiere ademas de la proteina FIgA, que se cree puede funcionar como una
chaperona (Kubori y cols., 1992). La formacion de este anillo también requiere de la
elaboracion de un puente disulfuro interno en Flgl, cuya formaciéon estd mediada
enzimaticamente por el sistema Dsb (siglas del inglés disulfide bond); las proteinas DsbA y
DsbB se requieren para la formacién de puentes disulfuro en varias proteinas de £. coli
{Dailey y Berg, 1993).

Posteriormente, se contintia construyendo el gancho, cuya formacion requiere de la
proteina FlgD, que se incorpora en el extremo distal del eje y acompaiia el ensamblaje de
esta estructura. Este polimero puede autoensamblarse in vitro, pero in vivo requiere de FlgD
que ayuda a que las subunidades se ensamblen correctamente. Sin embargo, FigD no forma
parte de la estructura final del flagelo, sino que es reemplazada por la primer proteina
accesoria de unién HAP1 (Ohnishi y cols., 1994). El gancho se alarga hasta un tamaiio
determinado, siendo la proteina FliK la encargada de regular la longitud de este polimero.
Mutaciones en el gen fliK generan ganchos de tamaiios anormalmente grandes
denominados “poliganchos” (Patterson-Delafield y cols., 1973; Susuki e lino, 1981).

Por ultimo, se exportan las llamadas proteinas tardias: HAPs (FlgK, FlgL, FliD) y la
flagelina. Los mondmeros de FliC se incorporan en el extremo distal (Iino, 1969) y se
autoensamblan in vitro, pero in vivo se requiere de la proteina FliD. Los extremos
terminales de la molécula de flagelina presentan héptadas repetidas de aminoécidos
hidrofobicos, lo cual se presenta también en las otras proteinas axiales del flagelo (eje,
gancho, HAPs) y es caracteristico de la formacién de o-hélices "coiled-coils" (Homma y
cols., 1990b). A su vez, las regiones terminales de la flagelina monomeérica (Vonderviszt y
cols., 1989) y del gancho (Vonderviszt y cols., 1992), estdn desordenadas en cuanto a

estructura secundaria se refiere. Estos motivos estructurales que son comunes en las
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proteinas axiales son muy importantes en el proceso de biogénesis, ya que determinan las
interacciones entre las subunidades.

El limite en la longitud de! filamento parece estar definido por una disminucion
exponencial de la tasa de alargamiento mientras éste crece. De la tasa méxima de
crecimiento del filamento in vivo, 0.55 um min’, se ha estimado que el tiempo requerido
para el ensamblaje de una subunidad es de 0.05 s (Iino, 1974).

En cuanto a las proteinas Mot, éstas pueden incorporarse tardiamente cuando el
flagelo estd ya completo, lo que se ha demostrado en experimentos en los que se controla la
induccién de la expresion de los genes mot (Block y Berg, 1984).

Para que este proceso biosintético proceda correctamente debe existir un control
tanto en el orden de exportacién de las diferentes proteinas, como en el numero de
subunidades a ser secretadas. Una parte de este control se da a nivel de la expresién génica;
sin embargo, por mencionar un ejemplo, los genes del eje y del gancho estan sujetos al
mismo control transcripcional, por lo que debe existir otro mecanismo de regulacion. Se ha
propuesto que la estructura flagelar naciente es la que determina cudl proteina debe
exportarse, sin embargo, ain se desconoce cdmo es que el aparato de exportacion puede
detectar el estado de ensamblaje de la estructura externa del flagelo (Macnab, 1996). Esta
es una de las preguntas de mayor interés en el estudio de la biogénesis del flagelo.

Durante esta via de morfogénesis flagelar existen varios puntos de regulacién; uno
de ellos implica a la proteina Flk (Karlinsey y cols., 1997) que actia durante el ensamblaje
de los anillos L y P (ver més adelante) y otro punto de control lo determina el alargamiento
del gancho. Como se verd en la siguiente seccién, cuando la formacion del gancho se
completa, existe una sefial que llega al aparato de exportacién, el cual cambia su

especificidad favoreciendo la exportacién de las proteinas tardias (Kutsukake y cols.,

1994b).

Regulacidn genética: el regulon flagelar

Debido a la complejidad estructural y funcional del flagelo, existen mas de 50 genes
que participan en los diferentes procesos de ensamblaje, estructura, regulacion, funcidn
(rotacion flagelar) y taxis (recepcion y transduccion sensorial). La complejidad de este

sistema se pone de manifiesto si se le compara con el sistemna ribosomal bacteriano, que es
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el Gnico que contiene un mayor ntmero de genes. En S. fyphimurium los genes se
encuentran agrupados en diferentes regiones del cromosoma constituyendo 13 diferentes
operones (Kutsukake y cols., 1988).

La biosintesis del flagelo es un proceso de alto costo energético para la célula y es
por esto que existe un estricto control de la expresion de los genes flagelares,
principalmente a nivel transcripcional. Esta regulacion de la expresion génica se encuentra
estrechamente acoplada con el proceso de la morfogénesis flagelar (Figura 7) (Losick y
Shapiro, 1993).
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Dnal, K, GrpE
Superenrollamiento
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Figura 7. Jerarquia transcripcional del regulén de £ coli y S. fyphimurium, que muestra el

acoplamiento entre expresion génica y ensamblaje flagelar a través del sistema FliA/FIgM. La expresion de
los genes clase 1 esta regulada por diversas sefiales ambientales. La transcripcion de los genes de la clase 2,
requiere de los productos de la clase 1, y la expresion de los genes clase 3, depende tanto de la clase 1 como

de la 2 {tomada de Daughdrill y cols., 1997).

Los genes, organizados en operones, forman un sistema de expresion coordinada,

denominado regulén, en el que la jerarquia transcripcional se representa en 3 clases

(Macnab, 1992),
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Clase 1. Contiene los genes del denominado operén maestro (fIhC-fIhD), que
constituye el extremo superior de la jerarquia reguladora, y es el responsable de Ia
expresion de todos los genes flagelares. Los productos de los dos genes de este operon
forman un complejo heteromultimérico que funciona como activador transcripcional,
dirigiendo la transcripcién de los promotores de los genes de la clase 2 a través de una
ARN polimerasa dependiente del factor o'® (Liu y Matsumura, 1994). Esto explica por qué
las proteinas FIhC y FlhD son indispensables para la biosintesis flagelar. La expresion de
los genes clase 1 estd regulada por diferentes sefiales globales como la temperatura, el
grado de superenrollamiento del ADN, los fosfolipidos, el producto génico OmpR (que
responde a cambios en la osmolaridad), Dnal, K, GrpE (que responden al choque térmico),
la division celular, asi como por represién catabélica a través de los niveles de AMPc (ver
Figura 7). Para ejemplificar la importancia de este tipo de regulacién, si la concentracion
de glucosa es alta, lo que indicaria un ambiente nutritivo, disminuyen los niveles de AMPc,
por lo que el operén maestro no se expresa (Komeda y cols., 1975). Es decir, si la
movilidad no se requiere, no se sintetizan las 20,000 subunidades de flagelina que se
necesitan para construir el filamento (que representan aproximadamente el 8% de la
proteina celular total).

Clase 2. Contiene los genes que codifican para las proteinas que forman el gancho y
el cuerpo basal, ademas de dos genes reguladores: flid y flgM. El gen fli4 codifica para un
factor de transcripcion alterno, o el cual dirige la transcripcion de los genes de la clase 3
(Ohnishi y cols., 1990); mientras que el gen fighM codifica para un factor anti-sigma®®
(Ohnishi y cols., 1992). Los operones de la clase 2 tienen una secuencia promotora
consenso en la regidn -10, que es especifica del flagelo (Kutsukake y cols., 1990), pero
carecen de una secuencia -35 conservada.

Son diversos los procesos celulares que se encuentran controlados por factores
sigma alternos, que permiten la expresion diferencial de un conjunto de genes en particular;
sin embargo, este tipo de expresion génica especifica, genera el problema de eliminar o
inactivar un factor sigma alterno cuya funcién ya no sea necesaria. Recientemente, el
concepto de factor anti-sigma surge como parte de un mecanismo general de regulacion
transcripcional en los sistemas procariontes (Brown y Hughes, 1995). Existen varios

factores anti-o caracterizados como el AsiA del bacteriéfago T4 que inhibe a o' de E. coli,
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SpolIAB que inhibe los factores oF y o especificos de la esporulacién en Bacillus subtilis
y DnaK un regulador general de la respuesta a choque caldrico, que inhibe al factor oo
Esto indica la variedad de los procesos celulares que estdn regulados por factores anti-c;
entre otros, la esporulacién, la respuesta a estrés, la produccion de pigmento, el transporte
iénico, la virulencia, la biosintesis flagelar, etc. (Hughes y Mathee, 1998).

En el sistema flagelar, el factor anti-sigma FIgM presente tanto en bacterias Gram
(-) como Gram (+), regula negativamente la transcripcién de los genes clase 3 uniéndose al
factor sigma FliA, previniendo asi que éste se asocie con la ARN polimerasa (Ohnishi y
cols., 1992; Kutsukake y cols., 1994c), o que se una directamente a un promotor clase 3
(Kutsukake e lino, 1994). La interaccién de FliA-FigM ha sido extensamente caracterizada
y se sabe que el estado nativo de FlgM es el de una conformacién no plegada que adquiere
estructura secundaria al unirse con o8 (Daughdrill y cols., 1997).

Clase 3. En ésta se encuentran los genes que codifican para las proteinas tardias que
se requieren para la formacién del filamento, asi como los que codifican para las proteinas
involucradas en la quimiotaxis y aquellas necesarias para la rotacién del motor. Dentro de
esta clase, existen operones cuya expresion depende tanto del operén maestro como del
factor sigma FliA (clase 3a) y otros que requieren (nicamente de o*® (clase 3b), como la
flagelina.

La expresién de los genes se encuentra coordinada con el ensamblaje del flagelo a
través del sistema FliA/FlgM. La supresién de cualquiera de los genes de la clase 2 inhibe
la expresion de los genes clase 3, o dicho de otra forma, se requiere de la expresion de
todos los genes clase 2 para que se expresen los operones clase 3, asi como para que se
formen el cuerpo basal y el gancho. Es decir, un defecto en Ia formacion de la estructura
flagelar en sus inicios, previene la transcripcién del gen JliC (flagelina) (Komeda, 1986). La
respuesta para esta observacion fue durante mucho tiempo un enigma, hasta el
descubrimiento de que la proteina FlgM se exporta (Hughes y cols., 1993; Kutsukake,
1994). La via de exportacion especifica del flagelo fue adoptada por FIgM para eliminarse
de la célula, liberando asi a FliA, que puede entonces unirse a los promotores de la clase 3.
Este factor anti-sigma se expele al medio de cultivo en un estado del ensamblaje en
particular, cuando concluye la biosintesis del gancho (ver Figura 7). De esta forma, si
cualquiera de los genes del gancho y el cuerpo basal es defectuoso, FIgM se queda dentro
de la célula inhibiendo a o%%; mecanismo que evita que la célula desperdicie su energia en
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la sintesis de flagelina bajo condiciones en las que ésta no se pueda exportar y/o ensamblar
(Brown y Hughes, 1995).

Otro tipo de regulacion se da durante el ensamblaje de los anilios L y P (Karlinsey y
cols., 1997). La formacién de estos anillos externos se encuentra acoplada con l[a traduccién
de FlgM, a través de la proteina reguladora Flk. Al detectar el ensamblaje de dichos anillos,
Flk inhibe la traduccién del ARN mensajero de FlgM, a través de un mecanismo
desconocido. Esto incrementa la tasa 6>*/FlgM, que da lugar a una transcripcidn basal de
SliC (flagelina) mientras el gancho se alarga. Una vez que el gancho se completa, FigM sale
de la célula, permitiendo asi la sintesis de la flagelina en su totalidad (Karlinsey y cols,,
1998). De esta forma, la regulacion de la expresion de los genes flagelares puede ser a
nivel traduccional, pero de forma mds significativa, a nivel de inicio de la transcripcton,

estando esto acoplado estrechamente con el proceso biosintético.

FliK y FIhB

Una de las preguntas mas interesantes del proceso de biogénesis flagelar es el como
se regula o determina el tamafio de ciertas estructuras. Con respecto al gancho, se sabe que
su longitud es aproximadamente constante con una desviacién estindar del 10% (Hirano y
cols., 1994). Como se menciond, se¢ han aislado mutantes que presentan ganchos de
tamarios indeterminados (mutantes poligancho) que carecen de filamento, y que por lo tanto
son no moviles (Silverman y Simon, 1972; Patterson-Delafield y cols., 1973). El gen fliK se
identific6 como el responsable de generar este fenotipo. A su vez, se han aislado
mutaciones supresoras intragénicas en las que permanece el defecto de regulacion del
tamafio del gancho, pero que son capaces de ensamblar los filamentos en la punta de los
poliganchos. Esto indica que FliK tiene una doble funcién: regular la correcta longitud del
gancho y permitir el ensamblaje de la flagelina (Suzuki e lino, 1981). Posteriormente, se
identificaron mutaciones supresoras extragénicas, las cuales generan el mismo fenotipo y
mapean en el gen /ThB (Hirano y cols., 1994; Kutsukake y cols., 1994b). Estas mutantes
seudorevertantes tanto intra como extragénicas dan lugar a un fenotipo denominado
poligancho-filamento.

FIhB es una proteina integral de membrana cuyo dominio C-terminal se extiende

hacia el citoplasma (Minamino y cols,, 1994). Forma parte del aparato exportador
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(Minamino y Macnab, 1999) y es la proteina responsable del cambio de especificidad en la
exportacion de los sustratos eje-gancho a los de HAPs-filamento.

La secuencia deducida de aminoécidos de FliK de S. typhimurium y E. coli, indica
que la proteina consta de dos diferentes dominios separados por una region central rica en
residuos de prolina. La regién carboxilo terminal es la més conservada e importante para la
funcion (Kawagishi y cols., 1996). La mayoria de las mutaciones en fliK que dan lugar a un
fenotipo poligancho son de cambio de marco de lectura, lo que resulta en la remocion del
extremo C-terminal de la proteina. El fenotipo poligancho es el fenotipo nulo del gen
(Williams y cols., 1996).

En la biogénesis flagelar, cuando el gancho alcanza su tamafio final, el sistema debe
ser capaz de enviar una sefial al aparato de exportacion para que se detenga la secrecion de
FIgE, e inicie la del factor anti-sigma FlgM. Esto permite que en el citoplasma se puedan
expresar los operones clase 3 y se sintetice el filamento. Sin embargo, las mutantes
poligancho no exportan FlgM, por lo que la transcripcion de los genes clase 3 permanece
inhibida (Kutsukake y cols., 1994b). Debido a esto, se propuso la existencia de una
maquinaria encargada del cambio en la especificidad de los sustratos que se exportan. En
este modelo se postula que la proteina FIhB regula negativamente la exportacién de FIgM
antes de que se complete el ensamblaje del gancho, y que al aicanzar éste su tamaiio
normal, FliK interactia con FlhB, la cual cambia la especificidad en la exportacién, es
decir, detiene la salida de FIgE y permite la de FIgM (Kutsukake, 1997). Un modelo muy
similar a éste se propuso al analizar mutantes supresoras de fIiK (Williams y cols., 1996).
De acuerdo con estas hipétesis, la proteina FIhB supresora de fliK debe ser incapaz de
inhibir la exportacién de FlgM aiin en ausencia de gancho correctamente ensamblado, y es
por ésto que el filamento puede polimerizar sobre el poligancho.

A diferencia de lo que predice este modelo de "cambio en la especificidad de
exportacién”, una doble mutante fIgE flhB fue incapaz de exportar FlgM, por lo que se
propuso la existencia de un factor adicional que respondiera a la finalizacién del
ensamblaje del gancho permitiendo la exportacién de FlgM. Posteriormente se identificaron
mutantes en dicho factor y el gen se denomind rfIH (Kutsukake, 1997). La mutacién rfIH
permite que las mutantes flgE puedan liberar FigM al medio, sdlo en cepas que tienen
mutaciones en fThB. Debido a esto, se propone un modelo alternativo en el que tanto FIhB

como RfIH inhiben la exportacién de FlgM a través del cuerpo basal si el gancho no se ha
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ensamblado. La proteina RfIH también fue identificada por otro grupo durante el mismo
afio y se nombré Flk (Karlinsey y cols., 1997). Estos autores también sugieren que Flk
participa en la transicién de la exportacién de subunidades del gancho a la de proteinas
clase 3.

La pregunta que queda sin respuesta es como el sistema percibe que el gancho ha
llegado a su tamafio final y como esta sefial se transmite al interior celular. La proteina FliK
no ha sido detectada en la estructura del flagelo y la informacion del estado de ensamblaje
del gancho la puede recibir de forma directa o a través de otra proteina. Recientemente se
demostré que FliK requiere ser exportada para ejercer su funcién; sin embargo, aiin no se
comprende el mecanismo mediante el cual actua esta proteina (Minamino y cols., 1999).

Todo este sistema de biogénesis flagelar altamente regulado tiene como fin Gitimo

conferirle a la bacteria la capacidad de desplazamiento hacia ambientes mas propicios.
Quimiotaxis

¢ Elnado

Las bacterias se mueven a través de una serie de desplazamientos continuos,
interrumpidos por periodos de reorientacion. En especies multiflageladas como £. cofi y S.
ryphimurium, el nado es el resultado de la rotacion de cada flagelo y se produce cuando los
filamentos rotan en contra de las manecillas del reloj (CCW); la reorientacién se produce
por una rotacion de los filamentos a favor de las manecillas del reloj (CW) (Macnab, 1987;
Jones y Aizawa, 1991).

Debido a que el flagelo es una hélice izquierda, cuando los filamentos rotan en
direccién CCW, se genera una fuerza de propulsion. Los filamentos se ordenan en una
trenza unitaria que sirve como propela a la célula, produciéndose el nado en una trayectoria
relativamente lineal (Macnab, 1977). Este conjunto de filamentos logra impulsar a la
bacteria a velocidades de hasta 40 pm/s, lo que equivale aproximadamente a 20 cuerpos
celulares por segundo. Sin embargo, al rotar los filamentos en sentido CW, existen en éstos
transiciones polimorficas que deshacen la trenza, llevando a la célula a presentar

movimientos al azar en los que se reorienta sin que exista desplazamiento (movimiento de

tumbos)(Figura 8) (Berg y Brown, 1972).
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En la rotacién CW, cada filamento trabaja de forma no coordinada, generdndose
fuerzas en diferentes direcciones, por lo que no hay una velocidad neta. Por lo tanto, ya que

la direccién de la rotacién flagelar determina si la célula avanza o se reorienta, la frecuencia

de cambio de dicha rotacién es la base de la respuesta tictica (Larsen y cols., 1974).
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Figura 8. Rotacién bidireccional de los flagelos de E. coli y S. typhimurium. En la parte superior se
muestra un diagrama esquemético de un patrén de nado, y en la zona inferior, una serie de micrografias de
campo oscuro de una bacteria nadando y reorientdndose. Durante el nado, cuando los flagelos rotan en sentido
CCW, se forma la trenza propulsiva. En los periodos de reorientacién, cuando los flagelos rotan en sentido
CW, la trenza se deshace y el cuerpo celular se reorienta (tomada de Namba y Vonderviszt, 1997).

En el siglo XVII Leeuwenhoek observd al microscopio organismos en movimiento
(Armitage, 1992), pero no fue sino hasta finales del siglo XIX, cuando Engelmann y Pfeffer
descubrieron que dicha movilidad se encuentra dirigida. Estos investigadores demostraron
la taxis a oxigeno, minerales y nutrientes organicos; comprobando que las bacterias en
suspension se acumulaban cerca de una burbuja de aire o de alguna sustancia quimica
introducida en algin punto. A su vez, Julius Adler demostr6 en 1966, que las bacterias se
mueven preferencialmente en la direccién de una mayor concentracion de fuentes
energéticas como galactosa, glucosa, 4cido aspartico, treonina y serina (Adler, 1966).
También mostré que algunos de estos quimioefectores ejercen una respuesta sin ser
transportados al interior de la célula, implicando asi la existencia de receptores (Adler,
1969).

En la actualidad, se sabe que el movimiento bacteriano no es azaroso, sino que

responde a diversos estimulos ambientales como luz, oxigeno, pH, temperatura, presién,
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osmolaridad, viscosidad, el campo magnético y a la presencia de diferentes compuestos
quimicos (Armitage, 1992). La respuesta a dichos estimulos se conoce con ¢l nombre
general de taxis, lo que permite a la bacteria migrar hacia ambientes mas favorables. La
quimiotaxis es entonces el proceso mediante el cual las células migran a través de
gradientes de concentracion de sustancias quimicas atrayentes o repelentes. Las
dimensiones de una bacteria son tan pequefias, que no pueden sentir una diferencia de
concentracion a lo largo de su cuerpo celular, por lo que integran la informacion
temporalmente comparando los estimulos sensoriales pasados con los actuales, en este
sentido, se dice que presentan una especie de "memoria” a corto plazo (Macnab y
Koshland, 1972; Segall y cols., 1986).

Como se menciond, la respuesta tictica se basa fundamentalmente en el control de
la direccion de la rotacion flagelar. Las células no estimuladas alternan entre dos formas de
movimiento, el nado en una trayectoria lineal durante aproximadamente un segundo y la
reorientacion o nado cadtico que se da durante una fraccion de segundo (~0.1 s) (Berg y
Brown, 1972). Sin embargo, si existe un estimulo positivo como una sustancia atrayente,
habra un mayor tiempo de rotacion CCW, extendiéndose de esta manera los intervalos de
nado y por tanto siendo menos frecuentes los episodios de reorientacion; de esta forma se
obtiene un desplazamiento neto hacia el ambiente favorable. Por el contrario, en el caso de
una sustancia repelente, se incrementa la probabilidad de rotacién en sentido CW. Estos
cambios en la direccion de rotacidon del flagelo que producen un determinado

comportamiento de nado, se encuentran regulados por un sistema de transduccion de

sefiales.

¢ Componentes del sistema de transduccién

El sistema de transduccién en la quimiotaxis bacteriana, como el de muchos otros
sistemas biolégicos, se encarga de convertir un estimulo extracelular en una seiial

intracelular dirigida a producir una respuesta.

Los estimulos ambientales son detectados por receptores homodiméricos que
presentan un dominio sensorial peripldsmico y un dominio de seflalizacién citoplasmico,
unidos a través de 2 regiones hidrofdbicas denominadas TM1 y TM2 formadas por 4 a-

hélices transmembranales. El dominio citoplasmico contiene dos hélices de metilacién
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(Figura 9 a). En E. coli y S. typhimurium se han identificado 4 y 5 diferentes receptores
respectivamente, cada uno con la capacidad de responder a diferentes estimulos y ligandos.
Estos se regulan a través de reacciones de metilacién, por lo que se han denominado
proteinas MCP (proteinas que aceptan grupos metilo) y se encuentran agrupados en los
polos de la célula (Parkinson y Blair, 1993). Existen 4 proteinas MCP en E. coli: Tar que
responde a los atrayentes aspartato y glutamato, funciona también como receptor
secundario para maltosa y para los repelentes inorgdnicos cobalto y niquel; Tsr, que
responde a serina, alanina, glicina y aminoisobutirato; Trg, para ribosa y galactosa y Tap,
para dipéptidos. Los quimioefectores se pueden unir directamente al receptor (MCP), o bien
a una proteina periplasmica de unién 5 azicares, que posteriormente se une al receptor
(Stock y Surette, 1996). Por ejemplo, el receptor Trg, sensa la glucosa y la galactosa
utilizando como intermediario a la proteina GBP (proteina de unién a glucosa/galactosa) y
la ribosa, a través de la proteina periplasmica RBP (de unién a ribosa). Lo mismo sucede en
el caso de la maltosa que se une a la proteina MBP para interactuar posteriormente con el

receptor Tar (Mowbray y Sandgren, 1998).

a)

Dominio sensorial

Hélices transmembranales
™1y T™M

Btacion

Hélices metiladas
MHly MH2

Dominio de sefializacion

Figura 9. a) Esquema de la estructura del quimioreceptor Tar (Mikhail y cols., 1998). b) Transduccién
de la sefial quimiotdctica. Eventos que ocurren desde la salida del quimioefector (aspartato) en el receptor,
hasta la fosforilacién de la proteina que regula la respuesta CheY-P (Y-P), al interactuar con la proteina FliM
del “switch” flagelar (Taylor y Zhulin, 1998). Desamidasa y metil esterasa CheB (B), metil transferasa CheR
(R), autocinasa de histidina Che A (A), regulador de CheA, CheW (W), fosfatasa de CheY-F, CheZ (Z).

28



E! quimioreceptor Tar es uno de los més estudiados y su dominio periplasmico o de
unién a ligandos ha sido resuelto por cristalografia, tanto en presencia como en ausencia de
aspartato, el cual se une en la interfase del dimero (Milbumn y cols., 1991). La respuesta es
muy eficiente, la unién de muy pocas o incluso una sola molécula de atrayente puede
cambiar la direccién de rotacién del motor flagelar, lo que implica que hay una gran
amplificacion posterior de la sefial (Block y cols., 1983; Segall y cols., 1986).

La union del ligando genera un cambio conformacional (desplazamiento de una
hélice transmembranal) que se transmite al dominio de sefializacion en el interior celular, el
que a su vez regula las actividades de los componentes transductores solubles (Levit y cols.,
1998). Existen seis proteinas citopldsmicas denominadas Che (del inglés chemotaxis):
CheA, CheW, CheZ, CheR, CheB y CheY, encargadas de transducir la sefial desde el
receptor hasta el motor flagelar (Figura 9 b). Este proceso involucra tanto reacciones de
fosforilacion como de metilacién; CheA, CheW y CheZ regulan el nivel de fosforilacion de
CheY, que se encarga de interactuar con la proteina FliM del interruptor o “switch”
flagelar, modulando las frecuencias de nado y reorientacion; mientras que CheR y CheB
modulan el grado de metilacion del receptor (Blair, 1995, Stock y Surette, 1996; Eisenbach,
1996). |

La sefial de una disminucién en la ocupacién del receptor (salida del ligando
quimioefector), o bien la presencia de un estimulo repelente, desencadenan el proceso de
transduccién (Taylor y Zhulin, 1998). En esta via de excitacion, la liberacion del aspartato
del receptor resulta en la formacién de un complejo ternario: Tar-CheW-CheA (dimero de
Tar, dimero de CheA y dos monémeros de CheW), que promueve la autofosforilacién de
CheA, quien a su vez fosforila a CheY en un residuo aspartato (Gegner y cois., 1992).
CheY-P interacciona con FliM, lo que induce un cambio en la direccién de rotacion del
flagelo hacia CW (reorientacion celular) (Welch y cols., 1993). Por el contrario, el aumento
en la concentracion de atrayente disminuye los niveles de CheY-P, por lo que la célula nada
(rotacion CCW) hacia la condicién favorable. La proteina CheZ funciona como una
fosfatasa que desfosforila a CheY.

Se han utilizado diferentes enfoques experimentales para investigar los cambios en
el receptor Tar asociados con la unién de ligando, sin embargo, éstos son muy sutiles.

Recientemente ha adquirido importancia una hipétesis alterna para la seiializacidn
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transmembranal que implica el agrupamiento de receptores y la comunicacién lateral entre
los mismos. Se ha demostrado por microscopia inmunoelectrénica que los receptores se
encuentran arreglados en grandes complejos (Maddock y Shapiro, 1993) y el ordenamiento
de éstos depende de la formacién del complejo ternario con CheA y CheW. De esta forma,
se propone que la unién de ligando afecta las interacciones de los receptores. La union de
repelentes promueve la asociacién de dimeros de receptores con CheA en una
conformacién activa, mientras que la unién de atrayente tiene el efecto opuesto (Levit y
cols., 1998).

Como se puede ver, este sistema de transduccidn presenta dos componentes
principales: una cinasa de histidinas que se autofosforila (CheA) y una proteina reguladora
fosfoactivable (CheY). Este es un mecanismo comdn en una gran variedad de procesos
metabélicos de organismos procariontes y eucariontes, denominado sistema de sefializacion
de dos componentes (Parkinson, 1993).

Por otro lado, para que la célula pueda percibir cambios en los gradientes quimicos,
se debe adaptar a los niveles existentes de estimulos. Este proceso de adaptacion se
encuentra asociado a la modificacién covalente del receptor a través de metilacion. CheR es
una metiltransferasa dependiente de S-adenosilmetionina que metila al receptor cuando
existe atrayente (Springer y cols., 1979) mientras que CheB actiia como una metilesterasa
que es activada por fosforilacion a través de CheA (ver Figura 9 b). La proteina CheB
también se encarga de desamidar residuos de glutamina, generando glutamatos que pueden
posteriormente aceptar grupos metilo (Kehry y Dahlquist, 1982). La metilacion de los
receptores promueve un efecto estimulatorio en CheA, incrementa la tasa de
autofosforilacién, por lo que se aumenta la sefial CW; mientras que la desmetilacién tiene
el efecto opuesto. Gracias a este sistema, la bacteria es capaz de sentir nuevos estimulos a
pesar de haber estado por un determinado tiempo en presencia de ligandos estimulatorios,

es decir, se habitiia o desensibiliza regresando al comportamiento de nado pre-estimulo

(Alon y cols., 1999).

El flagelo y la taxis en Rhodobacter sphaeroides

R. sphaeroides es una bacteria fototréfica purpura no sulfurosa perteneciente al

subgrupo a de proteobacterias (Woese y cols., 1984), que es capaz de crecer tanto en
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condiciones de anaerobiosis y presencia de luz (fotoheterotroficamente), como en
condiciones microaerofilicas o aerdbicas en la oscuridad (Pfennig y Truper, 1989). A este
subgrupo pertenecen organismos que habitan en muy diferentes ambientes y que presentan
una amplia flexibilidad metabolica, como Agrobacterium, Azospirillum, Caulobacter y
Sinorhizobium (Armitage y Schmitt, 1997). Estos géneros se caracterizan también por
presentar un alto contenido de G+C en el ADN, entre 68 y 70%. En particular, ¢l genoma
de R. sphaeroides consta de 2 cromosomas (3000 y 900 kb), asi como de 5 plasmidos
endogenos (Suwanto y Kaplan, 1992).

En los afios 60 se realizaron los primeros estudios de la estructura del flagelo en
bacterias fototréficas; el grupo de Cohen-Bazire aislé y analizé por microscopia electronica
flagelos aislados de Rhodospirillum rubrum (Cohen-Bazire y London, 1967). Sin embargo,
el estudio de la movilidad en bacterias fotosintéticas no fue a la par del que se realizo en
bacterias entéricas, en parte por las dificultades genéticas que estos organismos presentan y
en parte porque se supuso que el comportamiento seria el mismo que el descrito para £.
coli. En 1987, Armitage y Macnab publicaron un trabajo sobre la movilidad de la bacteria
monoflagelada R. sphaeroides, en el que se demuestra que a pesar de que la estructura
basica del flagelo se encuentra conservada, el movimiento y la respuesta a estimulos es
completamente diferente (Armitage y Macnab, 1987).

El flagelo de R. sphaeroides es de rotacién unidireccional, preferencialmente en el
sentido de las manecillas del reloj (CW) (Armitage y Macnab, 1987), aunque se han aislado
variantes con motores que rotan en sentido CCW (Packer y Armitage, 1993); sin embargo,
en cualquiera de los dos casos no ocurre un cambio en la direccién de rotaciéon. El
filamento flagelar logra impulsar a la bacteria a grandes velocidades, de hasta 100 um sy
los cambios de direccion se dan cuando la rotacion se detiene. En este momento, la hélice
propulsora se relaja a una forma polimdrfica de gran amplitud y longitud de onda corta, la
bacteria se reorienta entonces por movimiento Browniano. Se ha observado que esta forma
del flagelo, enrollado hacia el cuerpo celular, sigue rotando (aunque lentamente}, y que esto
contribuye a la reorientacién antes de avanzar en una nueva direccion (Armitage y Schmitt,
1997) (Figura 10). Esta bacteria muestra también variaciones en la velocidad de nado,
incluso bajo condiciones en las que no existe estimulo, acelera y frena cambiando de

direccién sin que exista una pausa total (Packer y cols., 1997). La velocidad de nado

promedio para R. sphaeroides (35 pm s} es mayor que para E. coli (20 um s").
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Figura 10. a) Fotografia al microscopio electrénico de R sphaeroides WS8 en la que se muestra una
forma enrollada del flagelo, asi como su localizacién subpolar. b) Esquema que muestra el comportamiento
del filamento flagelar durante el nado.

R. sphaeroides detecta una gran variedad de estimulos incluyendo, luz, oxigeno,
acidos organicos, aminoacidos, azicares y iones inorganicos. Todos los quimioatrayentes.
identificados son metabolitos, lo que concuerda con el hecho de que en esta bacteria se
requiere del transporte y metabolismo parcial del quimioefector para obtener una respuesta
(Ingham y Armitage, 1987; Poole y cols., 1993). Cabe mencionar que en este organismo no
se ha identificado una reaccion a repelentes. En esta bacteria también se induce la sintesis
del flagelo dependiendo de las condiciones ambientales.

A diferencia de las bacterias entéricas, en las que se altera el cambio de direccion de
la rotacién en respuesta a diversos estimulos, en este organismo se reduce la frecuencia de
paro (o de disminucién) de la rotacién cuando la bacteria nada en direccién de un gradiente
positivo de algin efector tactico. Las células se detienen cuando se quita el atrayente, por lo
que R. sphaeroides percibe la reduccién del efector o la consecuencia metabélica que esto
genera (Packer y cols., 1996). Los estudios iniciales para encontrar receptores (MCPs)
fueron infructuosos. Anticuerpos policlonales en contra de los receptores Trg y Tar de E.
coli no dieron sefial en Rhodobacter. Por otro lado, se realizaron estudios de metilacion in
vitro e in vivo, asi como de produccién de metanol, pero no se pudieron identificar
proteinas que se metilaran (Sockett y cols., 1987). Debido a esto, por varios afios se
considerd que R. sphaeroides respondia a los diferentes estimulos de una forma
independiente de proteinas MCP, sin embargo, posteriormente se describié un operén
quimiotictico en el que se encontré un gen con homologia a la proteina McpA de

Caulobacter crescentus. Anticuerpos contra la proteina McpA de C. crescentus cruzaron
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con extractos citopldsmicos de R. sphaeroides, indicando la existencia de un receptor
citosdlico, cuya remocién suprime la quimiotaxis para un amplio intervalo de
quimioatrayentes (Ward., y cols., 1995).

Recientemente se identificaron en R. sphaeroides los genes che homologos a los de
bacterias entéricas: una proteina histidina cinasa (CheA) y dos reguladores de la respuesta
(CheY1 y CheY?2). Se localizaron también los homélogos de CheW y CheR, proteinas que
en bacterias entéricas interactian con los receptores MCPs (Ward y cols., 1995 b); sin
embargo, la proteina CheZ no ha sido identificada. También se cloné un segundo operén
con otro grupo de genes quimioticticos funcionales: ched, cheW y cheR, asi como una
tercera copia del gen cheY (Hamblin y cols., 1997).

Otro fendmeno descrito para esta bacteria es la quimiocinesis (Brown y cols., 1993).
Ciertos quimioatrayentes ocasionan un aumento en la velocidad de nado de hasta 25%, lo
que se debe a una mds rapida rotacién flagelar. Sin embargo, este incremento no conlleva
un aumento de la fuerza que dirige la rotacién (el gradiente electroquimico de protones Ap),
ni tampoco algin cambio en la tasa de transporte electrénico (Packer y Armitage, 1994).
Este efecto sélo se observa para un intervalo limitado de quimioatrayentes, principalmente
para é4cidos orgdnicos y iones como el K* y Rb". A diferencia de la quimiotaxis, la
quimiocinesis se da también en respuesta a algunos andlogos que se transportan pero que no
se metabolizan como el malonato. En la quimiocinesis no existe adaptacién, las células
nadan a mayor velocidad mientras esté presente el efector (Harrison y cols., 1994).

Existen numerosos estudios referentes al sistema quimiotactico en este organismo,
sin embargo, se conoce muy poco sobre la estructura y genética flagelar. La mutagénesis
por transposicién ha sido utilizada en R. sphaeroides para la generacién de una mutante
paralizada (Armitage y Sockett, 1991), defectuosa en el gen motB (Shah y cols., 1995). El
gen motA fue localizado en la secuencia rio arriba formando parte del mismo operén (Shah
y Sockett, 1995). Fuera de los genes che mencionados, los genes del motor son los Gnicos
reportados para el flagelo de este organismo. En este sentido, nuestro grupo de trabajo se
abocé a la identificacion, clonacién y secuenciacion de los genes flagelares de R.
sphaeroides. Inicialmente se caracterizaron los genes que constituyen el sistema de
secrecion tipo I en Rhodobacter (Ballado y cols., 1996). Actualmente, hemos identificado

diferentes operones flagelares que se describen en el presente trabajo.
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Por ultimo, en el laboratorio se logro aislar por vez primera un flagelo intacto (que
incluye el cuerpo basal) de R. sphaeroides WS8 (Figura 11) (West y Dreyfus, 1997).

Figura 11.

Tabla 1.

typhimurium (modificada de Macnab, 1996).

Fotografias al microscopio electrénico de flagelos aislados de R. sphaeroides WS8.

Proteinas que participan en la biogénesis flagelar y movilidad de E. coli y S.

Localizacion subcelular Funcidn
Proteinas estructurales
FIiF Membrana celular Anillo MS del cuerpo basal
FliG Cara citoplasmica de la Motor/switch, componente del
membrana celular rotor
FliM Cara citopldsmica de la membrana | Motor/switch, blanco para la unién
celular de CheY-P
FLiN Cara citopldsmica de la membrana | Motor/switch
celular
MotA Membrana celular Rotacién del motor, canal de H'
MotB Membrana celular Rotacién del motor, canal de H',
anclaje (estator).
FleB Periplasma Eje proximal del cuerpo basal
FlgC Periplasma Eje proximal del cuerpo basal
| FIgF Periplasma Eje proximal del cuerpo basal
FlgG Periplasma/exterior Eje distal del cuerpo basal
Flgl Periplasma Anillo P del cuerpo basal
FlgH Membrana externa Anillo L del cuerpo basal
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FliE ? Posible adaptador anillo MS/eje
del cuerpo basal

FigE Exterior Proteina estructural del gancho

FlgK Exterior HAP1, adaptador estructural
gancho-filamento

Flg Exterior HAP3, adaptador estructural
gancho-filamento

FliC Exterior Flagelina, proteina estructural del
filamento

FljBs, Exterior Flagelina, prote{na estructural del
filamento

FliD Exterior HAP2, tapa del filamento;

ensamblaje de flagelina

Proteinas que participan en el
ensamblaje flagelar

FlhA Membrana ceiular Aparato exportador

FIhB Membrana celular Aparato exportador; especificidad
de sustratos

FliH Citoplasma Aparato exportador

Flil Citoplasma Aparato exportador

FliJ Citoplasma Aparato exportador, chaperona

FliQ Membrana celular Aparato exportador

FliP Membrana celular Aparato exportador

FliQ Membrana celular Aparato exportador

FliR Membrana celular Aparato exportador

Fli§ Citoplasma Facilita la exportacién de la
flagelina

FIiT Citoplasma Chaperona que previene la
oligemerizacidn de FiiD

FliK Citoplasma/exterior Regulacion de ia longitud del
gancho

FigA Periplasma Ensamblaje anillo P

FlgD Exterior Ensamblaje del gancho

Flgl Periplasma Muramidasa

FlgN Citoplasma Chaperona para la exportacion de
FlgK y FlgL (HAPs)

Proteinas que participan en el

control de la expresién génica

FIhC Citoplasma Regulador positivo de la expresién
de genes clase 2

FIhD Citoplasma Regulador positivo de la expresién
de genes clase 2

FliA Citoplasma Factor ¢”® especifico para
expresion de genes clase 3

FlgM Citoplasma/exterior Factor anti-g, se une a FliA

FliAg Citoplasma Represor del gen de flagelina

Hing, Citoplasma Inversién de ADN para regular la
expresion de fIiC

Proteinas involucradas en ia

quimiotaxis

CheZ Citoplasma Fosfatasa de CheY

CheY Citoplasma Regulador de la respuesta, se une a
FliM en el switch

CheB Citoplasma Metilesterasa del receptor

CheR Citoplasma Metiltransferasa del receptor
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]
CheA | Citoplasma Fosforila a CheY y CheB
Chew ! Citoplasma Regulador positivo de la

! fosforilacion de CheA
Tapg,_ Metnbrana celular Quimioreceptor de dipéptidos
Tar - Membrana celular Quimigreceptor de aspartato
Proteinas de funcién desconocida
FIhE | ? 7
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es el estudio del flagelo de la bacteria
fotosintética Rhodobacter sphaeroides. Como se mencioné en la introduccién, este
organismo se mueve de manera “atipica”, deteniendo la rotacién flagelar. A su vez,
presenta un Unico flagelo con caracteristicas particulares, como la rotacién unidireccional,
que lo hacen un modelo interesante de estudio. Este organismo presenta también un sistema
complejo de transduccion de sefiales diferente al descrito para las enterobacterias. Es decir,
no necesariamente los sistemas que han sido mds estudiados son los més representativos
dentro del reino procarionte.

Por otra parte, tanto el sistema quimiotdctico, como la respuesta a diversos
estimulos, han sido ampliamente estudiados en R. sphaeroides; sin embargo, existen muy
pocos reportes sobre los genes y la estructura de su flagelo. En este sentido, en el presente
estudio nos abocamos a iniciar la caracterizacion de dicho organelo de movilidad.

El enfoque experimental utilizado fue el de mutagénesis por transposicion y
seleccion de las bacterias que fueran incapaces de nadar. El transposon insertado se utilizd
posteriormente como sonda para mapear el gen interrumpido. De esta forma, los objetivos
planteados fueron la identificacién, clonacién, secuenciacién y caracterizacién molecular
de dos operones flagelares.

De particular interés para nuestro grupo de trabajo es el estudio de la biogénesis
flagelar, asi como el de la organizacién y regulacién de los genes flagelares. Debido a esto,
se estudiaron mutantes no moviles cuyo fenotipo fuera Fla', es decir, aquellas que tuvieran

algtn defecto en el proceso de biosintesis del flagelo.

+ Mutante poligancho (PG)
En cuanto a la mutante poligancho el objetivo principal consiste en entender el
papel de la proteina FliK en la via de ensamblaje flagelar, que es uno de los puntos de

regulacion menos entendidos en el proceso morfogenético. Se plantearon los siguientes

objetivos particulares:
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- Clonacidn del gen fliK y de la regién cromosdmica en la que éste se localiza

- Secuenciacion de fliK y los genes aledafios, es decir, la caracterizacién del operdn
completo

- Complementacién de la mutante PG (restablecimiento del fenotipo silvestre)

- Sobrexpresion de fIiK en un sistema bacteriano, asi como la purificacién de la
proteina FliK de R. sphaeroides

- Estudio sobre la localizaciéon y funcién de la proteina FliK de S. typhimurium

¢ Mutante Rsgl
Con el aislamiento y analisis de una mutante en el anillo P (gl') en R. sphaeroides

(Rsgl), nuestro principal objetivo es el de identificar a los genes que codifican para las
proteinas estructurales del flagelo y ver el papel de dichas proteinas en el proceso de
biogénesis. Los objetivos planteados son los siguientes:
- Clonacidn y secuenciacion del gen flg/, asi como la caracterizacion molecular del
operodn en el que éste se localiza
- Complementacion de la mutante Rsgl (restablecimiento del fenotipo silvestre)
- Estudio sobre la regulacion de los genes flagelares en R. sphaeroides, lo que
incluye determinar qué tipo de factores sigma dirigen la transcripién y si existe una

cascada reguladora acoplada con el ensamblaje flagelar.
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METODOLOGIA

La parte de materiales y métodos asi como las citas a las técnicas generales
utilizadas, se encuentran descritas en los articulos de investigacion que se presentan en la
seccién de resultados y en los apéndices I y II. A continuacidn se presentan algunas de las

metodologias adicionales que no estan incluidas en los articulos.

MUTANTE PG
Amplificacién del ADN por PCR (reaccion de la polimerasa en cadena)

Las PCRs se realizaron utilizando la enzima Pfu polimerasa (Stratagene), la que
presenta una alta fidelidad y es ideal para la amplificacién de ADNs con un alto contenido
de G-C, ya que soporta temperaturas de desnaturalizacion de hasta 98°C. El ADN
plasmidico (100 ng) se desnaturalizé por 5 min a 95°C antes de afiadir la enzima. Se
realizaron 30 ciclos de amplificacion, desnaturalizando durante 1 min a 95°C, alineando a
58°C por 45 seg y con un tiempo de extension de 2 min por kb de ADN a amplificar. La
reaccion se realiz6 con una concentracion final de dNTPs de 0.2 mM, 50 pmolas de cada
oligonucleétido y en presencia de 10% de DMSO.

Los productos de PCR obtenidos se purificaron después de correrlos por un gel de
agarosa con el sistema “Qiaquick Gel Extraction” (Qiagen). Dichos productos se generan
con extremos exclusivamente rasos, lo que facilita su posterior clonacién, Para verificar que
no existieran errores en los fragmentos amplificados, éstos se secuenciaron como se

describe mAs adelante (ver Secuenciacion),

Expresion de fliKgs en E. coli y purificacion de FIiKp,

Se inocularon 5 ml de un cultivo de 12 hrs de E. coli BL21 pLysS (Novagen) con el
plasmido pBGO215 (ver Tabla 2 en seccidn de resultados), en 100 ml de medio LB; y se

incubaron a 37°C hasta una DOgo nm de entre 0.8-1.0. La expresion del pldsmido se indujo
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con IPTG a una concentracién final de 1 mM, durante 5 h a 37°C. Las células se colectaron
por centrifugacién a baja velocidad y se rompieron por sonicacién, centrifugando
nuevamente para descartar los restos celulares. Después de una centrifugacion a alta
velocidad, se recuperé el sobrenadante y se pasé a través de una resina de agarosa acoplada
con niquel, Ni-NTA (Qiagen). La columna se equilibré previamente con amortiguador de
unién (20 mM Tris-HCI pH 8.0 y 500 mM NaCl) y se lavé con 6 volumenes de resina del
mismo amortiguador mas 60 mM de imidazol. Finalmente se eluy6 con un gradiente lineal
de imidazol de 100 a 600 mM. Las diferentes fracciones se corrieron a través de un gel de
poliacrilamida-SDS y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para realizar la

inmunoréplica tipo Western utilizando el anticuerpo comercial anti-histidinas India-His

(Pierce).

MUTANTE Rsgl

Mutagénesis y seleccion de mutantes no moviles

La mutante Rsgl (Fla) se aislé a través de mutagénesis por transposicion,
introduciendo el elemento transponible Tnphod a través de conjugacion diparental como se
describe en los Materiales y Métodos del articulo 1 en la seccidn de resultados. La
seleccion se llevé a cabo en placas de nado o agar suave que contienen 0.03% de bacto-
peptona, 0.03% de extracto de levadura y 0.3% de bacto-agar. En éstas, se inocularon las
colonias por puncién utilizando un palillo estéril y se incubaron a 30°C durante 3 dias. La
seleccion se realizé también observando bacterias de un cultivo liquido por microscopia
optica de campo oscuro de alta intensidad, asi como por microscopia electronica en donde
se pueden distinguir diferentes fenotipos, es decir, si las bacterias que no nadan carecen de
flagelo (Fla’), o bien si presentan un flagelo no funcional (Mot™ o Che’). Las referencias a

estas técnicas se encuentran citadas en el articulo.
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Estrategias de clonacion

Los plasmidos se construyeron utilizando las técnicas estandares de biologia
molecular descritas en Sambrook y cols., (1989).

Para la construccién de la clona pTngl (ver Tabla 3 en seccion de Resultados), se
cloné el ADN adyacente al sitio de insercién del transposén en el cromosoma de la
mutante Rsgl, utilizando como marcador la resistencia al antibi6tico kanamicina que
confiere el TnS en TnphoA. Se digirié el ADN cromosomal de Rsgl con la enzima de
restriccién Sall, ya que TnphoA contiene un sitio unico para dicha enzima y los fragmentos
resultantes se clonaron en el vector pTZ18R previamente digerido con la misma enzima.
Los productos de la ligacin se transformaron en células competentes de E. cofi IM103 y
las colonias transformantes se crecieron en 75 pg/ml de kanamicina para seleccionar el
fragmento de ADN que incluyera al transposén. Esta construccién presenté 125 pb del
ADN cromosomal adyacente al sitio de insercién del transposén y éstas se secuenciaron
utilizando desoxioligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia del extremo 5' de
TnphoA.

Por otra parte, para la obtencién de los plidsmidos pBG40!, pBG506 y pBG313 se
digiri6 e! ADN cromosomal de R. sphaeroides WS8 con diferentes enzimas de restriccion y
se realizé un analisis de hibridacién tipo Southern Blot de acuerdo con la técnica descrita
por Southern (1975). Las sondas se marcaron radioactivamente con dATP (o?P) a través
del sistema de marcaje de "nick translation” (Gibco, BRL). Las fragmentos de ADN que
dieron sefial positiva en cada uno de los casos, se dividieron en tres grupos que se
purificaron por separado de un gel de agarosa utilizando las columnas del sistema
“Qiaquick Gel Extraction” (Qiagen) y se sometieron a un segundo experimento de
hibridacion. Este experimento se realizé para delimitar con mayor precisién la zona que
contenia el fragmento de interés, lo cual facilité grandemente la posterior obtencion de
clonas positivas. La region de hibridacién que continué dando sefial se cloné en el vector
pTZ19R y se transformé en células competentes (CaCly) de E. coli JMI103. Las
transformantes se analizaron por hibridacion tipo Southern; las colonias se parcharon en
una membrana de nitrocelulosa, se lisaron y el ADN se fijé con luz ultravioleta. La

membrana se hibridé con la sonda marcada como se mencion6 anteriormente.
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Secuenciacion

La secuenciacién nucleotidica se realizé de acuerdo con el métedo enzimdtico de
terminacién de la cadena (Sanger y cols., 1977), como se describe en los Materiales y
Meétodos del articulo 1, en la seccién de resultados. Las reacciones se realizaron segun el
protocolo del sistema Thermo St:quenaseTM (Amersham, Life Science, Inc.). Los mejores
resultados para la secuenciacién del ADN rico en G+C de R. sphaeroides se obtuvieron al
utilizar ADN de cadena sencilla. Para facilitar la secuenciacién de los plasmidos obtenidos
se hicieron subclonas en el vector pTZ18 6 19R en las dos posibles orientaciones. De esta
forma, los fragmentos de menor tamafio se secuenciaron en cadena sencilla en ambos
sentidos utilizando el cebador MI13 reverso. La estrategia de secuenciacién también
involucrd el disefio de oligonucledtidos internos.

Las partes de la secuencia que fueron dificiles de leer, generalmente por la
existencia de compresiones, se resolvieron por el método de reaccién de "big die", en un
secuenciador automatico ABI prism 310 (Perkin Elmer), en la unidad de Biologia

Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.
Complementacion

Los estudios de restablecimiento de la movilidad se realizaron a través de
conjugacion diparental. La cepa donadora de £. coli S17-1 se transformo con el fragmento
de ADN a transferir clonado en el plasmido pRK415, cuyos sitios de origen de replicacién
son reconocidos en R. sphaeroides. La conjugacién se realizé con la mutante Rsgl y las
bacterias se seleccionaron por su resistencia a kanamicina (conferida por el transposon), a

tetraciclina (resistencia que confiere el vector), asi como a 4cido nalidixico para eliminar a

E. coli que es sensible a este antibidtico.
Inmunoréplica tipo Western para la deteccién de flagelina

La purificacion de la flagelina, asi como la preparacion de anticuerpos policlonales
la realizaron en el laboratorio las estudiantes Helena Zaldivar e Icelini Garcia. La proteina

FliC de R. sphaeroides se obtuvo por ruptura mecdnica de los filamentos, agitando a las
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bacterias vigorosamente en un agitador tipo "vortex". Después de varias centrifugaciones
de baja velocidad, el sobrenadante final se centrifugé a alta velocidad y la pastilla resultante
se sometio a un gradiente de cloruro de cesio (4.9 g en 12 ml). Por su parte, la preparacién
de los anticuerpos se realizé inoculando un conejo via intramuscular con 150 pg de
flagelina en adyuvante completo de Freund. Se aplicaron 3 refuerzos de 100 ug en
adyuvante incompleto con intervalos de tres semanas y después de confirmar la presencia
de anticuerpos, el conejo se sangrd a blanco. La sangre se dejé coagular y la fraccion de
gamaglobulinas del suero se purificé precipitando con sulfato de amonio saturado (Harlow

y Lane, 1988).

Para la realizacién de la inmunoréplica tipo Western que se utiliz6 para verificar la
presencia de flagelina tanto intracelular como aquella que es exportada, se crecieron 1.5 ml
de un cultivo de la mutante Rsgl sola, y complementada, hasta una DOgoo nm de 1.7. Las
células se centrifugaron y se guardaron las fracciones (sobrenadante y precipitado) por
separado. El sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0.45 um y las proteinas se
precipitaron con una mezcla de metanol-cloroformo, se centrifugaron y el precipitado se
resuspendié en amortiguador reductor de SDS para geles. La pastilla celular se resuspendi6
en el mismo amortiguador y se calenté durante 5 min a 95°C. Las proteinas se separaron en
un gel de poliacrilamida SDS y posteriormente se transfiriecron a una membrana de

nitrocelulosa. La deteccidn del anticuerpo se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito

para el sistema ECL (Amersham).
Aislamiento de la mutante no polar Rsgl-np

Para la construccién de un cassette de resistencia al antibidtico espectinomicina
uidA-aad (uidA codifica para la enzima B-glucoronidasa y aad para la aminoglicosido 3
adeniltransferasa que confiere la resistencia a espectinomicina) cuya insercién no tuviera un
efecto polar hacia los genes 3', se diseflaron oligonucledtidos para la amplificacion de un
fragmento que no contuviera terminadores transcripcionales. La amplificacién se realizé
utilizando como templado al plasmido pWMS5 (Metcalf y Wanner, 1993).

El producto de PCR (1.4 kb) se purificé de un gel de agarosa como se describié
anteriormente y se inserto en el sitio Bip/ del gen flg/ en la clona pBG401, generando el

plasmido pBG514 (ver Tabla 3). Posteriormente, este fragmento flg/::uidA-aad se subclono
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en el sitio PstI del vector suicida pJQ200 (Quandt y Hynes, 1993), generando el pldsmido
pBG515.

Esta construccion se introdujo en la cepa silvestre de R. sphaeroides WS8 a través
de conjugacion diparental y las colonias exconjugantes en las que ocurrié un evento de
recombinacién doble (resistencia a espectinomicina y sensibilidad a gentamicina), fueron
seleccionadas. La resistencia a espectinomicina se utilizé como marcador para la presencia

del cassette y la sensibilidad a gentamicina como indicador de la ausencia del plasmido

pJQ200.
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RESULTADOS

EL OPERON fIiK: ESTUDIO DE UNA MUTANTE POLIGANCHO

Los resultados relacionados con la caracterizacidon del operon fliK se presentan en

los siguientes trabajos:

1} "Structural and Genetic Analysis of a Mutant of Rhodobacter sphaeroides W58
Deficient in Hook Length Control".

2) "The Flagellar Switch Genes fliM and fliN of Rhodobacter sphaeroides Are Contained
in a Large Flagellar Gene Cluster” (se presenta en el apéndice I).

3) "FliK, the Protein Responsible for Flagellar Hook Length Control in Salmonella, is
Exported During Hook Assembly" (se presenta en el apéndice 1I).

Antecedentes y resumen de resultados

En el primer articulo se muestra el aislamiento y la caracterizacién de una mutante
poligancho (PG) de R. sphaeroides WS8. Se utilizaron diferentes ensayos para verificar el
nado, que mostraron que la mutante es no mévil y su morfologia se analiz6é por microscopia
electronica. Gracias a que la mutante PG genera ganchos de tamafios anormalmente
grandes (hasta 1500 nm), se logr6 purificar la proteina FIgE cuya secuencia N-terminal
mostré la presencia de motivos conservados de esta proteina en diferentes bacterias. La
mutante poligancho recupera el fenotipo silvestre al ser complementada con un césmido de
30 kb (c140) proveniente de una libreria gendmica de R. sphaeroides WS8.

Posteriormente, se cloné y secuencid el gen fliK. Al comparar la secuencia de
aminodcidos de FliK con el extremo C-terminal de las proteinas homélogas de diferentes
especies, se distinguen varios residuos altamente conservados. Se realizaron estudios de

complementacion de la mutante PG con diferentes subclonas del césmido ¢140.
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Por otro lado, en el segundo articulo (apéndice I) se describe la clonacién y
secuenciacién de los genes rio abajo de f1iK identificandose el operon fliK, fliL, fliM y fliN .

Finalmente, se expresé el gen /1iK de R. sphaeroides y se purificd la proteina FliKgs,
lo que se muestra en la seccién de resultados adicionales.

El tercer articulo (apéndice II) incluye el estudio sobre la localizacion y funcion de
la proteina FliK, el que se realizé en la bacteria Salmoneila ryphimurium. Se demostré que
FliK es secretada al exterior celular a través de la via de exportacion especifica del flagelo y

se realizaron estudios para determinar la regién del extremo N-terminal que se requiere

para dicha secrecion.

¢ FliK de Rhodobacter sphaeroides

Los resultados se muestran en el articulo | que se presenta a continuacién (ver

también el apéndice I).
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Maotility in the photosynthetic bacterium Rhodobacter sphaeroides is achieved by the unidirectional rotation
of a single subpolar Hagellum. In this study, transpuson mutagenesis was used to obtain nonmotile Hagellar
mutants from this bacterium. We report here the isolation and characterization of a mutant that shows a
polyhook phenotype. Morphological characterization of the mutant was done by electron mticroscopy. Poly-
hooks were obtained by shearing and were used to purify the hook protein monomer (FIgE), The appurent
molecular mass of the hook protein was 50 kDa. N-terminal amino acid sequencing and comparisons with the
hook proteins of other fAagellated bacteria indicated that the Rhodobacter huok protein has consensus se-
quences common to axial flageltar components, A 25-kb fragment from an R. sphaeroides WS8 cosmid library
restored wild-type Hagellation and motility to the mutant. Using DNA adjacent to the inserted transposon as
4 probe, we identified a 4.6-kb Safl restriction fragment that contained the gene responsible for the polyhook
phenotype. Nucleotide sequence analysis of this region revealed an open reading frame with a deduced amino
acid sequence that was 23.4% identical to that of FliK of Salmonella typhimurium, the polypeptide responsible
for hook length control in that enteric bacterium. The relevance of a gene homologous to fliK in the unifiagel-

lated bacterium R. sphaervides is discussed.

Muny bacterial species have the ability to move, and they
alter the direction of their movement in response to different
external stimuli, which enables them to migrate to more favor-
able cnvironments (33). Swimming motility {(as opposed to
gliding and other types of motility) involves the function of a
complex structure called the flagellum, The flagellum is com-
posed of three main parts, the basal body, the hook, and the
lilament {for recent reviews, sce references 9, 33, and 46).
Much of the information generated to date regarding Hageliar
structure. assembly, function, and genetics has been obtained
from the gram-negative organisms Escherichia coli and Salmo-
niefla tphimuerivan (reviewed in references 20 and 32). These
enterie hacteria possess between S and 10 peritrichous flagella
per cell. The NMagellum can rotate cither counterclockwise,
causing the filaments o form a bundle that produces transha-
tional motion. or clockwise (CW), causing the cell to tumble
and reorient (31, 49).

The lament is connected to the basal body through the
hook. which works as a Hesible coupling that allows torque
generated by the motor to be transmitted to the filament (10,
11}. For this purpose. the hook of the bacterial Ragellum re-
quires a rather well-defined length (23). A shorter houk would
not generate a suflicient bend angle (23), and presumably a
long flexible coupling would not permit effectively directed
transmission of torque (57). The mean length that has been
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+ Permanent address: Department of Life Science, Notlingham Uni-
versity, University Park, Nottingham NG7 2RD, United Kingdom.
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Mexico,
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established for different bacterial species varies from 35 = 6
nm for the wild-type hook of 8. typhimuriunt (15) 1o 69 = 8 nm
for Treponema phagedenis (29) and up to 105 nm for Ceampy-
lobucter coli, the longest hook yet described (43).

Nonmuotile mutants with abnormaily long flagellar hooks and
without a Aagetlar filament have previously been isotated and
termed polyhook mutants {41, 48). The Hagellar gene (K has
previously been cloned (16}, and its protein product bas been
identiticd as being responsible for cantrolling hook length (41,
55). FliK has not been detected within the final Ragellar strue-
ture. and the means by which it regulates hook length is not
knoewn (15). Nevertheless, different mechanisms for hook
length control have been proposed. based on the idemitication
of pseudorevertants of fliK mutants that recovered the ability
to assemble filaments on the tips of polyhooks. These pscu-
dorevertunts have been called polvhook filament mutants. The
reverting mutations have previously been isolated in the fiK or

fhB gene (15, 25, 55). FIhB is an integral membrane protemn

with a C-terminal cytoplasmic domain (35) that has been pro-
posed to form part of the export apparatus (25) and 10 partic-
ipatc in the determination of hook length (15, 25), Recently, it
has bcen shown that the negative regulator FlgM (25) and the
newly identified protein RAH (26) are also involved in this
process of hook length control. In 8. apliinturiim, the ussembly
of the hook is assisted by a scaffolding protein, FlgD. When the
hook reaches its final length, FlgD is replaced by FlgK, the rst
hook-associated protein (HAPI). In polyhook mutants, this
replacement does not occur and FlgD remains at the tip of the
polyhook (39).

Rhwodobacter sphaeroides is a purple nonsulfur photosyn-
thetic bacterium that swims by using a single medially localed
flageilum that rotates unidircctionally CW. In contrast (o the
CW-counter clockwise switching swimming behavioe of enterie
bacteria, a change in the swimming direction in R. sphaervides
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TABLE 1. Bacterial strainy and plasmids used in this work

bl;Ir:\':"[:[r Rebevant characteristics nguc ';_i:‘::
Strains
R. sphacroides
WSS Wild type; spontancous Nalf 52
PG WS8 TnphoA derivative; nonmotiie; This work
Km" Nal’
G2 WSS TiploA derivative; nonmotile; This work
Km* Nal'
£ oeali
517-1 Donor for conjugations: Pro™ Res” 50
Mod® reeA-imegrated plasmid
{(RP4-Te:Mu) (KmuTn?) Tra®
HI3I0I splsdd BsdS200c, my Y reeAld wa-l4 44
proel2 duc YT galK2 mpsd 20 sy4-5 wul-1
Plasmids
pUISH0 pSUP203 derivinive carrying TnphoA: 6
Cm' Te" Km”
el pLA2917 derivative carrying 25 kb of 52
K. sphaecroides WS8 DNA; Tc'
pTubG S.TRD Sall Tragment cloned into pUCEY  This work
containing 4.6 kb of TophoA plus 1.1
kb of PG DNA flunking the site of
transposon insertion; Km' Amp’
PBGHH 4.6-kb Safl fragment from 140 cloned This work
nte pfTZ1YR Amp’
pBGHNH 2.4-kb Sull-EcoRI subclone from This work
pBGUA04 cloned inte pTZ18R: Amp”
pBGOBO7 0.72-kb Psel Tragment derived from This work
PBGO266 cloned into pTZI8R; Amp”
pRGOIUR pBGO206 with a {).5-kb Sall-Netl dele- This work

vion: Amp'

involves a rotational stop during which Brownian motion re-
orients the cell prior to renewed swimming (4).

In this work. we report the isolation of a polyhook mutant
(PG} of R sphaeroides, a bacterium that, unlike enteric bacte-
riu, possesses a straight hook (53). This mutant was particularly
useful for the purification of the hook monomer FIgE. The
tinding of a polyhook mutant in a uniflagellated bacterium with
start-stop swimming behavior indicates that hook length may
be regulated by a mechanism shared by many bacterial species.

MATERIALS AND METHODS

Bacteria! sirnins and growth. The bacterial straing and plasmids used in this
work are duscribed in Table 1. R, sphuervides cell cultures were grown photo-
heterotrophically in Sistrom’s mediem (51} under continuous illumination at
HFC in tiguid or solid medjum (159 agar). E. coli strains were grown in Luria
broth at 37°C with upprupriate untibiotic selection (44). The antibiotics used for
the seleetion of R, sphaeroides ecombinant strains were as follows: kanamycin,
25 pe ml "tetracyeling, g mb s and nalidisic acid, 20 peml~!,

isolution of the polyhuok mutani. Transposos mutagenesis was performed by
introducing the transposable element Tophiod on suicide plasmid pU1800 from
the dunuor £, coli strain, $17-1, into wild-type R, sphaervides WSS-N by diparental
conjugation (36}, The mutagenized population was screencd for nonmotile mu-
tants by Lryptong-yeast extract swarm assavs as described previously (53). Cells
were afse analyzed by high-intensity dark-field micrascopy (30) and by electron
microscupy.

Purification of FIgE. A polyhuok mutant (PG) was used for the purification of
huak protein FlgE. Barly-expunential-growth phase cofls were sheared by pits-
saging them through 18- by 38-gauge cannula several times. Whole eells and
el debris were removed by two low-speed centrifugations (10,000 X g for t5
min), and the resulling supernatant was subjected o ulteacentrifugation
(1L X e For 60 min). The resulting petlet was suspended in CsCl {04 g ml™ ")
and subjected to density comrifugation {2). The purity of the isohsted hook
Protuin was assessed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide el electrophore-
sis (SDS-PAGE) on 815.0% polyacrytumide gels (27) and silver staingd (38).

J. BACTERIOL,

Flagellur filaments were abso isaliated from wilk-lype cells by shearing, fullowed
by differential centeifugation and eesium ehloride gradient cemrifugation, Few of
the resulting filaments contained o hook attacked 1o the rest of the stracture. as
observed by negative staining. .

For N-terminal sequence analysis of FIgE. protein was transferred W i ProB-
lott membrane (Applicd Biosystems, Foster City, Califl) with 100 mM 3-cyclo-
hexilamino-1-propane sulfonie acid butfer (pEH 1) by the method of LeGendre
ind Matsudaira (28). Blotted protein was stained with Consmassic blue and cur
from the ProBlott membranc., Amino-terminab sequence analysis wis carried oug
ut the W. M. Keck Foundation Biotechnolugy Resouree Labosatory. Yale Uni-
versity, New Haven, Conn.

Etectran micrascopy. Puritied polyhooks, sheared Tagella, or bacterid cell
suspensions {10 pl) were applicd 10 Formear-couted prids, Sumples were nega-
tively stained with 19 uranyl ucctate wnd observed with o JEM-1200ENT cleg-
tron microscope (Jeol. Tokyo, Jupan), Micrographs were taken atan seecleriting
voltage of 8 kY.,

Recombinant DNA 1echniques, The isoliation of chromeosomil DINA was r-
furmed essentiully as described elsewhere (44), Plasmid DNA was oblained by
standard procedures (44} or with plasmid midiprep calumns from Qlagen
(Chatsworth, Califl). Restriction enzymes and T3 DNA ligise were used swevord-
ing to the manufacturer's recommendations, Standard methods were psed Tor
E. coli transformation. restriction endonuclense analysis, ligation, and other
related techniyues (44).

The dideoxy chain termination methud was used for sequencing both single-
ind double-stranded DNAs (453 The sequeneing reactions were carricd out with
Taquenase as instructed by the manufucturer of the deltafug DNA puelvawerise
system (version 200 US. Biochemical Cuorp.. Cleveland, Ohiv), Sequencing of
cluned DNA was accomplistied with “*S-dCTP wnd the wnaleg 7-dewe-dGTP o
avuid problems associuted with sequencing GCerich DAL Subelones Tor nuvle-
atide sequeneing were constructed by using, the indivated restriction sites in
plasmid pBGOXG6 (see Fig, 6A) and are described in Table 1,

Southern hybridization was done by the procedure deseribed for the nonra.
dioactive Phologeny dutection kit (Gibeo, Life Technolagivs). Probes were -
belled with biotin-14-dATP by the nick transhiion technigue sccording t the
protacol pravided by the nunuifacrurer (Rionick {abelting system; Giheo HRE)
Detection of the hybridization signal wis done aceording to the manulacturer’s
(PhotoGene: Gibeo BRLY protocal,

Complementution analysts, Genetic complementation of the muant wis -
rivdl out with @ cosmid Library of R, spluteroicdes WSS tatal DNA (333, Cosanids
were introduced into R sphaervides muwant strains by diparental conjugtion
from £ coli 5171, "The complemented mutant was selected Tor its resistance
kanamycin (codied by Trphed ) and tetracyeling (cosmid encoded} and tested o
matility as deseribed above,

Nucleotide sequence aceession number, The GenBank nucleotide segUecy
accession pumber for R sphacroides fliK s UsH34,

RESULTS

Isolation and morphological charucterization of a polyhook
mutant. Transposon mutagencsis with subscquent motility
screening was used to obtain flagellar mutants. A nonmotile
mutant was identified in swarm tests on soft agar plates. The
mutant was unable to form the diffuse ring that is characteristic
of the wild-type strain when it moves away from the inocula-
tion point (Fig. 1), The mutant was also incapable of swimming
when a liquid culture was observed by cither phase-contrast or
dark-field high-intensity microscopy.

Further characterization was carried out by electron micros-
copy, which revealed an unusually short Aagellar structure at-
tached to the cell (Fig. 2a). This mutant structure was com-
pared to the wild-type flagellum in order to establish its
composition. Material sheared from wild-type Rhodobacter
cells was shown to be rich in filaments, many of which pos-
scssed hooks, The wild-type flagellum shows a clearly ditferent
pattern in the arrangement of subunits between the hook and
the filament (Fig. 2b). The filament has a vertical striation
along ils length, whereas the hook shows a cross-hatched he-
lical pattern. Furthermore, these two structures are separated
by a clearly distinguishable region at the interface that proba-
bly consists of HAPs (Fig. 2b). The wild-type hook structure
had an average length of ca. 100 nm, When mutant cells were
obscrved at a higher magnification, the pattern of their exter-
nal structures was similar (o that of the hook (compare Fig. 2¢
with b). This structure was longer (ca. 300 nm) than were
hooks from wild-type cells. und o HAP proteins or filaments
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FIG. 1. Swarming assay of mutant and wild-type R. sphaeroides WS8. Wild-
type R. sphaeroides (RS; left and right) and PG mutant (1op and bottom) colonies
were stabbed into the swarm agar, and the plates were incubated aerobically at
30°C for 48 h. Tryptone-yeast extract agar was composed of 0.03% (wt/vol) Bacta
Peptone, 0.03% (wiivol) yeast extract, and 0.3% (wt/vol} Bacto Agar (Difco
Laboratories).

were detected at the tips of these structures. Therefore, based
on microscopic analysis, the mutant seems to produce a hook
of anomalous length, similar to the polyhooks described pre-
viously for enteric bacteria (41, 48).

The structures sheared from mutant cells were also analyzed
by electron microscopy. They showed the same subunit pattern
as that of the wild-type hook (Fig. 3; compare with Fig. 2b).
Mutant polyhooks varied in length (from ca. 200 to 1,500 nmj,
a range comparable to what has previously been observed for
polyhooks in enteric bacteria (15).

Purification of FIgE. In ordet to ascertain the protein com-
position of the flagellar structures of wild-type and mutant
strains, we shearcd and purified the external flagellar struc-
tures of both strains and analyzed them by SDS-PAGE (Fig,
4). Figure 4, lane 2, shows that wild-type filaments are com-
posed mainly of two proteins, one with an apparent molecular
mass of 55,000 Da, which has previously b2en identified as
flagellin (FliC) (52), and a minor component with a molecular
mass of 50,000 Da. This result suggests that the minor compo-
nent is the hook protein. Figure 4, lane 3, shows the electro-
phoretic profile of the sheared external structure from the
polyhook mutant. The only protein present has a molecular
mass of ca. 50,000 Da. From this analysis, it is clear that the
mutant strain lacks flageilin (Fig. 4; compare lanes 2 and 3).

In order to confirm the identity of the protein sheared from
the mutant, we performed N-terminal sequence analysis of the
50,000-Da band. Figure 5 shows the sequence alignment of the
N termini of hook proteins from various flagellated bacteria.
The R. sphaervides sequence contains the N-terminal consen-
sus sequence SGL as well as the three conserved heptad re-
peats that have previously been argued to be important for
quaternary interactions that take place between subunits of
axial proteins (17).

Cloning of the wild-type fliK gene, The TnphoA insertion
that caused the polyhook phenotype was localized by Southern
blot analysis with a 3.3-kb internal HindIII fragment from plas-
mid pU1800 as a probe (Fig. 6A). Chromosomal DNA isolated
from the mutant was digested with the restriction enzyme Sacl.

HOOK LENGTH CONTROL IN R SPHAEROIDES 6583

Since there is no cleavage site for Sacl in Tnphod, the single
band observed in Southern blot analysis confirmed that there
was a single insertion of TnphoA in the chromosome (data not
shown).

The DNA flanking the site of the TnphoA insertion was
cloned into pUC19 by selection for the kanamycin resistance
conferred by TnphoA. One such clone (pTnPG) was found to
contain a 5.7-kb DNA fragment that included a 4.6-kb frag-
ment of TnphoA DNA plus a 1.1-kb fragment of R. sphaeroides
DNA fused to the phoA end of the transposon (Fig. 6A).

Using an R. sphaeroides WS8 genomic cosmid library, we

FIG. 2. Negatively stained electron micrographs of hook and polyhook struc-
tures. (a) PG mutant. Arrows point to short flagellar structures produced by the
mutant. Bar, 200 nm. (b} A sheared flageblar filament from wild-type R, sphaer-
oides WS8 with an associated hook. The arrow points to a region that may be
occupied by HAPs. Bar, 100 nm. (c) Higher magnification of the PG mutant. Bar,
100 nm.
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identified a cosmid clone (c140} that restored motility and the
ability to form normal hooks and filaments to the polyhook
mutant (data not shown). A 1.4-kb Sall-Dral fragment from
pTnPG was used to probe Southern blots made with different
digests from the cosmid (Fig. 6A). A 4.6-kb Sall restriction
fragment which hybridized to the probe was identified (Fig.
6B) and cloned into plasmid pTZ19R to generate plasmid
pBG0404 (Fig. 6A), which was used for nucleotide sequence
analysis.

Sequencing reactions were initially run with pTnPG and
both the universal sequencing primer M13 —40 {forward) and
a primer complementary to the phoA end of the TnphoA se-
quence. In addition, this fragment was sequenced with two
internal primers. Sequencing was extended to the 3" end of the
cloned gene with plasmid pBG0404 or the subclones listed in
Table 1 (pBG0206, pBG0007, and pBGO108).

One complete open reading frame (ORF) of 1,425 bp was
identified on the 2.4-kb Sall-EcoR1 DNA segment from
pBG0404. The nucieotide sequence has a GC content of 77%,
which is in accord with the high GC bias of this bacterium (42).
There is a putative ribosome binding site (GAGG) 11 bp
upstream of the initiation codon. TnpfioA was inserted 1,132
bp downstream from the start codon. We isolated a second
mutant whose TnphaA insertion was found to be on the same
ORF. The TnphoA insertion in this mutant (polyhook mutant
2) also generated a polyhook phenotype (data not shown) and

was localized 550 bp downstream from the initiation codon. .

The ORF whose disruption was responsible for the polyhook
phenotype of both mutants codes for a polypeptide of 474
residues with a predicted mass of 45,745 Da. A comparison of
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FIG. 3. Electron micrograph of negatively stained, sheared flagellar structures from a culture of the polyhook mutant. Bar, 100 nm.

the deduced amino acid sequence with the polypeptide se-
qguence of S. typhimurium FliK (Fig. 7) showed 23.4% identity
and 44% similarity. As noted previously for the FliK sequences
from 8. typhimurium and E. coli (23), there is a high proline
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FIG. 4. SDS-PAGE of wild-type filaments and sheared polyhooks. Lane 1,
molecular mass markers: phosphorylase b (97 kDa), bovine serum albumin (66
kDya), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (31 kDa), and soybean trypsin
inhibitor (21 kDa); lane 2, sheared wild-type filaments from R. sphaeroides WS8
(10 g); lane 3, sheared polyhooks (10 pg).
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FIG. 5. Comparisun of the N-terminal amino acid scquences of hook proteins from R sphaervides WSS, C. coli VC167-T2 (12), C. jejuni VCT4, C. coli VC16T-T1
(T1) (43), T. phagedenis (29), 5. pphimurium (17), and Cenlobacter crescemns (40). Arrows point 10 the hydrophobic residues present al 7-residue intervals, The SGL
consensus sequence and a highly conserved alanine (missing in 7o phagedenis) are boxed.

content, Proline residues were located mainly in the central
region, which most resembles FIiK of enteric bacteria (23). An
amine acid sequence comparison of the C-terminal regions of
FliK proteins from various bacteria (Fig. 8) revealed five highly
conserved leucine residucs, On the basis of the sequence sim-
flarity and other properties of this protein, we have designated
this ORF ffiK, the gene that encodes the hook length control
protein in R, sphaeroides.

DISCUSSION

The motility, chemotaxis, and flagellar structure of R. sphaer-
oides huve been the subjeet of previous studics (4-6, 53). We
are interested in extending the moiccuiar characterization of
Ragellar proteins and in studying the mechanisms of flagellar
export, assembly, and genetic regulation in this organism. We
gencrated transposon flagellar mutants (Fla™) in order to char-
acterize some of the gene products involved in flagellar assem-
bly.

Characterization of FIgE. In this work, we isolated and char-
acterized a nonmotile mutant of R. sphaeroides that makes a
polyhook structure instead of a normal flagellum. This report
constitutes the first isolation of a polyhook mutant in a pho-
tosynthetic bacterium, This mutant was very useful for the

A

isolation of the hook protein (FlgE). given that FIgE is present
in a minute amount compared to that of flagellin (FlC) in
wild-type cells.

Previous studies of S. nepfrineriton and E. coli have demon-
strated that the organization of FIgE subunits in polyhooks
appears to be identical to that of wild-type hooks (54, 56). In
addition, wild-type and polyhook structures showed the same
structural and biochemical characieristics (21, 22). This con-
clusion has been confirmed in these enteric bacteria, in which
mutations in fliK do not affect the quaternary structure of hook
subunits (1, 19). Therefore, the polyhook structure has been
commonly uscd for the characterization of hook structure and
the propertics of FIgE monomers (47). In this study. we
showed that the apparent motecular masses of the hook mono-
mers of R. sphaeroides from both wild-type and polybook mu-
tant cells are the same and that the macroscopic organization
of FIgE subunits is also conserved.

Structurat analysis of the flagellum of wild-type R. sphaer-
oides by electron microscopy revealed a structure described as
a straight hook (53). This featurc was also observed with
polyhook mutant (Fig. 2¢). Since the term straight hook is
somewhat misleading, perhaps the term hook shouid be
changed for a more gencral name like coupler or connector.

B
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FIG. 6. Cloning strategy fur the iR gene. {A) Plasmids are described in Table 1. Plasmid pUI800 contains TrpfieA, Plasmid anl’G contains a 5.7-kb DNA
fragment (4.6 kb of Tnphesg DNA plus a 1.1-kh fragment of R. sphaervides DNA [gray stippled box]). Plusmid pBGUM04 is a 4.6-kb Safl restriction fragment thist contains
the complete fiiK gene. Asterisks above pBGO404 indicate the sites of Tnpftod inscriion (Tn) into the chramosomes of two polybook mutants. The direction of
[1.1n“,r|pl|nn of the fEK gene is (rom the Safl 5° end w the EcoRIT restriction site in pBGO404. pBGO0206 is a 2.4-kb Sall-EcoRI subcione from pBGIKO4 used for
sequencing the fiik gene, The restriction sites indicated were used for the construction of plasmids pBG(007 and pBGOIO8 (Table 1). Abbreviations: D, Drl: E. EcoR);
H, Hind11[: N, Norl; P, Psel; S, Sall. (B) Southern blot of cosmid ¢140 DNA digested with Safl (Jane 1) and with a 1.4-kb (Safl-Dral) fragme from pTnPG s a probe
(lane 2). A 1.0-kb Sell fragment from cosmid c140 was identitied and cloned to ercate plasmid pBG0404.
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FIG. 7. Compurison of the deduced amino acid sequences of FliK proteins
from R sphaeroides (Rs} and S, ryphimurium (St). ldentical matches (vertical
fines) and strongly (colons) and weakly {dots} conserved amino acid residues are
indicnted, Asterisks highlight the proline residucs in the Rirodobacter sequence.

Furthermore, unlike the situation in the majority of flagetlated
bacteria studied to date, the HAPs in R. sphaeroides are clearly
distinguishable structures. The different patterns in the ar-
rangement of subunits in the hook and filament are also evi-
dent in this bacterium (Fig. 2b). The length of the Rhodobacter
hook, ca. 100 nm, agrees with the observation that monotri-
chous flagellated bacteria, such as Campylobacter and Caulo-
hacter spp., possess longer hooks than do multiflagellated bac-
teria. This feature has previously been related to the need for
the greater torque that has to be applied to a single flagellum
(43).

A comparison of the N-terminal sequence of the purified
FlgE monomer with N-terminal sequences of FIgE proteins
from different bacteria revealed that R. sphaeroides FIgE con-
tains the conscrved SGL motif as well as the hydrophobic
heptad repeats that have been described previously (17). These
repeats have been suggested to be important for the formation
of coiled-coil structures that allow interactions between sub-
units. which are in turn important for the organization of the
axial structure of the flagellum (37). Further sequencing is
nceded to identify the second, extended GNNIAN N-terminal
motif (17) and other features of the protein. We recently
ctoned the flgE gene from R sphaeroides (8), and DNA se-
quence analysis is in progress.

Identitication of the fliK gene in R. sphaeroides. We cloncd
and sequenced a DNA fragment that is predicted to encode a
protein that is homologous to FHK from S. typhimuerium. This
assumption was made based on the high proline content and
the overall sequence simitarity between these two proteins, In
addition. mutations in fliK from S. typhimurium and in the R.
sphaeroides ORF give rise to the same polyhook phenotype.

J. BACTERIOL.

Like FliK, the protein encoded by this ORF is responsible for
hook length control.

We compared the C-terminal sequence of this ORF to thosc
of other FliK sequences (Fig. 8) because this region is the most
conserved among these proteins. This comparison revealed
five highly conserved lcucine residues and various conscrved
glutamine residues, whose functions will be tested.

In a recent study, we identified a 5.3-kb DNA fragment from
wild-type R. sphaeroides 2.4.1. (7) that contained genes homol-
ogous Lo the fiiFF operon of 8. syphimuritun (IFGHIK). Tic
oricnitation of the Rhodobacter fliK gene found in this work
agrees with the previously deseribed orientation for the fiiH. -1,
and -/ gencs from R. sphaeroides 2.4.1. and WSS (7, 14).

We found an ORF upstream of fliK which does not corre-
spond to flif (data not shown). This ORF has also previously
been found in Bacillus subtilis (3} and Vibrie parahaemolyticus
(34), but not in E. coli or 8. pphimurium. There is a putative
ORF with no obvious consensus promoter sequence down-
stream of fliK, suggesting that fiK is not the last gene in its
operon.

Proposed models for hook length regulation. The hook must
have a precise length in order to efficiently transmit torque to
the filament (23). Several models have been proposed 1o ex-
plain the hook length control exerted by FlK (15, 25, 26, 57).
These mechanisms involve switching export machinery and the
participation of different proteins, i.c., FIhB, FigM, and RfiH.
FIhB has previcusly been proposed to form part of the export
apparatus, mediating the ordered export of proteins in re-
sponse to the state of flagellar assembly (25). FigM is involved
in negative regulation of late gene expression (13, 24) until it is
excreted from the cell (18). RIH has been recently proposed to
participate with FIhB in negative regulation of FlgM export via
a double-locked-gate model (26).

The discovery of a polyhook mutant of R. sphaeroides sug-
gests that this bacterium also has export switching machinery
that allows the export apparatus to change its substrate spec-

Rs PLALAAPDAP AELQDRI... ..LEAAAGEG BIEIVLAPET LGRLRIRVEM
8t PV.LSAPLGS HEWQQTFSQQ VMLFTROGQQ SAQLRLHPEE LGQVHISLKL
Bc PV.LSAPLGS MEWQQSLSQH ISLFTRQGQQ SAELRLHPQD LGEVQISLKV
Vp KVDTSAGKWG EQMMQVLHDR VTLOAQQSVQ EAKIRLDPPD LGKLDLLVRV
Bp ETKTVADQVI NAWKQMKYTP FG....RSTG SFTIRLNPEH LGFVTIKLTN

*  PV-LSAP--- -EWQQ----- -- LF--0G-Q $A-IRL-PE- LG-V-I-L--

Re RDGTAQVSFT TETAEAARLL SGQEGRLSDL LEKHGLSLGR HE........
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Ec DDNQAQIOMY SPHOHVREAAL EAALPVLRTY LAESGIQLGD SNISGES. ..
Vvp EGDRLSVQIN ANTAATREAL MQVSERLRTE LQEQNFVHVD VNV
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8t . FAGQQQSSS .QQOSSRAQH TDAFGAEDPI ALAAPASLQA AARGNGAVDI
Be L FSGQQOAAS QQQQSQRTAN HEPLAGEDDD TLPVPVSLQG RVTGNSGVDI

v ...GADQGQE RHOQOMNDED TTIFAARESS A...... FQS NTTTNYSEHW
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FIG. 8. Sequence alignment of the C-terminal regions of FliK proteins from
R. sphaeroides (Rs: from residue P-344), 8. ppfimurium (St). B coli (Ech V.
parahaemolytics (Vp), and 8. subiifis (Bs). The sequence marked with an aster-
isk Tepreserts o consensus in at least three sequences, Residues identical in all
five sequences are shown in boldlace. The alignment was performed with the
PILEUP program (12). Dashes indicate residues that are not conserved in the
canscnsus sequence; duts indicate gaps.
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ilicity. In addition. the cxpression of flagellar operons in R.
sphaeroides should be coupled to fagellar assembly, possibly
through an anti-sigma factor regulation mechanism. It must be
stressed that R, sphaeroides is o uniflagellated bacterium with a
straight hook, unidirectional Hagellar rotation, and a swimming
pattern different from that of enteric bacteria. Thus, it seems
that the general mechanisms of Qugellar export and regulation
of Magellar genes are conserved among distantly related bac-
terta.

How the state of assembly of the hook is sensed remains to
be answered. Research will be directed toward understanding
this process. ’
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RESULTADOS ADICIONALES

Los pldsmidos utilizados adicionales a los que se muestran en la tabla | dei articulo

son los siguientes:

Tabla 2

pRK415
pCHBS500

pET19bF

pBG0405a
pBG0405b
pBG0503a
pBG0503b

pBG0509
pBGO110

pBGO111
pBGO112
pBGO113
pBG0215
pBGO0216
pBG0217
cl40 A

cl40 B

Vector de expresion para R. sphaeroides de 10.5 kb, con el sitio de
policlonacién de pUC19; Tc¢' (Keeny cols., 1988)

Igual que pRK415 pero con el promotor del gen cycA4 insertado en el sitio de
policlonacién; Tc' (Benning y Somerville, 1992)

Vector de expresidn con una regién promotora T7/ac seguida de ADN que
codifica para 10 residuos de histidina y el octapéptido FLAG; Amp' (Fan y
Macnab, 1996)

Inserto Sall de 4.6 kb del plasmido pBG0404 clonado en pRK415 en la
misma orientacién que el promotor Tet del vector; Tc' *

Igual que pBG0405a pero con el inserto clonado en la orientacién opuesta;
Tc" *

Fragmento EcoRI de 5.1 kb del c140, clonado en pRK415 en la misma
orientacion que el promotor Tet del vector; Tc' *

Igual que pBG0503a pero con el inserto clonado en la orientacién opuesta;
Tcf *

Inserto de pBG0503a clonado en el vector pCHB500 *

Fragmento de 1.3 kb que contiene al gen fliK de E. coli clonado en pRK415;
Tc"  *

Producto de PCR de 1.4 kb que contiene el extremo 3' del gen /7iKg; clonado
en el vector pTZ19R; Amp' *

Inserto de pBGO111 clonado en pET19bF; Amp"  *

Inserto de pBGO111 clonado en pRK415; Tc' *

Producto de PCR de 2.1 kb que corresponde al gen fliKgs, clonado en el
vector pET19bF; Amp' *

fliKgs clonado en el vector pTZ19R; Amp'

fliKgs clonado en el vector pRK415; Tc' *

Fragmento de ~21 kb del inserto de c140 clonado en el vector pLA2917
(Allen y Hanson, 1985); Tc' *

Fragmento de ~11 kb del inserto de c140 clonado en el vector de expresion

pLA2917; Tc' *

* Construcciones realizadas durante el presente trabajo.
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Complementacion de la mutante PG

Como se menciond en el articulo, et cosmido ¢140 (30 kb) es capaz de restablecer ¢l
fenot{po silvestre en la mutante poligancho (tanto a PG, como a PG2). Debido a esto, se
aislaron diferentes subclonas de ¢140 para obtener un fragmento de menor tamafio que
siguiera complementando. Se realizé un mapa de restriccién del inserto de c140 (ver Figura
13) para lo cual se utilizaron enzimas de restriccién que no cortaran frecuentemente el
ADN rico en G+C de R. sphaeoride.s como Dral, Bglll, o Hindlll asi como diferentes
dobles digestiones.

Los resultados de complementacién }Sara las mutantes PG y PG2 indicaron que sélo
las construcciones, c140, c140 A y c140 B son capaces de restablecer el fenotipo silvestre.

El nado se verifico tanto en cultivo liquido (por microscopia éptica), como en cajas

de agar suave (Figura /2).

Figura 12. Placa de nado de la mutante PG sola y complementada con las construcciones
c140, c140A y c140B.

Por su parte, los plasmidos pBGO0405a y b asi como el pBG0503a y b, no fueron

capaces de complementar la mutante PG.

La relacién existente entre estas construcciones se muestra en la Figura 3.
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Figura 13. Relacién existente entre las construcciones utilizadas para la complementacién de

la mutante PG. En cada plismido se sefiala la localizacidn del gen fIiK. Las letras sefialan los sitios de corte
para las siguientes enzimas de restriccién: D-Dral, E-EcoR1, H-Hindlll, B-Bglll, S-Sail. Los cuadros indican
la existencia de una secuencia promotora al inicio del gen fTiK asi como al inicio del gen /i0. La construccién
EcoRl corresponde al plasmido pBG0503a y la Sa/l al plasmido pBG0405a (ver Tabla 2).

Inicialmente se pensé que la falta de complementacién con el plasmido pBG0503a
podia deberse a que se requeria de un promotor més fuerte para restablecer el fenotipo
silvestre; sin embargo, el plasmido pBG0509 que contiene el promotor del gen cycd de
Rhodobacter capsulatus (Benning y Somerville, 1992), tampoco fue capaz de
complementar. Las mutantes PG y PG2 complementadas con dichos pldsmidos se
observaron al microscopio electronico y presentaban el fenotipo poligancho. Por otra parte,
el experimento de complementacién también se realizé con el pldsmido pBG0217 que
contiene Unicamente al gen fliKg,, €l cual a su vez fue incapaz de restablecer el fenotipo
silvestre. Por ttimo, el resultado de la complementacion heterdloga utilizando el gen f1iK
de E. coli en el plasmido pBGO110, también fue negativo. Cabe mencionar que una
mutante en fJiJ si se complementa con el plasmido pBG0503a (dato no mostrado), y que
como se muestra en el articulo del apéndice I, la construccién pBG0405a es capaz de
complementar una mutante en fliM. Es decir, dichas construcciones si se estian expresando

en R. sphaeroides, pero son incapaces de restablecer el fenotipo silvestre de 1a mutante PG.
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Estos datos muestran que, en el caso de la mutante poligancho, existe un efecto
polar del transposén TnphoA insertado en fliK hacia los genes que estan rio abajo y que
forman parte del mismo operdn: fliL, My N (ver apéndice I). Es por ello que sdlo si todos
los genes del operdn estan presentes (como en c140, c140A y ¢140B), la mutante recupera

la movilidad. Estos resultados se discuten ampliamente en la siguiente seccidn.

Secuencia de fliK

En el transcurso de los experimentos de complementacion se observd que la
secuencia del gen fliK incluia a la del denominado “orf” mencionado en el articulo 1 y el
apéndice I; es decir, la secuencia nucleotidica completa del gen fliK consiste de 2103 pb
que codifican para una proteina de 700 aminodcidos con un peso molecular deducido de
67,219 Da. Dicha secuencia presenta un sitio, con una posible secuencia de union a
ribosomas (AGGAG), localizado 7 pb rio arriba del codén de inicio. El nimero de acceso
para la secuencia completa en GenBank es el U86454. En el plasmido secuenciado se

identifico también el extremo 3' del gen fliJ; y entre éste, y el principio de f1iK, existe una
54

region intergénica de 55 pb que contiene una secuencia consenso promotora tipo G

TGGCACNSTTGCA (Helmann, 1991).
La comparacién de aminoacidos entre las proteinas FliK de R. sphaeroides y S.
typhimurium muestra un 22% de identidad, inicidndose el alineamiento en el residuo 301 de

FliKgs, es decir, la proteina de R. sphaeroides presenta una extension del extremo N-

terminal (ver discusién).
Purificacion de FliK

Para amplificar por PCR el gen fliKps se disefiaron los siguientes

desoxioligonucledtidos, con sus respectivos sitios de corte para enzimas de restriccion:

Ndel
a) 5' AGACACATATGAAGCTCGTCGAGG 3'

Bipl
b) ' GTCACGCTCAGCTTATCAGGCAAT 3'
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Se amplificé un producto de 2.1 kb que se clond en el vector pET19bF, el que
presenta una secuencia que codifica para 10 residuos de histidina asi como el octapéptido
DYKDDDDK que es reconocido por el anticuerpo monoclonal FLAG (Fan y Macnab,
1996). Este plasmido (pBGO0215) se transformé en E. coli y su expresién se indujo con
IPTG. El extracto de células lisadas se corrié a través de un gel de poliacrilamida-SDS, que
se transfirid a una membrana de nitrocelulosa para realizar una inmunoréplica tipo Western

utilizando anticuerpos anti-histidinas como se mencioné en la metodologia. El resultado se

muestra en la Figura /4.

] 2 3 4 Kb
—17

s —83

T e —f2
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—16.5
Figura 14, Inmunoréplica tipo Western utilizando anticuerpos anti-histidinas de las proteinas

resultantes de la expresién de 1) vector pET19bF, 2) el plasmido pKMO003 que contiene al gen fliK de .
fyphimurium {ver tabla 1 del articulo 3), 3) pldsmido pBGO0112 que contiene ¢l extremo 3' del gen fliky,, 4)
plasmido pBG0215 con el gen fliKg,. Las proteinas codificadas por estos piasmidos contienen la fusién con

los residuos de histidina.,

El tamaiio de la proteina FliK deducido de la secuencia de aminoicidos es de 67.2
kDa; sin embargo, como se observa en el carril 4, la expresién del gen genera una proteina
de ~90 kDa. Esta migracién andmala puede deberse al alto contenido de prolinas de FliK.

Posteriormente FliK se purificéd utilizando una resina de Ni-NTA (Qiagen). El perfil
de elucion se muestra en la Figura 15. El gel de poliacrilamida, asi como la inmunoréplica
tipo Western, indican que la proteina eluye a partir de una concentracion de 100 mM de

imidazol. Como se observa en la Figura /5, se obtiene una preparacién con un alto grado
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de pureza; sin embargo, existen alin bandas contaminantes de bajo peso molecular, algunas

de las cuales pueden ser el resultado de degradacion proteolitica.

60mM Imidazol 100-600mM Imidazol

v

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 PM

th d—

kDa pMm 1 2 3 4

473

32.5

25

16.5 §

b) kDa 1 3 5 6 PM 7 1t 12 13

83

Figura 15. Perfil de elucién de la proteina FliKg.. a) Geles de poliacrilamida SDS tefiidos con
azul de Coomassie en los que se muestran las diferentes fracciones que eluyen de la columna. En los carriles
1-4 se observa la elucién de la muestra, del 5-10 corresponden al lavado con 60 mM de imidazol, del 11-16 es
ia elucién con un gradiente linear de 100-600 mM de imidazol. b) Inmunoréplica tipo Western de las
fracciones 1,3,5,6,7,11,12 y 13 de la elucién, utilizando para la deteccién el anticuerpo anti-histidinas.

¢ FliK de Salmonella typhimurium

Los resultados se muestran en el articulo del apéndice I1.
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EL OPERON figG: ESTUDIO DE UNA MUTANTE DEL ANILLO P

Los experimentos relacionados con la caracterizacién del operén fIgG han concluido
recientemente y los resultados estdn incluidos en un articulo que serd enviado a publicacién

proximamente y que se titula:

"Molecular Genetics of the flg/ Region and Its Role in Flagellum Biosynthesis in

Rhodobacter sphaeroides”.
Bertha Gonzalez-Pedrajo, F. Javier de la Mora, Teresa Ballado, Laura Camarena y Georges

Dreyfus.

Las mutantes y plasmidos obtenidos en esta parte del trabajo se muestran en la

Tabla 3 y la relacion entre las clonas utilizadas se presenta en la Figura /6.

Tabla 3

CEPAS

Rsgl derivado Tnphod:flg] de R. sphaeroides WS8-N, no mévil, Kn', Nal’
Rsgl-np derivado uidA-aad::flgl de R. sphaeroides WS8-N, no mévil, Spc', Nal’

PLASMIDOS
pTngl fragmento de 4.7 kb clonado en pTZ18R que contiene 4.6 kb de Tnphod y
125 pb del ADN de Rsgl adyacente al sitio de insercion del transposén; Kn',
"~ Amp’

pBG401 fragmento PstI de 3.9 kb de ADN de R. sphaeroides WS8-N clonado en
pTZ19R, contiene los genes flgG, flgH, flgl, figJ y secuencia parcial de fIgK;
Amp'

pBG402-A  inserto del plasmido pBG401 clonado en pRK413, los genes se encuentran
en la misma direccién de los promotores del vector; Tc'

pBG402-B  inserto del plasmido pBG401-A clonado en pRK415, en la direccion
opuesta; Tc'

pBG003-A  fragmento Sall de 0.8 kb proveniente de pBG401, clonado en pTZI9R;
Amp'

pBG003-B  inserto del pldsmido pBG003-A, clonado en pTZ19R en la orientacion
opuesta; Amp’

pBG104-A  fragmento Sall de 1.5 kb proveniente de pBG401, clonado en pTZI9R;
Amp'

pBG104-B  inserto del plasmido pBG104-A, clonado en pTZI9R en la orientacion
opuesta; Amp"
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pBG105-A

pBG105-B
pBG506-A

pBG506-B
pBG107-A
pBG107-B
pBG108-A
pBG108-B
pBG009
pBGO10
pBG811
pBG812
pBG313
pBGS14

pBG515

fragmento Sa/l-PstI de 1.6 kb proveniente de pBG401, clonado en pTZ19R;
Amp'

inserto EcoRI-Ps#I del pldsmido pBG105-A, clonado en pTZ18R; Amp'
fragmento Sall de 5.9 kb de ADN de R. sphaeroides WS8-N clonado en
pTZI9R, contiene los genes fIgJ, flgK y secuencia parcial de fIgL; Amp'
inserto del pldsmido pBGS506-A clonado en pTZ19R en la orientacion
opuesta; Amp’

fragmento PstI de 1.9 kb proveniente de pBG506-A, clonado en pTZI19R;
Amp'

inserto del pldsmido pBG107-A, clonado en pTZ19R en la orientacién
opuesta; Amp'

fragmento PstI de 1.3 kb proveniente de pBG506-A, clonado en pTZ19R;
Amp'

inserto del plasmido pBG108-A, clonado en pTZ19R en la orientacién
opuesta; Amp’

fragmento Pstl-Sall de 0.8 kb proveniente de pBG506 clonado en pTZI9R;
Amp'

fragmento Pstl de 0.3 kb proveniente de pBG506 clonado en pTZ19R; Amp’ ~
fragmento de 8.2 kb que resulta de la unién de las clonas pBG401 y pBG506
clonado en pTZI19R, contiene los genes flgG, flgH, flgl flgJ flgK vy

secuencia parcial de flgL; Amp'

inserto del plasmido pBG811 clonado en pRK415, los genes se encuentran
en la misma direccién de los promotores del vector; Tc'

fragmento BamH]I de ~3.8 kb de ADN de R. sphaeroides WS8-N clonado en

pTZ19R, contiene el gen flgl completo; Amp'
fragmento de 5.3 kb que incluye al pldsmido pBG401 con el cassette de

espectinomicina insertado en el sitio Bipl del gen flgf (flgi::uid4-aad).
inserto del plasmido pBGS514 clonado en el sttio PsiI del vector suicida

pJQ200
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Figura 16.

D phod Kan- 3
A pho : Kan - . - ] TnphOA
SD__phod VR
gy TP
S H
Eo.a P s 1t ] pBG4o1
“

P H PP P S
! [ | P BT 7oeosu
—
B 1 S 1.9 P
} pBG313
Iﬂa;'G figH flgl  fig) figk _ fiel :
i ‘ > >
1IKb
Figura 16. Relaci6n existente entre las construcciones utilizadas para la caracterizacién de Ia

mutante Rsgl. Las letras indican los sitios de restriccién para las siguientes enzimas: S-Salfl, D-Dral, P-Pst,
H-Hindlll, B-BamHI. Los mimeros seflalan el tamafio del fragmento en kb. Los rectingulos negros
corresponden a las sondas utilizadas. Kan" (gen de resistancia a kanamicina).

Aislamiento y seleccion de la mutante Rsgl

La mutante Rsgl se generé por insercién del elemento transponible TnphoA en el
cromosoma de la cepa silvestre de Rhodobacter sphaeroides WS8-N (Rs). Se obtuvo como
una colonia resistente al antibiético kanamicina (resistencia conferida por el transposén
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Tn5); y con una frecuencia de 1 en 600 exconjugantes. Rsgl fue capaz de crecer tanto en
condiciones fotosintéticas como aerdbicas, con la misma velocidad de crecimiento que la
cepa silvestre.

Las colonias se analizaron en placas de nado o agar suave, en las que se observé que
la mutante Rsgl no forma el anillo de ﬁado caracteristico que genera la cepa silvestre al
alejarse del punto de inoculacién (Figura 17).

Figura 17. Placa de nado de R. sphaeroides WS8 (WT) y la mutante Rsgl.

La movilidad de Rsgl también se verificé por microscopia éptica de campo oscuro
de aita intensidad, utilizando un cultivo en fase temprana de crecimiento (ODggo nm de 0.35),
que resulté no mévil, comparado con un cultivo silvestre en el que las células nadaban
activamente. El andlisis al microscopio electrénico de la mutante mostré que carece de

cualquier estructura flagelar externa, por lo que se le asign6 un fenotipo flagelar no mévil

(Fla’).

Identificacion del gen responsable del fenotipo Fla

La existencia de un nico evento de insercion del transposon en el cromosoma de R.
sphaeroides se demostré por andlisis de hibridacién tipo Southern; utilizando como sonda
el fragmento interno Dral-Sall de Tnphod sobre la digestion con Sall del ADN
cromosomal de la mutante Rsgl (Figura I8).
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Figura 18. Hibridacién tipo Southern 1) ADN cromosomal de la mutante Rsgl digérido con
Sall 2) Fragmento Dral-Sall de TnphoA, el cual se utilizé como sonda.

Este fragmento de 4.7 kb (clona pTngl) contiene el ADN adyacente (125 pb) al sitio

de insercién del transposén (ver Figura 16), por lo que se utilizé para identificar al gen
responsable del fenotipo no mévil. Se realizé la secuenciacién nucleotidica del fragmento
de 125 pb y su traduccién a aminodcidos. El andlisis de comparacién con la base de datos
Swissprot indicé la existencia de homologia con la proteina Figl de Salmonelia

typhimurium, la que constituye el anillo P del cuerpo basal del flagelo.
Clonacion del gen flagelar flg]

Para la clonacién del gen flg/ completo del ADN cromosomal de R. sphaeroides
WS8-N, se realizaron estudios de hibridacién tipo Southern. Se utilizé como sonda el
fragmento Sall-Dral de 379 pb de la clona pTngl (ver Figura 16). Este fragmento se
hibridé con el ADN cromosomaly; digerido con diferentes enzimas de restriccién y se
obtuvieron bandas de hibridacién de aproximadamente 3.9 kb (PstI), 1.5 kb (Sall) y 21.0 kb
(EcoRI) (dato no mostrado). Las regiones que dieron sefial positiva se purificaron,
clonaron y transformaron como se describe en la metodologia. Se obtuve un total de 331
colonias transformantes con insertos de la region Psfd y 433 para Sall (la regién de
hibridacién obtenida con EcoRI no se clond debido a su gran tamafio).

Las transformantes se sometieron a un experimento de hidridacién en colonia,
utilizando como sonda el mismo fragmento Sa/l-Dral de 379 pb de la clona pTngl.

Posteriormente, se realizé la.minipreparacion de ADN de las colonias que dieron sefial
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positiva, asi como el respectivo analisis de restriccién para verificar la presencia del inserto
correspondiente, y las digestiones se hibridaron utilizando la misma sonda (Figura 19). La
clona positiva para el inserto Psfl se denominé pBG401 y su andlisis de restriccién mostrd

que contenia incluido el fragmento Sall de 1.5 kb que se clond y se denominé pBG104-A.

23
®
39k » '
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Figura 19, Hibridacién tipo Southern utilizando como sonda el fragmento Sa/l-Dral de pTngl,
sobre minipreparaciones de ADN de las colonias que dieron sefial positiva. En el carril 1 se muestra el
fragmento Sall de 1.5 kb y los carriles 4, 5, 6 y 9 contienen ¢l fragmento Ps/I de 3.9 kb. La banda intermedia
(2.9 kb) presente en todos los carriles corresponde al vector pTZ19R.

Secuenciacion nucleotidica del gen flgl

Para llevar a cabo la secuenciacién nucleotidica, se subclonaron los fragmentos Sall
de 0.8 kb, Sall de 1.5 kb y Sall-Psfl de 1.6 kb del pldsmido pBG401, generando las clonas
pBG103, 104 y 105, respectivamente (ver Tabla 3 y Figura 16).

" Se secuencié un total de 3956 pb a partir de las cuales se obtuvo la secuencia de
aminoécidos y se realizé una bisqueda de similitud en la base de datos. Las proteinas que
mostraron homologia'} con esta secuencia resultaron ser proteinas ﬂagelarles de otras
especies bacterianas: FlgG, FigH, Flgl, FlgJ y el extremo amino terminal de FIgK. En esta
secuencia también se identifico una regién rio arriba del gen flgG con homologia a la
‘secuencia consenso para un promotor tipo o> (Helmann, 1991). La secuencia es la
siguiente: TGGCACNSTTGC y las bases subrayadas son las que estin absolutamente
conservadas.

La proteina Flgl (anillo P), cuya ausencia genera el fenotipo no mévil de Rsgl,

mostré tener una alta similitud con la misma proteina de otras especies bacterianas: 54% de
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identidad con Pseudomonas putida y 44% con S. typhimurium. En la Figura 20 se muestra
el alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de Flgl de P. putida y R. sphaeroides
y se sefiala el sitio que corresponde al lugar en el que se inserté el transposén en Rsgl. Se
muestra también un posible sitio de corte de la secuencia sefial que identificamos en esta
proteina. Una secuencia que cumple con las caracteristicas de un péptido sefial también fue
identificada en la proteina FlgHp,: MSRRMSLTALALLLAPAACS

\
Rs 1 M...RRALLLAALLACAPPAFADRLKDLTTVAGVRSNPLVGYGVVVGLSG 47

| EAT D bl s L -1

Pp 1 MFNVRQLIATTLLLSCAFAAQAERLXKDIASISGVRSNQLIGYGLVVGLNG S50

Rs 48 TGDGNSQ. .LTQQSMQSLISRLGLSVE. . TGDLKAKNAAAVMVTADLPPF 93

S I R O R R A A A e Ay

Pp 51 TGDQTTQTPFTLQTFNNMLSQFGIKVPAGSGNVQLKNVAAVSVHADLPPF 100

Rs 94 LKIGQTLDVTVSTVGQAKSLKGGTLLMTPLMGADGEVYAIAQGNLVVGGL 143

IR R R .

Pp 101 AKPGQVVDITVSSIGNSKSLRGGSLLMTPLKGIDGNVYAIAQGNLVVGGF 150

Rs 144 GVEGKDGSSLTVNIPTVGRVPRGGMVEKMVETPFLETDHLVLNLNRGDFS 193

AR L N N I A A
Pp 151 DAQGRDGSKITVNVPSAGRIPGGASVERAVPSGFNQGNTLTLNLNRPDFT 200

ITnphoa . . . .
Rs 194 TAAAVAEGVNRTFGPDVAVALDGTSIRVRAPADPAQRVSFMSLLENVEVD 243

IR IR R

Pp 201 TAKRIVDKVNDLLGPGVAQAVHGGSVRVSAPMDPSQRVDYLSILENLEID 250

Rs 244 PAPPVARVVVNARTGTVVIGGTVKVTPAAVTHGSLTVRVTEDQRVSQGAS 293

R R R e A A RN A A

Pp 251 PGQRAVAKVIINSRTGTIVIGQNVKVSP.AVTHGSLTVTITEDPIVSQPGA 299

RS 294 VVVGNNATVVAPGEPVVTPDSQVQVVEEPAKAFVFDPGVSLSSLVDAINA 343
|« 10 ] R

Pp 300 ......... FSNGQTAVVPRSRVNAEQEAKPMFKFGPGTTLDEIVRAVNQ 340

Rs 344 VGASPSDLVAILEALREAGALRAELVVI* 372

L1 T [-1:1:01]

Pp 341 VGAAPGNLMAILEALKHR.PLQADLIVI* 368
Figura 20. Alineamiento entre los 371 aminoicidos de Flglg, y los 367 aminoécidos de Flglp,.

La flechas sefiala el posible sitio de corte del péptido sefial, asi como el sitio que corresponde en Flgl al tugar
en el que se insertd Tnphod en figl.
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Complementacion de la mutante Rsgl

Para los experimentos de complementacién en trans y restablecimiento de la
movilidad de la mutante Rsgl se utilizé el plasmido pBG402-A y se observd que la mutante
Rsgl complementada no recupera el nado (Figura 21). Este resultado se verifico por

microscopia Optica utilizando cultivos en medio liquido.

Figura 21. Placa de nado de R sphaeroides WS8 (WT), asi como la mutante Rsgl sola y
complementada con los plasmidos pBG402-A v B.

El analisis al microscopio electronico mostré que no existe filamento, por lo que el
fenotipo silvestre no se recupera. Sin embargo, para verificar la presencia de cualquier otra
estructura flagelar en Rsgl complementada, las células se rasuraron y el contenido
extracelular se observé al microscopio electronico. Los resultados indicaron la existencia de
gancho en la mutante complementada (dato no mostrado), independientemente de la
orientacién de la clona pBG402 respecto al promotor del vector; lo que a su vez corrobora
la presencia de un promotor intemo en dicha construcciéon. Cabe mencionar, que en la
mutante Rsgl rasurada, que se utilizd como control, no se encontraron ganchos. Estos
resultados indican que el defecto generado por la ausencia de la proteina Flgl ha sido
restablecido en dicho experimento de complementacidn, ya que para que se ensamble el
gancho, se requiere el anillo P. Sin embargo, en la mutante complementada no se forma el
filamento, lo que implica un efecto polar del transposén en flg/ hacia los genes 3’ y que la
presencia de éstos en los plasmidos pBG402-A y B es indispensable para el

restablecimiento del fenotipo silvestre.
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Clonacién y secuenciacién de los genes rio abajo de flgl

Para la clonacién de los genes localizados hacia el extremo 3’ de flg/ se realiz6 una
hibridacién tipo Southern, utilizando como sonda el fragmento Sa/I-PsfI de 1.6 kb del
plismido pBG401 sobre una digestién del ADN cromosomalg; con Sa/l. Se obtuvo una
regién de hibridacién de aproximadamente 5.9 kb, la cual se cloné y transformé. Se
obtuvieron un total de 150 colonias transformantes que se sometieron a hibridacién en
colonia utilizando como sonda el mismo fragmento de pBG401. Los resultados de la
hibridacién mostraron dos colonias que dieron sefial positiva (Figura 22), cuyo ADN
plasmidico se analizé tanto por restriccién como por hibridacién para verificar la presencia
del inserto correspondiente. Las dos clonas obtenidas presentaron orientaciones opuestas y
se denominaron pBG506-A y B (ver Tabla 3 y Figura 16).

Figura 22. Hibridacién tipo Southern en colonia utilizando como sonda un fragmento Sa/l-Psil
de 1.6 kb de pBG401. El simbolo (+) sefiala las dos colonias que se utilizaron como control positivo en cada
caja y que contienen al plasmido pBG401. Las flechas seflalan las colonias que contienen las clonas pBG506-

AyB.

Para llevar a cabo la secuenciacién nucleotidica de pBG506, se subclonaron los
fragmentos: PstI de 0.3 kb (generando el plasmido pBGO010), PsfI de 1.3 kb en ambas
orientaciones (pBG108-A y B}, Pstl de 1.8 kb en ambas orientaciones (pBG107-A y B) asi
como el fragmento PstI-Sall de 0.8 kb (pBG009). Se secuencié un total de 4324 pb cuya
t_raduccién a aminoacidos se compard en la base de datos. Las proteinas flagelares de otras
especies bacterianas que mostraron homologia con esta secuencia fueron: FIgK y FlgL
(proteinas HAP1 y HAP3 respectivamente).
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Complementacidon de la mutante Rsgl con la clona pBG812

Para intentar nuevamente restablecer el fenotipo silvestre de la mutante Rsgl, se
generé la clona pBG811 (Zabla 3), que resulta de la unién de las clonas pBG401 y
pBGS506; y que contiene desde el gen flgG hasta el gen flgL (que se encuentra incompleto
en esta construccién). Las clonas se unieron a través del sitio inico y comin entre ellas
HindIIl (ver Figura 16). La construccién pBG812 se introdujo en Rsgl y se observé que la
mutante complementada no recupera la movilidad (Figura 23); es decir, a pesar de que en
este nuevo plismido existe un fragmento adicional en el extremo 3' de 4.3 kb (comparando
con la clona con la que se realizé el primer ensayo de complementacion), éste fue también
incapaz de restablecer el nado. Después de 48 hrs de incubacién, la mutante con el
plasmido pBG812 comienza a nadar; sin embargo, esto se atribuye a un posible evento de
recombinacién, ya que la mutante complementada fue incapaz de nadar en un cultivo

liquido en fase temprana de crecimiento (ver discusion).

Figura 23. Placa de nado de R. sphaeroides WS8 (WT), asi como la mutante Rsgl sola y
complementada con el plasmido pBG812.

Estos resultados (la ausencia de complementacion con pBG812), indican
nuevamente la existencia de un efecto polar del Tnphod en flgl hacia los genes 3’ que
formen parte del mismo operén. Sin embargo, el anilisis detallado de la secuencia
nucleotidica mostré una regi6én intergénica de 108 pb entre flgJ y figK que contiene un
posible promotor tipo ¢** (clase 3), por lo que los genes figK'y flgL formarian parte de otro
operén. La secuencia para el promotor tipo o es la siguiente: GCAAN,;sGCCGAGGA.

Por lo tanto, la incapacidad para restablecer el fenotipo silvestre puede explicarse si se
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consideta que dicho posible promotor o®* no es funcional y que todos los genes se
transcriben desde el promotor o* localizado rio arriba de fIgG (ver discusién). Haciendo
esta consideracion, el hecho de que la mutante no se complemente puede deberse entonces
a que el gen flgL se encuentra incompleto en pBG812, imposibilitando el ensamblaje de la
proteina HAP3 (codificada por figL) y por 16 tanto de la flagelina (FliC); o bien, a que el
gen o genes rio abajo de fIgL contribuyen al correcto ensamblaje de la proteina FliC, o
expresion del gen fliC.

* Para eliminar la posibilidad de que la expresion de fliC y/o la exportacién de FliC
estuviera afectada por la insercién de Tnphod en flgl, se realizé un experimento de
inmunoréplica tipo Western, utilizando anticuerpos anti-FliCg,. Los resultados muestran
que en la mutante Rsgl existen s6lo niveles basales de flagelina en la célula y que la
proteina no se exporta, mientras que en la mutante complementada tanto con pBG402-A
como con pBG812, incrementan aproximadamente 10 veces los niveles de flagelina
intracelular y que ésta es capaz de ser exportada (Figura 24). El hecho de que FliC se
sintetice indica que los genes clase 3 estin siendo expresados, por lo que la falta de
complementacién se le puede atribuir sélo a la ausencia de la proteina HAP3 completa.

Estos resultados se discuten ampliamente en la siguiente seccién.

Rsgl pBG402-A pBGS812

SpSp_SP

Figura 24. Inmuncréplica tipo Western utilizando anticuerpos anti-flagelina de R. sphaeroides, del
sobrenadante (S) y el precipitado (P) resultante de la centrifugacién de bacterias de la mutante Rsgl sola y
complementada con los pldsmidos pBG402-A y pBG812. El carri!l entre estos ultimos sefiala los pesos
moleculares que corresponden a 32.5, 47, 62 y 88 kDa. La flecha sefiala la banda correspondiente a la
flagelina (55 kDa).
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Clonacion del extremo 3’ del gen flgL

Para obtener una construccién con el gen flgL completo, se realiz6 un experimento
de hibridacién tipo Southern, utilizando como sonda el fragmento Pstl-Sall de 0.8 kb del
plasmido pBG506, sobre una digestién de ADN cromosomalgs con BamHI. Se obtuvo una
regién de hibridacién de ~3.8 kb que se clon6 y transformd. Posteriormente, se realiz6é una
hibridacién tipo Southern en colonia utilizando como sonda el fragmento Pstl-Sall de 0.8

kb de pBG506. Se analizaron ~1000 colonias transformantes de las cuales 4 dieron sefial

positiva (Figura 25).
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Figura 25. Hibridacién tipo Southern en colonia utilizando como sonda un fragmento Pstl-
Safl de 0.8 kb de pBG506. El simbolo (+) seflala las dos colonias que se utilizaron como control positivo en
cada caja y que contienen al plismido pBG506. Se sefialan las cuatro colonias con sefial positiva.

El ADN de las colonias positivas se analizé por restriccién e hibridacién y el
plasmido resultante se denominé pBG313. Se llevo a cabo la secuenciacién nucleotidica
identificandose ¢l extremo 3' del gen flgL que es el ultimo gen del operén. Rio abajo se

identificé una secuencia de promotor tipo o, asi como un marco de lectura abierto que no

presenta homologia con ninguna secuencia flagelar.
Proteinas y genes flagelares identificados

En las 8460 pb secuenciadas se identificaron 6 genes: figG, flgH, fig], flgJ, flgK'y
figL, asi como dos diferentes posibles promotores, el nimero de acceso en GenBank es el
AF205139. El contenido G+C de toda la secuencia es del 72%, lo que coincide con el alto
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contenido G+C que ha sido observado para el cromosoma de R. sphaercides. En la Figura
26 se muestran los tamaifios de dichos genes, las secuencias de inicio y término, de union a
ribosomas, los posibles promotores, el peso molecular calculado de las proteinas, asi como
el porcentaje de identidad con la proteina homdloga bacteriana mas conservada. Para mayor
facilidad, en el apéndice III se muestran los alineamientos con cada proteina (excepto para

Flgl que esta en la Figura 20), asi como la secuencia nucleotidica completa.

l o 54 146 flgG
CTGCAG---=-=mmmmmeee CTGAAGGAGCCCCGCATG---=mmmmmemem TGAGGCG
Pstl 262aa.
27,728Da
50% St
942 flgH 1606 Sgl
CAGATG-----=------- TTCCGTGGTCTCGCCGCTGTGA CCG
222aa 371aa
23,540 Da 37,847 Da
31% St 54% Pp
2722 et 3024 c 28
AACTGGTGGTGATCTGATG TGA TCCGGGAGA
100aa
10,397 Da
29% Ve
3132 flgK 7231 fgL 8460
CCTGACCCTTG TGAGGCGGCCATG TAG
1363aa 409aa
133,134 Da 42,729 Da
27% St 23% Ve
Figura 26. Los codones de inicio y término de cada gen se muestran en negritas, los nimeros

en la parte superior de la secuencia corresponden a las pares de bases. El sitio de unién a ribosomas se sefiala
subrayado. St-S. typhimurium, Pp-P. putida, Vc-V. cholerae. El porcentaje de identidad para la proteina FlgJ
es tnicamente con el extremo N-terminal de Flgly,, y el porcentaje de identidad para la proteina FlgK es
considerando s6lo el extremo N-terminal de FlgKg, lo cual se debe a los diferentes tamafios de las proteinas

(ver mas adelante).

Como se muestra en la Figura 26, para el gen flg/ no se localizé una secuencia
conservada de unidén a ribosomas ("Shine-Dalgarno") y dicha secuencia es débil para el gen

flgJ. A su vez, cabe mencionar que el gen flg/ inicia con el codén GTG que codifica para
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valina, pero es cominmente utilizado en R. sphaeroides como codoén de inicio y el gen flgK
utiliza el coddén raro TTG que codifica para leucina, esto sélo lo habiamos observado
anteriormente para el gen fliQ (ver apéndice 1). A diferencia de las demas bacterias en las
que se ha identificado el gen flgKX, éste resulta ser de mayor tamafio en R. sphaeroides. Las
secuencias iniciales y finales de la proteina FlgK alinean con las proteinas correspondientes
de otras especies bacterianas, por lo que FlgKg, presenta una extension adicional en la zona
central.

La existencia de estos marcos de lectura coincide con el andlisis de prediccién de
marcos de lectura por uso de codones que se realizé con el programa Codon Preference
(GCG), utilizando el uso de codones correspondiente a 90 genes de R. sphaeroides (Figura
27). Cabe mencionar que este andlisis fue también exitosamente utilizado en la

identificacion de errores de secuenciacion.
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Figura 27. Andlisis de prediccién de marcos de lectura por uso de codones. Probabilidad de

preferencia de codones (gris); probabilidad de preferencia de GC en la tercera posicién (negro).
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Aislamiento y complementacién de una mutante fgl no polar

Para comprobar que el gen flgl de pBG401 es capaz de restablecer el fenotipo
silvestre a una mutante flgl’ cuando ésta no presenta un efecto polar hacia los genes 3°, se
construy6 una mutante no polar denominada Rsgl-np, como se describe en la metodologia.
La insercién del cassette de espectinomicina en el gen flgl se verificé por andlisis de
hibridacién tipo Southern, utilizando dicho fragmento como sonda sobre una digestiéon con
PstI del ADN cromosomal de Rsgl-np (dato no mostrado).

La mutante Rsgl-np es incapaz de nadar; sin embargo, al introducir las clonas
pBG402 A y B en Rsgl-np la mutante recupera el fenotipo silvestre (Figura 28).

Figura 28. Placa de nado de R sphaeroides WS8 (WT), as{ como la mutante Rsgl-np sola y
complementada con los plasmidos pBG402-A y B.

El hecho de que la construccién pEG402 complemente a Rsgl-np
independientemente de la orientacién de clonacién respecto al promotor del vector,

corrobora nuevamente la existencia del promotor o™ rio arriba de flgG.
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DISCUSION

Como se menciond, el objetivo general del proyecto de investigacién que se lleva
a cabo en el laboratorto se refiere al estudio de la movilidad en Rhodobacter sphaeroides.
Debido a esto, para la caracterizacion del flagelo de esta bacteria fotosintética, y en
particular, para la identificacion de los productos génicos involucrados en los procesos de
exportacidn, biosintesis y regulacion genética, se generaron mutantes no méviles y se
selecciond el fenotipo Fla. Con este enfoque experimental se identificaron 10 genes
flagelares organizados en 2 diferentes operones, cuyo estudio se realizé en el presente

trabajo.
¢ Operon fliK

Una de las grandes preguntas del proceso de biogénesis flagelar que hasta la fecha
no ha sido respondida, es la del papel que juega la proteina FliK en el ensamblaje del
flagelo. Se sabe que esta proteina participa en la regulacién de la longitud del gancho ya
que mutantes fliK" generan ganchos dé tamafio anormal, pero también esta involucrada en
el ensamblaje de la flagelina, ya que dichas mutantes son incapaces de construir el
filamento. Lo que no se conoce es el mecanismo mediante el que se monitorea o registra
que el gancho ha alcanzado su tamafio adecuado, ni el cdmo esta sefial se transmite al
aparato de exportacion para que lleve a cabo ¢l cambio en la especificidad de secrecién
de los sustratos. En este sentido es que decidimos llevar a cabo la caracterizacién de una
mutante poligancho en R. sphaeroides.

Como se mostrd en el articulo de la seccién de resultados, en el flagelo de R.
sphaeroides 1a organizacién de las subunidades de FIgE en el gancho y FlC en el
filamento generan patrones muy diferentes. Estas diferencias estructurales se lograron
distinguir a través de microscopia electrénica de transmision, por lo que ésta fue una
herramienta indispensable para la asignacion del fenotipo poligancho.

El aislamiento de esta mutante en la que se generan ganchos hasta 15 veces mas

largos que el tamafio normal, nos permitié purificar la proteina FIgE en cantidades
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suficientes para su posterior caracterizacién. La proteina del gancho se ha utilizado en el
laboratorio para la generacidn de anticuerpos anti-FIgE y por otro lado, con los ganchos
de la mutante PG, se han realizado estudios estructurales haciendo reconstruccién de
imagenes a partir de micrografias electrénicas. La proteina FIgE se obtuvo con un alto
grado de pureza, como se observo en la tincion con plata del gel de poliacrilamida (ver
Figura 4 del articulo 1) y se utilizd para obtener la secuencia de aminodcidos del extremo
N-terminal (Keck Foundation, Yale University, New Haven, CT). Dicha secuencia
presenta la regién conservada SGL, asi como las héptadas repetidas de aminoacidos
hidrofobicos caracteristicas de los extremos terminales de las proteinas axiales del flagelo
y que son importantes para la interaccion de las subunidades.

Recientemente, en el laboratorio se cloné y secuencidé el gen figk de R
sphaeroides (Ballado, T. y cols., 2000), con el que se pudo corroborar la existencia de
dichos motivos conservados. Sin embargo, la secuencia deducida de aminoacidos de la
proteina FigEg; indica que 5 de los residuos obtenidos en la secuenciacion del extremo N-
terminal, son incorrectos (ver Figura 5 en el articulo 1). La secuencia deducida a partir
del gen es la siguiente: MSINTALSGLSAAQHDIAATS; y los aminoacidos que se
modificaron corresponden al primero y los Gltimos 4. Cabe mencionar que los errores en
la secuenciacion de extremos N-terminales son comunes principalmente en los ultimos
residuos en los que la sefial es dificil de distinguir debido al alto fondo que generan otros
aminoacidos. Por otro lado, en la secuencia obtenida a partir de la proteina se supuso que
el primer aminodcido debia ser una metionina, sin embargo, la secuencia deducida a
partir del gen indicé que en esta posicion se localizaba una serina. Esto sugiere que en la

proteina madura se corta la metionina inicial, lo cual es un hecho que ocurre cominmente

en proteinas bacterianas.
Andlisis de Complementacion

El uso de mutagénesis por transposicién nos permitié contar con un marcador
para la posterior identificacion del gen fliK y de los genes aledafios en ¢l operodn, entre los
que se encuentran dos de los genes del complejo del interruptor. Sin embargo, la

insercion de Tnphod conlleva un efecto polar hacia los genes rio abajo que forman parte
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de la misma unidad transcripcional. Esto se pudo constatar en los experimentos de
complementaciéon ya que las mutantes PG y PG2 fueron capaces de restablecer el
fenotipo silvestre (nicamente en presencia del operén fliK completo (/1iK, L, M, N). Es
decir, la mutante poligancho se complement6 solo con las construcciones ¢140, c140a y
c140b.

Un efecto polar similar se observé también en la mutante fliM, en la que el
cassette uidA-aad insertado en el gen fliM afecta la transcripcion de los genes rio abajo
que pertenecen al mismo operén. Debido a esto, la mutante sdlo fue capaz de restablecer
el nado al ser complementada con el operén completo (ver apéndice I). Por otra parte, el
efecto polar de la insercién de TnphoA ha sido también reportado para una mutante en el
gen flgE (Ballado y cols., 2000); asi como para la mutante Rsgl en este trabajo.

Adicionalmente, datos obtenidos por la Dra. Laura Camarena en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas utilizando al gen reportero uidA insertado en fliM en la
mutante PG2, indican que efectivamente existe un efecto polar de TnphoA: fliK hacia
JliM:uid4 cuantificado como una disminucién en la actividad de B-glucoronidasa
(comunicacidn personal).

¢Por qué entonces la mutacién en f1iK genera un fenotipo poligancho si los genes
JIiL, fliM y fliN se encuentran afectados?

La funcion de la proteina FliL es atn desco'nocida. En §. typhimurium no existe
un fenotipo aparente asociado con la mutacién del gen y las mutantes nulas en fliL son
normalmente flageladas y moviles, mientras que en Caulobacter crescentus, mutaciones
en el gen fliL se asocian con un fenotipo paralizado (Schoenhals y Macnab, 1999). En
cuanto a las otras 2 proteinas del operon, FliM y FliN; éstas forman parte del complejo
del “switch” y se encuentran constituyendo ¢l anillo C. Como se muestra en el articulo
del apéndice I, la caracterizacion de una mutante f1iM indica un fenotipo Fla’, por lo que
esta proteina debe tener alguna funcién en la exportacién de componentes flagelares. Por
su parte, para FliN se ha demostrado que una mutante fIiV temperatura-sensible no puede
exportar proteinas flagelares a la temperatura restrictiva (Vogler y cols., 1991) por lo que

estas proteinas del interruptor probablemente estén contribuyendo a la estabilidad del

aparato de exportacion.
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Estos datos, junto con el efecto polar de TnphoA, indican que el fenotipo de la
mutante PG deberia ser Fla". Sin embargo, el fenotipo asociado es poligancho, tanto para
PG en donde el transposdn se insertd a 1810 pb rio abajo del codén de inicio, como para
PG2 en donde Tnphod se localiza a 1228 pb del ATG. En este sentido, podemos sugerir
que probablemente el efecto polar de Tnphod no sea total y quede un remanente de
expresion que permita el funcionamiento de las proteinas FliL, FliM y FliN y por lo
tanto, la exportacion de la proteina del gancho.

Por otra parte, en los estudios de complementacién con el plasmido pBG0503a en
los que no se recupera el nado, se observd si el flagelo de la mutante PG se restablecia
aunque la bacteria no nadara; es decir, si en lugar de tener el fenotipo poligancho,
presentara ahora un fenotipo Fla’, o bien un fenotipo paralizado, con la presencia de un
flagelo pero no funcional. Sin embargo, las bacterias complementadas se analizaron por
microscopia electrénica y se encontré que seguian presentando el fenotipo poligancho.
Estos datos sugieren la existencia de un efecto dominante negativo de la proteina mutada
sobre la silvestre. Es decir, se genera una proteina de fusion que inhibe la correcta
funcion de la proteina codificada por el plasmido.

La generacién de proteinas de fusion con el gen de la fosfatasa alcalina de
TnphoA ha sido previamente reportada y utilizada para mapear la localizacidn celular del
producto de fusién (Sockett y Armitage, 1991). Por otro lado, las inserciones del
transposén dejan a la primera mitad de la proteina intacta y para el caso de la mutante
PG, la mayor parte de ia proteina (600 aminoacidos) es de tipo silvestre. En el caso de la
mutante PG2, el transposdn se insert6 en fase, por lo que se puede generar el producto de
fusidn con la fosfatasa alcalina. Este no es el caso para la mutante PG, sin embargo, se
puede generar una proteina de fusién con la secuencia del extremo 5’ de Tnphod hasta
llegar a un codén de término.

En conclusion, el hecho de que el fenotipo de las mutantes PG y PG2 continie
siendo poligancho atin en presencia de fliK, sugiere que la proteina mutante (codificada
en el cromosoma) secuestra algin componente indispensable para la funcién de FliK
silvestre (codificada por el plasmido), o bien, que compite con la proteina silvestre
gjerciendo un efecto dominante. Es importante aclarar que para ¢l caso de las

construcciones que si complementan (c140, c140 A y c140 B), dicho efecto dominante
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debe ser suprimido por alglin otro gen (o genes) presente (s) en los césmidos. En este
sentido, pudiera ser que la sobrexpresién de los componentes del aparato de exportacién
compensara el efecto dominante negativo de la proteina de fusién.

Para corroborar esta hipétesis seria necesario ver el efecto de la proteina mutada
(fliK::TnphoA) sobre la movilidad de la cepa silvestre de R. sphaeroides en la que el nado
deberia verse afectado.

Por dltimo, para lograr la complementacién de estas mutantes con el plasmido
pBG0503a, habria que hacer una supresion total del gen fliK.

Cabe mencionar que si la mutante complementada se deja incubando por varios
dias en una placa de nado, eventualmente las bacterias comienzan a nadar y se pueden
observar filamentos. Esto lo atribuimos a la existencia de una alta tasa de recombinacion
por lo que a este fendomeno se le denominé seudocomplementacién. Inicialmente
pensamos que las bacterias comenzaban a nadar debido a la escisidn y reinsercién de
TnphoA en otro lugar del cromosoma; sin embargo, estudios de hibridacién tipo Southern
mostraron que éste no era el caso {datos no mostrados). Por el momento no contamos con
una cepa recA” de R. sphaeroides por lo que el nado en un experimento de
complementacién siempre se verificé en un cultivo liquido en fase temprana de

crecimiento, y en las placas de agar suave, comparando con la velocidad de nado de la

cepa silvestre.
Secuenciacion de fliKp;

Como se mostré en el articulo, el gen f7iK ha sido secuenciado en diferentes
especies bacterianas. Recientemente, se public la identificacion de un gen homélogo a
fiK que genera un fenotipo poligancho en la espiroqueta Treponema denticola
(Limberger y cols., 1999).

Las proteinas FIiK en las diferentes especies se encuentran conservadas en el
extremo C-terminal (ver Figura 8 del articulo 1). Si se realiza el mismo alineamiento
muitiple incluyendo las secuencias de FliK de T. denticola, C. crescentus y P. putida, se
obtiene un patrén muy parecido al reportado con la presencia de varios residuos

(principalmente leucina, alanina, prolina y glicina), que estan altamente conservados
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siendo idénticos para todas las especies. Estos datos indican también una funcion
conservada del extremo C-terminal de FliK, el cual ha sido implicado en el mecanismo
de cambio de la especificidad de la exportacién de sustratos (Witliams y cols., 1996). En
general, la proteina FliK no se parece mucho a sus homélogas de otras bacterias. El
alineamiento entre FliKg. y FliKg resulta en un 50% de identidad, cuando para otras
proteinas flagelares de estas bacterias se observan identidades de hasta 95%, siendo lo
més comin un porcentaje mayor a 80%. Ademds, para obtener el maximo alineamiento
entre éstas, se tienen que introducir un gran nimero de ventanas (Kawagishi y cols.,
1996). Lo mismo sucede para las proteinas FliK de diferentes especies, pero dentro del
mismo género, como es el caso de Treponema, en donde T. denticola presenta un 32% de
identidad con la correspondiente secuencia de T. phagedenis y un 21% con la de T.
pallidum (Limberger y cols., 1999). Debido a esto, no es de sorprender que los
porcentajes de identidad de esta proteina para los diferentes géneros bacterianos estén
alrededor de 20-25%. El alineamiento entre los extremos C-terminales de FliKg; y FliKs,
produce un 22% de identidad (ver Figura 7 del articulo). El mejor alineamiento se obtuvo
con la secuencia de C. crescentus (24% de identidad), iniciando nuevamente en el residuo
100 de FliKgs.

Por su parte, ¢l dominio N-terminal se encuentra pobremente conservado y su
tamafio varia en las diferentes especies (ver mas adelante). Recientemente, a esta parte de
la proteina se le asignd una funcién especifica, ya que contiene la informacion necesaria
para ser reconocida por el aparato de exportacién (ver apéndice 1I). El hecho de que las
diferentes proteinas no se parezcan en esta region indica que la sefial de reconocimiento
de un sustrato a ser exportado no se localiza a nivel de estructura primaria. En este
sentido, para las proteinas axiales que se exportan, se ha propuesto la existencia de una
sefial de secreci6n conformacional que no puede distinguirse a nivel de secuencia
primaria (Kornacker y Newton, 1994}.

En cuanto a la organizacién del gen fiK como parte de una unidad
transcripcional, a diferencia de las bacterias entéricas E. coli y S. typhimurium en las que
el gen fliK es el ultimo gen del operdn fliF (fliFGHIJK), en R. sphaeroides corresponde al
primer gen de un operdn de 4 genes. Asi, la organizacidn de los genes flagelares en

operones para las diferentes bacterias, es muy distinta.
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En B. subtilis existe un marco de lectura abierto de funcién desconocida rio arriba
de fliK (Albertini y cols., 1991). Este dato, junto con un error de secuenciacién, nos hizo
pensar en un inicio que en R. sphaeroides existia la misma organizacion. Debido a esto,
se menciona la existencia de un marco de lectura abierto (ORF) entre fliJ y fliK.
Posteriormente nos dimos cuenta que dicha secuencia formaba parte del gen fliK. Cabe
mencionar que el nuevo coddn de inicio identificado presenta un buen sitio de union a
ribosomas localizado a 7 pb rio arriba del ATG. Esta secuencia "Shine-Dalgarno” alinea
totalmente con la secuencia complementaria del extremo 3° del ARNr 16S de R.
sphaeroides. De esta forma, el gen fliK en R. sphaeroides es mas grande que en las otras
especies; codificando una proteina de 700 aminodcidos, cuyo alineamiento muestra que
presenta una extension del extremo N-terminal.

Al analizar el tamafio de FliK entre las diferentes especies, se observé que éste
varia significativamente, desde 375 aminodcidos para E. coli, 457 en T. denticola, 393
para C. crescentus, 643 en V. parahaemolyticus hasta 700 en R. sphaeroides. En este
sentido, se ha reportado que las bacterias con un patrén flagelar monotrico presentan
ganchos mds largos que las bacterias multiflageladas (Power y cols., 1992), y en este caso
sucede lo mismo para la proteina FliK; sin embargo, se requerira de un mayor namero de
secuencias de FliK para poder establecer si realmente existe una relacién entre el tamaiio
de la estructura del gancho y el de FliK.

Por otro lado, la regioén promotora tipo o** identificada rio arriba de fliK, alinea

con 9 de las 10 pb de la secuencia promotora consenso (Helmann y cols., 1991).

Purificacion de FliKg,

Uno de los objetivos planteados al inicio de este trabajo fue el de localizar a la
proteina FliK. Hasta la fecha no se ha demostrado que ésta s¢ encuentre asociada con la
estructura flagelar; sin embargo, su funcién sugiere que asi puede ser. Debido a esto, se
purificé a FliKgs haciendo uso de una secuencia de histidinas insertada en el extremo N-
terminal de fa proteina recombinante. Con esta proteina se podran generar anticuerpos

anti-F1iK para llevar a cabo la inmunolocalizacién de la misma en las preparaciones de

74




gancho y cuerpo basal que se han obtenido en el laboratorio (West y Dreyfus, 1997); o
bien, para el estudio de las interacciones entre FliK y otras proteinas flagelares.

Como se mostrd en los resultados, FliKgs presenta una migracion anémala en el
gel de poliacrilamida. Este hecho ha sido también reportado para la proteina de E. coli
que migra 14 kDa mas arriba que el peso molecular deducido a partir de su secuencia.
Como se observé previamente para E. coli y S. typhimurium, la secuencia de R.
sphaeroides contiene un gran nimero de prolinas, lo que probablemente modifique su
patrén electroforético. Dichas prolinas se encuentran localizadas en la regién central de la
proteina y seguramente le confieren a ésta una estructura secundaria particular.

En este trabajo se muestra como a partir de la generacién de mutantes y con la
posterior identificacion, clonacién y secuenciacion de los genes afectados, se puede llegar
a la purificacién de la proteina correspondiente para su posterior estudio bioquimico. Este
enfoque experimental resulta indispensable cuando las proteinas de interés no pueden ser

identificadas por alguna actividad enzimatica.
Modelos para la funcion de la proteina FIiK

Como se mencioné en la introduccién, son muchos los modelos que se han
sugerido para determinar la participacién de la proteina FliK en el cambio de
especificidad de exportacién de sustratos, y estos involucran a diferentes productos
génicos, como FlhB, FIgM y RfIH (también llamada Flk). Sin embargo, estos modelos
deben ahora ser reconsiderados con base en los nuevos datos encontrados para FliKg, en
referencia a que la proteina es exportada durante el ensamblaje del gancho (ver articulo
en el apéndice II).

La proteina FliK claramente participa en el proceso de regulacién de la longitud
del gancho, pero también en la iniciacién de la sintesis de filamento. Esto se corrobord
con el aislamiento de mutaciones supresoras intragénicas en f1iK que generan un fenotipo
seudorevertante denominado poligancho-filamento (pgf), es decir, que ain no pueden
regular la longitud del gancho, pero que son ahora capaces de ensamblar el filamento.

Con el anilisis de diferentes mutaciones en fliKs se concluyd que los dominios

amino y carboxilo terminales de la proteina tenian diferentes funciones, participando el
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amino en la terminacién del alargamiento del gancho mientras que el carboxilo permite la
iniciacion de la sintesis del filamento (Williams y cols., 1996). En el articulo del apéndice
II se demuestra adicionalmente que el extremo N-terminal de FliK es indispensable para
que ésta se exporte.

Por otro lado, un gran avance en el entendimiento del proceso se dié con el
aislamiento de mutaciones supresoras extragénicas que generan el fenotipo pgf y mapean
en el extremo C-terminal de flhB. FIhB forma parte del aparato de exportacion y se
propone que junto con FIiK es la proteina responsable del cambio en la especificidad de
exportacion de sustratos “tipo eje-gancho” a los de “tipo filamento”.

En el articulo del apéndice II se demuestra que la exportacién de FliK se lleva a
cabo durante ef ensamblaje del gancho y no después de que éste se forma, por lo que se
clasifica dentro de las proteinas de exportacién que pertenecen a la clase eje-gancho
(Minamino y Macnab, 1999). También se muestra en dicho estudio que la exportacion de
FliK es importante para que se dé el cambio de especificidad de sustratos, ya que
mutantes en f1/K que no se exportan (aunque tengan el extremo C-terminal intacto) siguen
produciendo poliganchos. Es decir, FIhB no puede detener la exportacién de proteina del
gancho e iniciar la de proteinas tipo filamento sin recibir la sefial correspondiente de
FliK.

A pesar de la nueva informacién obtenida para FliK, se desconoce el mecanismo
preciso mediante €l que actiia esta proteina, si se encuentra asociada con la estructura
flagelar y de ser asi, con cuales sustratos interactia. De hecho, la interaccion de esta
proteina con FIhB aln no ha sido demostrada experimentalmente, por lo que el modelo

antes presentado continta siendo hipotesis.

o Operén fleG

El aislamiento de una mutante no moévil (Fla”) defectuosa en la formacion del anillo P,
nos permiti¢ identificar a varios de los componentes estructurales del flagelo como son el
eje distal, los anillos externos y las proteinas HAPs de unién entre el gancho y el
filamento. Todas estas proteinas se encuentran conservadas en las diferentes especies

bacterianas flageladas en las que se han identificado. Esto incluye a las espiroquetas
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como Borrelia burgdorferi que tiene flagelos periplasmicos y también a especies como
Helicobacter pylori, con los flagelos cubiertos por una membrana. Por lo tanto, aunque
los mecanismos de nado y los habitats sean totalmente diferentes, la estructura general
del flagelo estd ampliamente conservada en el reino procarionte.

En esta regién cromosomal caracterizada, identificamos a los genes fIgG, flgH, flgl,
un posible homélogo del gen flgJ, asi como a los genes fIgK y flgL. Estos genes se
encuentran organizados en dos diferentes operones: fIgGHLJ, cuya transcripcion depende
de un promotor tipo o>, asi como fIgKL que presenta una secuencia promotora de tipo

28
o

Clonacidn y secuenciacion

Para la identificacién del gen flg/ y la clonacién del operdn en el que éste se localiza,
cabe resaltar la importancia de los experimentos de hibridacién tipo Southern realizados.
Las sondas variaron en tamafio desde 0.3 hasta 1.6 kb y con éstas se logré identificar
claramente una sefial en las digestiones de ADN cromosomal. Para evitar que estas
regiones de sefial positiva generaran un gran nimero de colonias al ser clonadas, se
realizé para todos los casos un segundo experimento de hibridacién para localizar una
subzona positiva dentro de la regién inicial. Gracias a esto, obtuvimos colonias positivas
para todos los casos dentro de las primeras 500 colonias analizadas.

Por su parte, la estrategia para la secuenciacién de este ADN con un alto contenido de
G+C fue la generacién de subclonas de las que se preparé ADN de cadena sencilla. Para
todos los plasmidos obtenidos se realizé un mapa de restriccion y se aislaron fragmentos
més pequefios, de entre 0.3 y 1.9 kb (ver Figura [6). Estas construcciones se clonaron en
ambas orientaciones para poder utilizar el oligonucledtido del vector M13 reverso con el
que se obtuvieron los mejores resultados. Para las subclonas de mayor tamafio se
disefiaron oligonucleétidos internos. Por otro lado, el anélisis de prediccion de marcos de
lectura con base en el uso de codones de esta bacteria, resulté ser de mucha utilidad para
la identificacion de errores de secuenciacion, ya que éstos cambian los codones mas

frecuentemente utilizados y se puede ficilmente identificar un cambio en la fase de

lectura.
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En esta region del cromosoma se identificaron genes que codifican para componentes
estructurales del flagelo. La organizacién de los mismos es parecida a la que se observa
para S. typhimurium y E. coli, en las que dichos genes estdn agrupados en el operén clase
I flgB (lgBCDEFGHIJ) y el operén clase I flgK (figKL). Sin embargo, en R.
sphaeroides, el primer oper6n se encuentra dividido en dos: flgBCDEF (Ballado y cols.,
2000) y fleGHIJ, dependiendo ambos de un promotor tipo ¢°; a continuacién esté el
operén flgK (flgKL) precedido por un promotor tipo o5, El alineamiento del promotor
tipo >* que encontramos, coincide completamente con la secuencia consenso reportada
(Helmann, 1991). Sin embargo, el promotor tipo o?® no se encuentra totalmente
conservado con las secuencias consenso -35 y -10 previamente reportadas (Kutsukake e
Ide, 1994). Como se mencioné para el operén fliK, la organizacién de los genes en
operones en las diferentes bacterias es muy distinta. Por mencionar algunos ejemplos, en
Sinorhizobium meliloti, que pertenece al mismo subgrupo o de proteobacterias que R.
sphaeroides y que comparte varias caracteristicas similares como la rotacidn
unidireccional y el complejo sistema quimiotactico, el gen flg/ forma parte de un operén
constituido por los genes flgB, fgC, fliE, figG, figA, figl, orf30, figH, fliL y fliP (Sourjik y
cols., 1998) (ver funciones en la 7abla [). Por su parte, la bacteria uniflagelada C.
crescenfus que pertenece también al mismo subgrupo, presenta al gen flg/ como el
primero dentro de un operdn constituido por 3 genes: flgl, chel y flbY (chel
complementa una mutante quimiotdctica y fIbY es un componente del cuerpo basal)
(Khambaty y Ely, 1992). En conclusién, es muy dificil tratar de obtener informacién
adicional considerando la organizacion de los genes flagelares pues ésta varia mucho de
especie a especie.

Como se observa en la Figura 26, las regiones intercistrénicas entre los genes flgG,
H [y J son muy pequeiias, € incluso, para los Gltimos 3 se puede observar un
sobrelapamiento de los codones de término con los de inicio, mostrando la organizacion
TGATG o bien GTGA. Posteriormente existen 167 pb entre el final de flg/ y el inicio de
flgK, en las que se localiza la posible regién reguladora tipo o

La proteina FlgG que constituye el eje distal estd ampliamente conservada en las
diferentes bacterias a lo largo de toda la secuencia primaria, presentando en el amino

terminal los dominios caracteristicos de las proteinas axiales. Por su parte, para las
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proteinas FlgH y Flgl se observan también porcentajes de identidad significativos. El
alineamiento multiple entre diferentes secuencias de FigH muestra que la proteina varia
mucho en el extremo N-terminal y es sélo la region carboxilo la que esta conservada. En
S. typhimurium estas proteinas que forman los anillos L y P son las tnicas que se
exportan a través de la via Sec, es decir, que presentan una secuencia sefial. Para FlgH y
Flgl de R sphaeroides identificamos una secuencia que cumple con los criterios
necesarios para funcionar como un péptido lider (Oliver, 1985): dos residuos cargados
positivamente cerca del extremo N-terminal (ambos arginina), seguidos por una regién de
entre 14 y 16 residuos predominantemente hidrofdbicos y la secuencia A-X-A que puede
funcionar como un posible sitio de corte.

Por otro lado, a la proteina FlgJ se le asigné esta nomenclatura, ya que al comparar la
secuencia nucleotidica en la base de datos presentd homologia con la proteina FlgJ de S.
typhinrium. Sin embargo, el andlisis mas detallado mostré que Flglgs es mucho mas
pequeiia que Flgls, (100 y 316 aminodcidos respectivamente), y la homologia se presenta
unicamente con el extremo N-terminal de Flgls,. Como se menciono en la introduccién,
la funcidn que recientemente se le asignd a FlgJs, es la de una muramidasa que hidroliza
la capa de peptidoglicano permitiendo asi el ensamblaje del eje en el espacio
periplasmico y esta actividad enzimatica se localizo en el extremo C-terminal de Ia
proteina (Nambu y cols., 1999). En la secuencia de R. sphaeroides no existen estos
residuos que conforman el sitio activo de la muramidasa. Sin embargo, el alineamiento de
Flglgs con las proteinas de las otras bacterias en las que se ha identificado (S.
typhimurium, E. coli, V. cholerae y V. parahaemolyticus), muestra la presencia de varios
residuos altamente conservados en el extremo N-terminal. En conclusién, pudiera ser que
el ensamblaje del flagelo en R. sphaeroides no requiera de una muramidasa o bien que
ésta se localize en otra regidn flagelar. Se requerira contar con una mutante flgJ/ de R,
sphaeroides, asi como del estudio de la proteina para poder determinar su funcion en esta
bacteria.

Por (ltimo, identificamos a las proteinas HAP1 y HAP3. La proteina FlgK en R.
sphaeroides resulté ser muy grande (1363 aminoécidos) comparando con los 553
residuos de FlgKg. El alineamiento de esta proteina muestra que los extremos amino y

carboxilo terminales de FlgKg; se encuentran muy conservados y por lo tanto existe un
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dominio central adicional. En este sentido, cabe mencionar que a diferencia de las
bacterias entéricas, en R. sphaeroides las proteinas HAP entre el gancho y el filamento se
pueden distinguir facilmente en una micrografia electrénica (ver Figura 2b del articulo 1).
Nuevamente, se necesitara hacer un analisis de los dominios de la proteina para poder

conocer la funcién de dicha region adicional.

Andlisis de complementacién

En la mutante Rsgl se observd nuevamente un efecto polar de TnphoA hacia los genes
rio abajo. Sin embargo, a diferencia de la mutante PG, en este caso si fue posible
complementar el defecto en el gen figf a pesar de que el nado no se¢ recuperd. Como se
menciond en los resultados, la clona pPBG402 que contiene al gen flg/ completo es capaz
de restablecer la estructura del gancho en la mutante Rsgl, por lo que se recupera la
funcién de la proteina Flgl, ya que se requiere de la formacién del anillo P para que el
gancho se pueda ensamblar.

La ausencia de filamento en los experimentos de complementacion se atribuye al
efecto polar de TnphoA sobre los genes rio abajo. Una posibilidad para explicar esto era
que el gen estructural de la flagelina, o un gen relacionado con la exportacion y/o
ensamblaje de FliC, o bien, con la expresién de fliC, estuviera afectado. Esta hipétesis se
elimind con el experimento de inmunodeteccion de la flagelina, ya que se demostré la
presencia de FliC tanto en el extracto celular, como en él sobrenadante de la mutante
complementada. En cambio, en la mutante Rsgl se detectaron (nicamente niveles basales
de flagelina, como era de esperarse para la mutacién de un gen que forma parte del
cuerpo basal. En este caso, la exportacion de FlgM no se realiza, por lo que la
transcripcion de fliC se encuentra inhibida. Aparentemente este sistema de regulacion
esta también conservado en R. sphaeroides y evita de igual manera la sintesis innecesaria
de flagelina (lo que constituye un alto costo energético), cuando ésta no puede

ensamblarse.
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Con este experimento se concluyd que la ausencia de filamento en Rsgl/pBG402
o incluso en Rsgl/pBG812 (que contiene todos los genes excepto el extremo 3’ del gen
JfIgL), se debe unicamente a la ausencia de la proteina HAP3.

Cabe mencionar que practicamente todo el gen flgl se localiza en la clona
pBG812. Esto indica que los 79 aminoacidos del extremo C-terminal de Flgl son
indispensables para su correcto ensamblaje, lo cual coincide con que ésta es la parte mas
conservada de la proteina y con lo previamente reportado en cuanto a que los extremos
terminales de las proteinas axiales juegan un papel importante en la interaccién entre
subunidades. La flagelina requiere entonces de la proteina HAP3 para poder ensamblarse,
lo que esta de acuerdo con lo ya reportado en cuanto a que esta proteina de unién le
confiere estabilidad al filamento (Fahrner y cols., 1994).

Por otra parte, de estos experimentos también se concluye que la insercién de
Tnphod en flgl ejerce un efecto polar que afecta no sélo a flgJ, sino también a fIgK y
flgL, genes que no deberian verse afectados ya que forman parte de una diferente unidad
transcripcional. A partir de estos datos podemos sugerir que flgK y flgL se transcriben
desde el promotor o rio arriba de flgG. Este hecho ha sido observado previamente para
el operdn flgK de S. typhimurium que puede transcribirse desde el promotor clase II del
operon flgB, a pesar de que la mayor contribucién en los niveles de expresion proviene
del promotor clase III. La transcripcidon de los genes flgK y flgL a partir del promotor
clase II es una forma de asegurar la sintesis de las proteinas HAPs antes de que se
sintetice la flagelina (Kutsukake e Ide, 1994). Estos datos de complementacion en R.
sphaeroides sugieren ademas que el promotor o2 que precede a flgK no es funcional.
Debido a esto proponemos que todos los genes, desde flgG, forman parte de una misma

unidad transcripcional.

En el caso de la mutante Rsgl complementada se observod también el efecto de
seudocomplementacion previamente descrito para las mutantes PG y PG2. Este fue de
mayor intensidad al complementar con la clona pBG812 que contiene un inserto mds

grande y por lo tanto presenta una mayor facilidad para recombinar.

Como se mostrd, el fenotipo silvestre de la mutante Rsgl se logré restablecer
inicamente al generar una mutante no polar, para lo cual se inserto en fIg/ un cassette que

no contuviera terminadores transcripcionales. El nado de la mutante Rsglnp
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complementada se verifico tanto en cultivo liquido como en placas de nado y al
microscopio electronico se observo la presencia de flagelos silvestres (dato no mostrado).

La complementacion de Rsglnp con pBG402 tanto en la orientacién A como en la
B, corrobora la funcionalidad del promotor tipo a*.

Como conclusion, a pesar de que TnphoA presenta un efecto polar, resulto ser una
excelente herramienta experimental para Ja generacién de mutantes no méviles y para la
identificacion de los genes afectados. El presente trabajo contribuye significativamente a
la caracterizacion de la organizacién génica de las proteinas del flagelo de Rhodobacter

sphaeroides asi como de su funcidn, materia que constituye el proyecto de investigacién

que se lleva a cabo en el laboratorio.
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In this work, the genes that encode the FliM and FliN proteins of Rhedoebacter sphaeroides were characterized.
These genes are part of a large flagellar gene cluster in which six additional open reading frames encoding
products homologous to FliL, FliQ, FliP, FliQ, F1iR, and FIhB proteins from other bacteria were identified. The
inactivation of the fliM gene gave a nonfiagellate phenotype (Fla™), suggesting that FIiM is required for
Aagellar assembly. Complementation analysis of this fliM mutant indicated that fliM and fi¥ transcription
starts beyond the 5’ end of fiK and terminates after flilV.

Flagellar rotation alternates between the clockwise (CW)
and counterclockwise (CCW) directions in some peritrichous
specics, like Escherichia cofi. When flagella rotate in the CCW
direction, the filaments coalesce in a bundle that acts as a
propeller to push the bacterial cell body in a linear trajectory
known as smeoth swim. When the flagella reverse their direc-
tion of rotation, the bundle flies apart and the bacteria tumble;
tumbling occurs every 2 to 5 5. In the presence of an attractant,
the tumble frequency decreases and bacteria swim in the fa-
vorible direction. Ultimately, this behavior is controlled by the
chemotactic protein CheY, which, in its phosphorylated form,
binds to FliM, promoting the switch from CCW to CW rota-
tion (for recent reviews, sce references 13 and 24). Although
the molecular details of switching are unknown, it is thought
that the interaction between CheY-P and FliM is the first step
in the control of this phenomenon (19, 30-32).

interestingly. some bacteria rotate their fAagellum in only
one direction; consequently, revrientation at the end of a run
is achicved by Brownian motion, which randomizes the direc-
tion of the next run. This kind of motility is observed in
Rhodobacter sphaeroides (1), In the presence of an attractant,
R. sphaeroides increases the duration of a run and, in contrast
to enteric bactcria, also increases its swimming velocity. This
phenomenon is known as chemokinesis (18).

Several chemotactic genes homologous to cheA, cheW, and
cheR from other bacteria have been identified in R. sphaeroides
(28, 29). Two cheY genes were found in the same operon. The
deduced amino acid sequences of these genes showed that
both putative CheY proteins carried residues D13, D57, and
K109. which are essential for CheY function (4, 5, 28). This
fact suggests that both putative CheY proteins may be func-
tional,

Although in R. sphaeroides some flagellar genes have been
characterized (2, 9. 21, 22), no information is available about
the target of CheY in the cell. Our aim was to identify the fliM
gene from this bacterium. We have previously reported the
presence of a fiif homolog in R. sphaeroides. This gene is lo-
cated in a 5.3-kb EcoRI fragment and is Alanked by two open

. (,nrn_spundmb asthor. Mailing address: Departamento de Bio-
login Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM,
Apdo Postal 70-228, 4510 México, D. F., Mexico, Phone: (525) 622 38
24, Fax: (525) 622 38 91. E-mail: rosal@scrvidor.unam.mx.

reading frames (ORFs) that show homelogy to fliH and fiiJ
from enteric bacteria (2). This gene arrangement cncouraged
us to search for the fliM gene downstream of flif. The sequence
of the end of the 53-kb EcoRI fragment opposite to filf
revealed the 5' end of fliM. A 4.6-kb Sall fragment carrying
the complete fliM coding region was identified by Southern
blot analysis (data not shown}. This fragment was cloned in
pPTZI19R after digestion of WS8 chromosomal DNA with Sall.
A positive clone was identiied by colony hybridization and
named pRS75. The sequence of this clone revealed the pres-
ence of fliM together with fiiV, fliQ, and part of fliP. To com-
plete the sequence of fiiP, we then cloned an EcoRI fragment
of 4.4 kb in pTZ19R and performed colony hybridization with
a fliP fragment as a probe. The new clone, pRS205, was then
sequenced.

The analysis of pRS75 and pRS205 sequences was carried
out with the Genetics Computer Group software package in
conjunction with an R. spliaeroides codon usage table (7). Eight
ORFs were identified (Fig. 1} and were then subjected to a
BLAST secarch. As shown in Table 1, good homology between
the Hagellar proteins FliL, FliM, FliN, FliO, FliP, FliQ, FliR,
and FlhB of different bacterial species was found.

The highest degree of identity was obtained when these
ORFs were compared to those obtained from Salmonella tv-
phimurium, with the exception of FIiN and FiiQ, which showed
a higher identity to their homologs from Borrelia burgdorferi
and Caulobacter crescentus, respectively.

Figure 1 and Table 1 show that the frequency of codon usage
for all these ORFs is in good agreement with that observed for
R. sphaeroides genes with the exception of fliN and ffiQ; in the
fiiO ORF, 11.7% of the codons arc unusual ones like ATT.
TTT, CTT, and ACA.

The start codons for the flil, fliM, and fliN ORFs are located
only a few bases downstream of, or overkapping, the stop codon
of the preceding ORF, suggesting that these genes belong 1o
the samc transcriptional unit. We also found that the putative
ribosome binding site for flil. overlaps the stop codon of the
rccently reported fliK gene (9); this result suggests that fliK is
part of this putative operon.

Also shown in Fig. 1 is the arrungement of fiQ, fliP, jliQ,
SR, and fihB. These genes seem to form a single operon, given
that the start codon overlaps the preceding stop codon in an
ATGA or TGATG arrangement, which are the first and the
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FIG. 1. Qeganization of the R. sphaerordc: flagellar cluster. At the top is shown the general gene arrangement tor this region (2, 9). The Magellar genes reporied
in this work arce shown below; cach ORF is represented us shaded box. The arrows indicate the direction of transcription. A black square in the middle of fiiN and
Jl6) indicates @ nuncoding region containing a putative o™ promoier sequence. Vertical bars below the schematic ORFs indicase the presenee ol rare codons, This
analysis wis done with CODONPREFERENCE from the Genetics Computer Group Wisconsin software package with i R sphaeroides-codon usage 1able (7).

second most frequent stop-start overlaps in B, coli (3). The
initiation codons that could be used to translate the fiO
mRNA are TTG or GTG, which predict a protein of 85 or 60
amino acids, respectively. Alignment of the NH, end of FliO
scquences from E. coli, S. typhimurium, C. crescentus, and R.
sphaeroides shows a number of conserved residucs in all these
species (Fig. 2); however, if the K. sphaeroides FliO started ai
the GTG codon, some of these conserved residues would be
missing. This fact allows us to conclude that the TTG codon is
the most probable initiation site. Furthermore, a good ribo-
some binding site is located 7 bp upstream of this codon, The
usc of TTG as start codon, together with the high content of
unusuzl codons in 0, suggests a particular translational con-
trol of i that could maintain its product at a low molar
concentration compared to the other genes of the operon.

Detailed sequence analysis did not reveal a good match with
the consensus promoter scquence known for sigma 70 (™.
However, a putative o™ promoter sequence was located 83 bp
downstream of the stop codon for fliN. This sequence (GGC
ACN,TTGC) matches 9 of 1 bp of the ¢** consensus pro-
moter sequence (10). No inverted rcpcatcd scquences were
found 100 bp upstream of this putative o promoter Although
this may argue against its functlondhty, it is known that tran-
‘i(.rlpll()nd[ activation of Ea™ still occurs if the activator bind-
ing sites are moved 2,000 bp upstream or downstream the ¢
promoter (16). Therefore, the possibility that remote activa-
tion sites exist to promote initiation of this putative promoter
still remains.

Construction and characterization of an R. sphaeroides mu-
tant with a fiM mutation. To test the functionality of these
genes, we decided to isolate a fifM mutant strain. For this pur-
pose, a Spc’ cassette, 'uidA-aad (uidA encodes B-glucuronidase,
and aad encodes the aminoglycoside-3:adenyltransferase and
confers Spc') (15), was cloned in the middle of fiM in plasmid
pR375. The resulting fragment, carrying fiMiuidA-and, was
subcloned into the Sall site of pJQ200mpl8 (Gm") (20). which
is unable to replicate in R. sphueroides. This new plasmid was
then transferred to R. sphaercides by mating (R), and Spe* Gm®
transconjugants were selected. One colony was purified und
named NG1,

That a successful double recombination event had oceurred
to yield NG1 was confirmed by a Southern blot experiment
{data not shown). To test if the fliM::uidA-aad allele affected
cell motitity, NGT1 cells were plated on tryptone motility plates
and incubated at 30°C in a humid chambecr. After 48 h, thesc
cells were unable to swarm, in contrast to the wild-type cells
(Fig. 3). it should be noted that these strains showed similar
growth ruates; therefore, the difference in swarming behavior
cannot be explained by growth differences. To rule out the
possibility that this mutant could still swim in liguid medium.
an aliguot from a NG1 culture grown under acrobic and an-
acrobic conditions was observed directly under the micro-
scope; swimming was not detected after growth under either
condition. To determine if the inability to swim or swarm could
be ascribed to a Fla™ or paralyzed (Mot™) phenotype, an ali-
quot of NG1 cells was negatively stained and observed under

TABLE |, Comparisen of encoded proteins of R. sphacroides Ragellar genes with those of other bucterial specics

Size of product

% ol unusual

% Homology (identity/similurity) to the gene from:
8y Y g

Gene Function . . )
(amino acids)” codons S. yphinwrisim B. subtilis C. crescentus B. burgdorferi

il Unknown 190 1.5 28/48 23/61 18/43 16/45
JiM Mowr switch 323 34 26/48 21/45 21/44 23/48
FiN Motor switchfexport 152 9.0 38/64 -— 31/61 44/72
flio Unknown 85 11.7 2151 — 34/58 —
fiiP Unknown® k| 53 53174 48771 46/68 38/66
i@ Unknown® 88 5.6 44/70 33457 3i/56 32/66
SR Unknown® 269 2.6 29/55 29/58 23/52 23/56
St Unkrown® >376 —_ 43/64 30456 —_— 28758

“ Numer of amino acids deduced from the conceptual transation,
—, not determined,

‘ Su"Pucud 1 be involved in flagellum assembly; the product shows homology to virulence proteins {13),
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FIG, 2. Alignment of the NHy-vnd sequences of FliG from E. coli (GenBank accession no. 122182 and L21994) (FliO,.,.) . pphinmuritn (L49021) {FliOy,), and
C. creseentuy (U20387) (FliQ¢., ) with the deduced sequence of FliO from R. sphaervides (F1iQy,) starting from the TTG codon. The sccond possible start codon encodus
V25. Identical and similar residues present in all the species are shaded. The difference in length between E. coli and $. npltimuerium corresponds to the controversy
between the actual translation start codon for FEO (for details, sce refeeences 14 and 17).

the electron microscope. Since no flagellar structure was visible
in more than 90% of cells in the sample, Fla™ was the pheno-
type assigned to NG1. A few cells showed a small filament-like
structure clearly different from the wild-type filament. Thesc
cells may represent secondary suppressors of the fliM:uidA-
uad allele.

Full motility was recovered when pRK415 (11) carrying the
4.6-kb Sall fragment was introduced into the mutant strain
NG1. Both swimming and swarming were indistinguishable
from wild-type behavior (Fig. 4). Howcver, when this DNA
fragment was cloned in the opposite orientation, complemen-
tation of NG1 cells was not observed (Fig. 4). In this last
construction, the fragment containing fiLMNOP’ was in the
opposite orientation to the dircetion of transcription from the
fac and tef promoters (lacp and tefp) of pRK415, The fact that
this Sa/l fragment was able to complement NG1 in just one
oricntation suggests that fiiM does not have a promoter in this
fragment and that its transcription depends on the fac and ret
promoters of pRK415, This result strongly suggests that ffiM
cxpression is dependent on a promoter located upstream of
JiiK.

It has been previously shown that the widA-aad fragment is
highly polar in £. coli as well as in other bacteria (15). There-
fore, we decided to determine if the uid4-aad cassette inserted
in fliM exerted a polar effect on the transcription of down-
streum genes. For this, a 1.3-kb Sacll fragment and a PCR
producl, both containing fiiM, were each cloned in pRK415 in
the proper oricntation to allow its expression from lecp and
tetpp. The resulting plasmids, pRS14 and pRS10, respectively,
did not complement NG1 cells, indicating that the Fla~ phe-
notype observed in the NG1 strain was caused by inactivation
of the fliM gene, which in turn caused lack of transcription of
downstream genes.

o T

FIG, 3, Motility plates showing the phenotype of NG1 cells, WSS was in-
cluded as o contral {lop). The negative contral (butiom) corresponds (o strisin
PG2 (1K TophoA} (93, NG1 celts were spotted twice (middle row),

Since the polar effect of the widA-aad cassette will affect only
genes that belong to the same transcriptional unit, we intro-
duced into NG1 cells a 2.3-kb BamHI fragment in pRK415.
This fragment includes the fliLMN genes under control of the
pRK415 promoters. We observed that this construction re-
stored the swimming and swarming abilities of NG1 cells. This
result suggests that fiN must be the last gene of a single
transcriptional unit. In consequence, fiOPQR and fihB may
form an indepcndent operon. Alternatively, it is possible that
fIOPQR and fihB arc not functional gencs; however, we con-
sider this explanation less probable given that we have isolated
a mutant with an fiR mutation that showed the nonmotile
phenotype (6).

Finally, to determine the phenotype of a strain carrying a
lesion in fliM, we introduced into NG1 cells a 980-bp Psil-
BamHI iragment cloned in pRK415. This fragment contains
the 3’ end of fliM and the complete fiiV gene. The phenotype
of NG1 carrying this plasmid should correspond to a fiiM
mutant, avoiding any polar effect on fiiN. Phenotypic charac-
terization of NG1I cells carrying this construction shows that
they have the Fla™ phenotype (data not shown). This result
suggests that FliM plays some role in the export of flagellar
components. It was recently shown that FliM and FIiN proteins
require each other for their integration into the switch struc-
ture (12). In this regard, Vogler et al. {27} showed that a
temperature-sensitive fiiN mutant cannot export Aagellar pro-

p fliK L M N ©
_’. lJ T I I I T ”ll 1 +
s B P BB ]
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— = = l| -
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FIG. 4. Complementation anilysis of NG cells witly the J.6-kb Safl fragment
and subclones, Some of the relevant restriction sites are indicuted: S, Sufl; B,
BamHI; P, Psrl; S, Sacll. Restoration of swimming hehavior is recorded by +;
no complementation is indicated by —. The arrows indicate the direction of
transeription starting from the fae and ret promoters located in the PREA4I5
vector.
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FliMgs STSLENGLEgRPMA 39
FliMg, , TPGIASDSDMR 39
FliMg . TASVSGESDMRP 50
FliMp, : LKKEEKEKKK 40
FliMg, : ARPISDTR 41
FliMg, : SQDIMDSIMEES INSSESLSLDESLSNVISS PTGKKQKGK

FliMy, KKDIIPORS 41
FliM, FDLSGDGSDDRTGIRAIINSA------ SME 88

FIG. 5. Alignment of the first 39 amino acids of FliM from R. sphacroides with FliM scquences of other bacterial species. [dentical and similar residues conserved
in uli the sequences arc shaded. (The GenBank accession numbers are as foltows: U46011 and UDD096, FliM,, [E. coli]; M24465, FliMy,, (5. nphimurium]; 175945,
FliMy, |B, burgdorferd]; U28219, FliMy, [T. pallidum]; M37691, FliMp, [B. subifis]: AED0061Y FliM,,, [H. pylori]; M85232, FliM.. |C. crescemus]).

tcins at the restrictive temperature. These data suggest that the
switch complex may contribute to the stability of the export
apparatus. Nevertheless, the role of the switch complex in the
export process has yet to be solved,

Is a single copy of fliM present in R. sphaeroides? The pres-
ence of two cheY genes in the chromosome of R. sphaeroides,
as well as the high degree of conservation of some residues
involved in CheY functionality such as D13, D57, and K109
(28) in both cheY products, raises the question whether more
than one copy of the fliM gene would be necessary to form a
switch complex carrying two different species of FliM protein.
Using the complete fiM gene as a probe, we carried out a
Southern biot experiment under low hybridization stringency
and gentle washing conditions. We did not find evidence for a
sccond fliM genc in the chromosomal DNA of R. sphaeroides,
suggesting that CheY-mediated chemotaxis control may be
achicved by competition between the two different CheY pro-
teins for FiiM or for CheA binding, as has been suggested for
Rhizobium meliloti (23). Alternatively, it is possible that a gene
encading a protein carrying just the CheY-P binding site could
not be detected by Southern blotting,

On the other hand, it has been shown that CheY binds to the
first 40 to 50 amino acids of FHiM (25, 26). Alignment of our
deduced FliIM sequence with seven other FIiM scquences shows
some highly conserved residucs among the first 50 amino acids,
i.c.. u tyrosine approximately 40 residues from the N terminus,
and the presence of an LNL(E/D)N,L(L/V) motif, which pre-
dicts an a-helix (Fig. 5). The importance of these conserved
amino acids in the function of FIiM is currently under inves-
tigation in our laboratory.

It wili be interesting to understand the interactions between
FliM and both CheY proteins as well as FliG in order to
understand how chemokinesis and the stop-start processes are
controlled in this organism,

Nucleotide sequence accession numbers. The DNA se-
quences of the R. sphaeroides fliL, fiM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR,
and fihiB genes have been deposited in the GenBank data base
under accession no. AF044254 and AF044580,

ADDENDUM

In the course of this work, the sequences of the R. sphaer-
vides fliM and fliN genes appeared in the GenBank database
(9a). A comparison of these sequences with ours showed an
inversion of GC to CG in the fliM sequence, producing a
change of a cystcine (C152) for a valine (V152) in our se-
guence.
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FliK, the protein responsible for flagellar hook
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Summary

In wild-type Salmonelia, the length of the flagellar
hook, a structure consisting of subunits of the hook
protein FIgE, is falrly tightly controlled at =55nm.
Because fliK mutants produce abnormaily elongated
hook structures that lack the filament structure, FliK
appears to be involved in both the termination of
hook elongation and the Initiation of filament forma-
tion. FliK, a soluble protein, is believed to function
together with a membrane protein, FIhB, of the export
apparatus to mediate the switching of export sub-
strate specificity (from hook protein to flagellin)
upon completion of hook assembly. We have exam-
ined the locatlon of FliK during flagellar morphogen-
esis. FliKk was found in the culture supernatants
from the wild-type strain and from figD {hook capping
protein), figE (hook protein) and figK (hook-filament
junction proteln} mutants, but not In that from a fig8
(rod protein) mutant. The amount of FIIK in the culture
supernatant from the figE mutent was much higher
than in that from the flgKk mutant, Indicating that
FliK is most efficiently exported prior to the comple-
tion of hook assembly. Export was impaired by dele-
tions within the N-terminal reglon of FliK, but not by
C-terminal truncations. A decrease In the level of
exported FliK resulled in elongated hock structures,
sometimes with filaments attached. Qur results sug-
gest that the export of FliK during hook assembly is
important for hook-length control and the switching
of export substrate specificity.
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Introduction

The bacterial flagellum is a complex structure composed
of a basal body, a hook and a filament. The basal body,
which consists of a cytoplasmic ring (C ring), an inner
ring (MS ring), two outer rings (P ring and L ring) and a
rod, is embedded in the cell envelope, whereas the hook
and fitament extend far into the cell exterior. Flageliar
assembly begins with the basal body, proceeds with the
hook, and finishes with the filament (Macnab, 1996).
One of the remarkable features of the flagellar structure
is that the length of the hook, a tubular structure composed
of subunits of the protein FIGE, is closely controlled at
about 55 nm in wild-type cells (Hirano et al., 1994).

Mutants with a defectin a protein called FliK have abnor-
mally elongated hooks called polyhooks (Patterson-
Delafield et al., 1973; Suzuki and lino, 1981; Kawagishi
et af,, 1996}, indicating that Fiik is involved in length con-
trol. On the basis of analyses of intragenic and extragenic
fliK suppressor mutants, FliK is thought to be a regulatory
protein, which mediates the ordered export of flagellar pro-
leins (Kutsukake et al., 1994; Williams et al., 1996; Kutsu-
kake, 1997; Muramoto et al, 1998, Minamino and
Macnab, 1999). During rod and hook assembly, a mem-
brane protein, FIhB, which is a component of the type ili
flageliar export apparatus (Minamino et al., 1994: Mina-
mino and Macnab, 1999), supports the export of the
rod-type (FigB, FIgC, FIgF, FIgG) and hook-type (FigD,
FIgE) proteins, but not that of the filament-type proteins
(FIgM, FlgK, FigL, FIiD, FliC) (Kutsukake et al., 1994). At
this stage, a second regulatory protein, RflH, also acts to
inhibit the export of filament-type proteins (Kutsukake,
1997). Upon completion of hook assembly, the hook-
length signal is somehow transmitted to FliK and/or
FIhB, shutting off rod/hook-type protein export and turning
on filament-type protein export. Mutations in fiK prevent
FIhB from switching the substrate specificity of the export
apparatus, and so polyhooks are produced.

't should be noted that the hook-length signal, as
opposed to the process of hook-length control, appears
to be (at least to some degree) independent of FIiK, as
flik mutants show a peak in hook-length distribution at
the wild-type value of 55nm, even though the distribution
extends far further out than that of the wild-type (Koroyasu
et al., 1998).
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Fig. 1. The primary structure of the hook-length contral protein
FliK. Its 405 amino acid sequence can be roughly divided into three
regions. The C-terminal region is known to be essential for
switching the substrate specificity of the export apparatus from
hook-type proteins to filament-type proteins. The central region is
proline rich, and may perform a hinge-like function between the N-
and C-terminal domains. The function of the N-terminal region has
been unknown until now; the present study establishes that it
contains the information necessary for FiiK export by the type |l
flagellum-specific apparatus,

FliK consists of three regions: an N-terminal region, a
proline-rich central region, and a highly conserved C-
terminal region (Fig. 1) (Kawagishi et a/,, 1996; Willlams
et al, 1996). Spontaneous polyhook mutations are either
frameshift or nonsense, resulting in truncation of the C-ter-
minus (Suzuki and lino, 1981; Williams et af, 1996). Intra-
genic suppressor mutants, whose second-site mutations
invariably restore this C-terminal region, have regained
the ability to switch substrate specificity and assembile fila-
ment, although often with decreased efficiency {Williams
et al, 1996). We have therefore proposed that the C-term-
inal region of FiiK is directly involved in switching substrate

Table 1, Strains and plasmids,

specificity, This C-terminal region is highly conserved
among the FliK protains of other bacteria (Gonzélez-Pad-
rajo et al., 1997).

FliK has been believed 10 reside permanently in the
cyloplasm, because it is soluble and has not been found
as a component of the wild-lype flageliar structure or of fla-
gellar precursors (Kawagishi et al, 1998). If this belief is
correct, it is not easy to imagine how it can control the
state of an external structure like the hook. In this study,
we show that, prior to the completion of hook assembly,
FiiK is exported from the cell via the flagellum-specific
pathway. In this case, it must be associated in some way
with the fiagellum during the assembly process.

Results
FIiK is exported into the culture medium

To investigate if FIIK is restricted to the ¢cytoplasm, we pre-
pared the periplasmic contents and culture supernatants
from various flagellar mutants (wild-type, #gB, figD, figk,
figK and fiiK') (see Table 1 for a listing of strains and plas-
mids used in this study). After the proteins in the two frac-
tions had been separated by SDS-PAGE, immunoblotting
was performad with anti-FiiK antibody (Fig. 2).

Strain or plasmid Ralevant characteristic

Source of reference

Salmonelia straing

JRS01 For converting plasmid to Salmenelfa compatibitity
Wild type with respect to flagellation

SJW1103

SJW1525 g8 {rod protein) mutant

SJwW157 figD (hook capping protein} mutant

SJW1353 figE (hook protein) mutant

SJW1353IK figE fiK:Tn10

KK1334 figK (HAP1, hook-filament junction protein) mutant

SJw108 fliK (hook-length control pratein) mutant

MY3003 Intragenic #iK pseudorevertant with amino acids 21-30 deleted®
MY3006 Intragenic fiiK pseudorevartant with amine acids 24-30 delsted
MY3007 Intragenic fiiK pseudorevertant with amino acids 26-30 delsted
MY3008 Intragenic fiK pseudoravertant with amino acids 28-30 deleted
MY3009 Intragenic fiiK pseudorevertant with amino acids 29-30 deleted
MY2802 intragenlc fiK pseudorevertant with amino acids 118~130 delsted
MY2803 Intragenic MK pseudorevertant with amino acids 92-158 deleted
MY2B0S Intragenic MK pseudorevertant with amino aclds 121-133 deleted
MY2807 Intragenic fiX pseudorevartant with amino acids 129-159 deleted
Plasmids

pKMO00 pBR322/wild-type FliK

pKM0D02 pTrc99A/wild-type FliK

pKM0O03 PET19b/N-terminally His-tagged FliK

pKMO04 pET19b/N-terminally His-FLAG"-tagged FIiK

pKM802 pTrcO9A /FliK S319amber

pKMI02 pTrc89A /FliK E3800chre

pIKAT, plKAZ, etc.—plKA10°
PMMK3003, etc.

PET19b/FIIKA{1-10), FLIKA(11-20), etc.-FIiKA(91-100)
pTrc99A-based plasmids encoding fiK alleles of MY3003, ete.

Ryu and Hartin (1990)
Yamaguchi et al. (1984}
Ohnishi et al. {1994)
Ohnishi et al. (1994)
Ohnishi et al. {1994)
This study

Minamino and Macnab (1999)
Williams &t al {1996)
Williams ef af (1996)
Williams et al. (1996)
Williams et al. {1998)
Williams et af, (1996)
Williams ot al. (1996)
Williams et al. (1996)
Willlams ot al. {1996)
Williams et af. (1996)
Williams et al. {1996)

Muramoto ef al. (1938)
Muramote et al. (1998)

K. Muramoto {unpublished)
Muramoto et al. (1998)
Muramoto of al. (1998}
Murameto et al {1998)
This study

This study

a. In mos%t cases, the two frameshift mutations that these pseudorevertant strains contain result not only in the deletion of the amino acids shown,
but also in the addition of a few amino acids of nen-FiiK sequence at the same position (Willams et al, 1996).

b. FLAG is a short peptide epitope tag {Hopp ef af., 1988)
c. Thesa plasmids encode a His tag at their N terminus.
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Fig. 2. Immunoblot, using potyclonal anti-FiiK antibody, of the
periplasmic {P) and culture supernatant (8) fractions of wild-type
{wt}) and various mutant cells. Molecular mass markers (in kDa) are
shown 10 the left; the deduced molecular mass of FliK is 42kDa
{Kawagishi et al,, 1996). The slight downward shift of the FliK band
in lane 8 is caused by large amounts of exported flageliin in this
culiure,

FIiK was detected in the culiure supernatants from the
wild-type strain {lane 2) and the figD (data not shown},
figE (lane 6) and figK (lane 8) mutants, but not in those
from the fig8 (lane 4) and fiiK (lane 10} mutants. From
its apparent molecular mass, it is evident that the exported
FliK motecule is full size.

flgB mulants do not assemble the rod structure (Kubori
et al, 1992), and so exporl substrates cannot penetrate
the outer membrane. The fact that FliK was not found in
the culture supernatant of the figB mutant tharefore sup-
ports the hypothesis that FliK export proceeds via the
flageilum-specific pathway. However, FliK was not
detected in the periplasmic fraction of the fig8 mutant
either (lane 3). The fractionation itself was successful, as
a known periplasmic protein, $-lactamase (encoded by
pUC18; see Experimental procedures), was readily
detectable {data not shown). FIiK is known {o be protease
sensitive (Muramoto at al,, 1998) and so FliK may have
been exported to the periplasm but degraded. It is also
possible that FHK export does not start until the rod has
been assembled.

FliK axport only proceeds eificiently prior to hook
completion

The amount of FliK was somewhat higher in the culture
supernatant from the figE mutant (Fig. 2, lane 6} than in
that from the wild-type strain (lane 2} or the figk mutant
{lane 8); the differences were not large, perhaps because
in all cases there may have been appreciable carry-over of
protein that had been exported during earlier stages of
assembly.

To investigate further whether FliK export occurs pre-
dominantly prior te the completion of hook assembly, we
increased the FliK level by introducing pKMQO02 (which
encodes wild-type FIIK on pTrc99A; Muramoto et al,
1998) into the figE and figK mutants. We also attempted
1o reduce the problem of carry-over by washing and resus-
pending in fresh M9 medium and growing out for a limited
period of time (see Experimental procedures), before pre-
paring the culture supernatants. After SDS-PAGE,

¢ 1999 Blackwell Science Lid, Molecutar Microbiology, 34, 295-304
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Fig, 3. Immunoblot, using polyclonal anti-FliK antibody, of the cell
and culture supernatant fractions of hook (figE) and hook-
associated protein 1 (g} mutants transformed with a plasmid,
pKMBO2, which overproduces FIiK.

immunoblotting was performed with anti-FliK antibody
{Fig. 3). Cellutar levels of FlIK were somewnhat lower in
the figE mutant (lane 1) than in the flgh mutant (lane 2}.
In the culture supernatant, however, the amount of FliK
was much higher with the figE mutant (fane 3) than with
the figK mutant (lane 4). We conclude that FliK is only
exported efficiently prior to hook completion.

Truncation of the C-terminal region of FliK does not
affect export

Structural flagellar proteins, like flagellin, {Kuwajima st af,
1989; Kornacker and Newton, 1994; T. Minamino and R.
M. Macnab, unpubfished results) and the regulatory pro-
tein, FlgM, (lyoda and Kutsukake, 1995) can still be
exported when their C-terminus has been truncated. To
examine whether this is also true of FliK, we introduced
the plasmids pKM802 and pKM902 - which encode FIiK
S319amber and Flik E380ochre respectively (Muramoto
et al, 1998) — into SJW108 {#iK'). The proteins in the cul-
ture supernatants from the resulting transformants were
then analysed using immunoblotting with anti-FliK anti-
body (Fig. 4A). Like the wild-type FliK protein (lane 2),
both of the C-terminally truncated forms of FliK were
detected (lanes 3 and 4).

To examine whether C-terminal truncation of FIiK
affects its ordered export, we examined export before
and after hook completion. SJW1353 (figE) and KK1334
(flgK') mutants were transftormed with either pKM802 or
pKM802, and their culture supernatants were collected
and subjected 10 immunoblotting with anti-FliK antibody
(Fig. 4B}. As with wild-type FIiK, the amount of both of
the truncated FliK proteins in the culture supernatant
was much higher with the flgE mutant (lanes 3 and 7)
than with the figk mutant (lanes 4 and 8), demonstrating
that the truncated FliK proteins had retained the property
of ordered export. Both of the host strains are fiK ': pre-
sumably it was the wild-type FIiK that was responsible
for the switching of substrate specificity, as C-terminally
truncated FIiK is known to be unable to do this. (figk
mutants are known to have undergone the switch in sub-
strate specificity (Homma et al, 1984).} Although both
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A. Immunablet, using polyclonal anti-FliK antibody, of culture
supernalants containing wild-type FiiK {(lane 2} or proteins with C-
terminal truncations (FliK $318amber, lane 3, and FliK E380ochre,
lane 4). FIiK S319amber appears 1o have been partially degraded.
B. Asin A, but in fig€ and figK backgrounds fo examine the issue
of ordered transporl. As well as the truncated forms of FliK (FK'),
wild-type FIiK resulting lrom chromoesomal expressicn was
detected.

wild-type and iruncated FliK proteins could be exported
simuitaneously, they do not appear 16 be in competition.

Deletion of the N-terminal region of FliK can affect
export

We constructed a series of mutant versions of FliK with
sequential 10-amino-acid deletions within the N-terminal
region; these were encoded by the pET19b-based plas-
mids ptKA1-10 (Fig. 5A).

These plasmids were introduced into SJW108 (fiiK ) and
the motility of the resulting transformants was tested on
motility agar plates (Fig. 5B). pIKAS5, A6 and A10 fully
complemented the fiiK mutant. A4 restored motility to
some degree, and A2 and A3 less so. A1, A7, AB and
A9 did not complement at alk.

Failure to complement could be a result of protein
instabiiity. To test this, we introduced the plasmids into
BL21{DE3)pLysS, and prepared the whole cell proteins
from the resulting transformants. Immunoblotting with
anti-FliK antibody (Fig. 5C) revealed that FliKA1-A6 and
A10 (lanes 2-7 and 11) were detected al wild-lype levels

{lane 1). A small amount of a degraded form of A9 was
detected (lane 10}, but A7 and A8 were not detected at
all (lanes 8 and 9). Thus the failure of plasmids pIKA7,
48 and A9 to complement does not prove that the deleted
regions are essential for FIIK export or motility.

Next we examined the export of those mutant FliK pro-
teins that were stable enough to be detected, using
SJW1353IK (figE fliK::Tn10) as the host because FliK is
exported most efficiently before completion of hook
assembly (Fig. 3). In immunoblots of the culture super-
natants with anti-FliK antibody (Fig. 5D), the FliKA5, A6
and A10 proteins (lanes 7, 8 and 9) were detected at
wild-type levels, indicating that their deletions hardly affect
export. However, the other deletions (A1-A4) caused
severe inhibition of export (lanes 3-6).

Flagellar morphology of in frame deletion mutants
that are export deficient

The A1, A2, A3 and A4 versions of FIiK were stable, but
complemented poorly and were deficient in export (see
above). To examine whether the export deficiency
affected flagellar morphology, we prepared ocsmotically
shocked cells of SJW108/pIKA1, A2, A3 and A4 and
chserved their flagellar structures by electron microscopy,
as is illustrated for the case of FIiIKA1 in Fig. 8. Cells pro-
duced polyhooks both with and without filaments (Table
2). The efficiency of filament formation was consistent
with the compiementation data; thus FliKA4, which had
the highest ratio of polyhook filaments to polyhooks, was
also the best at complementation (Fig. 5B8). Thus, FlK
export appears to be important both for the termination
of hook elongation and for the initiation of filament forma-
tion.

Export of intragenic suppressor mutant FliK proteins

We next examined whether the poor motility of some intra-
genic suppressor (pseudorevertant) fiiK mutants (strains
MY3003, 3006, 3007, 3008, 3009, 2803, 2802, 2805 and
2807; Williams et al, 1998) was a result of deficiency of
FliK export. The two mutations in each of these strains
are frameshifts, which together result in {i) deletion of
some natural sequence, {ii} in some cases, the addition
of a frame-shitted sequence, and (i) most importantly,
restoration of a frame (Table 1 and Fig. SA). They fall
into two groups according to where the deletions lie. For
MY3003, 3006, 3007, 3008, 3009 the deletions lie near
their N termini, whereas those of MY2803, 2802, 2805
and 2807 lie further in. The cullure supernatants were pre-
pared from these strains, and immunoblotting was per-
formed with anti-FliK antibody (Fig. 7). FIiK was
detected in the culture supernatants from MYZ2803,
2802, 2805 and 2807 (illustrated by MY2807 in lane 3),
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A. N-terminal deletion plasmids (pIKA1-10) and intragenic pseudorevertants (Wiliams ef af., 1996), illustrated here by MY3003, MY2803 and
MY2807; the grey region within the FliK sequence of MY3003 represents frame-shilted (i.e. synthetic) sequence before a second shift reslores

frame.

B. Complementation properties measured by swarming on soft tryptone agar of SUIW108(/iiK ) translormed with plasmids carrying His-lagged

alleles of fiiK.

C. Immuncblot, using polyclonal anti-FIiK antibody, of whols cell samples of BL21{DE2)pLysS cells transformed with plasmids pIKA1-10,
FliKA7 and 48 wers foe unstable to be detected, and A9 could only be detected weakly as a degradation product.

D. Immunoblet, using pelyclonal anti-FliK antibody, of culture supernatants from transformed SJW1353IK (figE fliK::Tn10) cells symhesizing
those FliK deletion proteins that were shown in Fig. 5C to be stable. The band marked FliK*, which is present in all lanes (including the vactor

control), derives from the transposon-inserted chromosomal gene.

but not in those from MY3003, 3006, 3007, 3008 and 3009
(illustrated by MY3003 in lane 2). None of these mutations
affected the synthesis or stability of the protein {data not
shown). These results are consistent with the positions
of their deletions and those of the in frame deletions of
FliK,

Effect of overproduction of the intragenic suppressor
mutan! FiiK proteins on motility

If the poor swarming of a fiK mutant derives primarily
from the poor éxport of FIiK (rather than other aspects of
its function}, overproduction might result in increased
FliK levels within the growing flagellar structure and
hence improved moltility. To test this, we examined for
multicopy effects on the matility of SUIW108(fiK) cells
transformed with pTrc98A-based plasmids carrying the
fli alleles of the pseudorevertants MY3003, 3007, 3008,
3009, 2802, 2805 and 2807. Ths transformants were

© 1999 Blackwell Science Lid, Molecular Microblology, 34, 295-304

inoculated on motility agar plates with or without IPTG.
In all cases, IPTG substantially improved motility, as isiflu-
strated in Fig. 8 for plasmids pMMK3003 and pMMK2807.
It also resulted in increased ievels of the mutant FIiK in the
culture supernatant (data not shown). With the pBR322-
based plasmid, pKM000, encoding wild-type FIiK, IPTG
(as expected) had no effect. More importantiy, with the
pTrc99A-based plasmid, pKMO002, encoding wild-type
FliK, IPTG also had no effect, suggesting that the protein
was already being exported at sufficient levels for maxi-
mum effect,

Estimate of the level of FIiK exported from wild-type
cells

To estimate the amount of FliK being exported from wild-
type cells, we prepared the culture supernatant from a
known number {1x10%) of cells of the wild-type strain
SJW1103, and performed quantitative immunoblotting
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Fig. 6. Electron micrograph showing palyhook (PH) and polyhook-
filament (PHF) structures on an osmotically shocked cell of
SJW108 {fiK } transformed with piKA1, The origins of the PH and
PHF structures at the cell surface are circled.

with anti-FliK antibody, as described by Muramoto ot af,
1998. By comparing the amount of the exported FliK pro-
tein with known amounts of purified N—-His—FLAG-FIiK,
the wild-type exported level was estimated to be 30-100
molecules per cell (data not shown).

Discussion

FliK is exported during hook-basal body assembly,
and is subject to the substrate-specificity swilch
mechanism

FliK has been proposed to be a cytoplasmic regulatory
protein, which together with FIhB controls the ordered
export of the flagellar proteins (Kutsukake et al., 1994,
Williams et al., 1996; Kutsukake, 1997; Muramoto et al.,
1998). In this study, however, we have estabiished
that FliK is itself an export substrate recognized by the
flagellum-specific export apparatus (Fig. 2). When is
FiiK exported? We found that the amount of FliK in the cul-
ture supernatant from a figE mutant was much more than
in that from a flgk mutant {Fig. 3), suggesting that FliK is
exported most efficiently, perhaps exclusively, during
hook formation. This property is similar to that of the
hook-type proteins, FlgD and FigE (Kutsukake &t al.,
1994 Willams et al, 1996; Kutsukake, 1997; Minamino
et al, 1999). We conclude that FliK is exported during

hook formation, and that its export properties place it in
the same class as the rod-and hook-type proteins. Both
FIhB and FIiK appear o be invelved in shutting off hook-
type protein export upon completion of the hook assembly
process {Hirano et af., 1994; Kutsukake ef al.. 1994; Wil-
liams et al, 1996; Kutsukake, 1997). As FliK export is
poor after the completion of hook assembly (Fig. 3), the
FIhB-FliK regulatory system also appears to be involved
in shutting off FiiK export when the hook reaches its
mature fength.

The process of FIiK export is important for the
substrate-specificity swilching mechanism

As we have just discussed, FliK as an export substrate
appears to be subject to the FIhB-FIK regulatory system.
The relationship appears in some way to be reciprocal.
FliK is necessary for the substrate-specificily switch: #iK
null mutants produce polyhooks, because FIhB cannot
stop the export of hook-type protein and initiate the export
of fitamient-1ype proteins (Kutsukake ét af., 1994; Williams
et al, 1996; Kutsukake, 1937}). In this study, we have
shown thal the export of FliK is part of the substraie-
specificity switch mechanism, as export-deficient fliK
mutants — even those whose C-terminus is intact — still
produce polyhook structures.

Because we have encountered situations in which no
exported FliK can be detected, yet appreciable motility is
retained (for example, in strain MY3003; cf. Figs 7 and
8), we cannot at this point state with certainty that FIiK
export is absolutely required for substrate-specificity
switching, but we suspect that it may be. FliK export
could be occurring at levels too low 1o be detectable, but
sufficient to sustain some degree of swilching and hence
filament formation and motility,

FiiK probably functions within the growing flagellar
structure

Is the FIiK export process itself important, or is it the resul-
tant presence of FliK in the growing flagellar structure? We
suspect it is the latter, for the following reason. The mutant
FliK from some pseudorevertants (e.g. MY2807) is stable
and is efficiently exported (Fig. 7). However, it does not
sustain fully wild-type motility when produced from the

Table 2. Hock moiphology resulting from

deletion MK alleles. Polyhooks Polyhook filaments Polyhook filaments
fliK-encoding plasmid per cell® per cell® (%)
pIKA1 53 0.2 3
pIKA2 38 0.4 9
plKA3 4.8 0.3 5
plK a4 3.0 1.9 38

a. Means ol 20 cells

¢ 1999 Blackwell Science Ltd, Molecular Microbiology, 34. 295-304
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Fig. 7. Immunoblotting, using polyclonal anti-FliK antibedy, of
supernatants lrom two intragenic pseudorevertants. The sequence
of MY3003 FiiK (cf. Figure 5A) carries a deletion close 10 its N-
terminus that results in failure of export, whareas that of MY2807
FliK (iabelled FiiK') carries a deletion that, though larger, Is further
in fram the N-terminus and permits export.

pTrc99A-based plasmid pMMK2807 in the absence of
inducer (Fig. 8, left). Under inducing conditions, motility
improves to the wild-type level (Fig. 8, right). Thus, it is
necessary lo export in excess in order to have normal
function. This is most easily explained if the association
of FliK with the growing structure is the limiting step. This
idea is consistent with our previous study, which showed
that a decrease in the level of synthesis of wild-type FIIK
results in polyhook phenotype (Muramoto et al., 1998).

If FliK functions in the growing structure why, then, is it
exported into the external medium? This could simply
reflect spillover, and not in any direct sense be physiologi-
cally significant. HAP monomers, for example, are known
to be exported into the external medium after the relevant
HAP structures are complete (Homma and lino, 1985).
However, it is worth remembering that there is at feast

PTG +IPTG

pTreQ9A

pKMO0G

PRMO02

PMMK3003

pMMK2807

Fig. 8. Multicopy effect of mutant FIiK on swarming of
SJWI08(fiK }. pKMO0O is pBR322 based and encodes wild-type
FliK. AJl other plasmids are pTrc99A based and theretore are
inducible by IPTG, used on the right at 0.1 mM. pKMOO2 encodes
wild-type FIiK, whereas pMMK3003 and pMMK2807 encode
intragenic pseudorevertant versions of the protein. The mutant
proleins support less than wild-type swarming in the absence of
IPTG, but support essentially wild-type swarming in s presence.
Cells were incubated at 30°C for 6h. Swarms are shown in

dupticale.
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one known example (the anti-o factor FIgM; QOhnishi et
al., 1992) in which total export, i.e. loss from the cell, is
important {(Hughes et al., 1993; Kutsukake, 1994).

Although we measured the amount of FiiK in the exter-
nal medium {data not shown), we do not place too much
significance on the actual value obtained, except to note
that it is small, and probably reflects a low export rate
into the flageliar apparatus. This would also be consistent
with the observations that cytoplasmic leveis of FliK in
wild-type cells are low (~ 40-80 molecules per cell), and
that substantially lower levels in mutants can still sustain
some degree of function (Muramoto et al., 1998).

The N-terminal region, but not the C-terminal region,
is critical for FIiK export

In a previous study (Williams et al., 1996), we concluded
that the C-terminal domain of FIiK is directly involved in
the substrate specificily switching of the export apparatus.
However, we did not understand the roles of the N-term-
inal region or the proline-rich central region of FiiK,
because mutations within these regions resulted in poly-
hooks or polyhook filaments, even though the C-terminal
domain was intact. In this study., we have shown that
C-terminal truncations of FliK do not affect its export
(Fig. 4), whereas deletions within its N-terminal region
(depending on their exact position; see below) severely
interfere with the process (Figs 5D and 7}, If these fiiK
mutations were 10 result in shutling off the rod/hook-type
protein export, only the MS ring would be produced. How-
ever, these mutants produce complete basal bodies with
polyhooks attached. Therefore, the N-terminal region
appears to be important only for the export of FliK itself,
and not that of rod or hook proteins.

Minamino et al. (1999) have proposed that the flageliar
proteins contain either a rod/hook-type or filament-type
export signal, which conveys an ordered expor! property
to each group. In this study, we have shown that the export
properties of FliK are similar to those of the rod/hook-type
proteins, and that neither C-terminal truncations, nor those
N-terminal in frame mutations that stili permit axport, dis-
rupt the property of its ordered export. Therefore, it is
probable that the ordered export signal for FliK is also con-
tained within its N-terminal region.

Molecular dissection of the N-terminal region of FIiK

Within the N-terminai reglon, deletions within the first 40
amino acids of FIiK resulted in the inhibition of FliK export
{Fig. 5D). Detetion of the first 10 amino acids completely
inhibited motility, and deletions A2-A4 also severely
affected motility {Fig. 5B). Deletions A7—A9 totally inhib-
ited motility but, as they resulled in unstable proteins
(Fig. 5C), we are unable to say whether the deleted
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amino acids, 61-90, contribute to the signal for export.
They may not, since the flanking deletions, A5-A6 and
A10, hardly affected either export or motility.

The mutations of the pssudorevertants we analysed fell
into two classes. In the first class (exemplified by
MY3003), the mutated sequences were short, lay close
to the N-terminus and corresponded closely to A2 with
respect to mutation position, failure to give detectable
lavels of exported FliK and incomplete complementation.
In the second class (exemplified by MY2807), the mutated
sequences were more extensive, lay further in from the
N-terminus {covering roughly amino acids 80-160), gave
readily detectable levels of exported FIiK, and comple-
mented quite well. Thus, amino acids $0-160 are not
necessary for export or motility. The slatus of amino
acids 70-100 remains uncertain, although a plasmid
from a previous study (pAW35; Williams et al, 1996),
which encodes a FliK protein with amino acids 63-157
deleted, still complements fairly well.

In summary, only the N-terminal 40 amino acids or so of
FliK appear to be absolutely essential for FliK export, and
for enabling the C-terminal region of FliK to execute the
swilch in substrate specificity.

Role of FiiK in hook-length control and specificity
switching of the export apparatus

Until now it has been hard to imagine how FiiK works in
terms of hook-length contiol and the specificity switch of
the export apparatus, because FliK has been believed to
be exclusively a cytoplasmic protein. In this study, we
have shown that FliK is exported and that this export is
important for both hook-length control and substrate-spe-
cificity switching. The role of FliK, therefore, has to be
reconsidered in {ight of this new information.

Substrate-specificity switching is a process that involves
the C-terminus of FliK (FliKg) and the C-terminal cytoplas-
mic domain (FIhBg) of the FihB component of the export
apparatus (Kutsukake et al,, 1994; Williams et al, 1996).
However, FliK has an additional function, namely, receiving
the hook-length signal and transmitting it to FliKe~F1hB. The
N-terminal region is essential for the export of FiK. We sus-
pect that it acts within the flagellar apparatus, presumably in
the vicinity of the hook, to sense the state of the hook assem-
bly. However, we know that substrate-specificity switching is
not performed before completion of hook assembly, even
though FliK is being exported, because filament-type pro-
teins are not exported into the culture medium in a figk rfiH
mutant background (Kulsukake, 1997). In addition, the
C-terminal domain has to be in some sense activated,
because FiiK that cannot be exported, yet has its C-terminus
intact, does not cause switching.

it is evident from its apparent molecular mass thal the
FliK exported to the external medium is the intact molecule

(Figs 2 and 3); in other words, the C-terminal domain is
capable of being exported provided it is attached to the
N-terminal domain. It could not, under these circum-
stances, interact physically with FihBg. If the interaction
Is in fact a physical one, we can think of two ways this
might be achieved. Non-exported copies of FlilKk might
somehow exert the specificity-switch aspect of their function
upon receipt of the proper signal. However, it is unclear how
the state of hook assembly (i.e. the length signal) would be
transmitted back to the cytoplasmic poo! of FliK.

Another possibility would be that the physical state of
the exported FliK is progressively altered as the hook elon-
gates, until, at the mature length of 55nm, the system
‘backs up’ so that FliKk monomers cannot be fully tranglo-
cated across the plane of the cell membrane, but instead
leave their C-terminal domain in the cytoplasm able to
interact productively with FIhBz, [This model has some
elements in common with one proposed by Muramoto et
al. (1998) in which the state of hock subunits themseives
was fed back to the base.] The N-terminal plus central
regions (= 265 amino acids) could extend = 40nm as an
o helix or = 30nm as a p or extended structure. Thus phy-
sical communication between the hook and the cytoplasm
is not impoessible. However, as has been noted belore, the
simpie concepi of a molecuiar ruter is ditficult to accapt
because internally deleted FIIK molecules result in elon-
gated hooks not shortenad ones (Kawagishi et al., 1996,
Willlams et al., 1996).

Finally, it should be noted that physical interaction
between FliKc and FIhBe has not been experimentally
proved, Communication could possibly involve intact
exported FliK and FIhBc.

An immediate goa! will be to estabiish which, if any,
external flagellar components FliK interacts with — obvious
possibilities would be the hook protein FIGE and the cap-
ping protein FigD. Information of this sort could then be
refined to establish whal part of the FliK sequence is
responsible for the interaction. It will also be important to
ranew efforts to detect FliK in flagellar precursors, and to
delineate where the subunits are located and the time at
which they are prasent in the proq'ess of morphogenesis.

Experimental procedures
Bacterial strains, plasmids and media

The strains and plasmids used in this study are listed in Table
1. Luria broth (LB) contained 10g of Bacto-Tryptone, 59 of
yeast extract and 5 g of NaCl per litre. Motility agar plates con-
tained 10 g of Bacto-Tryptone, 7 g of NaCl and 3.5 g of Bacto-
agar per litre. M3+CA medium contained 100mi of x10 M8
salts {(10g of NH,CI, 59 ¢ of NayHPO,, 30g of KH.PO,, 59
of NaCl), 1ml of 0.1 M CaCl,, 1 ml of 1M MgSQ,, 20ml of
50% glycerol, 1mgmi~! of Vitamin B1 and 3g of Casamino
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acids per litre. Ampicilin was added to the media to a final
concentration of 100 wgmi™".

Polymerase chain reaction and cloning

Synthetic primers containing restriction sites were synthe-
sized using a model 393 DNA /RNA synthesizer (Applied Bio-
systems). Polymerase chain reaction (PCR) was carried out
using an MJ MiniCycler {MJ Research) and Tag DNA poly-
merase (Boehringer Mannheim). PCR products were pre-
pared from agarose gel with QlAquick Gel Extraclion Kit
(Qiagen). Restriction enzymes and T4 DNA ligase (New
England Biolabs) were used according to the manutacturer's
recommendations. The recombinant plasmids were purified
with QlAprep Spin Plasmid Kit (Qiagen).

Preparation of the periplasric contents and cuiture
supernalants

The periplasmic contents and culture supernatants were pre-
pared from the wild-type strain and various non-flagellate
mutants as has been described {Minamino et al, 1999);
the cells had been transformed with pUC18 in order to use
B-lactamase as a control for the periplasmic fraction.

For the preparation of the culture supernatanis from
SJW108 carrying pKM0Q2, pKM802 or pKM302, or from the
figE or figk mutants carrying pKMO002, transformants were
grown at 37°C in 3 mf of M8+ CA medium containing ampicil-
lin until ODggom reached 1.2-1.4. After washing twice with
M2+CA medium containing ampicillin, cells were suspended
in 3m! of M3+CA medium containing ampicillin and 1 mM
IPTG, and incubated for 1.5 h at 37°C. The aliquots of culture
proteins containing a constant number of cells were clarified
by centrifugation. The cell pellet was resuspended in the
sample loading bufter (50mM Tris-HCl, pHE.8, 100mM
dithiothreitol, 2% SDS3, 0.1% bromophenal blue, 10% gly-
cerol). The proteins in the culture supernatant and periplas-
mic fractions were precipitated by 10% TCA and suspended
in Tris-saturated SDS loading buffer.

immunoblotting

Immunoblotting was performed with anti-FliK antibody or anti-
f-tactamase antibodies as described previously (Minamino et
al, 1999). immunodetection was performed with an ECL
immunoblotling detection kit (Amersham International).

Construction of nested in frame deletions of FliK

Nested deletion mutants of FIiK were constructed using the
method of Williams et al. {1996). The construction was con-
firmed by DNA sequencing using the moditied T7 DNA poly-
merase Sequenase (US Biochemical)

Preparation of osmatically shocked celis

Cells were harvested at late log phase (between ODgsgnm
0.5-1.0), and resuspended in a small volume (1:100 of the
culture volume) of 0.5M sucrose, 0.15M trizma-base (pH
not adjusted). After incubation for 30 min on ice, 100 vols of
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prachilled water was quickly added to the cell suspension.
Intact cells were removed by low-speed centrifugation
(2000 g, 10min), and the osmotically shocked cells remaining
in the supernatant were collacted by high-speed centrifuga-
tion (18500 g, 20 min). Cells in the pellel were resuspended
in water and immediately observed by electron microscopy.
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Secuencia nucleotidica del operdén flgG

PstI
CTGCAGCGCACTTTCGAGCTCAACCTCCGCATGATCTCCTCGGCCAAGGAGCTGGACGAG
sigma 54
AGCGGCGCGCGGCTCCTGCGTCCGCCCEAGTGAGCGTGGCACGGGGCTTGCACCGGGAAG

GGCGTACGGCCTGAAGGAGCCCCGCATGTCCACCAATGCGATGCATGTCGCCTCGACCGE
M 8 T N A M H V A S T G

FlgG
TCTCAATGCCCAGCAGACCCGGATGCAGGTGATCTCGAACAACCTCGCCAACGTCAACAC
L N A Q QT R M Q V I § N N L A N V N T

GACAGGGTTCAAGCGCGACCGCGCAAATTTCGAGAGCCTCCTCTACCAGACCTGGAAGCC
T G F K R DR AN F E S L L Y Q T W K P

CGGCGGGGCGCAGACGTCCGAAGCCACCGCCATGACCTCGCCCTCGGCGGTGGGGACGEE
G G A Q T S EATAMT S P S A V 6T G

GGTCCGCGTCGTCTCGACCGARAAGCTCTACACTCAGGGC TCGCTCGCCAATACCGACAA
vV RV ¥V § T E K L Y T @Q G 8§ L A N T D N

TGCGCTCGATCTGGCCATCGACGGGLCGGGCTTCTTTCAGGTGCTGATGCCCGACGGGCG
AL DL A I DG?P G F F @ V L M P D G R

CATGGGCTACACCCGGAACGGCACCTTCTCGCAGARATGCCGAAGGCACCATCACCACCCC
M 66 ¥ T R NG T F § ¢ N A E G T I T T P

CTCGGGCTATGTCGTGCAGCCCGAGATCCAGATCCCCGAGGGCGCGGTCTCGGTCACCAT
s 6 Yy v vV g P E I Q I P E G A V 5 V T I

CTCGTCGGACGGGATCGTGTCGGTGCTGATGCCCGACGAGACCGAGGCGCAGGAGGTGGG
s s b6 I v.5 vV L..M P D E T E A& Q E V G

CCAGATGACCCTCGCCACCTTCGCCAACCCGCGTGGCCTCCAGCCCGTGGGCGAGACCTT
g M T L A T F A N P R G L Q P V G E T F

CGCGGTCGAGACCGGGGCTTCGGGCGAGGCGGTGATCGGCAATCCGGTCGAGCCCGGCTT
AV E T &G A 5 G E A&V I GNP V E P G F

CGGCAAGCTCGTGCAGGGGTCCCTCGAAGCCTCGAACGTCAACGTGGTGCAGGAGCTGGT
G K L. v g G § L E A S NV NV V Q E L V

CGACATGATCGAGACCCAGCGCGCCTACGAGGTCAATTCCAAGTCCATCTCGGCCTCCGA
b M I E T Q R A Y E V N 35 K § I $S A S D

CGAGATGATGCAGTATCTTTCCAACARGCTCTGAGGCGCAGATGTCCCGCCGCATGTCCC
E MM QY L § N K L * M 8§ R R M 5§ L

FlgH
TCACCGCGCTGGCCCTGCTGLTCGCGCCCGCCGCCTGCTCGACCTATGTCGAGGACCGLG
T A L AL L L A P A A C S T Y V E D R A

CCTCCGAGGCCTGGGCCCCGGTCTATCCGGTCGAGGAGGLCCGAGCGGCTCGACAGCCTGE
S E A W A P V Y P V EE A ER L D S L P




CCACCGGCGGGATCTACAGCAGCACCTCCCGCGGCCTCTTCGTC TCGGACCGGCGCGOGE
T 6 61 ¥ $sS s T SR G L F VYV S DRI R A A

CGCGGGTGGGCGACATCGTGACGGTGGATTTCGACGAGAAATTCTCGGCCTCGAAGTLGE
R v ¢ b I v TV D F D EKF § A S K 5 0Q

AGAGCGCCTCGGGCTCGCGCAAGAGCGATTATGCGATCGACC TGCCCGATGCGCTCACGT
S A S G5 R K S D Y A I DL P D ATIL T L

TGGGGCTCGACGACGGGETGCTCGACAATTCGACCGATCAGGGC TTTTCGGGCAAGGGGS
6 L DD GV L DNS T D OQ G F S G K G A

CGGCCTCGCAGTCGARCTCGCTGCGCGGGCGGATGTCGGTC TCGGTCACGCGCGTGC TG
A°S 0 § N S L R GRM S V § V T R V L P

CGGGCGGCAATCTCGAGATCATGGGCCAGAAGCTCCTCACGC TGARCAACGGCAACGAAT
G G N L E I M G @ K L L T L N NG N E Y

ATGTCCGGCTGAAGGGCGTGGTGCGCCCCGAGGACATCGGGCCGGACARTGTGGTGACCT
v R L XK GV VvV R P ED I G P DN V V T 8

CGGACCGGATCGCCCATGCCGAGATCAAGTATATCGGCGCGGGCGACACTGCCGACACCG
bR I &AH AETI K Y I G A G DT AUDT A

CGAACGCCGGCTGGCTGCGGCGCGGCCTTTCCGTGGTCTCGCCGCTETGAGGLGCGCTCT
N A G W LRI RG L S V V S5 P L *R R A L
FlgI
CCTTCTCGCAGCGCTTCTGGCCTGCGCGCCGCCCGCCTTCGCCGACCGTCTGAAGGACCT
L L AA L L A CAUPUPAUFUA ADIUZ RL K D L

GACGRACGGTCGCGGGCGTGCGGTCGAACCCGCTCGTGGGCTACGGCE TGGTGETGGGCCT
T T v A G V R § N P L V G Y G V V V G L

GTCGGGAACCGGCGACGGCAATTCCCAGCTCACCCAGCAGTCGATGCAGTCGCTGATCTC
S 6 T D GN S5 QL T @ QS M Q S$ L I s

GCGCCTCGGLCTCTCGGTCGAGACGGGCGATC TCAAGGCCAAGAATGCCGCGGCCGTCAT
R L G L $ VvV ET G D L K A KN A A & V M

GGTGACGGCCGACCTGCCGCCGTTCCTGARGATCGGCCAGACGCTCGATGTGACCGTCTC
v T A D L P P F L K I 6 Q T L D V T V §

GACCGTCGGTCAGGCCAAGTCGCTGAAGGGCGGCACGCTTCTGATGACGCCGCTCATGGG
T vV ¢ ¢ A K S L KGGTL L M T P L M G

GGCGGATGGCGAGGTCTATGCCATCGCGCAGGGCAATCTCGTGETGGGCGGGECTCGGCGT
A D G E V Y A I A Q G N L V V G G L 6 Vv

CGAGGGCAAGGACGGCTCGTCGCTCACCGTGARCATCCCGACCGTGGGCCGGETGCCLCE
E G K DG S S L T VNI P T V G R V P R

CGGCGGCATGGTCGAGAAGATGGTCGAGACGCCCTTCCTCGAGACCGATCATCTGGTGET
G 6 MV EKM V E TP F L E T D H L V L

GAACCTCAACCGCGGCGATTTTTCCACCGCGGCGGCCGTGGCGEAGGGCGTGAACCGCAC
N L NR GD F S T A A A YV A E G V N R T

CTTCGGTCCCGATGTGGCGGTGGCGCTCGACGGGACCTCGATCCGCGTGCGCGCGLCRaE




F G P D VAV AL D GT s I R V R A P &

CGATCCCGCGCAGCGCGTGTCTTTCATGAGCCTGCTCGAGAATGTCGAGGTCGACCCCGL
b P A Q RV S F M S L L E NV E V D P A

GCCGCCCGTGGCCAGGGTGGTGGTCAATGCCCGCACCGGCACCGTCGTCATCGGCGGCAC
p P VA RV V V N ARTGTV V I G G T

GGTGAAGGTGACGCCCGCAGCCGTCACCCACGGCTCGCTCACCGTCCGAGTGACCGAGGA
v K v T P A A V T H G S§ L T V R V T E D

TCAGCGCGTCTCGCAGGGCGCGAGCGTGGTGGTGGGCAACAATGCGACCGTGGTGGLGCC
g RV 5 ¢ G A& 5§ V V V G NDNATV V A P

GGGCGAGCCGGTGGTGACGCCCGACAGCCAAGTTCAGGTGGTCGAGGAGCCGGCCAAGGC
G E P V V T P D S5 0 V Q V V E E P A K A

CTTCGTTTTCGATCCCGGCGTCTCGCTGAGCTCGCTCGTCGATGCGATCAATGCGGTGEG
F v F D P GV 8 L 5 S L VD ATINAUVCG

GGCAAGCCCGTCGGACCTCGTGGCGATCCTCGAGGUGCTGCGCGAGGCGGEGECGLTECG
A S p 5 DL VA I L E AL REAG A& L R

CGCCGARCTGGTGGTGATCTGATGGAACTGAAGCTTCAGGCCCTGACCCCGCTGTCGLTC
A E L vV Vv I *M E L K L Q A L T P L 5 L
FlgJd
TCCGGCAGCCGCGCCCAGCCCGCGGGCCGCGAGGATCTGCGGCAGGCGGCCGAAGGGTTC
$ G S R A Q P A G R E DU LI RQW AW AZE G F

GAGTCGCTCTTTCTCACGCAGCTTCTGAAGGCCGGTCGCGCGGETCTTCCGGGCGGCGAT
E s L F L T Q@ L L K A G R A G L P G G D

CTCCTGGGCTCGTCCGGCGTCGATACGGCGCGCGACATGCTCGACATGGAGCTTGCGAAA
L L. ¢ 5 S &GVv DT AURUDMTLUDME L A K

AGCTCGGCCGGGCGCGCGGGGCTEGGCATCGCCGACGCGATCGAGCGCCAGTTCGCCCCT
$ $ A G RAG VL G I A DBATI ERQF A P

sigma 28
CTCGTCAGGGACGGCAAGTCGTGACCGGCAACGGCGTTCCGGTGGCGCTCCGCAACCGTC
L v R D G K 5 *

CGGGCCGGTGGCCGAGGACCGCCGCGGGCCTGCLCCCTCCTTCCCGCCAGAGCCGTCCGEG

AGACCTGACCCTTGTCCATCCTCGACATCGLCCETTCGEGTCTCCTGTCCTACCGLTCGE
M s I L D I A R S G L L S Y R S A

FlgK
CCCTCTCCGTCACGGCCGAGARCATCGCCARCGTGAACACCGAAGGCTACGTCCGCCGLG
L § v T A E N I A NV N T E G Y V R R E

AGGCGGTTCTGGCGCAGGTGCCGGGECGGCCAGATCAGCCCGACGAGCGCCGCGACCTCGG
A vV L & @ VvV P GG G Q I 85 P T S A A T S G

GGCAGGGGGTGCGGGETCGAGGACGTGCGCCGGGCCTTCGACGGGCTGGTGGCGCAGCGGL
Q 6 vV R vV E D V R R A F D G L V A 0 R L

TGCGCACGGCCGAAGGCGCCGLCCGCCTCGGCCGARACGCTCGACACCACCGCCGGLGCGL
R T A E G A A A S A E T L DT T A G A L



TCGAGAGCCTGTTTCTGGCCGGGEGCGGECAGCGTGCCCGAGGCGCTGACGGGCTTCTTCG
E 5SS L Fr L AGA S V P E AL T G F F D

ACGCGCTCAACGGGCTCGGCGCCACGCCGCGCGACGGTGCGETGLGGCAGGTGGTGCTGG
A 'L N G L G A TP RUDGAULRIGQUV V L A

CGGCGGGCCAGACGCTGGCCAGTTCCTTCACCACCGTGGCAAGCGGGCTCGCGGGGLTCC
A G Q T LA S S F T T V A S G L A G L R

GCGACGAGGTGACGGGGCTTGCCGGGCAGACCGCCGTTGAGGCCTCGCAGACGCTTCGGT
b BV T G L A G Q T AV E A 5 @ T L R Q

AGCTGGCCGAGCTGAACGGGCGCATGACCGGAGCGCAGCAATCGGCGCTGAACCCGCTGE
L A E L NGRM T G A Q Q S & L N P L L

TGGACGAGCGGGACCGGCTCCTCGGCGAGCTCTCGCGGACGGTGGGGGTCCAGGCCAGCT
b E R DRUL L GG E L 8§ R TV G V Q A § F

TCGATGCTCTGGGCCGCACCACGGTGACGCTCGGCTCGGLCCCGEGCGEECCCCTGLTGL
b AL 6 R T TV T L G S A P G G P L L L

TCCAGGGGACGGCGGLGAGCACGCTCGGCGTGGCCGAGGCGGECGETCTCGTGCTCGAAG
E 6 T aA S T L GV A E A G G L V L E V

TCACGCGGGCAGGCGCCACGCTCCAGAGCCGCCAGATCACCGGGGGCAGCCTGCAGGGCT
T R A GA T L Q S R Q I T G G 5 L @ G Y

ATGCGTCGGCGCTCTCGGCGGTGGACAATGCGGCGGCCGAGCTCGATGCGCTCGCGCGGT
A 5 A L 5 A VYV D NAWAHAE L D A L A R Q

AGCTGGTCGCCGAGATGAACACGGTGCACGCGCAGGGGATCGATCAGTCCGGGGLCLGGE
L vV A EMNTV HA Q G I D Q S G A R G

GGGGCGATCTCTTCGCGCTCGAGGGCTGGCAGGTGGCGGUCCACGCCGGCAACCGGGGCA
¢ b L F AL E G W QV A A DA GN R G T

CGGGCEGCGCGTCGGTGGTGGCCTTCGACACCGCCACGGCGCCCGGLCCGCTCACGLTGE
G G &2 §Ss vV v A F DTATA AP G P L T L L

TGCACGATGCCGCGGCGGGGCTCTGGCACGCCTACGACGCGGGGGGCACGCTCCTCGGCA
H D A A A G L W HAY DA AGG T L L G 8§

GCGGCGCCGAGACGCTGGCECTGACGGGCCTCACGCTGCAGATGACCGGCGCEGCCATGE
G A E T L AULT G L T L QM T G A A M D

ATGGAGACCGTCTGACGGTCTCGCCGCGCCAAGGGCGGGCECTCGACATGCGCTTCCTGC
G b R L T V8 P R Q GRWAIL DMIRF L L

TGACCGACACCCGCCAGATCGCGGCCGCGGCGCCCTATATCGTCTCGGCCGCGAGCGGCA
T 0D T R Q@ I A A A A P Y I V 5 A A 5 G N

ATGCGGGGTCGGCGCAGGCGAGCTTCGTGCCGGTGACCTCCACGCTCCCCGCCACCGGAT
A G $ A Q A S F V PV T S T L P A T G 8§

CGCTGGGCGGCCTGCTGACGGACGCGGGCGEGECCGATGCCGCGACGCTGATCCGCGLGG
L 66 6L L *T DA G G A DA ATUL I R A G

GCGTGGTGGGCCATATTCCGGCCGGAACGGGCTCGGTCACGCTGGCGAGCCTCGGLAGLC



v v ¢ H I P A G T G S$ V T L A S5 L G § 9Q

AGTCGCAGCAGGAGTTCCTCCTGTCCGACCCGGCCGCGGCGGGCGCCACGACGCTTTCCT
s ¢ Q EF L L 8 D P AAA G A TTL s F

TCTCGATCGGCGGCACGGTCCACAGCTTCGATCTGTCGGCGCTGGGCGCGACGGACCCGE
5 I 6 6 TV H S F DL S AL G & T D P A

CCACTCTGGCCGCGGCGCTGAARTGCCGGGGCTGTGAGCACCGGCGEGCAGACCLTCGCCG
T L A A A L N A G A V 8§ T G G Q T L A E

AGCTGGGCGTCACGGCCAGCGGCAGCACGEGGCGCTTCACGCTGATGCTGGGGCAGGGCG
L ¢ v T A S$ 35 TOGIRF T UL ML G Q G D

ACTTCGATGCCGGCGCCAGCGTGACGGGATCCGCCGGGACCGTCGCAGGCAGTCTGACAG
F b A GA SV TGS A G T V A G S L T A

CCGCCGAGCCCGCGGGCGGGACGATCCAGATCATCACGCGGGACGGACGCCACATCGCAG
A E P A G G T I ¢ I I T R B G R H I A G

GCGCCGCGCTCACGGCCGAGGAGGCCGCGCTTCTGCTGACCGAGGCCAACGGCTTCCTGE
A°A L T AZEZE®AAULUL L TEA ANGF L P

CGGGCGCGGTCTACGATGCCTCGACGCTGAACGGTGCCEGAGGCACCGGCTTTCGCGGAA
G A VvV Y DA S TULNIUGASGSGTGF R G T

CCGGGATCGCGGGLGCGATCCTGCCEGGCGAGCGTGTGCTGTCGCTTCATCCCGCCGATC
G I A G A I L P G E R V L 5 L H P A D P

CGGTGGCCGGCAGTTCGGGCCTTCTGCCTCCTGCATCCGCGCTCCCGAGCCTGACGCTLG
v A 6 §$ $ 6 L L P P A S A L P S L T L E

AAGCGGCCGGGGGCCTTCCCCTCCCGGTGCAGCTGCCTGCGGGTGCCTCGLCGGCCGAGA
A AR G G L P L P V QL P A G A S A A E M

TGGCGCAGGCCATCAACGCGTTCGGGGCCGGGATCGAGGCCGAGGCCCGCACCGGLGTCA
AR Q A I N A F G A G I E A E A RT G V T

CGATCGAGGCGCCCGCCGACGGCACGCTCACGTTCGCGCTCACCGGCACCAACCTCTCGE
I £ A P A DGTT L TVF AL TG TN L § P

CCGTGCGCATCAGCGGCGCCGTGGCGGGGGGECGCATGGATGCGCTGGCGCTGGLGGTCA
vV R I 8 G A V A GG U RMDATLAILAV N

ATGCGGTGAGCGCGGCCACCGGCGTGCGEGCCGAGCTGTCGCCGGACGGGGCGLGGCTCC
AV $ A AT GV R A E L S P D G A R L L

TCCTCGTTCAGGACGGGGGGGCGGATATCGGGATCGTGGGCCTCCGCCACACGGLLGGGEE
L v ¢ b G 6 A DI G I V &L R H T A G A

CCGCCETCACGLTGCAGGGCACGGACGCCGAGGGCAGTCCCGCAGGCGCGCCCCTCACCT
A vV T L ¢ 6 T DA E G S P A G A P L T L

TGTCGGGCACGGCCGACAGCGCGCGCTTCACGGGCGAGCTGCGGCTCTCGTCGGCGAGLG
$ G T A D S A R FTGUEULURUL S$§ 5 A 5 G

GTTTCTCGGCCGATCTGGGCGGCGTGCGGCAGGATGCGGCCGTGGATCCGATGAGCGGCG
F $ A D L G G V R Q D A A V D P M S5 G G



GCCTCGTCTCGCGCGECGTGAGCGGGGCAGGCGETGTTCAGACCTATGGCTTCACCTACG
L Vv $ R GV S G A GGV QTY G F T Y D

ATCCCGCCTTCGACGGGGLGGGGCTCTCGGCGGACGGCACCTTCGCGCAGGCGGGTTCCG
P A F D GA G L S A DGTUF A Q A G S A

CGCAGTATGCGATGACGGTGGGCAACCGGACGGTGACACTCGATGCCGLGGCGGCGEGLG
Q Y A M T V G N R TV T L D A AR A A G V

TGAGCGACGGGGCCGGCGTGGCCTCGGCGCTTGCGGCTCTCCTGCGCGCCGAAGCCCCGE
s b 6 AGV A S A L A AL L R A& E A P A

CGGCGACGCTGACCGGCGGCCCCGTCGCGGCGCTGCCCGCCGATGGGCGLAGCGTCTCGG
A T L T G 6 P V A AL P A DG R S V S5 V

TCTCCTACGAGGGGCAGAGCTACACGCTGCGCATGACGGETGGGECGGTCGCGGTCGATG
s Y E 66 Q §$S ¥ T L RM TG G A V A V D G

GCGGCGAGCCGGGACTGCTCACGGCGGCCTTCGACGCGACGAACCCTCTGGTCATCCAGG
G £ P G L L T A A F DATNIRL V I QA

CGGCAGGTTCGCTCGACGGCGCGGGCCTGCGCATCGAGAGCGGGGCGGCCGCGGCCTTCG
A G 5 L b G A G LRTIE S GAUDAAATF G

GACTGGCGGCGGCCGACGCACCGGTCTCGACCCTCACCGGTCAGCCCGCGGATCLCCGCCG
L A A A DA P V §$ T UL T G Q P A D P A A

CGCTGCCCGCGAGCTTCGACATCGAGCTGGGLGGCACCCTCTACAGCCTGACCGCAAGLG
L P A S ¥ DI EL GGG T UL Y S L T A S A

CGGGCGGCATCGCGGTGCCGGCGGGCTTCCCCGGCAGCELGGELTGEGACGEGGCGGGEE
G 61 A VvV P A G F P G S A G W D G A G R

GTCTGGTGCTGGAGGTTCCGGCCGCGGCCGGGGCCTTGCGCGTGCCGCCCCAGGCCGGGG
L v L, E Vv P A A A G A LRV P P Q A G A

CGCGGGCGGCGGEGCTTGCCACCGAAGGCGTCTCGCTGGECGGTGTCGCAGGGCGCGLTGE
R A A G L A TZE GV S VA V 5§ Q G A L V

TCCTCACCTCCACCACCGGCGCGCCCETCGCGGCCTCGGCCGAGGCGCAGGCGCTGGLGE
L T s T T G A P V A A S A E AR Q A L A G

GCCAGCGGCTGACCCTCACCGATCTGCCGGACGAGGATCTGATCGTCGTCATGACCGGCA
Q R L T L T D UL P D E DL I V V M TG T

CGGGCACGCTCCGTCTTGCGGGCTCCCTCGATGAGGCGCCTCCGCCACCTACACCGGLCG
¢ * L R L A G S L D E & P P P P T P A A

CCGTCGAGCTGCGGGTGACCGATGCGGCCAGCCGGCAGGTCGAGCTCTTCGACACGGCGA
vV E L R vV T D A A S R Q V E L F D T A T

CCGGCCATTCCATCGGCAGCCGCACGCTCGGCGCGGACGGGTCGGTGACGGTGGGLGGLT
G BE $ I 6§ R T L G A DG S V T V G G Y

ACCGCATCACGCTGACGGGCACGCTCGCCACCGGCGACCGGTTCACCCTGACGCCCGLCA
R I T L. T & T L AT G DR F T L T P A T



CCGGCAATTCGGGCGGCGGCGAGATCCTCGACCGGCTGGETGGCGCTGGCCTCGGGCGATC
G ¥ 5 G 6 66 E I L D RL V A L A S G D P

CCGCCACCGGCCAGGGCGGCTACGGGGCGGATTACATGCAGC TCCAGACCCGGATCGGCA
AT G Q GG G Y 6 A DY M Q L @ TR I G T

CGCAGGCCAAGGCCGCCGCCGEGCGCGTCTCCTCGACCGCGGCGGCGCTCGAGGTGGCCG
A K A AR A G RV S5 5 T A A AL E V A E

AACGCGCCTCTGCGGCGGCGAGCGCGGTCAACCTCGACGAGGAAGCCGCCCGGCTCATCG
R A 5 52 A A 3 A V N L D EE A AR L I E

AGCAGCAGCAGGCCTATCAGGCCTCCTCGCAGGTCTTCTCGGTGGCGCARACCCTGTTICG
Q ¢ Q A Y Q A 5 5 Q V F 5§ VA Q T L F E

AAACCCTCCTGRACGCGCTGTGAGGCGGCCATGACCCTCGGAACCACCCTCTTCGCCACG
T L L N A L * M T L G T T L F & T
FlgL
CTTGCCAGCCGCAACTTCTCGCGCCTTCAGACCGAGATCGGCACATTGCAGGCCCGTATC
L A8 RNF S R L QTETIGTUL QAR I

GCCTCGGAGGTGCGCGACCCGCGCCCGTCCGCCGATCCCACCCGCGCEGTGCAGCTCTCG
A S E V R D P PR P S A DPTURA V Qg L S

GCGGCGAAGGAGATGGAAGCCACGCTCGGGCGCTACGGCGCARATGCGAGCTCGGCCGLG
A A K EMEATUL G R Y G A N A 5 5 A A

GACCGGCTGGCCCATGCCGACGTGGLGUTGGGCGAGGTCGCGGCGUGGATGCGCGAGCTC
bD R L A HADV AL GEV A AR MUPRE L

AAGGATGTCGTGCTGCAGGCGGGAAACCCGACGCTCTCCGACGAGGGACGGGCCGETCTG
K b v v L. Q AGNPTUL S D E G R A G L

CGGATCGTGGCCGAGTCGGCCCGCGAGGCGCTCTTCGCGCTGGCCAACCGCAAGGATGCG
R I v A E S A R E A L F A L A N R K D A

ATGGGGCAGGGCCTCTTTGCGGGCTATGCCGCGGETCCGGCCTTCGTGARGGAGGGCGAT
M G ¢ G L FA G Y A ACG P A F V K E G D

ACGGTCCGATTCGCGGGCAACGACGGGCAGCCCGTGGCCCAGCTCTCCGAGACGCTGCGE
T v R F A G N D G Q P V A 0 L § E T L R

GTGGCCACCAGCCTCGGCGGCGCCGAGGTCTTCATGGCGETGCCCACCGAGGCGGGGLCG
v A T $ L 6 G A E V F M AV P T E A G P

CGCAGTGTCTTCCAACTGGCCGACGATCTGGTGGCGACCCTGTCGGTGCCGCTGGCACAT
R §$ v F E L. A DDUL V A TIL S$ V P L A H

TCCAGCCCGCAGCGCACGGCGGAAGACACGGCACGGCTCTCTCTGGCAGCCCCTCCGGCC
s s p O R TAE DT AR L S L A A P P A

CCGGCCACGGTGCGCTTCACCCTGACGGGCCCGGGGGGCTCGGTCGAGATCGAGCAGCGS
P ATV R F T L T G P G G S5 V E I E Q R

CTGCCGGGCTCGGCCCTTGCCGCCATCAATGCGGCCTCGCCCCAGACCGGCGTCACCGLC
L P G § AL A A I N A A S P Q T G V T A

ACGGAGGAACCGGACGGGACCCTCGTCCTCGGGECCGTGGGCCGCATCACGGTCTCGGAC



T E E P D GT L V L 6 AV GG R I TV 5 D

ATGAGCCGCAGCGACGACCCGCGCGACGTGCTGGCAACCTTCACCAGCGCGGATGACAAG
M $ R &§$ DD PR DV L A& TVF T S A D D K

GGCGGCTGGATCATGCCCGCGCEGTTCGACGCGGCCTCGCTGACCGACGCTTTICGATGCC
G G w I M P A RF DAAS L T DAF D A

GCCGTGAGCCACATGGCCGAGCAGCGGGCCCGLGCCGGCGCGCTCGCCGCCTCTGTCGAC
AV $ H M A E QRAURWAGAILAA S V D

ACGCAGGCGGATGCGATCAGGACCCGGCAGACCCGAATCGCCACTGCCATCGGCGGGCTC
T ¢ A D A I R T R Q@ TR I A T A I G G L

GAGGATCTCGACGTGGCCGAGGCGGTCACGCGGCTGCAGCAGCTTCTCCTGACGCAGGAG
E DL DV A E A V TRUL Q4O L L L T Q E

GCGGCGCAGCAGACCTATGTCAAGATCGCCAACCGCAGCCTGTTCGATTACCTGCGCTAG
A A Q ©Q T ¥ v K I A NR S L F D Y L R *

agccggatggcacggeccttgeccgggaggggcatgaggitecgegetegrectgatectyg
acgcttctggececgecececgeoctegoggcggacgagggetgcgagagectegegyccogyg

gcgigcecgagegcetat

Los codenes de inicio y término de cada gen se muestran en
negritas. El sitio de unidn a ribosomas se sefiala subrayado. Se
indica también la posicidn en la que inician los dos diferentes
promotores. La proteina FlgIl comienza con una metionina codificada

por el coddn GTG.




FlgG de $. typhimurium y R. sphaeroides

Porcentaje de Identidad: 50%

Ventanas

St 1

Rs 1

50

51

100

101

150

151

200

201

250

251

introducidas para alinear: 0

-MISSLWIAKTGLDAQQTNMDVIANNLANVSTNGFKRQRAVFEDLLYQTI

N A N AR e N N A AR
MSTNAMEVASTGLNAQQTRMQVISNNLANVNTTGFKRDRANFESLLYQTW

ROPGAQSSEQTTLPSGLQIGTGVRPVATERLHSQGNLSQTNNSKDVAIKG
I I I I B RN R N N N
KPGGAQTSEATAMTSPSAVGTGVRVVSTEKLYTQGSLANTDNALDLAIDG

QGFFQVMLPDGTSAYTRDGSFQVDONGQLVTAGGEFQVQPATITIPANALSI
FEEL i I e O A T I A I U -
PGFFQVLMPDGRMGYTRNGTFSQNAEGTITTPSGYVVQPEIQIPEGAVSY

TIGRDGVVSVTQQGQAAPVOVGQLNLTTFMNDTGLESIGENLYIETQSSG
SN : N - N AN SRS
TISSDGIVSVLMPDETEAQEVGQMTLATFANPRGLQPVGETFAVETGASG

APNESTPGLNGAGLLYQGYVETSNVNVAEELVNMIQVQRAYEINSKAVST

| e R N A A R R R R R
EAVIGNPVEPGFGKLVQGSLEASNVNVVQELVDMIETQRAYEVNSKSISA

TPOMLQKLTQL*. 261
A I I
SDEMMQYLSNKL* 263

49

99

100

149

150

199

200

249

250



FlgH de R. sphaeroides y S typhimurium

Porcentaje de Identidad: 31%

Ventanas

Rs 1

St 1

46

51

94

101

141

151

191

201

introducidas para alinear: 2

..... MSRRMSLTALALLLAPAACSTYVEDRASEAWAPVYPVEEAERLDS

: :o 1 l | I |
MOKYALHAYPVMALMVATLTGCAWI PAKPLVQGATTAQPIPGPVPVANGS

LPTGGIYSSTSRGLFVSDRRAARVGDIVTVDFDEKFSASKSQSASGSR

. oy S I I oot e 4l
IFQSAQPINYGYQPLFEDRRPRNIGDTLTIVLQENVSASKSSSANASRDG

KSDYAIDLPDALTLGL. . . DDGVLDNSTDQGFSGKGAASQSNSLRGRMSV
oo L pro I O I P
KTSFGFDTVPRYLQGLEGNSRADMEASGGNSENGKGGANASNTESGTLTV

SVTRVLPGGNLEIMGOKLLTLNNGNEYVRLKGVVRPEDIGPDNVVTSDRI

o D I
TVDQVLANGNLHVVGEKQIAINQGTEFIRFSGVVNPRTISGSNSVPSTQV

AHAEIKYIGAGDTADTANAGWLRRGLSVVSPL* 223

[ T I I N A e
ADARIEYVGNGYINEAQONMGWLQRFFLNLSPM* 233

45

50

93

100

140

150

190

200



FlgJd de R. sphaeroides y V. cholerae

Porcentaje de Identidad: 29%
Ventanas introducidas para alinear: 2

Rs 1

Ve 1

41

51

89

101

......... MELKLQALTPLSLSGSRA.QPAGREDLRQAAEGFESLFLTO
S AR R R
MINNSNDIGFIQDIAGLDKLRQKAVNGDENAGQSALTAARARQFESIFTSM

LLKAGRAGLPG. . GDLLGSSGVDTARDMLDMELAKSSAGRAGLGIADAIE
SN L N B RN . RN
MLKSMRDANSDFKSDLMSSQNEDLYRQMLDEQMASEFSSCGSLGLADMIV

RO AP LV RDGK S L, it e et e

[ . .
AQLSTGQTASEQKGEDGFQEAMRRVEHARKTASERSNEDLVAAVYPLRKT

40

20

88

100

101

150



FlgK de R. sphaeroides y .S.typhimurium

Porcentaje de Identidad: 27%
Ventanas introducidas para alinear: 7

Rs

St

50

48

100

98

150

148

196

198

246

233

293

273

316

323

766

M.SILDIARSGLLSYRSALSVTAENIANVNTEGYVRREAVLAQVPGGQIS

I - e e I e R P
MSSLINHAMSGLNAAQAALNTVSNNINNYNVAGYTRQTTILAQ. . . ANST

PTSAATSGQGVRVEDVRRAFDGLVAQRLRTAEGAAASAETLDTTAGALES

[ N I I O S I I [ f .
LGAGGWIGNGVYVSGVQREYDAFITNQLRGAQNQSSGLTTRYEQMSKIDN

LFLAGAGSVPEALTGFFDALNGLGATPRDGALRQVVLAAGQTLASSFTTV

I S IS S O A I R R S P
LLADKSSSLSGSLOSFETSLQTLVSNAEDPAARQALIGKAEGLVNQEKTT

ASGLAGLRDEVTGLAGQTAVEASQTLRQLAELNGRMTG. .. .AQQSALNP
| v | . N I I3 I I e |
DOYLRDODKQVNIATGSSVAQINNYAKQIANLNDQISRMTGVGAGASPND

LLDERDRLLGELSRTVGVQASFDALGRTTVTLGSAPGGPLLLEGTAASTL

I I I A B N I R R | e
LLDQRDQLVSELNKIVGVEVSVQDGGTYNLTMANG. .. ... .. ... ...,

GVAEAGGLVLEVTRAGATLOSROITGGSLOGYASALSAVDNAAAELD. ..
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FlgL de R. sphaeroides y V. cholerae

Porcentaje de Identidad: 23%
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