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“En todo hombre de ciencia existe el soplo de la fantasia”

~Giovanni Papini

“I think of life as me‘an/’ng/e_'ss; but we give it meaning during our own existence”

Francis Bacori, 1980 _



“Al igual que alguien que desea llegar a la ciudad largo tiempo anhelada
necesita ojos para ver el camino y pies para recorrerlo, también el que desea
alcanzar la Ciudad del Nirvana necesita los ojos de la doctrina y los pies del

método”

Prajna-Paramita-Sutra

“MENTE s. Forma misteriosa de la materia que es segregada por el cerebro.
Su principal actividad consiste en esforzarse para determinar su propia

naturaleza; la futilidad de este intento obedece al hecho que la mente solo
cuenta consigo misma para entendérselas consigo misma”

Ambroce Bierce 1875. Diccionario del Diablo.
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1.- INTRODUCCION
1.1 Movilidad cetular: Nanomaquinas.

Una de las caracteristicas fisicas que poseen las células, es la capacidad de
desplazarse; existen diversos mecanismos por medio de los cuales los
diferentes tejidos en organismos pluricelulares se desplazan durante su
morfogénesis y desarrollo o por medio de estructuras generadas a lo largo de
su vida. Sin embargo, existen diferencias radicales en el disefio y funcion de
tales mecanismos tan diversos como los organismos que los albergan, pero
cabe sefalar que cada uno de estos dispositivos tiene como objetivo el
desempefio de trabajo mecanico que se traduce en desplazamiento. Desde
que Newton en 1665 formulara las leyes del movimiento, no sélo desplazé las
ideas aristotélicas dominantes por mas de dos mil afos respecto a este
fenémeno, sino que proporciond las herramientas necesarias para comprender
el influjo de fuerzas naturales que inciden en el comportamiento de |os objetos
animados, incluidos los microorganismos. Asi lo ejemplifica la correspondencia
que mantuvo Antonie Van Leeuwenhoek con la Royal Society durante mas de
40 afos, donde describe estructuras y movimiento de “animalculos” por medio
de una herramienta inseparable de la microbiologia moderna: El microscopio.
Lo que Van Leewenhook y sus sucesores como Pfeffer y Engeimann en el siglo
XIX observaron, esencialmente es la manifestacion de los mecanismos
subcelulares para desplazar a las células y responder ante estimuios
ambientales, lo que actualmente se conoce como taxis. Existen diversas
condiciones que favorecen una respuesta movil desencadenada por agentes
especificos y que confieren ventajas adaptativas a las células o grupos de
células, expuestas a las variaciones en el ambiente que habitan. Estos agentes
pueden ser atractores o repelentes, orientadores o agentes tréficos, sus
caracteristicas pueden ser quimicas, luminicas, e incluso electromagnéticas,
entre otras, lo que deriva en respuestaS' quimiotacticas, foto tacticas o magneto
tacticas respectlvamente

Una maquina es un sistema cuyo funcionamiento basico es la generacion de
trabajo, por medio de la aplicacién de una fuerza. (Hewitt 1995), de la misma
forma la motilidad en las células, y en particular de los microorganismos a los
que nos referiremos en el presente trabajo, requiere de esos mismos
componentes para alcanzar una propulsion suficiente y desplazarse en el
medio.

1.2 Movilidad bacteriana y quimiotaxis.

Las bacterias poseen una adaptabilidad metabdlica que les permite colonizar
los mas diversos habitats, incluso en condiciones ambientales restrictivas para
la mayoria de los organismos, como las ventilas hidrotermales en los océanos,
en ambientes de alta salinidad, metales pesados, en la mucosa gastrica de
diferentes hospederos e incluso en temperaturas inferiores a los -20°C . La casi
omnipresente distribucion que poseen los procariontes los define como
especies cosmopolitas, es decir cuyo patron de distribucién abarca grandes
extensiones.



Sin embargo a mvel fnter ‘especfflco hay una aparente contradlccmn ya que la-
biodiversidad - de -las bacterias tiene representaciones en h ibitat - limitados,
manteniendo un ‘estrecho contacto con su medio. o wo

También podriamos definir al espacio fisico (en dimensiones, volumen y
superficies) como un componente mas de las condicion ue’ permiteh ‘a
clertas bacterias colonizar el medio y desplazarse entre o sobre de él..En las
bacterias existen basicamente tres mecanismos de mowlldad hasta ‘ahora bien
caracterizados: deslizamiento, el nado y reCIentemente ‘ses ha descnto el
twitching motility o retraccion del Pili. i A

El deslizamiento en microorganismos se presenta: en:-especies 'como
Myxobacterias, Beggaiotoaceas, Flavobacterias y en el género Proteus donde
inicialmente fue descrito. Este peculiar tipo de desplazamiento sobre superficies
sélidas requiere de un mecanismo similar al encontrado en los movimientos
ameboideos en especies eucariontes. Recientemente se ha reportado en
Listeria monocytogenes y Shigella flexneri un mecanismo complejo de
deslizamiento bacteriano que comprende a proteinas muy similares a la actina
eucarionte y receptores transmembranales de la superfamilia WASP ( Wiskott-
Aldrich Syndrome Proteins). Estas proteinas de acoplamiento multimodular,
conectan la actina bacteriana a una serie de receptores trasmembranales entre
ellos cinasas de tirosinas y proteinas heterodimericas capaces de hidrolizar
guanosin trifosfato (Carlier, 2001). La fuerte analogia que este sistema posee
con el citoesqueleto eucarionte, compuesto por una compleja red de
microtubulos y proteinas contractiles, sugiere funciones similares para los
lamelipodios en las bacterias caracterizadas donde también podrian existir
fenémenos de transporte intracelular y fagocitosis.

Cabe sefialar que muchos géneros bacterianos forman consorcios
multicelulares llamados biopeliculas (Consterton et a/ 1995) y los mecanismos
de asociacion, reconocimiento y desplazamiento de tales arreglos pueden
involucrar a los sistemas anteriormente descritos.

El nado es el mecanismo que involucra una estructura especializada,
constituida por multiples subunidades de proteinas denominada flagelo, su
estructura es similar a un iatigo. Este organelo locomotor es el responsable de
desplazar a las bacterias en un amplio rango de ambientes en tiempos muy
cortos. Durante el nado, las velocidades alcanzadas por las bacterias oscilan
entre 20 y 120 um/seg equivalentes a 60 cuerpos celulares por segundo
(Armitage 1992). Si consideramos las dimensiones con reservas, esta
velocidad equivale a llevar un auto de formula uno a su limite de aceleracion en
los primeros segundos de arranque o a la aceleracion experimentada en un
avién caza F-14 en ascenso (Purcell 1997). dependiendo de la especie, la
velocidad de su desplazamiento también podria ser equivalentes a un motor
supersonico (Atsumi 2001)



Una variacion en el nado, es el nado sobre superficies sdlidas. 'que's'e ha -

- denominado: “swarming” (enjambre) este tipo de desplazamiento mvolucra un ) .

mecanismo de - diferenciacion celular donde son producndas células ;
hiperflageladas, elongadas que migran rapidamente y requueren
coordinadas con el resto de las células adyacentes (Harshey 1994)

E! twitching motility (retraccion del Pili) involucra la retraCCIon de’
subunidades que componen el Pili (Parg et a/ 1995, Skerker & Berg,

star

las
2001) El -

Pili, al igual que el flagelo se compone de multiples subunldades de “una e

protefna, en este caso la pilina. Este tipo de movimiento- requuer e un
mecanismo de polimerizacion y repolimerizacidon que permite la retraccuon ‘del

Pili, por medio de la traslocacion de subunidades de pilina, desde la membrana

hacia el espacio extracelular (Wolfgang et a/ 2000), de esta forma una‘ bactenal
puede alcanzar una velocidad de 1um/s (Merz et a/ 2000). : e

2 ESTRUCTURA DEL FLAGELO PROCARIONTE

El flagelo es una estructura compleja que posee tres componentes basicos: un
filamento helicoidal, una estructura curva denominada gancho y el cuerpo basal
que incluye al motor responsable de generar la fuerza motriz. El filamento y el
gancho son estructuras extracelulares, mientras el cuerpo basal se halla
embebido entre la membrana y la pared celular y posee una cara citoplasmica
(Macnab1996, Jones & Aizawa 1991).

2.1 Filamento

El filamento es el componente responsable del desempefo del trabajo
hidrodinamico en el medio y representa el principal componente flagelar en
términos de costo biosintético. Posee ademas un interés clinico debido a que la
antigenicidad de los residuos de las proteinas del filamento es cominmente
referida como el principal factor patogénico responsable en enfermedades
infecciosas.

El filamento lo constituyen aproximadamente 20,000 subunidades de
monoémeros de flagelina (FIliC) con un peso molecular entre 50 y 60 kDa. y con
un coeficiente de rigidez de 10™ dinas /cm? 2 ordenes de magnitud mayor a la
actina. La flagelina es una proteina con 3 dominios, un dominio carboxilo-
terminal y un dominio amino-terminal altamente conservados entre las
especies flageladas y un dominio central que aparente no es indispensable
para el ensamblaje (Kuwajima 1998). Sin embargo es en ésta region donde se
hallan los epitopes antigénicos (Macnab 1996). El filamento posee una longitud
variable que va de entre 5§ a 10 ym y un diametro conservado de
aproximadamente 20 nm. Su simetria helicoidal se debe a la disposicion de los
monémeros de flagelina (FIiC) dispuestos en una red cilindrica con una arreglo
pseudo hexagonal (Kondoh, Yanaguida 1975, Dreyfus & Silva-Herzog 1995)
Este arreglo posee 5.5 mondémeros por vuelta de hélice y cada una de las
subunidades posee una inclinacion de 45° en relacion al eje de simetria del
filamento.



Figura 1

En el panel A la primera figura se muestra el diametro interno del filamento (120A) y el
diametro del canal interno (30A) En la figura inferior al panel A se muestra el dlametro externo
del fllamento (30A)

En el panel B se muestra la reconstruccion obtenida por resonancua mag Bt ca de un fllamento
de Sa/monella typhimurium .

La Iongltud de onda del fllamento que entre crest y. entre 2 y2.5umy
un didmetro helicoidal de entre 0.4 y 0.5 pm (Macnab 996), su orgamzac:on
genera variaciones en la estructura filamentar tanto macroscépicas como
hidromecanicas, por ejemplo El filamento posee un canal central de
aproximadamente 30 A de diametro (Ver figura 1), por donde pasan los
mondmeros de flagelina, aparentemente desnaturalizados hacia el espacio
extracelular donde se autoensamblan el extremo del filamento naciente.

El filamento se organiza en 11 protofilamentos de flagelina paralelos al eje, que
oscilan entre dos estados de conformacidon helicoidales o de
superenrrollamiento. Cuando el filamento cambia entre un estado de
desplazamiento al de reorientacion (Macnab en Neinhardt et a/ 1987 ). E!
superenrrollamiento se genera cuando dos tipos de interacciones entre las
proteinas del filamento se orientan con una helicidad diestra denominada “R”
(Right) o siniestra denominada “L" (Left), (Ver figura 2). Estas interacciones
afectan la distancia y el empaquetamiento lateral entre las subunidades de
flagelina, desplazando a los 11 protofilamentos (Namba & Vonderviszt, 1997).
En Salmonella typhimurium la distorsion entre las hebras del filamento
desplaza la distancia entre la subunidades ( 52 A), disminuyendo en un 15% (8
A) la interaccidn entre los tres dominios identificados de la flagelina. (Ver figura
3). Existen variaciones elasticas entre los dominios centrales y el extremo
carboxilo terminal de la flagelina que generan desplazamientos en sus o-
helices, provocando la modificacion en la disposicion axial de las subunidades
acortando las distancias y desplazando a los protofilamentos. (Samatey et af
2001), (Ver figura 4).
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" Mutaciones en las subunidades de la flagelina D107E, R124A, R124S, G426A
y-'A449V ‘dan lugar’a’ flamentos rectos, mientras_que mutaciones . D313Y,
"A414V, 'A427V,-N433D 'y A449T generan filamentos con una disposicién

helicoidal mds dramaética (Namba 2001).

i
H
I
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Figura 2

Las transiciones polimorficas observadas en el filamento flagelar se deben en gran parte a los
cambios en la disposicidon de los monémeros de flagelina en alguno de los protofilamentos. En
ésta figura se muestran la morfologia adquirida por los filamentos dependiendo el nimero de
protofilamentos desplazados, 1) muestra un filamento recto resultado de un tipo de flagelina
con quiralidad levégira “L"; 2) Arreglo usualmente hallado en filamentos normales y sin
transiciones quirales presenta una hélice orientada hacia la izquierda, 3) filamento con una
torsion mayor, resultado de un desplazamiento de los protofilamentos hacia un estado “R", 4)
cuando el nimero de protofilamentos con ésta orientacion aumenta se conforma un filamento
recto (Namba & Vonderviszt 1997).

Figura' 3
Distribucién en el filamento de los dominios estructurales de la flagelina cristalizada de

Salmonella typhimurium (Samatey et a/ 2001). :
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Figura 4
Localizacién de la flagelina en estado polimérico en el filamento ensamblado de

Samonella typhimurium (Samatey et a/ 2001).
2.2 El gancho

El gancho es una“estructura ubicada entre el eje y el filamento, que posee una
constitucién - flexible responsable de transmitir la energia de propulsion
generada .en el motor y que probablemente también posee un papel
amortiguador: (Macnab, 1992). lLas propiedades elasticas del gancho lo
determinan .como -una estructura que posee una rigidez suficiente para
transmitir la fuerza de torque generada desde el motor. La secuencia amino y
carboxilo terminal tanto en las proteinas del gancho, las proteinas de unién
(HAP’s) y la flagelina, conserva dominios hidrofébicos que forman estructuras
secundarias llamadas “coiled coils” (colas enrolladas), estas estructuras se
organizan en héptadas rigidas orientadas hacia el filamento (Macnab,1996).
Esta estructura esta compuesta por aproximadamente 130 subunidades de la
proteina FIgE que posee un arreglo helicoidal similar al filamento; forma una
“malla” de 11 protofilamentos con una helicidad de media vuelta y una longitud
de onda de 130 nm, con una longitud de 55 a 105 nm en contraste con los
10um del filamento (Macnab 1996). Las regiones amino y carboxilo terminal de
FIgE son similares a la flagelina del filamento a diferencia del resto de la
proteina (Homma et al 1990). El arreglo helicoidal de las subunidades del
gancho también genera un canal de 2.5 nm donde se ha sugerido se realiza la
exportacion de otros componentes axiales del flagelo. Al igual que las proteinas
del filamento (FIiC), las proteinas del gancho tienen la capacidad de
polimerizarse in vitro (Kato e/ al 1982) y de la misma forma los ganchos
resultantes sufren de transiciones polimdérficas, en respuesta a variaciones en
las condiciones experimentales como la salinidad, pH, fuerza iénica, entre
otras. (Shah et a/ 2000)




Existen ademas otras 3 proteinas accesorias esenciales para el ensamblaje del -
flagelo (Homma 1984) llamadas proteinas asociadas al gancho o HAP's (Hook .
Associated Proteins) identificadas como componentes menores del ‘gancho -

(Ikeda el at 1987). Estas proteinas son HAP1 (figK), HAP2 (fliD) y HAP3 (figL). -~
HAP1 y HAP3 funcionan como conectores o adaptadores entre las: protefnas;‘f,

del-gancho y el filamento. Al igual que la flagelina y FIgE, poseen extremos” -
-amino y carboxilo terminales muy conservados (Homma &:lino 1985). La*
proteina HAP1 en el caso de Rhodobacter sphaeroides, que’ estudtamos encel.
presente . trabajo, posee una secuencia = primaria=de-: ammoac:dos**'fff

aproximadamente tres veces mas grande que las reportadas en . otros

organismos, con un dominio central ‘particglarmente, sobresallente ‘de-’

aproximadamente 800 aminodcidos.

La longitud del gancho esta regulada por: una proteina moduladora FiiK
(Muramoto et al 1999). El fenotipo resultante de una mutante de FliK modifica
la longitud del gancho generando un fenotipo con ganchos mas largos que los
silvestres, sin embargo se requiere de la presencia de FigKk (HAP1) y FigL
(HAP3) para que el gancho se ensamble apropiadamente. FliK inicia el
ensamblaje del gancho y posteriormente la exportacion de los monémeros de
flagelina (Chilcott & Hughes 2000) HAP 2 o proteina de coronacién forma un
doble pentamero que controla la polimerizacion de los monémeros de flagelina
en el extremo distal del filamento (Maki et al 1998), funcionando como una
chaperona que modula el ensamblaje de los monémeros de flagelina (lkeda et
al 1996).

Las subunidades que estdn siendo exportadas son acopladas por un
mecanismo rotatorio que permite al auto ensamblaje de los monémeros de
FliC. (Yonekura et al 2000). Cabe aclarar que en Rhodobacter sphaeroides el
gancho es una estructura recta, a diferencia de los ganchos flagelares en
bacterias entéricas cuyo arreglo es curvo (West & Dreyfus 1997).

2.3 Cuerpo Basal

El filamento y el gancho se unen a la célula a través del eje que interacciona
con un complejo embebido en la membrana y pared celular denominado cuerpo
basal (Khan 1993). Esta estructura se compone de un eje central de simetria
cilindrica y no hexagonal, ademas de un grupo de cuatro polimeros anulares.
(Ver figura 5). Uno de ellos, el anillo MS, esta constituido por mondémeros de la
proteina FIliF (Ueno et al 1994) y es una de las estructuras que interacciona con
el rotor y el complejo de switch, especificamente con la proteina FIiG (Aizawa,
1990, Blair 1995).

Los anillos externos P (Figl) y L (FIgH) forman dos “empaques” que sostienen al
eje entre la pared de péptidoglicanos y la membrana de fosfolipidos
(DePamphilis & Adler 1971). Estos anillos se encuentran ausentes en bacterias
Gram positivas, lo que supone que su papel es evidente en organismos Gram
negativos donde ademas requieren de dos proteinas para el acoplamiento de
dichos anillos: FlgA, necesaria para formaciéon del anillo P (Kutsukake et al
1994) y FigJ que posee actividad de muramidasa (Nambu 1999).
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membrana externa T _aniol ]
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¥
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/
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Figura s’ :
Esquema qu i
2001)

epresenta los elementos del cuerpo baskal‘esduer“na L

jona con‘el"

-prox1mal y FIgG en la region distal (Homma 1990) EI ‘eje
" motor.y el complejo del switch, debido a que el anlllo M ‘
unidad estructural que rota en conjunto. El anillo MS, en.b entéricas, " se
proyecta hacia el citoplasma, por esa razén también se le d a amllo ‘c" o
citoplasmico, formando una estructura parecida a la de una campana :

Mutaciones en el anillo MS, no solo generan fenotipos paraliticos, sino que la
afinidad del anillo MS por una proteina del complejo de switch o interruptor
(FliG) disminuye dramaticamente. Debido a que la proteina FliG, esta implicada
en la rotacidon y ademas se encuentra asociada a una de las proteinas del eje:
FliF. Esto hace pensar que esta interaccion es importante para la rotacion del
flamento. La estequiometria deducida de FliF y FliG es de 1:1 a partir del
numero de copias de FIiF que son alrededor de 25 (Macnab1996).

2.4 El Motor flagelar y su movilidad

El motor flagelar es similar a un motor eléctrico fabricado por el ser humano, ya
que requiere de una fuente de poder, un solenoide o bobina, un eje y un
estator. La energia generada en un motor de corriente continua produce la
rotacién del eje que se sostienen por un estator constituido por bobinas. La
torca es generada por un potencial electromotriz que se desplaza de forma
perpendicular al plano del eje y en el caso de las bacterias, perpendicular al
plano de la membrana (Segun la regla de la mano izquierda de Fleming).
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La composmlon el motorr flagelar se ha estudiado intensivamente y existen
evndenc;as buoqulmlcas bloflswas y estructurales de su organizacion y funcién.

’EI motor consnste de: tres partes ‘principales: El anillo MS, el anillo C y un
numero varlable de complejos de las proteinas MotA/B. El rotor, que estd: .
constituido por el anillo MS'y la’proteina FliG la cual esté fija en el filamento™ .
flagelar. Alrededor del rotor se localizan varias copias del complejo. MotA/B. -

Cuatro o-hélices transmembranales de MotA y una de MotB conforman el canal__'
iénico para H* o Na®, las regiones citoplasmicas de MotA (119 residuos" entre =

las hélices 2 y 3 y 75 residuos entre las hélices 4 y el extremo carboxno) se

cree estan asociadas para la generacion de la torca (Togashi et al: 1997, Zhou "
& Blair 1997). Si comparamos a un motor eléctrico con el motor del flagélo,’ las

bobinas estarian representadas por un sistema quimiosmético constituido por
- un grupo-de canales idnicos, que corresponde a las proteinas MotA y MotB.
Estas proteinas son responsables del paso de protones H* deslocalizados por
.una diferencia de potencial traducida en voltaje (Kleutsch & L&uger, 1990). Las
bacterias alcaldfilas emplean Na* (Larsen 1974) y su activacion es
- independiente del consumo de ATP. MotA y MotB son proteinas integrales de
‘membranas, indispensables para la rotacion del flagelo. Cuando ambas
proteinas estan ausentes generan un fenotipo paralizado, independientemente
que este presentes el filamento, gancho y cuerpo basal; la estructura final es
incapaz de rotar (Blair & Berg 1990). MotB posee un solo cruce
transmembranal y un dominio de unién a la capa de peptidoglicanos (Parkinson
1985) a diferencia de MotA que posee cuatro cruces transmembranales, dos
asas y una region citoplasmica (Dean 1983).

Los complejos de MotA/B forman el canal de protones e interaccionan de forma
dinamica con el anillo C que se considera el estator.

La direccion de rotacion puede ser en sentido de las manecillas del reloj o en el
‘sentido " contrario,” sin que exista una modificacion de la polaridad de la
membrana como en el caso de algunos canales ionicos neuronales (Mitchel,
1984,-Kandel:2000). Existen un método para monitorear la rotacion del flagelo,
‘que_han probado ser utiles, el primero es la observacién de las células
adheridas por sus flagelos a una superficie de vidrio. La actividad de motor en
la base de su filamento genera la rotacién del cuerpo celular arriba de él, de
esta forma su observacion en un microscopio éptico es sencilla, estas células
rotan con una frecuencia de aproximadamente 15 Hz (Meister et al., 1989).

La velocidad rotacional generada por un flagelo es proporcional a la fuerza
motriz generada por el flujo de protones, hasta de un valor de —80 mV (Berg &
Turner 1993). Para generar una revolucion el sistema requiere 1000 protones
que atraviesan del espacio periplasmico hacia el citoplasma. El motor alcanza
una velocidad cercana a los 100Hz equivalente a 15,000 rpm (Berg, 1995).

En la actualidad, aun es motivo de especulacion el mecanismo por el cual se
genera la rotacion en el flagelo, sin embargo existen algunos modelos que
predicen su comportamiento. Uno de los modelos mas conocidos sostiene que
el movimiento se produce por medio de interacciones electrostaticas entre el
estator y el rotor, a través del intercambio de cargas en residuos protonables
que oscilan entre puntos fijos de los canales idnicos, y el rotor (Berry 1993).
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Las: prdtefnas FliG y FliF y probablemente FliM:y- FliN,: son unidades
estructurales' del rotor.”MotA y MotB conforman al estator forman un canal
proténico’ que ‘se acopla asl mismo en la superficie de la* pared celular. Los
protones fluyen hacia el interior del espacio penplasmlco generando un flujo
electromotnz requerido para generan el torque o fuerza necesarla para la
rotacion . g L

El rotor. consiste en un complejo de estructuras-formadas por el anillo C; el
anillo MS el cual se encuentra rigidamente conectado al eje e.inmerso en la

membrana citoplasmica. Al anillo. C se encuentran asociados grupos: de:

canales, agrupados en un complejo, (Ver figura 6). Cada uno de los complejos
contiene dos medios canales ubicados perpendicularmente al plano. de la
membrana y estdn separadas ‘por la misma distancia que .en’los sitios
aceptores de protones (Meister et al.,,1987, 1989).

Mutaciones en el extremo carboxilo de FliG, proteina del rotor y en MotA,
constituyente del estator, demuestran que existen residuos cargados
positivamente (Asp289, Asp288 en FliG, Glu98) en MotA y (Arg281 en FliG y
Arg90) en MotA que son esenciales para la rotaciéon del motor (Zhou et
al.,1998), (Ver figura:7). Otras evidencias demuestran que la estabilidad de la
estructura terciaria de la proteina FliG modula la velocidad de rotacion del
flagelo (Donato & Kawula, 1998).

MotA MotB
periplasma é
gzg Pro1 73 }LProzzzl
N,
citoplasma c ;
Argso -1c;lu98' 295 (Braun et a/ 1999)
Figura 6

Distribucién de los aminoécidos cargados de los canales idnicos del estator
involucrados en la generacion de la torca (Braun et a/ 1999 )
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: 2:forma- como . trabajan : los: motores - ultrasénicos fabricados con
g metales In b et al 1987 Sashida& Kenjo 1993, Atsum| 2001).

'Cuando un i6n atravnesa por uno de los canales MotA/B su movimiento genera
una camblo conformacional en el canal (Benitha et al 1997). Una vez que el ion
entra, la regién.superior del canal se ensancha, mientras el idn viaja hacia la
parte basal del canal, éste retorna a su conformacién original (Ver figura 8).
Este cambio provocaria que uno de los dominios del complejo MotA/B se
desplace en forma paralela al plano de rotacion de! flagelo hacia una de las
proteinas del motor, exponiendo una regién que interactia con la proteina FIliG.
Ya que se requiere que los cambios en los canales idnicos estén coordinados,
el movimento radial se trasmitiria a lo largo de la circunferencia del rotor
(Atsumi 2001).

= ion acoplado
{3" L canal
N/ /aN "
lg= o= 0 155 llar

rotor

Figura 8

Modelo de activacién de los canales asociados al motor, involucrados en la generacion de la

torca. (Modificado de Atsumi 2001).
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. Todos los canale "’trabajan en coordinacion debido su cercania con el anillo C;
similar’ a:




Este mecamsmo tlene algunas,desventajas ue podnan ||m|tar la hipétesis que
presenta. Si son'las.oscilaciones:en las -cargas ‘de los complejos MotA/MotB y
sus-cambios conformacmnales_'lov que’ ‘genera la’ toréa’ ‘del'motor flagelar, debe
ser estd interaccidn :la quefavorece:la formacion de’ un ‘ambiente electrénico
que module ‘la’ mteracmon electrostatlca entre .las’ subunidades involucradas,
mas que el equ:valent ‘auna, serie’en’ engranes El motor flagelar se comporta
como un. motor blpola_ con: camblos en‘ia distribucion’de cargas en un plano
radial, del mismo modo’si este amblente electrénico, es modificado, seria la
influencia - de= momento ‘bipolaresy =+ la- fuerza -de’ atraccion/repuision . la
responsable de generar. ia fuerza cnertamente d una forma coordlnada y cabria
afiadir polanzad . : ;

Figura 9 A
Modelo oscilatorio de la transmlsién de la
torca en el rotor flagelar.

El desplazamiento sincronizado de una de
las subunidades del motor interactia con
el rotor propagando la fuerza de torca en-
forma ondulatoria. (Atsumi, 2001) B

La fuerza necesaria para la rotacion se genera por vibraciones en el plano de
rotacién que se propagan en un plano en forma de ondas cuya longitud de
onda depende de la circunferencia de rotacién (Ver figura 9). Muchos de los
motores ultrasénicos comerciales se emplean en los sistemas de auto
focalizaciéon de equipos fotograficos, o en circuitos piezoeléctricos (Atsumi
2001).

La frecuencia de las vibraciones que generan estos motores depende del
tamano del motor. Por ejemplo un motor R-50 fabricado por Matsushita Electric,

puede alcanzar una frecuencia de propagaciéon de 35KHz y sélo posee 50 mm . -

de diametro (Tokushima et al 1987).
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La frecuenmane rotacuon generada por estos rotores ‘es'similar a la encontrada
-~ en=muchos*motores- flagelares. EnE.coli la: velocidad de “rotacion puede
‘alcanzar.: Ios 100Hz, en otras especies se conocen velocidades de rotacion
mayores a los 110Hz (Berg 1995, Magariyama. et al 2001)..La relacién entre el
torque 'y velocidad de rotacién parece ser inversamente proporcional, debido a
- que la fuerza necesaria para desplazar una cierta unidad de volumen del medio
en el que se desplaza depende mas de la fuerza de arrastre generada que de
la velocidad (Atsumi 2001) Como hay un limite de carga que el flagelo es capaz -
de soportar, por lo que el desplazamiento de la célula'y la velocidad de rotacién
del flagelo son dos variables dependientes entre si.

2.5 Compiejo de switch

El complejo de “switch” o interruptor se encuentra localizado en la base del
flagelo y esta conformado por FliG, FliM y FliN, se puede decir que forman un
switch debido a que esta estructura se encuentra expuesta hacia el citoplasma
de la célula. Es en este nivel donde la interaccion entre cheY-P y el interruptor
FiiM se lleva a cabo.

Existen aproximadamente 27 copias de FliF, 35 copias de FliG y cerca de 100
copias de FIiN por complejo (Bren & Eisenbach 2000). Mientras estas cifras
generan poca discusion, alin se no se conoce con certeza el numero de copias
de MotA y MotB en cada uno de los complejos.

3 QUIMIOTAXIS

l.a cascada de sefiales que induce la movilidad flagelar en E. coli comienza en
los receptores externos, los cuales se encuentran exclusivamente en la
membrana y pared celular. Existen dos tipos de receptores: los receptores
duales y los receptores quimiotactico-especificos

Los receptores quimitactico-especificos son referidos como MCP (Methy!
Accepting Proteins/ proteinas aceptoras de grupos metilo); estas proteinas son
receptores . diméricos transmembranales. Los MCP’s consisten de dos hélices
transmembranales (TM1 y TM2), un dominio de acoplamiento a ligando y un
dominio citoplasmico (Ver figura 10).

Los receptores diméricos estan involucrados en el transporte de ligandos de los
receptores quimiotactico especificos, y cinco estadn presentes en E. coli, y son
responsables de transmitir la informacién por medio de un atractor o un
repelente. Estos receptores son Tar, Tsr, Trg, Aer y Tap (este altimo el Unico
encontrado a E.coli) Tar une aspartato y maltosa, Tsr, une exclusivamente
serina, Trg une ribosa, galactosa y glucosa, y finalmente Tap se une a
dipéptidos. Cabe hacer notar que no todos los receptores se encuentran
presentes en la misma proporcion en la céluta. Tsr y Tar son receptores que se
presentan en mayor proporcion que el resto.
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Figura 10

Representacion grafica de los receptores quimiotacticos y su organizaciéon en la membrana
plasmatica. En la figura A se muestra la posible estequiometria de los receptores (perpectiva
superior al plano de la membrana celular) obtenida de la cristalizacion de los receptores Tsr.
En la figura B se muestra la organizacion del complejo supramolecular y proteinas asociadas.
Modificado de Shimizu, 2000

La ‘composicién del complejo supramolecular del receptor consiste en tres
' partes distintas: los receptores quimiotacticos especificos, una proteina de
unién (CheW)'y una cinasa de histidinas (CheA) (Shimizu, 2000). Posterior a la
interaccion del. receptor con su atrayente, algunos residuos de glutamato en el
ini “los receptores son metllados por CheR, "una

que eI complejo contenia una receptor dimeérico, dos moléculas de
CheW.'y.un.dimero CheA. Evidencia experimental posterior, sugiere que la
estructura es mucho mas compleja y a partir de ello derivaron dos modelos. El
pnmero que describe al receptor como un complejo de siete dimeros y de dos a
cuatro moléculas de CheW y un unico dimero de CheA. (Kim et al 2000). El
‘segundo modelo demuestra que los extremos de tres receptores diméricos
~convergen, formando una estructura trimérica (Bren & Eisenbach, 2000). De
modo que se ha predicho que multiples complejos crean un hexagono
bidimensional hecho de unidades trigonales. Este modelo sugiere que cada
una de estas unidades posee dimeros de MCP, tres moléculas de CheW vy tres
monémeros de CheA. Aun existen inconvenientes para validar este modelo,
pese a ello las evidencias mas recientes inclinan el crédito al modelo trigonal.




que” ofrecer bllldad'al complejo tanto en su estructura y durante el relevo
~de la sefalizacio ) desde el’ receptor (Shimizu et al 2000). v

‘ Otro hallazgo lmportante con respecto al complejo supramolecular es que dos

-.formas’ diferentes . de -CheA coexisten, a las cuales se les ha denomlnado"** s

CheAL y CheAS. CheAS es 97 residuos de aminodcidos mas corta, y.en- Jai
mayorla de las condiciones se encuentran en una proporcion 1:1, sin embargo
aun. no se conoce con exactitud la estequiometria en los complejos
supramoleculares. I O

3.1 Organizacion y funcion del complejo supramolecular

Se han propuesto dos modelos de seinalizacidon transmembranal (Bray et al
1998); un modelo sostiene que la sefializacion se lleva a cabo por medio de
una rotacion entre las subunidades de {os mondmeros del receptor. El modelo
alternativo es que la sefalizacion es generada por medio de un cambio
conformacional (Ver figura 11), tinicamente en una de las subunidades del
dimero (Borkovich et a/ 1990). Una de las preguntas mas intrigantes es la forma
como responde el complejo ante un pequefio porcentaje de receptores
estimulados ante otros no estimulados y como se integran esa informacién para.
decidir la el sentido de la rotacion del flagelo. Dos modelos derivan de esa
pregunta El primero es el mecanismo de apagado o “reseteo” y el segundo el
mecanlsmo de amplufucacnon

El primer modelo propone.que existen cambios conformacionales en el receptor
:que ‘actia como un interruptor, al ocurrir esto la actividad de la cinasa es
modulada sélo por la sefal del receptor estimuiado. EI mecanismo de
amplificaciéon propone gue los mismos cambios en las interacciones del
receptor causan la amplificacién de la sefal generada por la estimulacién del
receptor (Bray et al 1998) La informacidon obtenida de los receptores es
transmitida por medio del complejo supramolecular para regular la actividad de
cinasa de CheA. Los atrayentes inhiben la actividad de la cinasa, si su
concentracion favorece la permanencia de la bacteria (Borkovich et al 1990).
En el caso contrario, los repelentes activarian a ia cinasa. Desde el dominic de
fosfotransferencia de CheA la sefal continua hacia las proteinas CheY y CheB.
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Figura 11
Unidad Estructural del complejo supramolecular, reconstruido a partir de los cristales de las
proteinas que lo constituyen. El complejo contiene tres dimeros del receptor, tres monémeros
de CheW y tres monomeros de CheA. Se muestra aqui esta unidad trigonal con tres dimeros
de CheA.

" 3.2 Moduladores de la respuesta Quimiotactica

CheY es una proteina de bajo peso molecular (aproximadamente 14 KDa) que
transmite la sefal desde el complejo supramolecular del receptor hacia el
complejo de “switch” o interruptor que regula la direccion de giro del flagelo.
CheA fosforila el residuo Asp57 de CheY. El acoplamiento de CheA y CheY
genera un cambio conformacional en CheY, lo que permite la transferencia del
grupo fosfato, al mismo tiempo que disminuye la afinidad entre el dimero CheA-
CheY, permitiendo la liberacién de CheY-P.

En el complejo de “switch” o interruptor, FliM interactua con CheY fosforilada
que posee una alta afinidad por FliM; CheY-P se acopla en el extremo amino
del FliM (Wolfe et al 1987., Shah et al, 2000.) El resultado es la rotacidn del
flageio en la direccidon CW, contraria a las manecillas del reloj. La probabilidad
de rotacién en esta direccion se incrementa con la concentracién de CheY-P.
La concentracion de CheY-P determina si la rotacion es en un sentido
antihorario (CCW) u horario (CW). La concentracion de CheY-P depende de la
tasa con la que CheA fosforile a CheY y de que sea desfosforilada por la
proteina CheZ.

Al respecto de la fosforilacion de CheY por CheA; CheY sufre cambios
conformacionales que no estan restringidos al sitio de fosforilacién Asp57. La
extension de los cambios conformacionales no esta bien caracterizada pero
aparentemente abarca una region mas alla de los sitios de fosforilacion. La
activacion de CheY es el resultado de estos cambios conformacionales y no
exclusivamente de la adicion del grupo fosfato. Esto muestra el hecho de que
mutaciones en CheY pueden mantener su actividad pese a la ausenci
fosfato (Bren & Eisenbach, 2000).

18



Otro° cambno que CheY “sufre - es Ia acetlla n-en Ly592 y Lys109. . Esta
modificacién: no -afecta el- acoplamlento entre CheY y: FliM:pero si afecta la
‘sefalizacion a nivel de la‘interaccién’ ‘entre’ FliM CheY ‘Aun‘no es claro el
papel gue posee la acetilacién de CheY‘a‘mveI de Ios residuos de lisina'y su
‘efecto en la quimiotéxis. CheY
enRhodobacter sphaeroides
“desfosforilacién favorece  la:rotacion
manecillas del reloj (CCW).
La.interaccién entre CheZ y:CheY-P: acoplada a FI|M desfosfonla a CheY por~
medio de su acoplamiento’ al ‘extremo C'terminal de CheZ. esto ocurre en un .
lapso entre 50 y 100 ms (milisegundos) y el resultado es la defosforilacion de: -
CheY y el cambio de la torca hacia el sentido inverso (CCW) (Wolfe et a/ 1987,
Manson et al 1998)

o ise hareportado” ‘esta enzima). Esta
flagelo en sentido contrario a las

La modulacién de las sefiales que modifican la rotacion del flagelo a nivel. del.", ~

complejo de switch es poco conocido, pero existen evidencias para pensar: quej;_ '
esta intimamente asociada con los sistemas de fotosintesis, aero y qu1m|otax18’.'- ‘
entre otros (Romagnoli et al 2002, Bellenger et al/ 2002 ). S

Otra evidencia experimental (Turner et al 1999) sugiere la posibilidad de que el :‘ 5
acoplamiento de CheY en el complejo de switch solo es requerido . en . -
condiciones estandar de temperatura (aproximadamente a 25°C).' A 102C: v

debajo de esa temperatura el motor cambia de rotacion en ausencia de CheY. yoo
cerca de 0°C rota preferencialimente en sentido de las manecillas “del: reloj
contrario a su rotacion habitual en sentido anti-horario. Es interesante recalcar
que la modulacién por medio de la interaccion CheY-FIiM con. mutaciones
dobles (13DK, 106YW) conservan su actividad- aun- en ausencia ' de
fosforilacion, ya que la sefalizacion desde los receptores quimiotacticos hasta
el complejo de switch estd mediada por. la osfonlacnon de las protemas
anteriormente descritas (Scharf et al 1998)‘ - i

En condiciones fisioldgicas en Ias que un:receptor:. qunmlotactlco no posee
ningun ligando asociado, la via de ampllflcacmn quimiotdctica no se encuentra
activa, resultando en un decaimiento-en:los nlveles 'de CheY activa. En este
caso la rotacion anti horario habitual, contlnua (Stoddard 1998, Montrone

1998).

4 APARATO DE EXPORTACION

Para que el flagelo se ensamble se requiere de un mecanismo que permita
transportar desde el citoplasma hacia el exterior de la célula, cada una de las
subunidades que componen el flagelo, desde las proteinas que conforman el
cuerpo basal, hasta las proteinas del filamento. Existe un complejo de
aproximadamente ocho proteinas que constituyen el sistema de exportacidn,
(FIhA, FIhB, FliH, Flil, FliO, FIiP, FliQ y FliR), este complejo interactia con los
anillos MS y anillo C en Salmonella typhimuriurmm (Minamino & Macnab 1999,
Katayama et a/ 1996). Este complejo es el responsable de la exportacion o
traslado de las proteinas del eje, gancho HAP's y filamento. Aun se
desconocen muchos de sus mecanismos subyacentes, entre ellos la
selectividad que debe poseer para que el sistema mantenga un orden en la
exportacion de las proteinas.




Ninguno de los sustratos exportados posee un péptido sefial como los hallados
‘en el extremo amino terminales de los productos del anillo L, P y FlgA, sin
embargo se ha propuesto que posiblemente los motivos de héptadas repetidas
encontradas en las: proteinas axiales pudieran ser las responsables del
reconocimiento durante su exportacién (Homma et al 1990) L.a remocién de los
residuos mas conservados no interrumpe la exportacién (Kornacker & Newton
1994), posiblemente sea el reconocimiento de ciertos motivos en la estructura
secundaria de -las-proteinas las que pudieran estds involucradas en la
selectividad del sistema. 'de exportacion. Otras evidencias experimentales,
apoyan la idea que el reconocimiento de las proteinas flagelares es mas
dinamico, por ejemplo una de las proteinas del complejo de exportacién Flil
presenta un similitud con la subunidad B de la unidad Fof, de la ATP-sintasa ,
(Dreyfus et al 1993, Miller et al 1992), esta proteina es capaz de hidrolizar ATP
(Fan & Macnab 1996) y su actividad se incrementa en presencia de. otros
componentes que son exportados como proteinas de gancho (FIgE), y flagelina
(FIiC) (Silva-Herzog & Dreyfus 1999).

El eje forma un canal de 25 y 30 A por donde se piensa son transportados los
monoémeros filamentosos, que viajan parcialmente plegados, desde el
citoplasma hasta el extremo distal del flagelo a 10 um; los mecanismos
asociados al transporte y auto ensamblaje permanecen aun sin ser
caracterizados.

5 CONTROL DE LA EXPRESION DE LOS GENES FLAGELARES y
QUIMIOTACTICOS

5.1 Organizacion cromosomal de los genes flagelares.

La biogénesis del flagelo procarionte es un proceso que implica la regulacidn,
activacion y expresion de mas de 40 genes involucrados en la formacion del
mismo. A excepcién de algunos genes de receptores extracelulares, que se
encuentran localizados en loci aislados, la organizacién de los genes flagelares
en Escherichia coli y Salmonella typhimurim se caracteriza por que estos se
encuentran distribuidos en tres regiones localizadas dentro de su cromosoma y
organizados en grupos de gran tamafio que albergan multiples genes (Macnab
1992). Estos agrupamientos han sido denominados |, If y lll. En cada una de
las regiones, existen varios operones que contienen desde uno hasta nueve
genes. Cada uno de estos operones estd organizado con una jerarquia
‘regulatoria y se le denomina regulon.

La region | comprende a los genes que forman parte del estator y estructuras
del cuerpo basal del flagelo( figB, figC,figF,figG), los anillos externos (flgH, figl),
el gancho (flgE) y las proteinas de unién al gancho o asociadas a gancho
HAP's (flgK,figL) (Homma et al, 1990). Dentro de los genes que se encuentran
agrupados en este primer grupo se encuentra flgD cuyo producto es
responsable del crecimiento del gancho (lino 1987). Finalmente figA y figM
tienen una funcion regulatoria, flgA promueve el ensamblaje de uno de los
anillos externos del cuerpo basal y fiIgM tiene la funcién de evitar la expresién
de los genes tardios como son los constituyentes del gancho y filamento, hasta
que el complejo basal y el gancho estén completos.
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La reglon 1l contiene ailos -genes uumlotactlcos (cheA cheB, cheR, cheW,
cheYy cheZ) dos de ' los’ genes de; receptores tar (en E. coli) tap, y dos genes
de motilidad: motA*y’ ‘motB;: “estos® genes ‘sontranscritos una vez que los
componentes. basales del: gancho se‘han ensamblado. Esta regién también
contiene los genes. maestros (flhD, f/hC) (Barlett 1987) y uno de los genes
nnvolucrados en la'exportacion (flhA)::

Las reglones ‘ll,y I sep ada‘ por una region de 23 Kb que contiene
genes-no- relac:onados om uvrC -a:region’ lil;-se subdwnde en reglon llla y

fragmento de 7 V5 kbs. respectlvamente que codlflca para una alfa amilasa y
otras regiones’ aparentemente no codlflcantes (Macnab, 1992) )

La region llla es una region. pequena que codifica para - Ias protemas del:
filamento. Contiene ic," el ‘gen- estructural de la flagelma Tamblen ésta -
region incluye - a fIIA, gen que codifica para un factor: cque inicia“ la-
transcripcién del gen' fliC? (flagelina). Ademas posee al gen de la‘proteina’ de
coronamiento fiiD (HAP2) y dos genes fliSy fiiT que se les atribuyen funciones
regulatorias.

La region llIb contiene los genes que participan en las etapas tempranas del
ensamblaje del flagelo incluidos el anillo MS, (fliE, fliF), los genes del switch
(fliG, fliM, fliN) y genes involucrados en la exportacion (fliH, flil), ademas de fliK,
un regulador de la extension del gancho (Macnab, 1991).

5.2 Biogénesis y regulacion de la expresion de los genes flagelares:

La expresion de los genes flagelares esta estrictamente controlada y
coordinada jerarquicamente, ya que la presencia de productos de un operén
son necesarios para la expresion de los productos de operones sucesivos
(Kutsukake 1990).

En muchos casos las regiones codificantes de genes adyacentes son muy
~-cercanas .0  se encuentran superpuestas, sin embargo existen operones
; separados por ejemplo, los codificantes para varios quimiorreceptores como €l
receptor de serina (Tsr) (Macnab 1991).

De la misma forma como se ha clasificado a los genes flagelares dependiendo
de su ubicacién en los cromosomas, también se ha elaborado una clasificacion
en referencia a su orden de expresion durante la biogénesis (Ver figura 12).

Los genes flagelares se clasifican de la siguiente forma:

Genes clase |, clase [l, clase llla y clase lllb, esta organizacion puede generar
confusiones al respecto de la ubicacién de los genes en un mapa fisico o en el
cromosoma; sin embargo esta clasificacion se refiere a un orden temporal de la
expresion de los productos codificantes de los genes agrupados en sus
respectivos loci (Macnab, 1991, Aldridge 2001).
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Genes Clase I
ihDC regulador maestro
v
Genes Clase 11
RIFGHLIK, FiLMOPQR, fIiE, AHBAE aparato de exportacion

fgBCDEFGT], IAZY, AgAMN cuerpo basal
eje
v gancho
Genes Clase 1II
HhAaP's de HAP
I ; chaperonas de HAP's
la fight, MDST, AghN factores de transcripcion
II1b AiC, tar tap, cheRBY. filamento
e, 2 o Z receptores quimiotacticos
MotAB cheAW estator

Figura 12
La expresidn de los genes flagelares es similar a una cascada donde la presencia de ciertos
productos permite la activacion de otros sucesivamente.

En la primera clase se ubica el oper6n maestro que es responsable de
desencadenar la biosintesis flagelar, activando a los operones de clase Il. Este
operon contiene dos genes flhC y flhD cuyo producto forma un complejo
heteromultimérico que activa la expresién de los genes de clase |l por medio de
una ARN polimerasa dependiente de un factor ¢’° (Malakooti 1994).

La activacion de este operén no es clara pero depende de condiciones
ambientales como la temperatura, la disponibilidad de fuentes de carbono, el
super enrrollamiento del DNA, los niveles de fosfolipidos, cambios en la
osmolaridad, etc. :

Muchos de los efectores que activan al operén maestro necesitan
‘intermediarios proteinicos como OmsR, o proteinas de choque térmico o “heat-
“shock” como GrpE, DNAJ. Sin embargo existe una via de represion de
- catabolitos que dirige mayoritariamente la expresiéon del operén maestro:
-~-Cuando la disponibilidad de glucosa es mayor, los niveles de AMPc disminuyen
evitando que se active el operéon maestro (Komeda 1975).

~Los genes de clase lll son regulados por factores codificados en genes de la
clase ll y cuyos productos son componentes estructurales tardios como la
flagelina, responsable de ensamblar el filamento flagelar, asi como a los
motores y canales idnicos encargados que generar la energia para el torque,
entre otros productos (Macnab 1991).
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La transcripcion jerarquica de los genes del flagelo determina que se completen
sus estructuras “en - el siguiente ‘orden:’ ‘anillo’ MS," ‘switch, aparato ~ de
‘exportacnon eje, anillo 'P," anillo .garicho HAP's a esto le secunda la
exportacién de- flagelina (FI|C) y las protefnas 'de ‘coronacién (FliD). Estas
ultlmas _proteinas deben atravesar “dos: membranas y..-una  distancia

En_Salmonella typh/munum f/gK {‘ :
~regulacién transcripcional por una’facto tranA rlpclo_al o>y preferenciaimente
por un factor 6*° (Kutsukae & Ide, 1995). Este diltimo factor de transcripcion es
el mismo que desencadena la'sin Sis ‘de,genes como figh, figN, fliC, HiD, fliS,
fliT, f/jB fliA, motA, motB ,; che. _A cheY; y.cheZ considerados como genes de
.expresion - tardia -o_clase Il (Macnab 992) En laetapa de formacién: del
-gancho, FigD complementa: la: funclén e acoplamlento de las subunidades de

proteinas que son exportad's or Ia mxsma via de secrecion HAP1 (FIgK)
(Ohnishi et a/1994) G

La extension del gancho esta regulada por FI|K que modula la exportacion de
los polimeros del gancho. Finalmente son exportadas las proteinas FigK, FlgL,
. FliD (HAP1,HAP2 y HAP3, respectivamente), y los mondmernos de flagelina
(FIiC) que se incorporan en la parte distal del filamento por medio de la
interaccidon con el complejo decamérico formado por HAP2 (Maki et al 2001).

mombrana externa

m.mm’}s.u cupa de

péptido glicanos
membrana calular

Anilio MS ks
i Compilejo switch

Aparato de exportacion

o
e 4
Filamento

HAP's (FIgK, FiglL) FliD

N

e

AnilloP  *  AnilloL

gancho /FigD

Filamento completo

S35,

Figura 13
Biogénesis flagelar, la expresion coordinada de los diferentes genes flagelares permite el
ensamblaje preciso de sus diversos componentes. Modificado de Aizawa 1998
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6 CARACTERISTICAS SISTEMATICAS de Rhodobacter sphaeroides
6.1 Caracteristicas morfo-fisiologicas.

Rhodobacter sphaeroides es un bacteria fotosintética purpura no sulfurosa
perteneciente al grupo de las a-proteobacterias (Woese et al 1994) A este
grupo pertencen también otras bacterias como Agrobacterium, Azospirilum,
Caulobacter y Sinorhizobium, (ver figura 14). Estas bacterias poseen una
adaptabilidad metabdlica y son capaces de sobrevivir ‘en condiciones
microaerdbicas, sin luz y son capaces de - emplear . varios -compuestos
alternativos como fuentes de carbono. Estos géheros -comparten ' la
caracteristica de poseer un genoma con contemdo rico en C+G que oscna entre
el 68y 70%. .
El genoma de R. sphaeroides consiste de dos cromosomas de 3Mb y 0 9Mb y 5
plasmidos enddégenos (Suwanto & Kaplan 1992) -

Las células de AR. sphaeroides tienen una morfologia variable, sobre todo
aquellas que son crecidas en medios complejos, a diferencia de aquellas
observadas en medios minerales o mas pobres en nutrientes. Las células son
esféricas-ovoides con un tamarfio promedio de entre 0.7-4 um. En medios ricos
en carbono las células pueden alcanzar hasta 2 y 2.5 um de ancho y una
longitud de 2.5 a 3 um. Generalmente se les encuentra en pares, o formando
una hilera de cuentas. (Segun la clasificacion de Pfennig & Triiper 1971)
Conforme aumenta la poblacién del cultivo, la presencia de secreciones
mucosas aumenta la viscosidad del medio, excepto cuando los azlcares son la
unica fuente de carbono. Estas secreciones impiden la maotilidad, que es muy
activa en las primeras fases de crecimiento, debido a la presencia de un flagelo
sub-polar. La motilidad también cesa en medios alcalinos.

Escherichia cofi Rhodohacter Vibrio alginolyticus
sphaercides

2 e

Spirochaeta curantia Caulobacter crescentus

Spirilium volutans

Figura 14

Esquema comparativo entre diferentes especies bacterianas y R. sphaeroides. La linea
representan 10um. (Tomado de Morgan et al 2001).
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Los cultlvos‘cremdos en condlcmnes anaerobxas adqmeren un color verde sucio
a -marrén, - m,lentras aquellos cultlvos ‘crecidos - en -condiciones aerdbicas
'adqmeren un'color rojo:El color marrén: de’ las’ celulas crecidas en anaerobiosis
puede ‘tornarse “a ‘rojo si son’ colocadas en - condiciones aerdbicas y con
agitacion. Aparentemente es la luz la que estlmula este cambio en la coloramon
e Intensndad de los plgmentos ;

.Losfrangos maximos de absorcuon espectroscopxca de las células en
.crecimiento oscilan entre: 372-375,:446-450,:474-481, 507-513, 588-590, 800-

805, 850-852, y de 870-880nm la absorbancia relatlva se encuentra entre 850-

~ 880 nm, pero varia dependiendo de las condiciones del cultivo.

“Los pigmentos fotosintéticos encontrados en R.sphaeroides son :
.Bacterioclorofila a (esterificada con un grupo fitol) y carotenoides de la serie de
esferoidenos, incluyendo esferoidenos e hidroxiesferoidenos, transformados en
: cetocarotenmdes bajo condiciones aerébicas. Este cambio es el responsable
de la coloracion rojiza adquirida en esta condicion de crecimiento.

El'modo preferencial del crecimiento es el fotoheterotréfico en condiciones
aerdbicas con la disponibilidad de compuestos organicos y fuentes de carbono
y electrones. E| crecimiento fotoautotréfico con hidrégeno o azufre molecular
como aceptores de electrones, es lento. El crecimiento también es favorecido
en condiciones aerdbicas, con varias fuentes de carbono y en ausencia de luz.
El crecimiento bajo condiciones anaerdbicas en ausencia de luz y con piruvato
y azucares como fuentes de carbono solo es marginal.

El empleo de algunos compuestos organicos como fuentes: alternativas de
carbono depende de las condiciones de crecimiento, por ejemplo la utilizacién
de glicerol depende de la presencia de CO,. El amoniaco, nitrégeno molecular,
la alanina, el.glutamato y el asparatato también pueden ser empleados como
fuentes de “carbono, "algunas cepas son capaces de utilizar acido durico,
guanina, xantina, cisteina, uracilo, guanina, timina y adenina (s6lo en
condiciones aerobicas). El sulfuro puede ser empleado como donador de
electrones y es oxidado a azufre molecular, el tiosulfato y el azufre molecular
no son utilizados. La tiamina, la biotina y la niacina son requeridos como
factores de crecimiento, que ocurre entre un pH de 6.0 a 8.5 (optimo 7.0) y la
temperatura de crecimiento optima oscila entre los 30 y 34 grados Celsius.

6.2 El flagelo de Rhodobacter sphaeroides.

Los primeras investigaciones realizadas para caracterizar al flagelo y la
movilidad de bacterias fotosintéticas datan desde 1967 con los trabajos de
Cohen-Bazire y London, sin embargo los modelos que se han desarrollado y de
donde se conoce mas sobre la estructura y funcion del flagelo procarionte,
provienen de modelos de bacterias entéricas. Solo recientemente se ha podido
caracterizar otras bacterias fotosintéticas entre ellas R. sphaeroides.
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El flagelo de Fi sphaem/des es de rotacion umdlrecclonal c
preferencial en sentido de‘las manecillas del reloj (CW); ‘pes : ; ,
encontrado-algunas-bacterias ‘que invierten el sentido de’ rotacmn (Armutage &
Macnab 1987, Packer & Armitage 1993). Dentro de las- multlples d|ferenc1as
que ‘posee . el flagelo de esta bacteria con Jos modelos. entéricos; es que no
existe ‘alternancia en la rotacién y su reorientacién’ depende del estado de
relajacion del flagelo mds que de un alto total en el ‘nado, (Ver figura 15). Las
velocidades alcanzadas por la propulsién de flagelo 'son superiores a las
generadas en modelos entéricos, R. sphaeroides es capaz de desplazarse con
una velocidad de entre 35y 100 um/s contra los .20. um/s para Salmonella
esterica serovar Typhimurim (Packer et al  1997), -posiblemente estas
diferencias no solo se deban a la composicidon de 'sus flagelos sino su
desempefio en el desplazamientc y relacion torca/velocidad. El nado de R.
sphaeroides muestra variaciones en la velocidad. 'y su reorientacién parece
deberse a movimiento Browniano mas que aun mecanismo activo. Aun en
condiciones donde no existe ninglin estimulo o molécula que sirva como
atractor (Schmitt & Armitage 1997). Existe otro fendmeno que altera la
velocidad de rotacion del flagelo de R. sphaeroides; La quimiocinesis; bajo el
influjo de moléculas atrayente como el malonato, el K' * y el Rb* , la velocidad
de rotacion aumenta hasta en un 25% sin que esto modifique el gradiente
electroquimico de protones (Packer & Armitage 1993). El efecto quimiocinético
permanece Unicamente mientras el atractor esté presente y no genera un
efecto de adaptacion (Harrison et al 1994).

cuerpo basal

Figura 15
Fotomicrografia electronica de un flagelo aislado de Rhodobacter sphaeroides. West & Dreyfus

1997
6.3 Caracteristicas generales de FigK (HAP1)

Las proteinas HAP fueron inicialmente identificadas en Salmonella typhimurium
como componentes menores, copurificados con elementos del gacho (Homma
et al 1984). HAP1 y HAP3 ejercen una funcién de unién entre los componentes
del gancho (FIgE) y el filamento (FliC) y se acoplan en zonas muy cercanas
entre estos componentes (Homma & lino, 1985; lkeda et a/ 1987). Con
marcaje radioactivo se ha identificado que existen aproximadamente 13 copias
de HAP1, las mismas para HAP-3, y de 6 a 12 de HAP-2 en Salmonella
typhimurium (Jones et al 1990).
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La evndencla ide ‘que HAP1 y HAP-3. se encuentran en concentrac:ones )

equlmolares (Homma 1984), suglere qgue ambas protefnas pueden formar dos "

vueltas-en:la'hélice del flagelo, si se ensamblan en las zonas adyacentes entre
el gancho y el filamento (Aizawa 1991). Existe una -homologia’ entre “los"

extremos terminales de las HAP's y de las flagelinas, los cuales parthlpan en Ia 5

pollmerlzacmn del filamento (Homma et a/ 1990).

La . secuencia de amino acidos reportada para FIgK en. Rhodobacter
sphaeroides (AF3176489.1 genebank) consta de 1363 residuos de aminodacidos,
que corresponden a 4089 pares de bases. Este gen se encuentra agrupado en
el contig 102:54, su inusual tamafio es 2.75 veces mayor que el tamafio de las
copias de este gen en otros microorganismos. Esto genera interrogantes sobre
la organizacién de sus dominios estructurales y la manera como desempeda su
funcién, En comparten un alto grado de conservacion con sus extremos amino
y carboxilo terminales, otras secuencias homodlogas de otras especies

La secuenciacion de nucleédtidos de flgK se obtuvo en el laboratorio del Dr.
Georges Dreyfus en el Instituto de Fisiologia Celular UNAM, a partir del trabajo
de tesis doctoral de la Dra. Bertha Gonzalez-Pedrajo. La identificacion de los
genes estructurales flagelares en Rhodobacter sphaeroides WS8-N se logro
por medio del analisis de una mutante Rsgl (WS8 figl.: Tnpho) (Gonzalez-
Pedrajo et al 2002) y muestran la ubicacién de los genes asociados a las
estructuras del cuerpo basal, gancho y HAP’'s. La mutante Rsgl posee  un
fenotipo no movil carente de filamento (Fla’), debido a que el gen fig/ que
codifica para las proteinas del anillo P esta interrumpido. El gen fig/ es
indispensable para el ensamblaje del flagelo; sin embargo en los ensayos de
complementacién de esta mutante, el fenotipo silvestre no se restablece. Esto
es resultado del efecto polar ejercido por el transposén hacia los genes en el
extremo 3'. Para l|a identificacion de. los genes aledafios a la mutacién se
realizé una hibridacién  tipo “southern- sobre “una digestién Sall del ADN
cromosomal. Una de’las bandas de 5.9kb "hibridizé positivamente contra la
sonda de un fragmento Sall — Pst/ de 1.6kb obtenido del plasmido pBG401
(fragmento Pst/ de 3.9Kb.de ADN de Rhodobacter sphaeroides WS8-N clonado
en pTZ19R que contiene los genes figG, fgiH, figl, figJ y una secuencia parcial
de flgK). A partir de los fragmentos de restriccion con la enzima Sall se
generaron dos subclonas: pBG506 Ay B, con las que se desarrolld el presente
trabajo.

7 OBJETIVOS

La principal motivacién gue justifica el presente trabajo es la caracterizacionde . -’

la proteina asociada  al gancho FlgK (HAP 1) de Rhodobacter sphaer/odes
debido a que posee .propiedades: singulares,: entre: ellas el taman ~de:
region central que comprende aproxnmadamente 800. aminoa S,.es ‘decir el
58% de su tamano, que no.posee. snmllntud con otras nasico funcwnes

similares.

Empleando técnicas de blologla molecular y algunos metodos,bloquimlcos. se
pretende definir la relacién entre la estructura y las funciones que desempefia
HAP1 en el flagelo de R.sphaeroides.



8 MATERIALES Y METODOS

La mayoria de los protocolos descritos a continuacion, son procedimientos
estandares en biologia molecular y microbiologia experimental, usualmente
contenidos en los manuales de laboratorio: Sambrook et a/ 1989, Sambrook et
al 2000, en caso contrario se hace referencia a las fuentes consultadas.

8.1 Generacién de una mutante no polar, por interrupcion del gen figk de
Rhodobacter sphaeroides WS8 '

Para llevar a cabo Ia construccion de la mutante no polar se utilizé el plasmido
pBG506-A (Gonzalez-Pedrajo, 2000), (Ver figura 16), que posee un fragmento
Sall de 5.94 kb de Rhodobater sphaeroides WS8-N, que contiene a los genes
figd, figK, y una secuencia parcial de de figL, clonado en pTZ19R (Amp'). Se
utilizé un sitio de restriccion uUnico: Cla | que se encuentra a 1731pb del
extremo 5’ de la secuencia de figK como sitio de interrupcién, donde se inserté
el gen aadA (Metcalf & Wanner 1993) que le confiere resistencia a
espectinomicina. .

pBGS506A

fig} ok ‘ B figl
Sa/l v 1 — -Sall

pDC-01( Agk':: aadA)

gl flgk flgl .
53/l Cr—————e—— T — Sall
Clal : k

s ] kb

Figura 16
Mapa del fragmento de DNA presente en la clona pBGSOS

3, ébnzalez et al 2000.

El ADN de la construccion pBG506- A se obtuvo por medio del kit de
purlftcamon MiniSpin Kit (Qiagene). Este: plasmldo se utilizé para transformar la
cepa E: “coli GM33dam  por.el metodo de CaCl, (Modificado de Mande! & Higa
1970 ver apendlce tecmco)

La cepa de E coli, GM 33dam se utlllza cuando los sitios de digestion del ADN
purificado como Cla | (ATCGAT) sufren de metilacién. Muchas cepas de E.coli
empleadas en las técnicas de clonacién generalmente contienen tres ADN
metilasas sitio- especmcas La metilasa codificada en el gen dam transfiere un
grupo metilo de una S-adenosilmetionina a la posicién Ng en los residuos de la
adenina en la secuencia GATC (Marinus 1973).

Algunos o todos los sitios de restriccion de los plasmidos purificados de cepas
que expresan metilasas pueden ser resistentes la digestién con ciertas
endonucleasas.




E! fragmento de DNA que codifica para una aminoglicésido 3-adenil
transferasa, que confiere resistencia a espectinomicina (aadA) fue obtenido por
medio de PCR de un plasmido pWM5 - uidA-aadA (Metcalf & Wanner 1993). Se
utilizaron dos oligonucleétidos: “Fw 2739 de 24pb y ARv 2740 de 24pb,
sintetizados en la Unidad de Biologia:Molecular de! Instituto de Fisiologia
Celular-UNAM. Los cuales amplifican toda.la regidn codificadora del gen aadA.

8.2 Reaccion de PCR

La amplificacién se realizé por medio de’la PCR (Saiki et a/ 1986, Mullis et al. -
1986) empleando una DNA polimerasa pfu (Stratagene) termoestable aislada -
en forma nativa de una arqueobacteria hipertermofila Pyrococcus furiosus. Esta
enzima multifuncional posee actividad de DNA polimerasa 5'- 3' y actividad de
exonucleasa 3'-5' ademas de una alta procesividad lo que le permite corregir
errores durante el proceso de duplicacién, manteniendo la fidelidad de las
secuencias amplificadas. Posee un intervalo éptimo de actividad entre 72°C -
78°C 'y una eficiencia cercana al 98% a 95°C;, lo que la hace muy
recomendable para la amplificacion de secuencias con alto contenido de
Citosina /Guanina, como es el caso de Rhodobacter sphaeroides, que
requieren de temperaturas de desnaturalizacion mayores a las reacciones
estandar realizadas con la polimerasa Taq obtenida de Thermus aquaticus.

La reaccién de PCR se llevo a cabo con 50ng de ADN de pWM5, se agregd a
una mezcla de reaccién 10% DMSO, 10% amortiguador de reaccién 10X
(Stratagene), dNTP’s 0.2mM,100 pmolas de cada uno de los
oligodesoxinucledtidos{ Fw, y Rv), 2.5 unidades de pfu Polimerasa nativa
(Stratagene). Hasta un volumen final de amortiguador de reaccion 50ul. El
programa de amplificacion esta descrito en la figura 17.

Oligodesoxinucledtidos empleados
Fw 2739 5. CCT GAA TCG ATG GCA GAT CCG TGC 3'
Rv 2740 5' TCA TGA TCG ATC TCC CAA TTT GTG &'

Temperatura en grados centigraclos -

3ciclos 27 cictos 1 ciclo
95° € ’ ’

7100 0\ K
58 C

95 C
72°C

Tiempo en minutos

Figura 17

La reaccion se realizé en un termociclador GeneAmp PCR system 2400 (Perkin Elmer) donde
se utilizé el siguiente programa:Tres ciclos: 4' de desnaturalizacion a 95°C, 45" de alineamiento
a 55°C y 3’ de extension a 72°C, 27 ciclos:1' de desnaturalizacion a 95°C, 45’ de alineaminto a
58°C y 3’ de extensidn a 72°C. Un ultimo ciclo de extension: 10’ a 72°C y finalmente a 4°C, para
terminar la reaccion.

29



El fragmento amplificado de’ 1. 4kb contiene’ ‘la" secuencia’ aadA' (genebank"
M1021.1 www.ncbi.nih, qov) de extremos rasos El amphcon se corrlo en un gel

Extractlon Kit (Qiagene) y posteno ente;Se dlglrlo con la enzlma Clal (New
England Biolabs). Finalmente se: Ilgoen el smo unlco C/a/ de la construccnon_
pBG506-A, donde se mterrumplo ‘el gen fng S

Las condiciones de: reaccnon_pa d;gestiéri de! fragmento-aadA y el plasmido”
pBG506A fueron Ias snguuentes BT SR R TR P
50 u enzima Cla | (NEB)
50 mM acetato de potasio,
20 mM Tris-Acetato i wx v
10 mM acetato de Magneszo Lo

1 mM ditiotreitol = - = s

100 ug/miBSA . = 7

pH7.9a 37°C toda Ia noche e

‘pH7.5a1 6°C toda la noche.

S ;Con,el'pro_d_ucto de la reccion de la ligasa se transformé la cepa JM109 (por

- 'medio del método de CaCl; ). Las células se crecieron a 37°C en medio rico
sélido (Luria Bertani Agar) adicionados con antibidticos: ampicilina 200ug/ml,
espectinomicina 50 pg/ml (Sigma-Aldrich). La construccidon resultante se
nombré pDC-01 (pBG506-A figK::aadA 10.2kb).

La construccion pDC-01 fue purificada de un cultivo de células JM109, con el

MiniSpin Kit (Qiagene) y posteriomente se digirid con la enzima Sall (NEB) para
liberar un fragmento de 7.3 kb con las siguientes condiciones de reaccion:
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20 u enzima Sall (NEB)
150 mM NaCl :
10 mM Tris-HCI
10 mM MgCl
1 mM ditiotreitol -
100 pg/ml de BSA
pH 7.9 a 37°C toda la noche.

El patréon de restriccidon: con- esta enzima permitié- confirmar la presencia“del
fragmento clonado de aadA, el cual libera un fragmento de 7.3kb que contiene
a - los genes flgJ, flgK y una secuencia parcial de figL, (Ver figura 18). La
interrupcidén a nivel de flgK aumenta el tamafio del fragmento Sal/ | de 5.9 a
7.3kb

La construcciéon pDCO1 fue transferida a la cepa GM33dam’ para analizar el
patrén de digestion generado con las siguientes enzimas, (Ver figura 19)

Hindll (Promega) Sall (NEB) EcoRl (Promega) Clal (NEB)

Reaccidn Reaccion Reaccién Heacmon

12 u 20 u 20 u 1u-

6 mM Tris-HCI 10 mM Tris-HCI 90 mM Tris-HCI 20" mM Trxs HCI
50 mM NaCl 150 mM NaCl 50 mM NaCi ; 50:mM KHCI

1 mMDTT 10 mM MgCl 10 mM MgClz * {10 mM Mg acetato
6 mM MgCIz S mMDTT pH 7.5 a837°C" 100 pg/ml BSA,
0.15% Triton X- 100 100 pg/ml BSA toda la noche pH7.9,a37°C

pH 7.5:a 37°C pH 7.9 a 37°C “|‘toda‘la noche’

toda la noche

toda la'noche

8.3 Construccion de plasmido recombinante:

Para generar una mutante interrumpida de filgK se generé una construccion
recombinante apartir del vector pJQ200mp18.

El vector pJQ200mp18 es empleado en ensayos de mutagénesis por
sustitucién alélica utilizando un mecanismo de doble recombinaciéon (Quandt &
Hynes, 1993). El plasmido contiene un origen de replicacion P15a ori (de
pACYC184) funcional utnicamente en enterobacterias, un origen de
transferencia AP4 que permite la movilizacién de construcciones en bacterias
gram negativas, el gen aacC7 de pPHIJIl, codificante para una Gm
acetiltransfersa 3-1 que confiere resistencia a gentamicina y el gen sacB de
Bacillus subtilis como marcador de seleccion positiva de la pérdida del vector.
Ademas, contiene una secuencia A-cos que permite la insercidén de fragmentos
de hasta de 40kb y finalmente los genes del operén /acZol que permiten la
seleccion de insertos clonados en el vector al emplear un sitio de multiclonacién
gue interrumpe la produccion de 3-galactosidasa (Sambrook 2000) permitiendo
el monitoreo de colonias por adicion de X-gal (2%, US Biochemicals).

El gen sacB es inducible en un medio con sacarosa 5% (Sigma-Aldrich) y su
expresion es letal para la célula lo que evita la replicacion del vector.
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Para'géh'e'ra':r"la construccién recombinante, se corrié en un gel TE-agarosa 1%,
una reaccién de digestion con la enzima Safl (NEB) de la construccion'pDCO1.
El fragmento de 7.3 kb fue aislado por diseccion del gel y éste’se punfico conel
Qiaquick Gel Extraction (Qiagen). Posteriormente fue clonado en un sitio Sal |
-del: plasmido suicida pJQ200mp18, utilizando una ligasa T4 (Boehnnger-
Roche) ‘con las mismas condiciones de reaccién descritas ‘en la pagma 24, La
construccién resultante se denominé pDC-02.

Se realizo un analisis de restriccion de la construccion pDC-02,empleando las = -
enzimas descritas en la S|gmente tabla, asi como:una reaccién de PCR:para
comprobar la presencia de la secuencia.:aadA, utilizando. los ‘
oligodesoxinucledtidos 2739 y 2740 antes descritos con el mismo programa de
amplificacion empleado para la secuencta aadA a pamr del vector pWM5‘
(pagina 24), (Ver figura 20). . e ; . :

Sall (NEB): ARy ﬁjEcoFfI(Promega)
Reacciéon O/N : 16 S
(20 U/ul), 37°C .

10 .- mM Tris- HCI
150 mMNaCl:
10 "mM MgCI - i
1 -mMDTT -

pH 7.9 - : ;

con un. suplemento de e
100 ug/ml BSA

La construcmon pDC -02:se tiliz ,para transformar células de la cepa S17-1
(con: el método .de CaCIg celulas ‘transformantes se seleccionaron en
placas de LB sélido (LB- Agar leco) adicionado con espectinomicina 50 ug/ml y
. gentamvcma 30 pg/ml (Slgma Aldrlch)

La cepa S17-1 se utiliza para mducnr la movilizacion de la construccion

pDC-02 hacia la cepa ‘W88 de Rhodobacter sphaeroides, por medio de
conjugacion.
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8.4 Conjugacion bacteriana

La conjugacion es un proceso de intercambio horizontal de material genético
que en ocasiones implica la recombinacién de grandes extensiones de ADN
generalmente de origen extracromosomal. Los mecanismos involucrados en la
conjugacién requieren de los productos de multiples genes, entre ellos un factor
de movilizacion que permita la migracién del material genético de una célula a
ofra. Existen varios grupos de:genes asociados con la movilizacién de
plasmidos, césmidos o transposones; por ejemplo, las secuencias mob: tra,
oriT, por mencionar a las mejor" caracterizadas. Las secuencias tra son
responsables de la formacioén -del Pili, s6lo una proteina, la pilina, esta
directamente asociada a.la generacion del Pili, el resto de las 10 proteinas
estan asociadas con el transporte y ensamblaje del Pili o en la transferencia de
ADN. Las secuencias oriT son el sitio donde inicia la transferencia del ADN
plasmidico y donde termina y se recirculariza una vez transferido hacia otra
célula.

Estas secuencias poseen un sitio de corte para una endonucleasa codificada
en las secuencias tra. Una helicasa codificada en el plasmido esta involucrada
en el desenrrollamiento de la doble cadena y es a partir de la regién 5' de la
secuencia oriT que se transfiere una sola hebra del ADN plasmidico. La célula
receptora promueve |la sintesis de la cadena complementaria a través de
iniciadores (primers) de ARN's que se acoplan a apartir del extremo 3'. (Snyder
& Champness 1997 ) ’

La construccion pDC-02 se introdujo en la cepa silvestre WS8 de Rhodobacter
sphaeroides por medio de conjugacién diparental (movilizacién de un plasmido
de una bacteria E.coli a R. sphaeroides). Se escogieron las colonias
exconjugantes que tuvieran un evento de doble recombinacion, empleando
como marcador la resistencia a espectinomicina, y aquellas colonias sensibles
a gentamicina como marcador de la ausencia del plasmido pJQ200mp18.

8.5 Protocolo de conjugacion:

Primer dia

Se colocd un precultivo de pDC-02 (S-17-1) en 2ml de medio LB adicionado
con espectinomicina 50 pug/ml y gentamicina 30 ug/ml (Sigma-Aldrich) Se crecid

con agitacién vigorosa (250rpm) a 37°C toda la noche.

Se crecié un precultivo fototréfico de Rhodobacter sphaeroides WS8 en 2 ml
de medio SUX-succinato.

Segundo dia
Se colocd un segundo cultivo de 5mi LB con espectinomicina 50 ug/ml
gentamicina 30 pg/ml (Sigma-Aldrich) inoculado con 50 i del precultivo del dia

anterior, se crecio con agitacion vigorosa (250rpm) a 37°C, hasta que alcanzé
una D.0.ssonm de 0.5

33




L anadleron 5

" se colocaron dos cultivos: aeroblcos de 10m| de Rhodobacter sphaeroides WS8
de medio’ SUX succmato inoculados con 3y 7ul del precultivo fototréfico.
- Se crecueron con agltacnon vngorosa (250rmp) a’ 30°C hasta que alcanzaron

‘0 .equipo’

se colocaron en’
sobre una caja de

Y

acar n los: recortes y se colocaron en tubos eppendorf Sel
,d, 'LB y se agltaron con un vortex para desprender las células,

:;lncuba i

s de Ias células 10u! en 1000l LB c/u
y se plaquearo allcuotas de 25 y 50ul.
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8.6 Seleccidn de células exconjugnates

Tabla 1.1 de Medios de seleccion para células exconjugantes

SUx Sux Sux LB
eslnxunom-cma 50:g/mi esl)vxlmomn:ln:\ SUug/m| espectinomicina Sﬂn\?lnll
acioo nalxdxito 2%ug/ml aclao nalduio 25.g/ml gentamicina 30mg/mi

sacarosa SY%

1 sou O so4 0ul 7 sou

WSE 100at
[controd -] [contiol -} {contrdl +] [controt -]

8 100!
[controt +]

Do

. feontol <]

Bin| wb,.u o

DC-02
8517-1) e
. leontrol -1

ENn cada uno de los circulas se muestra la cantidad de indcule (en pl) plaqueados de cada cepa

espectinomicing ¢ gentameina
espectinomicina

3ckio nalaixico

sin resistentia

O &

Las cajas se dejaron crecer durante 3 dias a 30°C y se tomaron cincuenta
colonias exconjugantes, se parcharon en medio SUX espectinomicina 50 ug/ml
(Sigma-Aldrich). De las cincuenta colonias se seleccionaron 2 parches que son
capaces de crecer en presencia este antibidtico y que llevan la interrupcién del
gen. La mutante asi obtenida se denominé DC (WS8 figK::aadA)
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8.7 Ensayos de nado

Una colonia de cada uno de--los “parches-- seleccionados se cultivd
fototréficamente en medio SUX-succinato adicionado con espectinomicina 50
pg/ml (Sigma-Aldrich). Se coloco -otro cultivo en condiciones fototréficas de
medio 1.5ml SUX-succinato, inoculado con la cepa WS8. Ambos cultivos se
crecieron durante toda una noche hasta que alcanzaron una D.Ossonm de 0.85.
Posteriormente se tomaron alfcuotas de 3ul de cada uno de los cultivos y se

- colocaron - sobre- placas de: agar en una concetracion de 0.3%; las cajas se

U ise resuspendlo la astilla‘co
S cultlvo) '

~.incubaron a:30°C. durante cinco dias. La colonias que no presentaron un halo
. de" motilidad- ‘fueron®seleccionadas y se denominé a esta mutante DC (WS8
_fng aadA) (Ver figura 21).

Para confirmar que el sitio de recombinacion del casete se encuentra en la
"region codificarte del gen figK, se purificé material cromosomal de la mutante
DC (WSS flgK:.:aadA) y de la cepa silvestre WS8, para realizar una
. hibridizacion tipo Southern con dos sondas diferentes.

8.8 Purificacion de ADN cromosomal

Para hacer la purificacion del ADN cromosomal de la cepa silvestre WS8 y la
cepa mutante DC, se crecieron tres cultivos fototréficos en 25ml medio SUX-
succinato, uno inoculado con la cepa WS8 y otros dos con dos colonias de la
cepa DC, crecidas en presencia de espectinomicina 50ug/ml (Sigma-Aldrich).
Los cultivos se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O.sgonm de 1.5.

Se centrifugaron las células a 6,000 rpm 5. o

- ,;vSe ellmlno sobrenadante ‘

a solucién de sacarosa (1/50 del vol. de

Se agreg6 una solucié
Se agreg6 lisozima 5r

Se agrego RNA'sa 10 g/

[1/3500del vol. inicial]

Se dej6 en hielo 15

Se afiadi6 Tritén Lytic Mix 3x [1/100 del vol. incial] .
Se dejo en hielo 15’ | | »
Se agregd HO 1/50 del vol. inicial

Se centrifugo a maxima velocidad (14,000 rpm) 30'

Se eliminé el sobrenadante
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Se resuspendlo la‘pastilla:en' de Buffer A [1/50 de! vol mncnal] S -

ente mcubada a 37°C

: : La rﬁéz]cl‘a‘ge dejé'a 37°C en agitacién 200 rpm, durante'toda’la 'nc‘mhfyé.’

~Se afadié RNAsa (Sigma) 0.3mg/ml, [1/2000]. Se incub6 a 37°C por 1hr: -

- 8.9 Extracciéon de ADN con fenol-cloroformo

El fenol y el cloroformo son dos solventes orgénicos que permiten eliminar las:
proteinas del ADN. El fenol desnaturaliza a las proteinas de manera eficaz y -

debido a que las ARN'asas no son degradadas con ese solvente, evita la- .
contaminacién por RNA. La consecuente adicién de cloroformo y alcohol (.

isoamilico, (24:1) permite la eliminacién de fenol de la preparacion mmla

Se extrajo el ADN cromosomal de los cultivos de WS8 y DC (dos cultlv () on :
una mezcla de CHClIj; - fenol 1:1, (1 volimen de c/u) g 0
Se extrajeron dos veces con ésta misma proporcion hasta que la: nterfase

blanca de proteinas desaparecié. Se realizé una segunda extraccién con un o :

volumen de CHCI; — alcohol Isoamﬂlco en una reIacnon '24

n.de una solucién .

}El ADN cromosomal se secd y se resuspendm en 50ul de HQO estenl

‘ Se obtuvneron 300ug totales de ADN cromosomal de WSB y 200;19 (totales) de
cada una de las dos colonias crecidas de la mutante DC, (Ver figura 22).

8.10 Analisis de ADN gendmico por PCR

Para comprobar la presencia de la secuencia aadA en el material genémico de
las cepas mutantes DC, se realizaron las siguientes reacciones de PCR, (Ver
figura 23).

Primera reaccion:

ADN cromosomal purificado de la cepa silvestre WS8, se realizé una reaccion
de PCR, empleando los cligonucleétidos Fw1349 y Rv 1350
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Segunda reaccion: ;
Se realizé una reaccion de PCR control I empleando los oligonucleédtidos Fw
2739 y Rv 2740 y ADN cromosomal purlflcado de'la cepa silvestre WS8

Tercera reaccion:
Se realizé una reacmon empleando os: ohgonucleotldos Fw1349 y Rv 1350 Y

Se colocaron las’ reaccuones
condiciones: £

El ADN cromosomal de Ia mutante DC (WSS flg o dA yWS8 (50ng y
10ng/ul) se agregd a una mezcla-de reaccién 10% DMSO'
10% Reaction Buffer 10X (Stratagene), ‘
dNTP’s 1.0mM ;

100 pmolas de cada uno de los ohgodesoxmucleotldos( Fw, Rv)
_pfu Native Polymerase (Stratagene) 2.5 umdades : S
Volumen final aforado a 50ul. :

Los oligodesoxinucleétldbs utilizados se sintetiyzarvo'hk en la UBM-IFC-UNAM.

Regidn interna de figkK- » : a
Fw 12135 CAA GCC CGT CGG ACC TCG TG 3
Rv 1420 5 GGA TGG AGA CCG TCT GAC GG 3 j‘ T

Cassette aadA ¥ -
Fw 2739 5 CCT GAA TCG‘ATG GCA GAT.CCG TGC 3
Rv2740 5 TCAT TCC CAA TITGTG 3

‘en un termocuclador GeneAmp PCR system 2400 (Perkin

L La reaccmn
tlllzo ‘el siguiente programa para cada reaccion.

~-Un primer ciclo de desnaturalizacién a 95°C 4'
*:Tres ciclos:

‘1’ de desnaturalizacion a 95°C, 45" de alineamiento a 55°C y 3’ de extension a
- 72°C.
27 ciclos:
1' de desnaturalizacion a 95°C, 45°° de alineamiento a 58°C y 3’ de extension a
72°C

Un ultimo ciclo de extension:
10'a 72°C y finalmente a 4°C
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8.11 Analisis de ADN genomico por hibridizacion tipo Southern.

La hibridizacién tipo Southern es un método empleado para determinar la
presencia de secuencias especificas en ADN genémico.

El! ADN gendmico es digerido con una o mds endonucleasas y los fragmentos
resultantes son . separados de acuerdo a su tamafio por medio de una
electroforesis en “un gel de agarosa. EIl ADN es desnaturalizado in situ y
posteriormente .inmovilizado en un soporte solido. La ubicacion relativa‘de‘los
fragmentos se ‘conserva durante su transferencia del gel a una membrana de

“*nitrocelulosa o nylon. El ADN inmovilizado en la membrana es hibridizado con . .~

- una sonda’ de acidos nucleicos marcada radioactivamente. Una autoradiografia

- con -una placa fotogréfica permite localizar las bandas complementarias a la
" 'sonda.”De esta manera se puede identificar en el material genémico, la
o :ipresencna de secuencias homélogas a la sonda empleada.

_,g-\Se ocupo un producto de PCR de una region central de figk 1.8 kb que fue

‘marcado’ utilizando dCTP [a 32p) (NEN Life Sciencies) para generar una sonda

‘de hlbrldacmn El marcaje se realizé por medio un sistema de marcaje aleatorio

redfpnme I (Amersham -Pharmacia Biotech) El sistema emplea un mecanismo

de ‘sintesis de hexanucledtidos marcados que sustituyen a los nucledtidos no

e ‘marcados de un templado desnaturalizado a emplearse como sonda de

hnbndacnon por medio de un fragmento Klenow. (Feinberg & Vogelstein) Esta

. enzima modificada posee una actividad méxima de incorporacién especifica de

. nucleédtidos marcados dCTP [o -*P] de 1.9 x10° dpm/ug después de 10’ de
- incubacién a 37°C.

' 8.12 Protocolo de hibridizacion:
Se escogieron como muestras de hibridizacion los siguientes productos

ADN cromosomal de mutante DC (WS8 fIgK :aadA. Fla’) digerido con la enzima
Sall (NEB)

ADN cromosomal de Ia cepé wss digerido con la enzima Sall (NEB)

. Producto de 3. 2kb ampl cado por'PCR (oligonucledtidos 1213 y1420)
a partlr del ADN cromosomal* de‘la mutante DC (WS8 figK::aadA. Fla’)

V‘(I) Producto de 1.8 kb, amplificado por PCR (regién interna de figK)

(II) Producto de 1.4 kb amplificado por PCR de pWM5 (cassette aadA)
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% (Biorad).

1) Se corrieron Ias muestras de.DNA'‘en un‘gel TE- Agarosa 1

- nylon'de mpleé el siguiente sistema:

; g e coloco en una camara de electroforesis sobre papel Whatman
-embebido en una solucién de transferencia SSC 6X; sobre de él se colocé un
rte de 11.2 x 9.2 cm de una membrana de Nylon de 0.45um (Gibco BRL) y
“finalmente se colocaron varios folios de papel- secante. El sistema de
. transferencia (Ver figura 24), permanecié durante 3 dias a temperatura
. ambiente, hasta que la solucién de transferencia fue movilizada por capilaridad
hacia los folios de papel.

papet absorbente
. ,/\~.
P L membrana de
/‘ ~-..  nitrocelulosa o nylen

gel de agarosa

espontd o papel secante
buffer

Figura 24
Sistema de transferencia capilar de ADN. El gel de agarosa es colocado debajo de la
membrana- de " nitrocelulosa o nylon para que el ADN que contiene sea transferido por
capilaridad

TECIS CON
40 FALLA LE ORiGEN




‘8) La membrana se lncubo durante 4hrs a 42°C con una solucuon de
- prehibridacion (5ml). Esta solucmn ‘esta’ compuesta de: °
formamida 50%, solucién Denhardt's (50X) 1/10 del vol.y agentes de alta fuerza
© “iénica EDTA (0.5M pH'8) 1/500 del vol., SDS (20%) 1/50 del vol.; Tris (1M, pH
-.7.5)-1/50 del -vol.- y- ADN ‘digerido-de - esperma ‘de- salmén- (100pg/ml) ‘como
agente bloqueador de sitios inespecfficos. EI ADN de bloqueo debe -ser

diferente del DNA hibridizado, la eleccién como agente bloqueador-enla: -

hibridacion de matenal de ongen procarionte es el esperma de salmon

9) Finalizado el tlempo de incubacion se agregb la sonda | (Producto de 1 8 kb
amplificado por. PCR reglonk |nterna de fIgK) marcada con dCTP. [a P] y se ,

una so u0|on O 1X SS8C, 0.1% SDS
moderada

solucnon 0. 1X SSC
a amblente :

1 1) La membrana se secé y se expuso durante tres horas en una placa de
: f;flourescen a (Moleculaf Dynamics) y la Imagen se analizé en el equipo Storm
""(Molecular Dynamlcs) de la Unidad de Biologia Molecular de! IFC

La'membrana se lavo y se reutilizo para hibridizarla contra la sonda Il (Producto
de 1.4 kb cassette aadA amplificado por PCR de pWMS), repitiendo desde el
“ paso 8) y sustituyendo en el paso 9) por la sonda Il y continuando hasta el paso
11)

8.13 Disefio de construcciones para ensayos de complementacion

La complementacién es una metodologia experimental que permite identificar la
funcién de un gen cuando éste se encuentra mutado o ausente.

Se utilizé el plasmido pRK415 10.5kb (Keet et al 1988) que posee un factor de
movilizaciéon para complementar a la mutante DC con una construccion que
contiene los genes flgJ (secuencia parcial 187pbs), flgK y flgL (secuencia
parcial de 1,057) asi como la secuencia consenso de un promotor 0‘28,
aparentemente inactivo, ubicado en una region intergénica de 108pb entre figJ,
y flgK (Gonzalez-Pedrajo et al 2002).
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esultante ‘se: denommo pDC-Co01, para determmar : Ia';
: onentaclon de las " subclonas se hizo un andlisis de restriccidn con Ja enzima

" Clal (NEB) y BamH| (NEB). El patrén de restriccion (Ver figura 26) generd dos*

bandas diferentes de 1.98kb en la orientacion en fase con el promotor Tc
(tetraciclina) y otra de 2.15kb en orientacion contraria (Mapa figura 27)

Mapa de orientacion de las construcciones pDC-C01A/B
Subclonas de complementacion Ay B (clonadas en pRK 415) [Fig 27]

pDCO1 A
{ ]
Cal Bamt | Bami 1 BamH | Hind 111
1985pb
pDCO18
| ro— ]
Hinail Sl U cBamM1 i BamM1 T BamH1

2156pb
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i ':‘,.protocolo de mutagénesis por PCR descnto en ao &

8.14 Disefo de una construccién con una remocion en la regién central
del gen figK de Rhodobacter sphaeroides WS8

Para analizar el papel de la regidon central de la proteina FIgK, se disefié una
construccién para la compiementacion de la mutante DC, donde se elimind un
fragmento de 3,048 pb, ubicado en la regién central de figK, codificante para
1016 aminoacidos que no presentan similitud con secuencias de HAP1 de otras
especies, ademas de poseer pocos sitios con alta probabilidad de formar
estructuras. secundarias como “coiled coils” necesarias para-el ensamblaje y
reconocimiento . entre las subunidades de las protefnas aX|ales (Homma et al

. ‘Para la esmswn de 3,048pb_de la region central de f/gK se. reallzo segun eI
: 1994 ‘como sigue: .

Se dlsenaron cuatro olngonucleotldos segun la se -
(genebank AF317649); los prlmeros dos (1 'y 2):am'lfcan'vuna reglonf,
codificante para el extremo amino terminal de "HAP1i'y.!los" otros  dos
oligonucledtidos (3 y 4) amplifican al extremo carboxilo terminal..

En dos reacciones independientes se amplificaron dos productos derivados de
un templado de figk (pBG506A). Se generaron dos fragmentos uno de 720 pbs
y otro de 324 pb que corresponden a ios extremos amino y carboxilo terminales
respectivamente. Los extremos terminales se delimitaron con base en la
extension de los aminodcidos que alineaban con secuencias conservadas de
otras proteinas HAP’s en la misma regién, asi como la probabilidad que posee
su - secuencia a formar “coiled coils” segin el método de prediccion de Lupas
(1991)."

: '»:_Lo’s oligonucledtidos internos (2 y 3) se disefiaron para que los productos
« - amplificados ‘tuvieran una regidon de superposicion de 24 pb, 12 de ellas

correspondientes a los lltimas pares de bases del producto amplificado de la
region amino terminal (708-720 5' CTC GAG GGG ACG &) y 12pb del inicio del
extremo carboxilo (3768-3780 5' CGA ATT GCC GCT 3').

Los productos obtenidos de 720pb y 324pb fueron purificados por medio del
PCR Clean Kit (Quiagen) y posteriormente fueron empleados como templado
en una tercera PCR, para la obtener un producto de 1.04kb (Ver figura 28)

Al producto truncado de flgK de 1.04kb se coloco en un sitio de restriccion

Hinalll en el extremo 5’y en el extremo 3’ el sitio Xbal clonarlo en el vector
pTZ-19R y posteriormente en el plasmido de movilizacién pRK415 para su

complementacion en la mutante DC. Esta Ultima construccion se denominé
pDC-104 (A 3.04Kb)
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En Ias tres reacciones de amplificacién se utlllzo ed suguuente programa

Prlmera,des
. Tres ciclos
SO I ‘de’ desn
o 72°C
.27 ciclos:
~“1’’de desnaturalizacién a 95°C, 45" de alineamiento a 58°C y 3’ de extensién
- a72°C
Un dltimo ciclo de extension:
10’ a 72°C y finalmente a 4°C (infinito)

turahzac:on 4’ 95°C S

allzaccdn a 95°C 45” de aluneamlento a 55°C y 3’ de extensidn a

Secuencias de los oligonucledétidos (invitrogene) empleados para la
generacion de la clona pDC-104 (figK A 3.04kb)

1) Fu1 5 CCC AAG CTT TTG TCC ATC CTC GAC 3' Hindlll
2) Rvmt 5' CGA ATT GCC GCT CGT CCC CTC GAG 3'
3) Fwo. 5' ACC GGC AAT TCG GGC GGC GGC GAG &
4) B 5' CTA GTC TAG ATC ACA GCG CGT TCA G 3' Xbal

Tabla 1.2 Reacciones de PCR sucesivas para formacion del producto

trunco de figK en la regién central.
En el siguiente grafico se muestran los pasos sucesivos para la generacion de un producto
trunco de flgK con una remocién en la regién central de poca similitud.

Templado: flgk'4.092Kb
() . (o)
— . —-—
5 e S N 3
PCR1 < PCR2 <mmma
(B) (D)
—— ez (COOH
(NH)) 3atnt =i ( )

2" 7a20pb

QY

m—p
Templado: R +
Samen
PCR3 (D)

i

flgk A 3.04Kb

1.04kb
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Se dlseno una: ultlma construccudn pDC-409, contiene un producto de 4, 09kb7‘

orrespondlente ‘al gen silvestre de figk clonado en el pldsmido pTZ19 Ry .. -

_finalmente en pRK415. El producto del gen silvestre se obtuvo de una reacmén

- ‘de. PCR, empleando los oligonucledtidos 1 y 4 (anteriormente descritos) y un
.programa de amplificacién similar_al.utilizado para generar los productos de la
construccion pDC-104, pero modificando los tiempos de extension, en:los"

_cuales se emplearon 8’ debido al tamafio del producto oo

8.15 Localizacién de flagelina libre en la mutante DC

Debido a que HAP1 es la proteina responsable de conectar el filamento con el
gancho, los efectos de una mutaciéon es este nivel pueden modificar -la
incorporacion de mondmeros de flagelina en el filamento. La flagelina del
Rhodobacter sphaeroides, codificada por el gen fliC es una proteina de 59kDa
Para identificar el estado de polimerizacion de la flagelina se realizé un
protocolo para visualizar las fracciones solubles de esta proteina presentes en
el medio.

- Dos precultivos de medio SUX-succinato, uno adicionado con espectinromicina
50ug/ml, (Sigma-Aldrich) inoculado con la cepa DC y otro sin espectinomicina
inoculado con la cepa silvestre WS8; seCrecieron fototréficamente durante
toda una noche, Después se tomaron alicuotas de 100 pl de cada uno con las
que fueron inoculados dos cultivos de 10 ml de medio SUX-succinato,

“ espectinomicina 50ug/ml, (Sigma-Aldrich) 'y otro cultivo del mismo volumen
medio SUX-succinato, sin espectinomicina. Se crecieron a 30°C durante 12h y
se extrajeron alicuotas de 500ul y se tomd lectura de densidad dptica a 550nm
luz visible (Milton-Roy) cada tres horas (Ver figura 29)

t.2 . N
1 B - /
0a | "
/ Ad —e—p3
™ —m—p8
7777777 wss
8 10 12

Figura 29 )
Crecimiento de mutantes y cepa silvestre (WSB8) en condiciones aerdbicas 30°C, agitacién
vigorosa (250rpm). El crecimiento fue monitoreado cada 3h en un equipo de espectrometria luz
visible a 550nm

Las alicuotas se centrifugaron a baja velocidad (4,000 rpm, 4°C) en una micro
centrifuga Eppendorf, el sobrenadante se aparté y se ultracentrifugd en una
ultra aero centrifuga. (Beckman) Este equipo es una modificacion a escala de
las ultracentrifugas convencionales, que permite ultracentrifugar a alta
velocidad muestras de hasta 400ul en tiempos mas cortos. Se empleo un rotor
A-100/30.




'-‘vyk.\porlotanto

8.16 Calculo del factor K para uso del rotor A-100/30 (Beckman)

Para calcular el tiempo y la velocidad para centrifugar la flagelina se tomé como
referencia la separacion de mondmeros de flagelina por medio de
ultracentrifugacion con un rotor 60Ti (Beckman) a 30,000rpm 1hr

60Ti: 60,000 rpm vel max.
Radio promedio: 63.4
Factor K: 63
Kad[ =K ( 60 OOO/X)
- KagoTi= 63 (60,000/30 000) = 252
-Ka-100= 19 (92 OOO/X)
RCF= ('W?%g) = RCF = 1.12r (rpm/1 000)?
"RCF/M.12r = (RPM/1000)2 = ,oo 21.12r) = rpm
‘RCF para rotor 60ti - . = o
.rav=63.4 =67,500 g's’a 30,000 rpm (R
- r-radio de A1oo/3o (1 . S

67,570 rpmenu rotor 60t

* del mismo modo

- [(1000%) (125,000) / 14,784] = 91,951 rpm
Vmax de Aqga/ap = 92,000 rpm

Tiempos de centrifugacion
A partir de;

ka/kb = ta/tb

ta = katb/kb

sustituyendo :

ka A1oo/30 = 19(92 000/68 910) =34
ka 60ti = 63(60,000/30 000) = 252
por io tanto '
ta=34/252 =0.18 hrs = 8 09 mins

A partir del calculo se determind utilizar una velocidad de 67,570 rpom durante 8’

De cada una de las alicuotas tomadas durante 12 hrs se cargaron 400 pl del
sobrenadante en tubos de polialdmero (Beckman). Empleando un rotor Asgo/ao
se aplicd una presion de aproximadamente de16 psi para alcanzar una
velocidad de 67,570 rpm durante 8 con una fuerza de gravedad incrementada
92,000 veces. Es decir una aceleracion de 902.2 m/s?
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Una mezcla de metanol-cloroformo (ver apéndice técnico)

: 'Se apartaron sobrenadante y pastllla y el sobrenadante se precnplto con -

-~ Se precipitaron 200u! de cada una de las muestras centnfugad y fueron

‘desecadas en un equipo Hetto (Hoefer) para eliminar trazas de s»olvente

8.17 Separacion de flagelina en SDS-PAGE

De cada una de las muestras centrifugadas y prempnté’dal ‘resuspendieron
en 50ul de una mezcla de carga 0.5M Tris-HCI pH-6.8'g icerol- 0%, SDS 10%,
0.1% azul de bromofenol y -mercaptoetanol 5% co

Las muestras se hirvieron a 90°C durante 5* y se carg W e,céda una de
las muestras en un gel PAGE-SDS (Laemmll) 12 5% : [

8.18 Inmunorreplica tipo Westernblot

Las proteinas se transfirieron del gel SDS- F‘AGE a na membrana de
nitrocelulosa 0.2um Transblot (Biorad) en una ca
semiseca Hoefer (Pharmacia Biotech) aphcando 0

La membrana con las proteinas transferidas se bloqueo
conteniendo 5% de leche descremada durante 1hr
temperatura ambiente.
Se hicieron 3 iavados con una solucién de 'I‘I‘BS uno’por, os",iavadés de

10’ ' s

on unasolucién

Se incubo con anti-FliC (flagelina) en una.diluc )
biente durante ‘1hr

TTBS 0. 1% de leche descremada a temperatu

- Se hlmeron 3 Iavados con una solu Ay‘dos lavados de

1o

'::Se mcubo ant| HIS-TTBS en

5n 1/10,000 durante 1hr

Se thleron 3 Iavados 'c ucién de TTBS, uho por 15’ y dos lavados de

10°"
Finalmente la membrana se‘reveld con anticuerpos conjugados con peroxidasa
de rabano (ECL/Amersham). La reaccion de quimioluminisencia genera un tipo
-de radiacién a la que una placa fotografica es sensible

Finalmente el gel se expuso en una placa fotografica Kodak
[ver seccidon de resultados]

47



9 RESULTADOS

Figura 18 e . ‘
. Digestién con la enzima Safl (NEB) de la construccién pDC-01 10kb (pBGSOGA'B.Blgb +.1.4kb vde

aadA) IR PRI
1) Se libera un fragmento de 2.9k correspondiente a el vector de clonacion pTZ-18R 'y un
fragmento de 7.3 kb que contiene el fragmento Saft que contiene a flgK::aadA 1.4 Kb.
2) Lambda BstE Il (marcador) TR

3) 1ui de la construccién pDC-01, 10.2kb, sin digerir

Figura 19

Andlisis de restriccion de la construccion pDC-01, digerida con las enzimas
1) EcoRl, linearizacion del plasmido pDC-01 (10.2Kb).

2), Clal, liberacion del fragmento 1.4kb aadA

3) Sall, liberacion del fragmento 7.3kb y el vector pTZ-19R 2.9kb

4) Lambda BstE II.

5) Plasmido pDC-01, 10.2kb sin digerir.

TrLIS CON
FALLA LE ORiGEN
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Figura 20
Anadlisis de restriccion de la construccion pDC02
1) Sal se liberan el fragmento figK::aadA (7.3kb) y el plasmido linearizado pJQ200mp18

(4.9kb),
2) " Linearizacion de la construccion pDCO02 con la enzima EcoRl,
3) A BtsE Il

4) - Producto de PCR amplificados de la construccién pDC-02 (secuencia aadA 1.4kb)
5)  Control positivo amplificado de pW M5 (secuencia aadA 1.4kb)

6) -Plasmido pDCO2 sin digerir

7) Plasmido pWMS sin digerir.

Fig 21 Placa de nado en agar suave (0.3%) Se muestra el la formacion del halo de nado de la
cepa silvestre WS8 en contraste con el fenotipo no mévil de ta mutante DC (WS8 figK::aadA Fla’
) se colocaron tres alicuotas correspondientes a 3 colonias aisladas con fenotipo
espectinomicina resistente. Se selecciond la colonia 3.

g CON
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Fig22 . - . °
. “Material cromosémico obtenido por extraccidon de fenol-Cloroformo :
1) ABstEINl~
- "2).y 8) 'ADN cromosomal de dos colonias de la mutante DC
- ~4) ADN cromosomal de WS8

Figura 23
Gel de TE-agarosa 1% Productos de PCR
1) Control negativo
Producto de la reaccion con ADN cromosomal de WS8 con oligonuctedtidos 2739 y
2740. No hay producto con los oligonucledtidos para el gen aadA (1.4kb)

2) Control positivo
Producto de la reaccion con ADN cromosomal de WSB8 y oligonucledtidos 1213 y 1420.
Se observa una banda esperada de 1.8kb.

3) Marcador de Pesos Moleculares A BsiE || (NEB)

4) Producto amplificado del ADN cromosomal de la mutante DC (WS8 figK::aadA. Fla’)
empleando los oligonucledtidos 2739 y 2740. Se observa una banda de 1.4kb
correspondiente al cassette aadA

5) Producto amplificado del ADN cromosomal de la mutante DC (W S8 figK::aadA Fla’)
empleando los oligonucledtidos 1213 y 1420. Se obtuvo un producto de 3.2kb
correspondiente a la region central de fIgK 1.8kb mas el cassette aadA 1.4kb

En producto del ultimo carril confirma la interrupcién de figK por insercién con la secuencia
aadA.

~ Tr&IS CCHN
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Imagen de hibridacién tipo Southern

R A ]
Woniiiens - -
- 7.3kb 7.3kb
5.9kb
(1) (2)

Figura 25

1) Se observa la hibridacién realizada contra la sonda figK producto de 1.8 kb, amplificado por
PCR. Las dos bandas que aparecen, pertenecen a los productos de digestion con la enzima Sall -
La banda de 7.3kb, es un producto de digestién del ADN cromosomal obtenido de la mutante
DC que contiene el fragmento Sa/ | con el gen figK::aadA (7.3Kb). La banda de 5.9kb sdélo
contiene la secuencia de la subclona Sal/l pBG506A (5.9kb). ‘

En ambos casos la sonda de figK es capaz de reconocer a las dos bandas.

2) Se puede observar la hibridacién obtenida con la sonda aadA, producto de 1.4 kb
amplificado por PCR, que solo es capaz de reconocer al fragmento de 7.3kb que contiene al
casette aadA (1.4kb) que interrumpe a figk

Fig 28

Los productos obtenidos de PCR: En A el segundo carril corresponde a 720pb codificantes para
la region amino terminal de FigK, en el tercer carril de A, segundo producto de 324pb
codificantes para la regién carboxilo. Ambos productos fueron purificados y se sometieron a un
segundo PCR para generar un producto final de figkK 1.04kb (figura B) En ambos casos el carril
numero 1 contiene el marcador A BstEIl. En carril 4 del ia figura A y en el 3 de la B contienen al

marcador ¢x.

TESIS CON
FALLA LE ORGEH |
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Construcciones
Fig 30

Gvennsssata denerar la mutante DC (K

=28 f/gK::rqadAw” figl 24 figK:aadA  figl

A) pDCO1 [pBG 506A + aadA 1.4 kb de pWM5 Amp'/ Sp')
B) pDCO2 [p)Q200mp18 +fragmento Salt 7.3 kb de pBG506A +aadA 1.4 kb de pWMS Gm'/ Sp’]

Fig 31

Plasmidos para ensayos de complememacién

w @ e @

25 mgx mgr (€] figt ngk -6 [T ggk acokb (] fgkA3akp
- « - -

€} [PRK 315 [raamento Hind 1il 500 kb de pBG 5068, ¢! |

D) [hRK 215 fragmv=nto sind 115 09 kb de pBG $0C8. Tefenls orientacion opucstal
E} [pRK 315 f1gK igen silvestee! tragmenta Hind 181/Kpn 13,09 kb de pBG 5068 T¢?|
Fi (pRK 15 figh A 2.3kb Hnd i1:80m HE 1.04 kb obtenido por PCH de pliG S06A Tet]

s eon
FALLA LE ORIGEN
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9.1 HAP1 de R. sphaeroides caracteristicas fisico-quimicas y estructurales

flgK de Rhodobacter sphaeroides posee una secuencia de 4,094 pb
(numero de acceso genebank : AF317649 www.ncbi.nih.gov) que codifica para
la proteina HAP 1

A partir de la secuencia de aminoécidos se realizé una bisqueda en diferentes
bases de datos para identificar in silico algunas caracterfstlcas deI producto de

" 'Masa Molecular aprox

. fng se muestran a contlnuacnon':f.:—'-—

de FIgK (HAP1 )

133 1545 Da.

(punto isoeléctrico tedrico) pl: 4.45

Composicion de aminoacidos:

Ala (A) 265 |Arg(R) 65 [Asn(N) 21 - |Asp (D) 67 |Cys(C) O
19.4% 4.8% 15%  |4.9% 0.0%
GIn(Q) 55 |GIU(E) 54 |Gly(G) 193 |His (H) 9 lle () 33
4.0% 4.0% 14.2% 0.7% 2.4%

Leu (L) 162 |Lys (K) 1 Met (M) 14 | Phe (F) 32 | Pro (P) 56
11.9% 0.1% 1.0% 2.3% 41%
Ser (S5) 108 | Thr(T) 124 | Trp (W) 3  [Tyr (Y) 16-4 TVar (V) go;_;
7.6% 9.1% 0.2% 12% 66% . :
Asx(B) 0 |GIx(2) O Xaa (X) O

0.0% 0.0% 0.0%

Numero total de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 121 -~

\Car ono: -

L j.Composncwn atomlca

o Numero total de resuduos cargados positivamente (Arg + Lys) 66

: o : 5768
. Hidrogeno: H 9358
Nitrogeno N 1656
Oxigeno (@] 1925
Sulfuro S 14

,\

m.m L ORGEN ]

Formula: C5768H9358N165601925514
Numero total de atomos: 18721
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Coeﬁmentes de extincién; obtenidos en las sngwentes condmuones )

6.0 M Clorhidrato de guanidina. R R !
0.02 M Amortiguador de fosfatos Seawomo
pH 6.5

Coeficientes de extincidén en unidades deM1 cm1

276 278
nm _.nm

Inicio amlno terminal (metlonl
-Vida medla estlmada en hora

Indlce de |nestabllldad : 30. 41 (estable)

Hidrofobicidad general (GRAVY) '0.265,:ir lifati 439
' " u:nd:lu)-x.: e
“coi window=21y
! SELL windcw=28 N
D, .
|
0.8 |- | N
| 1
0.6 | ]
.4 |- ] ]
1|
e.2 | | . |
|
Q w&__J ‘_ a - oL ml L |

). L - 1 L L 1

[} 2e9 400 ;. 686 aeo - 1000 1280 14090

Fig 32
Resultados del analisis de coiled c0|ls con Palr coiling score (httg ://nightingale.lcs. mit.edu/cqi-
bin/score)




9.3 Alineamiento multiple

Como primera aproximacién para estudiar a la secuencia de FIgKgs se realizé
una busqueda en el BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/Blast) con los siguientes

parametros

Matriz: BLOSUM®&2
~ Penalidad de Gap : Existencia: 11, Extension: 1
“‘Numero de Hits to DB: 818,125,266
“Numero de Secuencias: 1242147

Numero de extensiones: 31970989

Numero de extensiones exitosas: 82754
Numeros de secuencias mejores que 10.0: 315
Longitud de busqueda : 1363

Tamahio de base de datos: 395,475,034
Tamario efectivo de la busqueda : 1228
Tamafo efectivo de la base de datos: 227,785,189

Color Key for Alignment Scores

1.1564
0 250 500 750 1000 1250

Fig 33 resultado de alineamiento muitiple empleandd BLAST

Es notable que la regidn central de Rhoddbacter sphaeroides posee muy poca
similitud con otras proteinas y en la tabla de busqueda del BLAST las
secuencias que tienen algun parecido con dicha region poseen valores

inferiores al 40% .

N
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un ahneamlento en el Blast (www.ncbi.nih.gov/Blast) (Ver figura 33) y
posteriormente se realizoé un alineamiento muiltiple de la secuencia de la-
-proteina FigK de R. sphaeroides contra otras 18 secuencias homologas de otras
.bacterias disponibles en el genebank asi como contra otras proteinas axiales
‘de su misma especie. Se utilizé el programa Clustal X (v1.81) con los siguientes
‘parametros de alineamiento: Matriz Blosum 64, con una apertura a gap 0-100,
extension de penalizacidn de 0-100 (0.20) y un retardo en Ia divergencia de
30%. (Ver Apéndice de Alineamientos)

9.4 Region central de FigK

A partir de los alineamientos realizados se decidié hacer una busqueda
intensiva sobre la regidn central de la secuencia de aminoacidos de FIgK la
cual aparentemente no tiene similitud con otras proteinas. Sélo se lograron
identificar dos sitios de extension limitada a la region carboxilo terminal similar
en un 25% a la flagelina de Acidoborax avenae y otra similar al sitio de
degradacion de ATP en transportadores ABC vegetales, pero éste Ultimo puede
deberse a un artificio estadistico. El resto de la secuencia no posee ninguna
similitud con otras proteinas en particular una regién de 800 aminoacidos entre
- los'residuos 240 y 1263 ( Ver Apéndice Alineamientos)

s A p‘artir de los datos mostrados en el alineamiento multiple de FIgK gs con otras
‘proteinas HAP's de otras 18 especies se identificaron regiones conservadas

‘ “con-Salmonelia typhimuriumy otras HAP's y se realizdé un andlisis de residuos
~-*hidrofébicos para la identificacion de regiones formadoras de estructuras del

tipo “coiled coils” (Lupas et al 1991), (Ver figura 32). Con estos criterios de
delimitaron tres regiones de la secuencia: la region amino terminal, la region
carboxilo terminal y finalmente una region central que es el motivo de estudio
de este trabajo :

Para la caracterizacién de la regién central se decidié generar una mutante en
flgK en Rhodobacter sphaeroides WS8-N y posteriormente someterla a
ensayos de complementacién con una construccién que lleva al gen figk con
una remocion de 800 aminoacidos en la regidn central, como se menciona en
la seccidon de materiales y métodos.

9.5 Caracterizacion de la mutante figK::aadA

La mutante interrumpida se aisld de cultivos selectivos (Medio Sistorm
espectinomicina 50ug/ml, Sigma-Aldrich) con una frecuencia del 0.15%
(150/1000 colonias). Una muestra de 5ul de cultivo de bacterias en suspension
crecidos heterotroficamente, cosechados en fase estacionaria, con una
densidad dptica de 0.8 a 550nm (visible), fue colocada en placas de agar
suave (0.3%) para identificar su motilidad.
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Las mutantes se cultivaron a 30°C en condiciones aerdbicas sin luz durante 5
dias. La motilidad de las células libres fue evaluada por observacion directa de
- cultivos crecidos “aerdbica 'y anaerébicamente. Se empled un microscopio
Olympus BH-2 objetivos 10x, 20x y 40x en campo oscuro iluminado con un
filamento de mercurio. Una alicuota de 10ul de los cultivos en suspensién
fueron colocadas en un portaobjetos (Fisher opticals) y las células fueron
grabadas empleando un equipo de captura CCD IRIS (Sony) y una
videograbadora digital (DCR-TRV340 Sony). Las imagenes fueron digitalizadas
empleando el programa lmowe@ (Apple computers) para su analisis posterior.

Para identificar. el fenotlpo flagelar se. crecueron cultlvos heterotréficos en
suspension y fueron.colocadosen: gradlllas recubiertas de Formvar®. Las
muestras fueron tenidas’ negatxvamente con una solucién de acetato de uranilo
1% y observadas en un-equipo.de’ mncroscopfa electrénica de transmision
JEM-1200EXI| (Jeol, Tokyo Japén). -

La mutante WS8 flgK::aadA, resulté tener un fenotipo no motil y carente de
filamento (Fla’). En las placas de nado no desarrolla el halo caracteristico que
presenta la cepa silvestre. Tampoco se registré nado activo en las
observaciones al microscopio Optico. En las micrografias electronicas los
filamentos estan ausentes y sélo se pueden observar estructuras similares al
gancho.

9.6 Ensayos de complementacion

Los ensayos de complementacion se realizaron seguin en protocolo descrito en
la seccién de materiales y métodos. Estos ensayos permitieron identificar,
como primera aproximacioén, la funcionalidad del gen flgK. Las construcciones
pDC-CO1A/B fueron movilizadas en la mutante DC (WS8 figK:: aadA Fla’) por
medio de un ,plasmldo de expresion para Rhodobacter sphaeroides pRK-415
(Keen et al 1988) en una cepa de conjugacion S-17-1. Las células
, exconjugante ‘fueron aisladas por doble seleccién en medio Sistrom (Sux)
2 |p|onado’ con espectinomicina ‘50ug/ml, tetraciclina tpg/ml (Sigma-
—*fAldnch), con“una frecuencia del 0.25% (' 259/1000 colonias) para la mutante

i~ conjugada con la construccion pDC-CO1A y 0.37% (378/1000 colonias) para la
“construccion pDC-C018. La motilidad de las exconjugantes fue verificada por

observacion directa en el microscopio dptico (equipo Olympus BH-2 / CCD IRIS
Sony), a parir de cultivos en suspension en fase temprana (0.4 DOssonm)
crecidos fotoheterotréficamente.

9.7 Reestablecimiento de la motilidad en la cepa interrumpida DC (WS8
figK::aadA. Fla’)

Las células exconjugantes aisladas del ensayo de complementacién con las
construcciones pDC-CO01A/B fueron observadas en el microscopio optico, en
ambos casos se pudo registrar movilidad activa, pese a que el numero de
células mdviles de las cepas compiementadas con las construcciones pDC-
CO1A y B era inferior a las células de la cepa silvestre, crecidas en las mismas
condiciones y cosechadas a la misma densidad optica.
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o Este efecto posmlemente se deba;a"la capacidad de la mutante bc (WSB
‘flgK:: aadA Fla) ‘para procesar -el-transcrito- generado a partir del plasmldoA ‘

-":'pRK415 -Este _fenomeno podrfa tener una explicacién en el bajo ntimero de’

ueden producir de pRK415 a partir de la maquinaria de
repllcacion de ] phaeroides. También podria depender de'la fase
““decrecimiento’ anto parar resentar. nado activo (hay que recordar que la
"'transcnpmon de los’ genes flagelares esta relacionada, entre otros factores, con’

copias ‘que se:

w-la’fase‘de: crecnmiento) asf .como con la rapidez de dupllcaclon del plasmldo

transferldo il

' _Para corroborar la actnvndad de complementamon del plasmldo se colocaron en
placas.de agar suave (0.3%) alicuotas de 3ul de cultivos en suspension
crecidos fotoheterotréficamente, asi como en condiciones aerdbicas. (DOssonm
‘0.6 y cultivos o/n). Las placas de nado fueron cultivadas durante cinco dias a
30°C. Posteriormente fueron fotografiadas y digitalizadas.

En ambos casos las cepas mutantes DC complementadas con las
construcciones pDCO1A y B, mostraron el halo caracteristico de las cepas
moviles (Harsey 1994, Belas 1997, Ben-Jacobs 2000) al igual en la cepa
- silvestre WS8 (figura 34)

Se cosecharon células de las cepas exconjugantes de cultivos en suspensién
crecidos fotoheterotroficamente y en condiciones aerdbicas (crecimiento en
medio Sistorm a 30°C, agitacién vigorosa a 250 rpm durante 8hr y otro cultivo
toda anoche) las células resultantes fueron lavadas con una solucién 100 mM
de Tris-HCI pH 8.0 y se analizaron al microscopio electronico por medio de una
tincién negativa con una solucidn de acetato de uranilo 1%. Las fotografias
obtenidas en el microscopio electronico muestran filamentos, por lo que la
sintesis de HAP1 debe estar activa en el citoplasma de la mutante DC (WS8
figK::aadA Fla’) complementada con los plasmidos pDC-CO1A/B. Al mismo
tiempo, debe ser exportada hacia el exterior de la bacteria y es capaz de
incorporarse a la estructura del filamento. Estos datos muestran que la
mutacion a nivel de flgKk puede recuperar el fenotipo motil con las
construcciones pDC-CO1A/B y por lo tanto la extension de su secuencia
(4.09kb) es necesaria para observar movilidad activa similar a la encontrada en
el fenotipo silvestre.

9.8 Ensayos de complementacion con las construcciones
pDC-409 y pDC-104(figK A 3.04kb)

Otras dos construcciones fueron generadas a partir de dos productos de PCR.
La primera construccién pDC-409 es un derivado de una construccién de
pTZ-19R clonado en los sitios Hindlll y Xbal y reclonado en el plasmido de
movilidad pRK415 utilizando los mismo sitios. Esta construccién contiene la
secuencia silvestre de 4.09 Kb en orientacion del promotor de tetraciclina y
transformada en la cepa de conjugacién S-17.1.
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La construccnon pDC 104 (A 3.04kb) es un denvado de pTZ 19R reclonado en .
el plasmido-pRK415 empleando los mismos sitios de restriccion Hindll y. “Xbal
utilizados~en:la construccién pDC-409. Esta construccién contiene Ui
truncado de figk de 1.04kb que carece de la region centralt de baja SImlhtud La.
secuencia del producto truncado alinea de mejor manera con- las”otras 18
secuencias homodlogas para HAP 1 de otras bacterias. Las: construcmones
fueron transferidas como se indica en la seccidn de materiales y metodos

La construcciéon pDC-409 fue capaz de complementar a la mutante ‘DC(WSs8
- figk::aadA.-Fla’) cuyo fenotipo resultante es similar al-de‘la-cepa’ ‘silvestre WS8
comoloindicaron las observaciones en el microscopio- 6ptico; de cultivos- en
suspension de éstas células, mismos que fueron empleados para. someterlos a
ensayos de nado y para su observacién al microscopio’ electrénico donde se
pudo confirmar la presencia de flagelos con filamentos ensamblados (Ver figura
34 y 35) :

La construccién pDC-104 no fue capaz de reestablecer la motilidad ni tampoco
el ensamblaje del filamento. Su fenotipo como lo indican los ensayos de nado
en agar suave (0.3%) y observaciones al microscopio dptico y electrénico, es
similar al de la mutante DC (WS8 figK::aadA. Fia’), (Ver figura 34 y 35).

Esto sugiere que la regiéon central podria ser un componente indispensable
para el ensamblaje del flagelo de Rhodobacter sphaeroides, a pesar de que no
contiene en su secuencia algunos de los motivos reiacionados con el
ensamblaje de las proteinas axiales, y aparentemente no se comporta de
manera similar a las mutantes de otras proteinas axiales con tamafos minimos
en la regién central (Kuwajima 1988).

9.9

Placas de nado

DC (figk™) pDC5A/ B pDC1/4
1 2 3

Figura 34

Placas de nado. En el primer panel se observan cultivos de mutantes seleccionadas (DC WS8
flgK::aadA Fla’) en el segundo panel la mutantes complemetandas con las construcciones pDC-
CO01A y B (equivalentes a pDC5A/B, por razones de espacio). En el tercer panel se observan las
complementacién de la mutante DC con las construcciones pDC-409 y pDC-104 (equivalente a
pDC4 y pDC1, por razones de espacio)
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Micrografias electronicas

pDC-C01B pDC-409 pDC-104

Plasmidos Fenotipo Estructuras presentes
DC (flgK™)
pDC-CO1A Mot + gancho,filamento, HAP's
pDC-C01B Mot + "
pDC-409 Mot + "
pDC-104 Mot - gancho

Figura 35 :
Fenotipo resultante de la complementacién de la mutante DC con las diferentes construcciones

disefadas
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9.10 Patron de secrecion de flagelina monomérica (FIliC)

Se ha mostrado que en mutantes de las proteinas HAP's la secrecion de
factores de virulencia asi como de mondmeros de flagelina aumenta
considerablemente (Komoriya et al 1999). Se realizé un ensayo tipo Western
para identificar la presencia de flagelina monomeérica en el medio. Como se
puede apreciar, La cantidad de flagelina en estado monomérico aumenta de
manera directa con la fase de crecimiento, a diferencia de la que se encuentra
en la cepa silvestre, (Ver figura 36)

WS8/s  WSB/p pdisc #3/p  p8Is pB/p  WSB/s WSBA p3is o p8lp
T O R A T S - T ML S S L U T e (O
— - - R e G - e, - - --dD > - -~

47.5 kDa

Figura 36

Inmunoreplica tipo Western donde se muestran durante 12h el perfil de secrecion de flagelina en
dos mutantes DC (p3 y p8) y la cepa WSS (t= 3hr de incubacién a 30°C en agitacion vigorosa)
Las muestras estan divididas por pastillas (subindice “p") y sobre nadantes (“s") en extraidas en
su respectivo tiempo.

10.- DISCUSION
10.1 Region central de la secuencia de FigK de Rhodobacter sphaeroides.

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos de complementacion
podemos hacer algunas consideraciones al respecto de la secuencia analizada.
FigKk de 1363 aminoacidos es una secuencia notablemente grande en
comparacion con las secuencias de otras proteinas homdlogas, es decir, es 2.4
veces mas grande en promedio que las secuencias reportadas en las bases de
datos y casi tres veces (2.7) mayor a la secuencia reportada en Salmonella
typhimurium .

Como lo demuestra un alineamiento multiple (ver Apéndice alineamientos), la
region central de FIgK no comparte residuos conservados con otras 18
secuencias homologas. Estas secuencias no conservadas se distribuyen en
tres regiones, una de los residuos 265 a 548, (283aa), otra de 600 a 698 (98aa)
y finaimente una udltima de 774 a 1263 (489aa). Las regiones intermedias so6lo
tienen secuencias conservadas con un indice promedio de similitud inferior al
20%, dando un total de 870 aminoacidos que no son similares con otras
secuencias homodlogas u otras proteinas de otras bases de datos, excepto
quizas con la flagelina de Acidovorax avenae con un indice de similitud muy
bajo, inferior al 25%.
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Un alineamiento entre la flagelina de Acidovorax avenae y FlgK de
Rhodobacter sphaeroides no denota grandes regiones conservadas como las
gueiclaramente se observan entre otras HAP's homélogas en sus sitios
terminales, sino que presenta una serie de “cajas” o regiones con mayor
similitud hacia la regién amino terminal de FlgK de R. sphaeroides, en particular
unaregion de los residuos 185 a 284 que presentan mayor similitud con otras
‘secuencias conservadas de otras HAP's,

~Cabe- puntualizar que ‘la secuencia de-Acidovorax avenae sélo alinea en la
.-regién central y a partir del residuo 184 de FigK de R. sphaeroides y no en las
regiones terminales. Este podria ser un dato interesante, considerando que
muchas protefnas axiales poseen ciertos dominios estructurales en el extremo
amino terminal que aparentemente son necesarios para su exportacion
(Homma et al 1990, Ohnishi et al 1994, Mullin et al 1994). En el caso de
Acidovorax avenae podrian hallarse en la regién gque se superpone entre los
aminoacidos 185 y 284 de la secuencia de FIlgK de R. sphaeroides. Otra
caracteristica interesante de esta proteina es que se encuentra asociada a
mecanismos de invasividad en algunas gramineas de importancia econdmica,
entre ellas el arroz, trigo y avena (Che et a/ 2000).

Los resultados que ofrecen los ensayos de complementacién hacen suponer
que la region central en la secuencia de FIgK (HAP1) de R. sphaeroides debe
poseer caracteristicas mas complejas que las esperadas, debido a que la
construccion pDC-104 no es capaz de restablecer un fenotipo motil, ni de
ensamblar el filamento. Pese a que la secuencia posee “islas” o regiones que
no tienen una secuencia homodloga con otras proteinas, esta region podria ser
indispensable tanto para el nado como para el ensamblaje del filamento,
evidencia que indica que el tamafo de la secuencia en la regioén central no es
irrelevante como en el caso de la flagelina de Salmonella typhimurim donde los
mondmeros pueden tener un tamafio inferior y aun pueden generar un fenotipo
funcional (Kuwajima 1988). Quizas este fenodmeno indique que entre las
especies flageladas pueda existir un perfil polimorfico que podria estar
relacionado con la patogenicidad (Macnab 1996). En el caso de HAP1 de R.
sphaeroides, esta regién central podria tener alguna asociacion con algunos
epitopes antigénicos. Sin embargo, suponiendo que existiera un nivel de
polimorfismo en la regién central de FlgKgs , cuando se comparan las
secuencias del genoma de  Rhodobacter sphaeroides en la
cepa2.4.1(http://mmg.uth.tmc.edu/sphaeroides/index2.html) con la secuencia
reportada en nuestro laboratorio, realizada con la cepa WS8-N, no presentan
diferencias. Las diferencias entre una y otra cepa hubieran podido sugerir una
alta tasa de cambio en esa regién lo que podria conferirle un caracter
polimérfico, razén de su considerable tamafio. Sin embargo ambas secuencias
son idénticas.

Los ensayos de complementacion con la construccion pDC-104 (figk A 3.04Kb)
muestran que la mutante DC si bien no es capaz de restablecer su motilidad, ni
la capacidad de forman flagelo, esto se podria deber a otros factores. El
primero es gue la secuencia contenida en la construccién no haya sido capaz
de traducirse, aun que las células exconjugantes presenten un fenotipo
tetraciclina resistente.
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‘Otros factores son: que o producto codificado en la construcmon ‘si-sea

traducido, pero degradado,:El Gltimo factor a descartar es que ‘el: ‘dominio

central posea-algin motivo; o grupo de motivos estructurales” qiie; le permlta ser

reconocido por el aparato de exportacion y aungue la protelna se encuentre en
el citoplasma, el fllamento no pueda ser armado. X

Aun falta por caracterizar como FigK, debido a su gran tamafio, puede ser
procesada para su exportacion y que regiones de su secuencia podrian estar
involucradas en la exportacion de la misma proteina, ya que no han sido
encontradas en el genoma de R. sphaeroides las proteinas chaperonas FIiT y
FIgN, que en S. typhimurium estan involucradas en el plegamiento y
exportacion de HAP 1 (Bennett et a/ 2001).

10.2 FigK (HAP1) y su interaccion con otras proteinas axiales

La biogénesis del flagelo esta altamente regulada, su tamafo aproximado es
de 20um, en el caso de S. typhymurim. El flagelo de R. sphaeroides, presenta
las estructuras basicas caracterizadas en los flagelos de bacterias entéricas:
cuerpo basal, gancho y filamento. Entre el cuerpo basal y el filamento se
encuentra una interfase compuesta con mluitiples copias de las proteinas
asociadas al gancho o HAP'. Las HAP’s de R. sphaeroides son visibles al
microscopio electronico y se puede apreciar un ensanchamiento gque no es
comun en flagelos aislados de bacterias entéricas (West & Dreyfus, 1997).
Para su ensamblaje las protelnas flagelares tienen que ser liberadas del
citoplasma de forma ordenada, la secrecion de los monémeros de flagelina
(FIliC), los del gancho (FIgE) y las HAP's, tienen la misma via de exportacién: El
aparato de exportacion del flagelo (Kutsukake 1997). La longitud de la
. estructura que precede al ensamblaje del filamento, el gancho, esta regulada
-~ por la proteina FliK. En mutantes de fliK se generan polimeros de gancho de
--diferentes longitudes, denominados poliganchos, que en R. sphaeroides
““también han sido caracterizados (Gonzdlez-Pedrajo et al 1997). La
~reconstruccién de los ganchos in vitro sugiere, como ocurre con el filamento,
que éstos monomeros se polimerizan en la region distal (Hirano et al 1994). Las
-=mutantes poligancho son no moéviles (Homma et al 1984), debido a que no
< -existe un acoplamiento entre las HAP’s y por lo tanto la polimerizacion de FIliC
-es _muy pobre o inexistente. Posiblemente existe una interaccion entre FiiK y
HAP’s para su exportacion, por medio de otras proteinas como FlhB, y Flk que
forman parte de! aparato de exportacién. (Minamino & Macnab 1999). Por otra
parte se ha reportado que la proteina encargada exportacion de flagelina (FliC)
interacciona con la proteina Flil en forma dependiente de ATP con la proteina
Flil (Silva-Herzog & Dreyfus 1999, Fan & Macnab 2001).

Cepas revertantes de fliK, son capaces de ensamblar al filamento, indicando
que el control de la longitud tanto del gancho como del filamento correspondan
a dos funciones separadas (Suzuki & lino 1981, Jones 1991); hasta hoy la
funcién de FliK no ha sido bien caracterizada.

Las proteinas del gancho son exportadas por la via flagelo especifica (Homma
et al 1990) y no son exportadas de células flageladas, lo que presume que la
exportacién de estas proteinas se encuentra regulada y no ocurre a menos
que el gancho este incompleto.
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AP2 -aparentemente las proteinas del gancho son“:, .
;£pero=no-en mutantes de Figk (HAP1) o F"C,
xportacion esta ‘controlada (Homa & lino, 1985) o

ensamblarse en grandes polimeros:in vitro, no
ambas; protelna :Se encuentren en altas concentraciones, io que
‘los”: ' mismos < monémeros de estas proteinas los ‘que
acoplamlento (lkeda, 1989, Jones 1990). Recientemente

: |mportando
sugiere: qu
: autorregulan S

.. algunos: experimentos ‘demuestran-que existen interacciones especificas entre

‘los‘monémeros de: HAP's. Bajo ciertas condiciones de fuerza idnica HAP3 se
pohmerlza formando . agregados filamentosos flexibles. E! diametro de estos
‘filamentos es de aproximadamente 100 A. L.a polimerizacién se favorece con
“un Incremento en la aparicién de estructuras B en contraste con las halladas en
" “estado: monomérico, la aparicion de estos agregados se facilita con la adicién
de flagelina, por medio de interacciones aun no conocidas con exactitud. El
complejo formado no es estable, por lo que se puede suponer que la flagelina
cataliza la formacion de agregados filamentosos B-amiloideos de HAPS, sin que |
esté involucrada en la estructura final (Furukawa et al 2002).

Sin embargo, la formacion de estos filamentos no es comparable con la hallada
en las uniones HAP's - filamento que posee un diametro de por loc menos 150

Las regiones terminales de HAP3 poseen héptadas repetidas de
‘amino&cidos hidrofdbicos que forman o-hélices y “coiled coils". Aunque la
flagelina no es incorporada en los filamentos formados por HAP3, si promueve
su polimerizacidn. Se propone que los extremos carboxilo terminales de la
flagelina podrian estar involucrados en modular el comportamiento de la
agregacion de HAP3. Es altamente probable que las regiones terminales de la
flagelina apunten hacia las regiones terminales del flagelo e interaccionen con
multiples subunidades de HAP3. Por su parte |la interaccién de HAP2 con HAP3
es mas estable y parece favorecerse cooperativamente. En solucion, la
polimerizacion de estas proteinas forma un heterodimero que presenta la
organizacion polarizada observada en los flagelos en etapa de elongacién,
cuando la interaccidon entre HAP3 (FigL) y HAP2 (FIliD) es transitoria y precede
a la incorporacion de flagelinas al extremo distal del filamento en formacién
(imada et al 1998, Yonekura et al 2000,2001, Maki et al 2001).

En algunos casos los experimentos presentados por Furukawa y cols.(2002)
presentan evidencia que la interaccion entre proteinas axiales en solucion, no
es activa. Esta propiedad es importarte, ya que si existiera una agregacién
espontanea en el citoplasma, se impediria la formacion del flagelo.

Para evitar este problema se piensa que las regiones terminales de los
monémeros de flagelina y del gancho se encuentran parcialmente plegados
(Furukawa et al 2002, Makishima et a/ 2001, Macnab 1996 ). Las HAP’s no
poseen un péptido sefal y aparentemente no parecen ser procesadas para ser
exportadas (Homma et a/ 1985) excepto por la remocion de residuos de
metionina en el extremo amino terminal de HAP1 y HAP2 (Homma et a/ 1990).
Su alto grado de similitud con las flagelinas refuerza la idea que su exportacién
es comun a la de los monémeros de flagelina, pero que tiene una interaccion
diferente con otras proteinas del aparato de exportacion.

64




amente (Homma et al 1984). De la misma
yel:gancho poseenun- arreglo helicoidal, cabe
las-subunidades’ de las'HAP's deberian poseer de
ocho’ vueltas respectnvamente asumiendo que su
a Ia encontrada en el filamento o en el gancho.

b'?k:"'Por ‘lamisma: razén se supone que HAP1 y HAP3 poseen una funcion de

g ‘,conector y-que tienen un motivo estructural que permite distinguir la geometria

" ‘entre los monémeros del gancho y los de Ia flagelina (Ikeda et a/ 1987). A partir
‘de esta idea, cabe suponer que existirian diferencias en la afinidad entre cada
‘unade las estructuras ensambladas, como una caracteristica adicional a la
polaridad de su expresion genética, que podria estar reflejado en el
‘mantenimiento en la seriacion de las diversas proteinas axiales ensambladas
durante la biogénesis. Un ejemplo que apoya esta interpretacion: Los primeros
50 aminoécidos de las secuencias de FIgK y FIgE de Caulobacter crescentus
muestran un 46% de identidad y un 20% de similitud (Mullin et al/, 2001). Esta
region en el extremo amino terminal, incluye la secuencia SDNIANVNT, que es
una variante de la caja ANNLAN, involucrada en el ensamblaje de las proteinas
axiales del flagelo de Salmonella typhimurium (Homma et a/ 1990).

Estas regiones pueden ser parte de un dominio estructural de reconocimiento
entre FIgK y la superficie expuesta del gancho. Probabiemente FIgK posea una
.~ mayor:afinidad por dominios del gancho, que usualmente funcionan como sitios

- ~de-reconocimiento donde se acoplan los monémeros de FigE durante el

i ensamblaje del gancho. Previamente se encuentra una proteina cuya funcién
- 'es Ia de incorporar mondmeros de gancho: FIgD. Entre FigD y FigK debe existir

- una competencia de afinidad por el gancho ensamblado, desplazando la
afinidad del gancho por FIgD hacia FIgK en algin momento del ensamblaje,

* después que el gancho ha alcanzado su extensidon maxima. Esto permite el

acoplamiento de las HAP's con una seriacion HAP1, HAP3 y posteriormente
HAP2 que permite incorporar a la flagelina en su extremo distal. Otro
mecanismo posible, es que exista a nivel transcripcional, una disminucion en el
nimero de copias procesadas de ARNm codificante para gancho y que la
expresion de flgK se incremente.

Existen dos observaciones experimentales que indican que el rol de FIgD es
mas complejo que el imaginado: Las mutantes poligancho de fliK , poseen mas
FlgD que mutantes de figK con ganchos normales, posiblemente formando una
estructura de coronacién similar a FliD. Por otro iado el extremo amino terminal
posee una secuencia que le permite el acoplamiento con el gancho, mientras
que el extremo carboxilo sélo puede sugerir que posee una funcion asociada a
la elongacién del gancho (Onhishi et al 1994, Homma et al 1990, Yunekura
2001). Sin embargo, esta interpretacion no deja de pertenecer al terreno de la
especulacion.
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10.3 Evidencias de la interaccion de las HAP’s con el aparato de
exportacion

En S. typhimurium existen dos clases de aparatos de exportacion tipo lll, uno
dedicado a la biogénesis flagelar y el otro a la exportacion de factores de
virulencia. El flagelo es una estructura extracelular de crecimiento distal cuyos
constituyentes son exportados por medio de un canal central de
aproximadamente 2.5 nm de diametro, que corresponde al tipo Il (Macnab
1996) Se ha documentado que por-lo-menos 12 proteinas son exportadas por
esta via: FliE que es parte del cuerpo basal, FIgB, FIgC y FIgF, FIgG, proteina
proximal del eje, FIgE, gancho, FIgD, una proteina que se acopla en el extremo
de la estructura ensamblada del ‘gacho, FigKk (HAP1), FigL (HAP3), FIiC,
(flagelina), FliD (HAP2) y finalmente FIgM (Joys, 1985; Homma et al.,, 1990a,b;
Mduller et al.,1992; Ohnishi et al., 1992, 1994; Hughes et al., 1993). Ninguna de
éstas proteinas a excepcidn de las HAP's sufren algin procesamiento para ser
exportadas. En S. typhimurium FIgK (de 58kDa) forma una capa en la punta del
gancho cuando este alcanza una longitud de aprox. 50 nm. FIgK, segun la
dindmica del aparato de exportacién, pertenece al grupo | de exportacion,
incluyendo a las proteinas del gancho y las flagelinas.

De acuerdo con los datos mencionados antes, una mutacién de figK en el
cromosoma de R. sphaeroides sin efecto en |a transcripcion del resto de los
genes hacia su extremo 3' no deberia interferir con la exportacion de las otras
HAP’s. De la misma forma la cantidad secretada de flagelina es diferente;
‘mutantes de HAP1 (flgK) y HAP3 (filgl) secretan una cantidad mayor de
" flagelina. Cuando el tamafo del gancho alcanza los 55 nm la especificidad del

sustrato ~del -aparato de exportacion cambia del modo ‘“rotor-gancho” a

“flagelina-HAP's" (Kutsukake 1997), esto implica que los componentes del rotor
y. gancho ya no se exportan (Aldridge, 2000). Los resultados del analisis de
secrecion de flagelina.de la mutante DC (WS8 figK:: aadA Fla’) obtenidos en el
laboratorio, indican que presenta el mismo patrén de secrecion de flagelina
monomeérica no ensamblada que en Salmonella typhimurium, estos niveles se
mantienen durante la fase inicial de crecimiento exponencial [ver seccién de
Resultados].

Aun no han sido bien caracterizados los mecanismos de la exportacion de las
proteinas constituyentes de las diferentes estructuras que componen el flagelo.
Se han propuesto dos modelos para explicar el estricto orden con el que
aparecen y se ensamblan. El sistema se secrecion tipo Il puede estar infiuido
por el acoplamiento de chaperonas, asi como de los transcritos de ARNm
codificante para las proteinas involucradas (Aldridge & Hughes 2001).

Segun ésta hipotesis existen dos vias por las cuales la secrecidon puede ocurrir:
uno es el denominado el modelo de compuerta abierta y el otro de compuerta
cerrada. Ambos mecanismos parten de que la estructura basal ha sido
ensamblada y la membrana interna es degradada. Para que las proteinas
alcancen su blanco es necesario que exista un grado de especificidad para
prevenir la secrecion a tiempos erroneos; algunas evidencias muestran que la
secrecion de sustratos en Salmonella requiere de traduccidn activa (Bonifield et
al 2000).
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A-partir de esos hallazgos se ha propuesto que la especificidad del sistema de
_secrecion puede lograrse cuando los ribosomas en traduccién se acoplan en la
region citoplasmatica del sistema de exportacién, por medio de una sefal
ubicada en el extremo amino o carboxilo terminal del transcrito (Aldridge, 2000)

El modelo de compuerta abierta propone que la exportacion de las proteinas
esta mediada por chaperonas. En el caso particular para la exportacion de las
HAP’s parece ser esta Ultima alternativa la que estd mejor sustentada. En
algunos experimentos con Salmonella typhimurium donde se ha identificado
que las proteinas FIgN y FIiT actiian como chaperonas de secrecion para dos
sustratos, las HAP's FigK y FIgL (Bennett et al 2001, Fraser et al 1999), (Ver
figura 37), las cuales se incorporan en la parte distal del gancho. FIgN y FliT
son dos proteinas de bajo peso molecular de 15 y 14 kDa respectivamente. En
mutantes de estas proteinas la exportacion las HAP’s se encuentra
especificamente atenuada 'y muestran una reduccion en la incorporacion de
otras proteinas axiales en particular de flagelina. Se ha propuesto un
mecanismo de interacciéon entre las HAP's y las chaperonas FIgN y FIiT, a
partir de la estequiometria de su interaccion en ensayos in vitro, donde se han
encontrado complejos homodiméricos que se unen a las HAP’s en una relacién
2:1, (Ver figura 38)
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- que-interactuan - con-: el sistema - de--exportacién, este

- FliT. contienen’ ‘héptadas repetidas de aminodcidos hidrofébicos, con:unatalta: -
probabllldad de formar hehces amflpatlcas en los resuduos 74-114.(FigN) y 6-98"
: ! ; 1

con - una -estimacién del 99% para generar “colled ‘coils”.
responsable de la dimerizacion en multiples protelnas (Vlns

,Pese a: que no se han encontrado complejos HAP! s- chaperona en reglones
contacto ~debe ser

“indispensable, pero transitorio; por lo-que la asociacién. de: chaperonas a las

secuencias nacientes de las HAP's debe lograrse en las prlmeras etapas de la
traduccion.FigN por su parte modula la traduccién de ‘un tercer sustrato de
secrecién FIgM, que no se incorpora a la ‘estructura flagelar, pero si regula la
expresion de otros componentes filamentosos codificados en grupos de genes -
clase Ill como la flagelina y las mismas HAP’s.
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Figura 38

Modelo que ejemplifica la actividad de chaperona de FIgN y FIiT. Los circulos y cuadrados
sombreados representan las regiones amino y carboxilo terminales ricas en hélices anfipdticas.
Las cajas no sombreadas representan el domino de interaccion entre las regiones amino

terminales y FliD. Modificado de Fraser et a/ 1999
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i (Ver figura 39)

10.4 Regulacion de la expresion genética de figk de Rhodobacter
sphaeroides

En todas las especies bacterianas que poseen flagelo, existen mecanismos
muy conservados tanto en la regulacion transcripcional (Aldridge & Hughes
2002), como en la organizacion de los genes flagelares. Una jerarquizacion en
el orden de trascripcién permite un control en el orden de ensamblaje de cada
una de las estructuras asociadas (Kalir et a/ 2001) : : .

La organizaciéon de los genes flagelares en E c Salmf'” e/la'typhlmur/um y
Caulobacter crescentus es similar la encontyada ‘en=.’Rhodobacter
- sphaeroides, en particular la unidad de trascrlpclo que codlflca a las HAP's,

A pesar de estas similitudes existen divergencias en cada especie en el control
que_ ejercen los promotores sobre los genes flagelares. Por ejemplo, la
activacion de los genes flagelares en Caulobacter crescentus, es dependiente
del ciclo celular (Mullis et a/ 2001). La trascripcién comienza desde la activacion
de los genes clase |, cuyo activador es un regulador de respuesta llamado CrtA.
Este producto es requendo para la transcripcién de los genes clase Il que
emplean un promotor o "2. Asi como en los modelos de estudio en Salmonella
typhimurium y en E. coli, Ios genes clase |l en Caulobacter crescentus codifican
para estructuras del eje y del motor fliF, fliG, fliN entre otras. En Rhodobacter
sphaeroides la organizaciéon de los genes que constituyen tanto al eje, como al
gancho y particularmente a las HAP's, pertenecen a tres unidades de
atranscripcién diferentes. Cada una de ellas contiene aproximadamente 5 genes,
~ sin embargo la’unidad de transcripcidon que alberga a las HAP's solo contiene

dos genes;,: flgL y flgK,  que codifican para HAP1 y HAP3 respectivamente.

- Cabe puntuallzar ‘que -esta .unidad de transcripcion posee una secuencia

consenso para“un promotor dependiente de un factor *° ubicado el extremo 5'
~‘a’. 53 pbdel inicio' de:la’ transcripcion de flgk, que emplea un codén de.inicio-
: TTG ‘Este promotor aparentemente no es funcional para activar la transcnpmon -

- de’ilos: productos ‘de::las “HAP's debido a que interrupciones el gen figl-

e (flgl Tnpho) ubicado’ en: ‘el ‘extremo 5’ anterior a la secuencia consenso - 028, -
““tiene un efecto- polar ‘en-la-transcripcion de figKk y flgL (Gonzalez- Pedrajov
2002). , o

Los ensayos en placas de nado de la mutante DC complementada con los
plasmidos pDC-C01A/B, indican que la regulaciéon genética de HAP1 y HAP3
podria modularse bajo dlferentes condiciones por dos factores de transcripcion,
un factor 6** y factor 6®®, similar al caso en Salmonella typhimurium (Kutsukake
& Ide 1995).

Como se puede apreciar en la seccidn de resultados, se observa la presencia
de filamento y movilidad en las placas de nado de la mutante DC (WS8
flgK::aadA. Fla’) complementada con las construcciones pDC-409, pDC-CO1A y
pDC-C01B.
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El caso particularmente interesante es la complementacién con la’construccion
pDC-C01B, debido a que posee una secuencia promotora poco'conservada
para un factor ¢® , ubicada en orientacién contraria al ‘promotor ‘de tetraciclina
(Tc) del vector pRK-415 en el que fue clonado. La participacion de esta
secuencia consenso podria tener algan efecto en la transcripcion de figK y figL
pero que posiblemente de menor importancia que Ia V|a preferencial de
transcrlpmon desde una secuencia promotora consenso ¢ ubicada al inicio del
operon f/gG (Gonzalez Pedrajo et al 2002). También hay que considerar que
-el-efecto observado de la: complementacién por “pDC-C01B podria deberse a
"que-existe un’ .mayor. nimero de’ copias’ presentes en la célula que alteren de
s .manera posmva la. afimdad de'la maquinarfa transcripcional por la secuencia
»'consenso o>, por o’ que no se descarta Ia posublhdad de expresmn por medio
de ese promotor B : :

s ’Con estos datos se podna esbozar un orden hlpotetlco de actlvamon
“transcripcional durante la blogenes«s ‘del gancho ‘HAP's"y_filamento de A.
.- sphaeroides, iniciando con la activacién’del’ complejo maestro y su efecto sobre
i Ia transcnpcnon de los genes clase || por medio de uno: ‘de_los: cuatro factores
4 (Poggio et al 2002). E| efecto de este ‘promotor en:la-activacion de otros
genes flagelares clase Il, correspondientes al cuerpo.basal, gancho y HAP’s
permaneceria hasta que el factor antisigma (FIgM). Por lo tanto las proteinas
expresadas clase !, flagelinas y HAP’s son traducidas en mayor proporcion y a
su vez exportadas, debido a que la transcripcion de los genes clase Ill es
bloqueada por el factor antisigma FIgM. (K. Komoriya et al, 1999 ). FigM
normalmente se encuentra asociado a FliA (6°®), cuando éste dimero se disocia
por accién de FIhB, permite la liberacion del factor 6® cuyo blanco son los
genes que poseen un promotor clase lll. En Salmonella typhimuriurn, el arreglo
de las unidades de transcripcion de los genes de las HAP’'s es muy similar al
encontrado en R. sphaeroides. E| operén flgB esta regulado por la actividad de
un factor 6®*, mientras que el operdén de figK esta gobernado por un factor ¢2°
(FliA). Mutanciones en FliA reprimen, pero no eliminan la expresion de las
HAP's mientras que mutaciones en flgB, ejercen un efecto polar eliminando la
transcripcion de flgK. En consecuencia la expresién de flgK posee una via
preferencia por medio de un promotor para un factor ¢*® (Kutsukake & Ide
1995). A pesar de que esta evidencia apunta a que estos operones son
activados por dos clases diferentes de promotores, uno de clase Il (0,54) y otro
de clase Il (6®®) la contribuciéon mayoritaria es sélo de uno: el promotor clase Il
activado por un factor FliA (c®®). Aparentemente el mecanismo inverso es el
que estd presente en Rhodobacter sphaeroides. La |6gica subyacente a este
mecanismo supone que deben transcribirse en una unidad policistronica los
productos que conforman al cuerpo basal, gancho y HAP's, antes de la
aparicion de la flagelina. Al mismo tiempo que las HAP's se transcriben figM y
figD dando lugar a dos proteinas que modulan los pasos criticos entre el
ensamblaje del gancho y el filamento. Por su lado FIgM actua como un factor
antisigma (Hughes & Mathee 1998) reprimiendo Ia accién de o2, por lo tanto la
expresion de los genes clase |ll se inhibe. FIgD es una proteina adaptadora que
funciona como plataforma para el acoplamiento de las HAP's ya que es
sustituida por HAP1 cuando ésta es exportada (Onhishi et al 1994).
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Quizas la interaccién FigD-FIgK, aun que transitoria, sea mucho mds importante
para determinar la polaridad de! ensamblaje del filamento, ya que FIgK y FiglL
podrian ‘tener su-origen-de un-mismo transcrito y el orden en el que son
exportadas estas protefnas, no ha sido debidamente caracterizado. La
sububidades del gancho y de la flagelina poseen patrones similares de
plegamiento o “folding” en estado filamentar (Uedaira et al 1999) por lo que
deben ser esos mismo estados conformacionales los que posiblemente
modulen la interaccion entre HAP1 con el gancho y HAP3 con el filamento.

R. sphaeroile: ,
" i o gk flgl o orfl

[ e | 1

B. burgdorferi
a” fIbF Aok flgl ortX ;
L ]

B. subtili L B
v G —
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o AeE  faF P MC BmD

» [@E i —~ Rﬁ — -
E.coli e :
»y oV figB o®  flgk - flgl o
C.crescentus R
faQ flgk o>  AbG gD A9E
[ 73 Sz J
‘ »
Figura 39

Comparacion de la unidad de transcripcion que codifica para flgK en diferentes especies
bacterianas. Modificado de: Ge et al., 1997.
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10.5 Participacion del promotor ¢2°

Rhodobacter spharoides

en la expresion de figk de

l.os genes codificados en los operones clase |l estan involucrado en los pasos
finales de la morfogénesis flagelar (Kutsukake et al.,1990). Se han clasificado
cerca de diez secuencias como posibles secuencias consenso tanto en E. coli
y Salmonella. ¢®®, pertenece a la familia de promotores de ¢’°y la mayoria de
los promotores  reconocidos por ésta familia consisten en secuencias muy
conservadas-de-nucledtidos ubicados a ~35 y ~10 pb con respecto al sitio de
- inicio de transcripcion (Helmann & Chamberlin, 1988).

Basado en la homologia de secuencias de los promotores flagelares clase III

" las’secuencias consenso —-35 y —10, propuestas para los promotores o2

: ,,dependlentes son: TAAA y GCGATAA respectivamente, con una separacion
- de-15pb (Helmann and Chamberlin, 1987; Kutsukake et al.,.1990). Sin.embargo
no existe ninguna evidencia experimental exhaustiva que compruebe esta
hipétesis (Ide et al., 1999) : ,

~ Figura 40 :
Alineamiento de las secuencias consenso para un promotor ¢°° en E coI/ Sa/mone/la
typhimurium y Rhodobacter sphaeroides segun la propuesta de Ide et a/ 1999

S.t. flgK. AATTGC[TCAAGTCC ACGTAGTCGCT KGCCGATAACAACGAGTATTGAAG N17
E.c, figK AATAAC|TCAAGTCC/GGCGGGTCGCT| GCCGATAATACTCTGTAATTGAA. N1B
:R. 8. flgk. CGCTCCGCAACCGTECGGGCCGGTGHECCGAGGALCCGCCGCGGGCCTGE N38

(-35) (-10)

Consenso (Ide et al 1999)

[ ]
TAAAGTT (-35) N1l GCCGATAA (-10)

- No existe una aparente homologia con las regiones correspondientes a los
promotores o dependientes en B. subtilis, e incluso se ha reportado que para la
expresion del operon de figkK en Borrelia burgdorferi se requiere de un promotor
similar a 6’° que es capaz de complementar heterélogamente a mutantes de
fliA de Salmonella typhimurium. (Ge et al 1997) las divergencias de los
promotores en Borrelia como en en Rhodobacter se ubican en la region -835pb
(Ver figura 40).

Esa afinidad es menos heterogénea de lo imaginado, ya que varios genes
codificantes para productos del cuerpo basal del flagelo en R. sphaeroides
dependen de un factor de transcripcion o> (Poggio et al 2000). También se han
reportado otros factores de transcripcion activadores de genes responsables de
la fijacidn de nitrégeno, dependientes de éste mismo factor (Meijer & Tabita
1992).
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Ninguno “de “los” ‘cuatro  factores: '¢®* encontrados en R. sphaeroides son
funcuonalmente lntercamblables (Poggio-2002), .y el papel de su especificidad
- podria‘ser-un.indicativo 'del costo biosintético ' que representa el ensamblaje del

flagelo. ‘Ya:que 'R.' sphaeroides es una bacteria que tiene la capacidad de
- ‘sobrevivir en.condiciones variables de carbono, mtrogeno oxngeno y luz, sila
‘actlvacmn ‘de todos los genes dependientes de un factor ™ estuviera regulada
por uno“o-un grupo de proteinas activadoras con la misma afinidad por sus
‘secuencias consenso, no existirfa una modulacién en los diferentes procesos

:,wasomados a la transcripcion de los genes nnvolucrados Estas evidencias hacen

_suponer.que de existir una actividad del promotor o2 que precede a figk en R.

. _sphaeroides, debe de poseer una afinidad diferencial entre ésta secuencia y

FIIA para que la transcripcion desde el operdn FIgG, sea mediada por un factor
: . En las placas de nado complementadas con la construccién pDC-C01B el

'desplazamlento es mas lento, en comparacion a las mutantes reestablecidas
con las construcciones pDC-CO1A y pDC-409. Esta diferencia podria sugerir
que la actividad del promotor quizas no sea tan alta.

11 PERSPECTIVAS

11.1 Posible funcion de las HAP’s en el desempeiio mecanico del
filamento

Una de las caracteristicas funcionales que se le atribuyen a las proteinas HAP’s
es la de actuar como una estructura de nucleacién para la union entre el
gancho y el filamento, Previamente se ha discutido que existen ciertas regiones
que interactuan para mantener la polaridad del ensamblaje. De la misma forma
durante el desplazamiento de la bacteria, el fllamento que es una estructura
con un coeficiente de rigidez de 107'° dinas /cm?, dos ordenes de magnitud
mayor a la actina (Kuwajima et al 1988, Macnab 1996), debe ser capaz de
trasmitir-la fuerza de propulsion o torca, desde la base, hacia lo largo del
filamento.

. En mutantes de figL que codifica para HAP3 donde hay una sustitucion puntual
-+"de’una cisteina por una arginina en la posicién 168, afecta la movilidad, debido

-a que el filamento sufre de transformaciones dramaticas en el arreglo de sus
subunidades. Estos cambios son inducidos por la torsidon generada por la
rotacién de! filameto (Fahrner et al/ 1994). Esto implica que una de las funciones
de las HAP's es la de mantener estable la forma de la estructura del filamento
bajo una carga de torsion que posiblemente dependa en parte de las proteinas
a la que el filamento estd anclado en su base.

Bajo diferentes condiciones de salinidad, pH, temperatura, solventes y cargas
eléctricas, entre otras, el filamento sufre cambios en su estructura cuaternaria
(Kuajima et al 1988). Los protofilamentos de una cierta forma tienen una torsién
caracteristica, (el angulo en relacion al eje helicoidal), una torsién negativa
genera un filamento siniestro (transicion L) mientras que la orientacion contraria
genera un filamento diestro (transicion R) (Namba & Vondervitz 1989, Namba &
Samatey et a/ 2001).
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La predicciéon a partir: de este mo elo; es?que apl |cando'u': )
sentido positivo (R) o negativo:(L) el filamento debe adqumr un conformacion

o quiralidad en-el sentido de:la- aphcacron de-la’fuerza“Ya“ que el fllamentO"

debe someterse a un intenso movimiento los camblos conformacmnes ‘estos
no deben de ser los ‘suficiente dramaticos ‘como para perder su ' arreglo
hidrodinamico. La funcion de las HAP’s no sélo’ seria’ critica “durante el
ensamblaje del  filamento sino también para proveer- una* base rigida al
flamento, permitiendo una cierta movilidad de las subunidades del gancho;
esto implicaria una deformacion eldstica a nivel de estas: protelnas (Fahrner et
al1994)

El eje yel gancho parecen ser capaces de mantener una unién sin la asistencia
de otras proteinas. Sin embargo parece que este pnnC|p|o no se puede aplicar
« ;entre 'las proteinas del gancho y el filamento. La razén de esta diferencia no es
..clara;- considerando: que:la:union: del'eje y-el gancho debe de soportar una

-~ torsién .y carga lateral en: aparlenma mayor que la unién entre el gancho y el

'fllamento (Onhlshl et al’ 1994).= Segun los antecedentes de la biogénesis

flagelar FIgD es.una protefna de coronacion que se encuentra en el extremo

- distal -delgancho en formacién: y-su papel es andlogo al de FIiD (HAP2),
 durante |la fase de eIongacron»kdelkfllamento Aparentemente la sustitucion de

. ~FlgD. por HAP1 (FIgK) y HAP3 (FigL) se debe a que la funcién de las HAP's es
~incompatible con la realizada por FigD.

Estudios recientes han revelado . los: detalies subyacentes en los cristales de
flagelina. Dependiendo de su helicidad (Namba & Samatey 2001). Una fuerza
de torque distribuida o localizada puede generar un cambio conformacional en
el filamento. Durante el nado los motores flagelares de algunas bacterias como
en el caso de Salmonella typhimurium cambian de direccion episédicamente, la
torca resultante puede inducir transformaciones entre estos estados, de la
misma forma un flagelo en movimiento sometido a una corriente puede sufrir
esos cambios (Wolgemuth et al 2000, Hotani 1982).

. Para.comprender algunos de los procesos fundamentales subyacentes a este
fendmeno deben considerarse numerosas variables y restricciones para el
disefio de un modelo fisico, entre estas el desempeno de la elasticidad del
. material del filamento en un fluido, la viscosidad (n), y la frecuencia de rotacién
en uno de sus extremos (uy), (Ver figura 41).
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Figura 41

Un filamento eldstico rota sobre su proplo e]e (z) que se encuentra rodeado por un fluido con
una viscosidad nj (Tomado de Wogelmuth etal 2000)

Este modelo relatlvamente sencnlo pretende estudiar tres proceSOS' la
inyeccién de la torsién en el extremo en rotacién, la difusién. de la torsién y
retorcimiento. Métodos analiticos’ y ‘numéricos revelan dos dinamicas de
movimiento: el retorcimiento, en el cual un eje recto pero torcido rota sobre si
mismo, ¥ el otro modelo de remolino, en el cual en el eje se comporta como un
cigliefal sobre su mismo eje de rotacién de forma estacionaria, (Ver figura 42).

Fig 42

Representacién de! modelo de “remolino” en el inciso (a) se tiene una perspectiva del filamento
desde su eje, en determinados estados de su de desplazamiento.

En el inciso (b) se tiene una perspectiva lateral en dos fases de su movimiento.
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"Considerando estas variables cabe hacerse algunas preguntas:
----¢,Queé fuerzas son necesarias para lograr este movimiento?

roLaS"diferencias estructurales en la organizacién del flagelo procario’nte"de
diversas ‘especies, podria modificar el desempefio hidrodindmico en forma
diferencial? . :
¢ Queé papel juega HAP1 de R. sphaeroides que posee un dommlo central muy'
.grande’en - el mantenimiento de la estructura fllamentar bajo dlferentes
: ‘condncnones de estres mecanico? e .

vMuItlpIe ,mvestngacrones han demostrado que eI fnlamento adqutere dlferentes

:f?;,conformamones morfolégicas bajo diferentes condiciones quimicas y

mecanicas.De la.misma forma durante la rotacién del flagelo éste sufre

-+ cambios: conformacmnales entre ellas transiciones polimérficas denominadas
“transiciones ‘de quiralidad. En estas transiciones la orientacién de los
protofllamentos que componen el filamento flagelar se reorganizan adquiriendo
una-organizacién en un sentido u otro. Experimentos cldsicos (Hotani 1982)
sobre la torsion del filamento demostraron que en el flagelo de Salmonella
lyphimurium las transiciones de flagelina en estado “L" o en estado “R"
(Vonderviszt et al 2001, Samatey et al 2001) las precede un cambio en la
direccion de la rotacion y una carga torsional que es transmitida a lo largo del
filamento de forma periddica (Coombs et al 2002). Cuando los filamentos de
- Salmonella typhimurium eran fijados por un extremo en un portaobjetos y eran
sometidos a un flujo constante con una velocidad de 1um/s (aproximadamente
una longitud de onda por segundo) de una solucién de metilcelulosa, los flagelos
mostraban transformaciones quirales peridédicas a lo largo del filamento. El
filamento con una helicidad hacia la izquierda desarrollaba un dominio en su
~extremo distal que se orientaba hacia la derecha. Una vez que una fraccion
significativa de la hélice se encuentra en un estado, el extremo distal retornaba
‘a su orientacion izquierda mientras que el dominio en orientacién derecha se
desplaza hacia el extremo basal desapareciendo una vez alcanzado su extremo.

Para ejemplificar claramente este fenédmeno imaginemos una cuerda que esta
sujeta en un extremo a un motor. Cuando el motor se activa, la direccién de
rotacion de la cuerda es la misma que la direccion de rotacion del motor. A lo
largo de la cuerda se genera una fuerza de torsidn que modifica la horizontal de
la curva, generando una curvatura con una helicidad determinada (el angulo
generado a partir de la separacion de la normal) a lo largo de la cuerda, con una
longitud de onda particular. Cuando el motor cambia de direccion, la fuerza de
torsidbn cambia el sentido de su vector, es decir, la magnitud puede ser
equivalente pero modifica su direccion, cuando esta fuerza de torsion es
trasmitida a lo largo de la cuerda, la curvatura generada cambia de direccion, de
modo de la fuerza de torque trasmitida inicialmente en una direccion, se opone a
la generada en la nueva orientacién, (Ver figura 43). ste comportamiento es
periodico, Hotani en 1882, observé que los filamentos con una orientacion
helicoidal izquierda (normales) pueden alternar con dos estados de orientacién
derecha : semienrrollados o rizados, dependiendo de la forma como el filamento
era adherido al portaobjetos (Hotani, 1982).

Otras evidencias mas recientes han logrado determinar que las transiciones
observadas por Hotani poseen una secuencia mas compleja y podrian ser
caracteristicas de cada especie.
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La secuencia observada in vivo normal-semienrrollados-rizados-normal (Turner
et al 2000) para flagelos de E. coli marcados flourecentemente es tipica de un
solo flagelo durante un ciclo de rotacién, paro y reorientacién. Considerando el
modelo propuesto por Wogelmuth et al 2000 y Bogel, faltaria incorporar al
modelo las transiciones quirales en el filamento. Cabe sefialar que estos dos
modelos consideran que el filamento debe estar sujetado a una base o angulo
ay a partir de donde la fuerza de arrastre o torque es trasmitida hacia el resto del
filamento (Coombs et al 2002). Este angulo de anclaje podria ser la interfase de
las HAP’s. Un modelo posterior podria considerar que existen cambios en la
configuracion de dicha interfase, de la misma forma como [os que ocurren a
nivel de la flagelina del filamento. Sin embargo es posible que el reducido
numero de copias de HAP’s que se han encontrado en la interfase no le permita
gozar de un mayor elasticidad, por lo que la fuerza generada por las transiciones
mecanicas del filamento seria amortiguada desde su base por una estructura
mas rigida o con transiciones mas discretas.

[T

Fig 43
Grafico que muestra los cambios en la configuracidn del flagelo durante las. transiciones
polimorficas, sometidas a un fiujo equivalente a su velocidad critica
( U = 10um/s) correspondientes a una tasa de torsion (Q)Tiempos de la corrida de arriba hacia

-abajo( tos, t1175), las flechas indican el sitio donde ocurre un cambio en la quiralidad de los
filamentos a lo largo de su eje. Tomado de Coombs et al 2002.

11.2 HAP's ¢(Moduladores del estrés mecanico?

Existen muy pocas aproximaciones fisico-matematicas que puedan caracterizar
la funcién del flagelo y particularmente de HAP1 asi como de HAP3, de forma
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dlnamlca Las: HAP's tlenen multlples funcmnes en dlferente estad|os de Ia'
blogéneS|s flagelar : :

La primera: de ellas y la mas ev1dente es la de generar una conexmn entre
diferentes:tipos .de’ protelnas axiales (gancho y filamento). Otra funcién, aun
Vpertenemente ‘al'terreno ‘especulativo, es la de transmision de la torca (o fuerza
de arrastre) hacia el extremo distal del filamento, asl como de modulador del
. ‘estrés mecanico generado por los cambios en la direccién de rotacién (sea la
«-linversion-del sentido-de-rotacion como en los modelos de S. typhimurium o-en
el freno de R."sphaeroides) o en las transiciones morfolégicas del filamento. En
la_diversas especies donde se ha caracterizado el flagelo, se pueden encontrar
-+~ divergencias en los mecanismos de desplazamiento. El papel que debe jugar
“las.iHAPs  debe ser  menos pasivo de lo evidenciado en las Ultimas
_mvestngamones y podria decirse aventuradamente que su participacién durante
~la activacién del motor flagelar es el de funcionar como un soporte mecanico
; par'a'la transicién quiral de la flagelina.

 Cabe senalar relteradamente que HAP1 de R. sphaermdes es la unica proteina
flagelar ‘hasta ahora reportada que posee una secuencia de mayor extension
‘que:sus protelnas homélogas. y que su dominio central podria contener
" funciones : regulatorlas para su exportacién, plegamlento y ensamblaje que
; serlan partlcul re de esta espec;e

'Aun exnst n var s fenomenos poco comprendido en cuanto ala eflmencua del
_'fflage!o como ‘nanomotor, sobre todo los detalles mecanicos. y termodinamicos
“.desu; comportamlento como sistema de propulsion y autoensamblaje,” por. lo
5 que eluestud|o e las‘proteinas axiales podria contribuir a comprender de'forma
" mas precisa los mecanismos subyacentes de su orgamzamon ef|mphcaC|ones
-en la:motilidad bactenana

; En el:ifu : pretende obtener informacion suficiente que nos permlta

: eluc1da‘r uncion de"HAP. Por medio de escisiones sucesivas a lo largo del
'f,;'domlnlo central ‘de’ HAP1, se pretenden contestar diversas cuestiones al
--respecto de esta proteina entre ellas: ¢Cual es la frontera del dominio central
de. HAP1?, . Qué funcién tiene HAP1 en el nado de R. sphaeroides?, ;Qué
““’mecanismos de exportacion estan involucrados en la exportacion de HAP1?,
-+ ¢ QuUé" chaperonas modulan su plegamiento?, debido a que no se han
““'identificado en el genoma de R. sphaeroides 2.4.1 los genes homaélogos a figN
“y: fiiT, codificantes para chaperonas de HAP1 y HAP3 encontradas en S.
typhimurium. Ademas, ya que es una proteina muy grande (2.4 veces) . en
comparacion a la media de las proteinas axiales en otros flagelos, ¢,Cémo se
organizan los dominios de reconocimiento con otras proteinas.axiales?; ¢ Cual
es su estequiometrfa durante el ensamblaje?, ;Como esta; modulada su
expresion genética, entre - multiples.. intereses que- motlvan aI equo de
investigacion donde se desarrollo este trabajo Sy
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12.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo y eI analnsns y
discusién de los mismos, se pueden consnderarlas SIgu1entes |deas R

de FigK'es: lndlspensable para la” organlzac
como deI desempeno del nado de R. sphaerorde

: La complementacuon con la construccion pDC-C01B muestra que la secuencia
consenso para un promotor c®® es en apanenma funcmnal y puede estar
involucrado enla transcripcion de figk (HAP1) vy postblemente de figL. (HAP3).
Este resultado sugiere que estos genes podr[an formar parte de una unidad

- transcripcional.

4\.)( EO
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APENDICE TECNICO

Cepas y plasmidos

Cepas:

GM 33 dam’ cepa carente de metilasas

JM103 derivado por restriccion de JM1 01 hsdR4' A(/ac-pro) F’ traD36 proAB :

JM109 recA1, supE44, endA1, hsdR17; gyrA96;-relA1; thlA(/ac-proAB) S s
S17-1 recA endA thi hsdR RP4 2Tc::Mu::Tn7, Cepa dekconjugacién kplr factores de :

Plasmidos:

pDC 104 [PRK 415 f/gKA 3 04 kb fragmento mutante H|nd|ll/BamH| 1 04 kbs obtemdo por
: PCR de pBGSOGA] : . : B ) R
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Soluciones de uso frecuente y utilizadas en este trabajo:
Proporciones de reactivos para un volumen final de 1!.

20x SSC

NaCl-175.3g

Citrato de Sodio -2H20-88.2 g
Ajustar pH a 7.0 con NaOH

0.5 M EDTA, pH 8.0 Acido Etilen- dlamlno-tetra acético
(EDTA)2H20 - 186.1 g R
NaOH ~20 g

Ajustar pH a 8.0 con NaOH
Agregar el EDTA hasta que el pH de la solumén se de 8 0

1 M Tris-Cl
Tris base - 121.1 g
Ajustar pH con HCI

TE,pH7.4
1 M Tris-Cl, pH 7.4 10 ml
0.5 M EDTA, pH 8.02 ml

10% SDS
Dodecil sultafo de sodio (SDS) - 100 g
Ajustar pH a 7.2 con HCI

Soluciones para Electroforesis de TE-agarosa

TAE 1x 40 mM Tris-acetate 50x Tris base 242 g
1 mM EDTA Acido acético glacial 57.1 mi
0.5 MEDTA, pH 8.0 100 ml

Mezcla de carga 6x 0.25%
azul de bromofenol 25 mg
Xylene-cyanol FF 25 mg
Orange G 25mg

Medios del Cultivo

LB (Luria-Bertani)
Triptona 10 g

Extracto de levadura 5 g
NaCl10g

Autoclave

LB agar

Triptona 10 g

Extracto de levadura 5 g
NaCi 10 g

Agar:. para 1.5% LB agar15g
para 0.7% LB agar7g
Autoclave

Placas de nado (swarms)
Triptona 1%

Extracto de levadura 1%
NaCl 0.7%

Agar: 0.3% LB agar
Auloclave
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" Medio SUX

(Sistorm W.R. 1962 )

10x 1L

K2HPO4 34.89

! KH2PO4 27.2g
(NH4)280, 5.0g9
NH4CI 1.95g
Acido succinico 40.0g
Acido L-glutamico 1.0g .
Acido L-aspartico 0.4g- v
NaCl 5.0g
Acido nitrilo-acético 2.0g
MgS04-1H20 3.0g

/ MgCl; 6H20 2.449
CaCl; . 2H,0 0.334g i
FeS04.H20 0.20g- ¢
(NH4)6Mo7024 - 4H0 0.002g
Elementos traza 1.0ml
Vitaminas 1.0ml

Elementos traza 1000x para éoluclén 10X medio SUX

EDTA 1.765g
ZnS0. 7H20 10.95g (0.038M)
FeSOs 7H20 50g  (0.018M)
MnSOs 7H20 1.564g  (0.009M)
CuS0.s 5H,0 0.392g (1.5mM)

Co(NOs); 6H0 0.248g (0.9mM)

H3BOa

0.114g (1.8mM)

Vitaminas 1000x para solucién 10X medio SUX

Acido nicotinico 1.0g
Tiamina HCL 0.5g
Biotina 0.010g

Reactivos para SDS-PAGE (Electroforesis de prote'iynas)

Componentes por litro
309 archilamida
30% Acritaimida 300 g

0.89; bis-acrilamida
solucion madre (N.N’-methileno-bis-acrilamicia)

2.5x solucion de separador

1.875 M Tnis Cl Tnis base 227.1 8
0.25¢, SDS SDS 2.5 ¢

pH 8.9 Ajustar pl{a 8.9 con HCH

5x solucion de condensacion

0.3 M Tris base 36.3 g
0.59, SDS SDS 5 ¢
pH 6.7 Ajustar pH a G. 7 con dcido tosforico

f:\-j

5x solucion de clectroforesis

TESIS CON

¢ . DE ORIGEN

0.5 M Tris base 60.6 g
1.92 M ghcina 1441 g
0.59%, SDS SDS 5

pH final debe ser 8.8




Muestra oesnaturaizada dsueita

en tulter de carga Precipitacion de proteinas por

catoo A medio de Metanol-Cloroformo
& L P camara oe

~ P NN @ectrolores:s

1. Aforar a 100 pl muestra, con
MQ

2. AfRadir 400 ul metanao!

3. Vortex

4. Anadir 100 pi cloroformo

5. Vortex

6. Anadir 300 ul H20

7. Vortex

8. Centrifugar 1' a 14,0000 g

9. Remover fase acuosa

10. Ahadir 400 ul metanol

11. Vortex

12. Centrifugar 5’ a 14,000 g

13. Remover metanol, tanto como
sea posible

14. Secar al vacio.

Figura 31
Esquema de cdmara de electroforesis de geles SDS-PAGE

Determinacion espectrofotomética de la concentracion de dcidos nucleicos
(Relacidn de concentracion-absorbancia a 260 nm seguin Ausubel, F.M. et al., ©ds.1999)

Una unidad a 260nm concentracion(ug/mi)

ADN doble cadena 50
AND cadena sencilla 33
RNA 40
Oligonuclectidos 20-30

Metodologia para | a transformacion de células por el método con CaCi2 (Sambrook et al
2000)

Poner un precultivo toda la noche de 2 a 3ml. de LB (-antibidtico si lo requiere)
Inocular 10 ml. con 0.1 ml (1/100 del vol. a inocular) del precultivo

Crecer a 37°C hasta D.O: 0.5 a 550nm (o 600)

Poner en hielo 5'

Centrifugar a 6000 rpm 5’

Resuspender en 1/2 del vol. original (5ml) repetir paso 2 con una soluc:on de CaCt2 100mM
Poner en hielo 30

Centrifugar a 6000 rpms S'

Resuspender ¢/0.66 mi de CaCl2 100mM

Dividir en alicuotas de 200 ul de células (3)

Agregar plasmido/ césmido DNA

Hielo 1 hr. (24 hrs max) )

Dar un pulso o choque de calor a 42°C durante. 2‘

Poner en hielode 5 a 3

Agregar 0.8 mide LB

Dejara 37°C 45'a 1 hr. sin agitar

Plaquear
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Los protocolos a continuacién descritos se pueden consultar con mayor detalle con el
proveedor www.giagen.com U

Purificacion de DNA plasmidico (Minispin giaquick kit) [Fig 32]

Método de purificacion de ADN plasmidico (Qiagene mini spin kit)
Método de punfacidn de lisis alcalina

cultivo crecido toda una noche

Buffers
ﬁgu:spmder P1 25041

P2 2501
Neutralizar N3 350ul

centrifugar a 14,000 rpm 10'

agregar extracto a la columna

centrifugar a 14,000 rpm 1°

Buffers
lavar PB 0.5Sml
PE 0.75mi
centrifugar a 14,000 rpm L'
eluir “Q

1- centrifugar a 14,000 rpm t’

)

1

recuperar ADN plasmidico

<
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Extraccion de DNA de gel de agarosa (Gel extraction kit Qiagen)

Cortar el fragmento de DNA del ge! de agarosa con un escalpelo, minimizando la cantidad de-
agarosa cortada

Pesar el trozo de gel en un tubo eppendor y agregar 3 volumenes de QG para 1 volumen de..
gel (100 mg ~ 100 pl). s

Incubar a 50°C. 10’ hasta que el trozo este completamente dlsuelto, vortexea 'ada 3 mlnutos
] durante Ia lncubaclon' s

§ Despues de que el gel estd dlsuelto completamente revnsar el pH se mantenga en7.5

E Colocar enun columna QIAqunck spm centrlfugar por 1
Ellmlnar eluado y colocar Ia columna d QIAquick a b de recoleccxon (2m| de capamdad)

Anadir 0. 5 ml de Buffer QGala columna de QlAqunck centnfugar l

“Lavar con 0.75 ml de Buffer PE en_la columna e QIAquuck centnfugar 1’
Eliminar el eluado y centrifugar 1 - : e

" NOTA: todas las centrifugaciones se re'al‘iza‘n 'aa‘13,‘000'rpkrﬁ (7-,17,,90_0); g). ;

Eluir con 50ml de MQ
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