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RESUMEN

Rhodobacter sphaeroides esuna bacteria púrpura nosulfurosa devida libre, nopatógena,

que pertenece al subgrupo 0.-3 de las Proteobacterias y que nada gracias a un flagelo que rota

unidireccionalmente. En 2001 su geooma fue liberado y en él se encontraron duplicaciones y

multiplicaciones génicas. Las duplicaciones incluyen un setcompleto degenes flagelares. los cuales

se hayan en una región muy alejada de aquella en la que se encuentran los Ioci que son

responsables de la sintesis del flagelo y que han sido descritos con anterioridad. Las copias

flagelares duplicadas no muestran mutaciones o alteraciones génicas evidentes y su arreglo

asemeja operones funcionales. Para probar la funcionalidad de las segundas copias flagelares se

generaron dos fusiones transcripcionales en los genes flgE2 y flhA2. Elprimeroguarda similitud con

el gen que codifica para el gancho. y el segundo con el gen que forma parte del aparato de

secreción tipo 11I, que exporta los componentes necesarios para el ensamble del flagelo. La actividad

del gen reportero no mostró expresión alguna en las condiciones de laboratorio que fueron

probadas. Sin embargo, todas las copias flagelares duplicadas guardan una estrecha similitud con

los genes flagelares descritos para Silicibacter pomeroyii, una bacteria que pertenece a la misma

familia que R. sphaeroides y que esun organismo marino que seencuentra en estrecha asociación

con dinoflagelados. Para aclarar la relación que existe entre las copias flagelares duplicadas de R.

sphaeroides y los genes deS. pomeroyii. serealizaron inferencias filogenéticas y seobservó que las

copias flagelares duplicadas deR. sphaeroides seagrupan con las a.-Proteobacteria, loque sugiere

que éstos son los genes flagelares endógenos, mientras que las copias flagelares funcionales se
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agrupan dentro de las y-Proteobacteria (enterobacterias). Al parecer, los genes con los que nada R.

sphaeroides son el resultado de una transferencia horizontal proveniente de una y-Proteobacteria o

una bacteria cercana a este grupo. Los genes flagelares fueron entonces integrados al genoma,

confiriéndole alguna ventaja selectiva. Probablemente, los genes flagelares nativos fueron

apagados, pero no desechados. Lo anterior debe ser confirmado mediante análisis filogenéticos

robustos y análisis decongruencia. Este trabajo muestra los indicios de lo que puede serel primer

evento descrito donde unconjunto de genes xenólogos sustituyen enfunción a unconjunto degenes

endógenos.

2
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Introducción.

La secreci6n de proteínas hacia el espacio extracelular es un fen6meno común en la

biología y también esun aspecto básico delafisiología delos procariontes. Enzimas exíracelulares,

exoíoxínas, y proteínas necesarias para formar apéndices como el flagelo o los pilis, deben cruzar

las dos bicapas lipídicas y la pared extracelular de las bacterias Gram-negativas para alcanzar su

destino final. Lo anterior sirve para llevar a cabo procesos biológícos de suma importancia tales

como, por ejemplo: adhesi6n a tejidos e invasi6n de células eucariontes; transferencia de

informaci6n genética mediante conjugaci6n; montaje de bacteri6fagos y la movilidad celular

(Pugsley, 1993). Aunque las proteínas secretadas son muy diversas y numerosas y exhiben una

gran variedad de funciones que incluyen: citotoxicidad, hem6lisis. prote6lisis. desfosforilaci6n y

fosforilaci6n deproteínas; existen apenas unos cuantos sistemas por los cuales estas proteínas son

transportadas del citoplasma bacteriano hacia el espacio extracelular o directamente liberadas al

citoplasma deotras células. A la fecha. sehan descrito cinco sistemas principales desecreci6n de

proteínas en bacterias Gram-negativas, los cuales han sido denominados típos I a V (Fath y Colter,

1993;Finlay y Falkow, 1997: Van Gijsegem el al. 1993 y Henderson et al, 2004).

Sistemas de secreción See-dependientes

En bacterias ocurren al menos tres categorías de procesos de translocaci6n: 1)

translocaci6n mediada por el sistema desecreci6n Sec a través de la membrana citoplásmica; 2)

translocaci6n mediada por el sistema Tala través de la membrana citoplásmica y 3) mecanismos

3
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más especializados para la liberación de proteinas especificas a la superficie más externa de la

célula (Thanassi y Hultgren, 2000).

En contraposición con el sistema Tat, elcual transporta enzimas yaplegadas y ligadas asu

cofactor, la ruta de translocación Sec es responsable del transporte de proteínas sintetizadas de

novo antes que éstas adquieran su estructura final (para una extensa revisión ver Pugsley, 1993).

Un punto importante del proceso detranslocación esque éste ocurre sin comprometer labarrera de

permeabilidad general de la membrana (Mari e lto, 2001). La ruta Sec está conformada en

Escherichia coli por las siguientes proteinas: i)SecB, la cual es una chaperona dedicada a la

exportación deproteínas, ii)SecA, que esuna ATPasa que provee laenergia para laexportación yel

movimiento proteico dentro y a través dela membrana y iii) SecY, SecE, SecG, SecO, SecF y YajC,

que son proteinas integrales de membrana (Figura 1). SecY, SecE y SecG forman el complejo

heterotrimérico SecYEG, el cual constituye la ruta o canal para el movimiento polipeptídico. Estas

proteinas atraviesan lamembrana diez, tres ydos veces respectivamente. De esta manera SecYEG

y SecA, conocidos como la translocasa, son los componentes primarios de la maquinaria de

translocación (Mari e Ito, 2001).

Durante mucho tiempo mediante estudios bioquímicos, biofísicos y electrofisiológicos se

habla predicho que el translocón sirve como un canal por el cual las proteínas atraviesan la

membrana La solución de la estructura tridimensional del complejo SecYE-Sec6113 de la arquea

Methanococcus jannaschii (Van den Berg el al, 2004) dio el soporte estructural para estas

afirmaciones. Si bien escierto que muchas preguntas en la translocación de proteínas en arqueas

permanecen sin resolver, el carácter evolutivo conservado del complejo Sec sugiere que la

estructura de M. jannaschii esrepresentativa.

4
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Periplasma

S8cuencia setIaI

Citoplasma

Fig 1. El translocón Seco La preproteina es representada por una linea negra. con la región gris mostrando la

secuencia señal. Pasos 1-3. Targeting. Una secuencia señal y su región C-terminal comprendenun dominio de iniciaciónquees

reconocido porla maquinariaSec. SecB. guia la preprotelnaa la ruta de translocación Secy. adicionalmente. gulael precursor de

unión hacia la Iransfocasa porsuhabilidad para unir SecA. SecA entonces seunea lamembrana enun sitioquetiene gran afinidad

por SecA. SecY, SecE Y SecG foonan el complejo heterolrinérico SecYEG el cual constituye un canal para el movimiento

poIipeptidíco. Pasos 4 y 5. iniciación. Elpaso de iniciación requiereATPpero nosuhidrólisis. Paso 6. continuación. Lacontinuación

de la Iranslocaciónrequiere ciclos dehidrólisis de ATP y/o fuerza protónica a Iravés de la membrana. Paso 7 condusión. Pocose

sabe delproceso deconclusión,elcual ocurre enaliadoperilplásmico,dando lugaralaliberación odoblamiento delsustrato proteico

enelespacio periplásmico (Modificado de Mori e Ito,2001).

Laorganización deeste complejo estal, que SecY está envuelto en dos mitades, las cuales

son unidas por la subunidad SecE, con la subunidad Sec6113 en la periferia del núcleo SecYE.

Cuando sevedesde lacara citoplásmica, el complejo presenta un espacio parecido a un embudo, el

cual disminuye y eventualmente secontrae hacia la parte media dela molécula. Una forma similar

es asumida por la segunda mitad del complejo, pero aquí, un dominio transmembranal provee una

vuelta, que se piensa actúa como un tapón, restringiendo el paso a través del núcleo del complejo.
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Por lo tanto, el movimiento del tapón produce un canal acuoso continuo a través del cual una

preproteína que vaa ser translocada puede pasar (Eichler y Duong, 2004). Cualquier mutación en

los genes que constituyen el sistema Sec de E. coliprovoca severos defectos en laexportación y,

por lo tanto, un fenotipo letal. Pero esto sólo ocurre cuando las células son crecidas en medio rico o

a temperaturas anormalmente altas o bajas. Esto indica que los genes sec son esenciales para la

viabilidad. Elcarácter condicional deestas mutaciones puede indicar que los productos delos genes

sec son inactivos o inestables en esas condiciones o que fallan al interactuar con proteínas antes de

ser secretadas bajo condiciones no permisivas; que su síntesis está arrestada bajo condiciones no

permisivas; o que los reducidos niveles o actividad pueden ser tolerados sólo bajo condiciones

permisivas (Pugsley, 1993).

los sistemas desecreción 11, IVYV incluyen un paso separado detransporte a través dela

membrana interna previo al transporte a través de la envoltura celular. Aunque estas vías difieren

una de laotra en la forma en que las proteínas se transportan a través de la membrana externa, la

exportación hacia el periplasma ocurre mediante elsistema Sec en los tres casos.

Sistema deSecreción Tipo 11

Elsistema desecreción tipo 11 (T2SS) esresponsable delasecrecíón extracelular detoxinas

y enzimas hidroliticas, muchas de las cuales contribuyen a la patogénesis deplantas y animales;

este sistema está ampliamente distribuido entre los miembros deProteobacteria.

la vía general de secreción (general secretory pathway, GSP) es una forma de

translocación, en la cual las exoproteínas cruzan sucesivamente, en dos pasos, las membranas

intema yexterna. Elprimer paso consiste en latranslocación a través delamembrana citoplásmica,

dela proteína precursora lacual contiene un péptido señal en eldominio N-terminal. Este precursor

6
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esmarcado y transportado a través de lamembrana interna mediante el complejo Seco Elpéptido

señal es procesado por la peptidasa lider y la proteína madura se libera hacia el periplasma. A lo

anterior se leconoce con el nombre devía general deexportación, (general export pathway, GEP).

Pero laexoproteína requiere deotra maquinaria para cruzar lamembrana externa y finalmente llegar

al exterior celular, lo cual se logra mediante lo que se conoce como la rama terminal del GSP

(Filloux, 2004). El T2SS es un tipo de transporte particular que pertenece al GSP (Figura 3).

También conocido como rama terminal principal (main terminal branch, MTB) el T2SS consiste de

12-16 proteínas las cuales constituyen su secretón. Los componentes de este sistema fueron

descubiertos porvez primera en Klebsiella oxytoca, y su identificación posterior en Pseudomonas

aeruginosa demostraron que están conservados en la mayoría de las bacterias Gram-negativas

(Filloux et. al. 1990). También se ha demostrado que el sistema de secreción tipo 11 es un

determinante enlavirulencia bacteriana ysehacomprobado suexistencia enpatógenos tales como

Legionella pneumophila y Yersinia pestis (Hales et al, 1999 e Iwobi etal, 2003) Elproceso mediado

por el sistema desecrecióntipo 11 ocurre endos pasos detranslocación demembrana que pueden

serseparados genética y bioquímicamente. Inicialmente las proteínas que se van a secretar son

producidas con péptidos señal en el extremo N-terminal, lo cual permite una translocación Sec

dependiente a través de la membrana citoplásmica. Esto es seguidopor la remoción del péptido

señal y eldoblamiento y la liberación de las proteínas maduras enel espacio periplásmico. En este

tránsito, las proteínas pueden sufrir otras modificaciones, tales como la formación de puentes

dis~lfuro o el ensamble desubunidades antes de que sean translocadas a través de la membrana

externa mediante elsistema desecreción tipo 11 (Sandkvist, 2001) . Este aparato esextremadamente

específico, ya que escapaz dedistinguir lasproteínas que serán secretadas de aquellas que son

proteínas periplásmicas residentes y, con unas cuantas excepciones, reconoce a sus propias

proteínas secretadas deaquellas introducidas porotras especies (Filloux etal, 1990).

7
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Elpresumible poro del aparato del sistema desecreción tipo 11 eslaproteína D, lacual forma

un oligómero de 12-14 subunidades en la membrana externa. La proteína D pertenece a una gran

familia deproteínas llamadas secretinas. Eldominio C-terminal está conservado entre las secrelinas

y se piensa que está embebido en la membrana externa, mientras que el domínio N-terminal es

variable ypuede estar expuesto al periplasma, donde interactúa con otros componentes del aparato

de secreción (Hardie et al, 1996). La proteína S es una lipoproteína pequeña que estabiliza a la

proteína D y que promueve su inserción en la membrana externa en algunas especies. El

requerimiento de la proteína S sólo ha sido documentada para los sistemas desecreción Pul y Out

deKlebsiel/a y Erwinia. Ningún otro sistema desecreción tipo 11 parece tener un gen S, sin embargo

esto no excluye la posibilidad deque otra proteína sea requerida para la inserción en lamembrana

externa y laestabilidad delaproteína Den estos sistemas (Sandkvist, 2001). La proteína B, aunque

sólo seha identificado en unos pocos sistemas desecreción tipo 11, puede ser otro componente que

interactúa con laproteína D. Las proteínas E, LYMforman heterooligómeros yhomomullímeros yse

encuentran en la membrana citoplásmica. Alparecer, en alguna etapa del proceso desecreción, el

aparato atraviesa toda lapared celular, formando un puente entre lamembrana externa e interna, el

cual al parecer, requiere la fuerza protonmotriz de la membrana interna (Lee et al, 2000). Las

proteínas G, H, 1, J Y K forman parte del sístema de secreción Iipo 11 Y son similares a las

subunidades depili típo IVYaligual que las subunidades delos pilis, son producidas como proteínas

precursoras que son procesadas en la región N-terminal y meliladas por la peplidasa prepilina.

Además otros componentes del sistema desecreción Iipo 11 son homólogos a proteínas requeridas

para la biogénesis delos pilis tipo IV. Estas observaciones llevaron a suponer que los dos sistemas

están evolutivamente relacionados yque algunos delos componentes podrían formar una estructura

con forma de pili que soportara la secreción directa o indirectamente. Esto finalmente fue

8
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demostrado (Sauvonnet etal, 2000) cuando sesobreexpresaron genes delsistema desecreción tipo

11 deK. oxytoca en E. coliy semostró que laproteína PulG era capaz deensamblar estructuras con

foma de pili. Con esto surgió la incógnita de cómo es posible que esta estructura lleve a cabo la

secreción de proteínas dobladas ocupando el mismo espacio del poro a través del cual cruzan las

proteínas. Se hapropuesto que el pili actúa como un pistón el cual empuja la proteina secretada a

través del poro de secreción (Filloux et al, 1998, ver figura 2). Pero también existen estudíos que

sugieren que las secretinas tienden a agregarse y formar multímeros altamente ordenados. Tal

supraestructura sugiere modelos altemativos en los cuales la extrusión del pili y la secreción de

proteínas norequieren ocupar elmismo espaciodel poro (Linderoth etal, 1997).

1) 2) 3)

Figura 2. Modelo de la maquinaria del poro delsistema de secreción tipo11. 1)unión de lasexoproteínas yapertura delcanal. 2)

~pacamienlo depseudopifinas y liberación deexoprotelnas. 3)disociación parcial Yreciclaje decomponentes (tomado deFiIloux el

el,l998).

9
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Sistema desecreción tipoIV

Elsistema desecreción tipo IV(T4SS) transloca DNA y sustratos proteínicos a través dela

envoltura celular bacteriana y es el la ruta desecreción deproteínas en bacterias Gram-negativas

menos entendido. Este sistema seha clasificado sobre labase deuna posible relación ancestral con

mecanismos deconjugación bacteriana, por lo tanto, los miembros deesta familia incluyen a todos

los sistemas deconjugación debacterias Gram-negativas y Gram-posítivas así como sistemas que

guarden relación con la translocación deDNA o proteínas (Lawley et al, 2003). Los miembros dela

familia tipo IVse agrupan en: 1)sistemas de conjugación de DNA que median la transferencia de

DNA a la célula receptora, 2) sistemas "efector translocador" que transfieren efectores a células

eucariontes durante Ia infección y 3) sistemas de toma y liberación de DNA, los cuales median el

intercambio de DNA con elmedio extracelular (Ding et al, 2003). La mayoría delos T4SS inyectan

sus sustratos directamente en el citosol eucarionte, al igual que los sistemas desecreción tipo 111.

Los T4SS liberan los sustratos a una célula receptora mediante contacto célula-célula, aunque

también se conocen ejemplos deexportación contacto-independientes en los cuales existe liberación

de DNA y proteínas al medio y a su vez recolección deellos del medio extracelular (Figura 3). La

investigación sobre este sistema desecreción sehadesarrollado en Agrobacterium tumefaciens, un

patógeno de plantas que provoca proliferación descontrolada del tejido vegetal. Este sistema de

secreción funciona como un aparato deconjugación, transfiriendo DNA a receptores bacterianos y

como efector translocador, liberando moléculas efectoras ablancos eucariontes durante la infección.

Elsistema de secreción deeste organismo sehadefinido como VirBlD4 T4SS. Elproducto de los

genes de los operones que lo conforman, elaboran una estructura que cruza la membrana

extracelular, lacual serequiere para latransferencia desustratos, así como un filamento extracelular

10
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denominado pHi T. cuya función es mediar la unión con las células receptoras (Christie, 2004).

Además de éste, seforma también un homomultimero de la proteína acopladora (Coupling Protein.

CP), el cual es ensamblado mediante las proteínas fonnadoras del poro (Mating pore fonnation,

Mpf). Elhomomultimero CP y el pili T actúan de manera coordinada, probablemente como un solo

organelo supramolecular, ya que los requerimientos genéticos para el ensamble del canal de

secreción corresponden casi en su totalidad a los de la biogénesis del pili T. Todas las proteínas

VirB son necesarias para ambos procesos, con la excepción de VirB1. Esta estructura podría

denominarse canal desecreción/piliT, yconsisfírla deun conjunto deproteínas demembrana interna

y una estructura depHi que seextendería a través del periplasma y un poro parecido asecretina en

la membrana externa. Una predicción para este modelo es que el lumen del pHi sirva como un

conducto para los sustratos delasecreción tipo IV. Dicha estructura mediaría las diversas etapas de

translocación (Christie, 2004). Las etapas incluyen el reclutamiento deDNA y sustratos proteicos al

aparato detransferencia, la transferenciade sustratos a través dela envoltura celular y la liberación

desustratos en las células blanco (Cascales y Christie, 2003). Los genes que confonnan el T4SS

parecen ser activados gracias a una respuesta generada por señales ambientales. Moléculas

fenólicas y monosacáridos, liberadas por plantas dañadas o heridas, activan el sistema regulatorio

de dos componentes VirAlVirG, lo cual induce la transcripción del regulón de virulencia viroLa

transferencia deDNA y la fonnación del pHi requiere deVirA, VirB1 a VirB11, VirD1 a VirD4, VirE2 y

VirG. VirB2 es la subunidad principal del pHi, aunque noestá claro si el pHi emana dela membrana

in!erna o de la membrana externa. VirB4 y VirB11 son proteínas de membrana interna y VirD4 es

una proteína citoplásmica; éstas poseen actividad deATPasa. Se hapropuesto que estas proteínas

proveen laenergía para latranslocación demoléculas efectoras a través del pili (Christie, 2004).
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Esimportante señalar que actualmente existe una discusión referente a ladependencia ono

del sistema Sec para T4SS. Algunos autores aseguran que es Sec-independiente (Cascales y

Christie. 2004. Kostakioti et al. 2005) aunque otros afirman que existe evidencia suficiente para

poder decir que es Sec-dependiente en todas sus modalidades (ver arriba) (Saron et al. 2002,

Sandkvist. 2001). Pero debido a la creciente evidencia que soporta la segunda hipótesis (Sums.

2003). sehadecidido colocar alT4SS dentro delos sistemas Sec-dependientes.

Finalmente, el estudio del sistema desecreción tipo 11 Ysu comparación con el sistema de

secreción tipo IVserá fructífero. yaque ambos sistemas tienen lacapacidad aparente deformar pilis

y transportar proteínas al medio extracelular. La información que seobtenga de un sistema puede

ser aplicable alotro yviceversa. De hecho, esposible que estos dos sistemas sean sólovariaciones

sobre un mismo tema.

Tipo 11I

ME

Perl

MI

CIto

TESIS CON
FALL DE ORIGEN

Moléculas efectoras

Tipo IV
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Figura 3. RepresentaciÓll esquemática de los sistemas de seaeci6n 1, 11, 111 Y IV. El tipo I es ejemplifICado por la u

hemolisina enEcoIi, el tipo11I esejemplificado por lasecreciónYopenYersinia, el tipo 11 porla secreoóndepululanasa enKlebsiella

oxytoca y el IV, porel sistema VirB en A lumefaciens. Lahidrólisisde ATP de HlyB, YscN, secA YVirBl l seindica. Las moléculas

efectoras secretadas estánrepresentados poróvalos grises. ME, membrana extema; Perl, periplasma; MI, membrana intema; cito,

citoplasma (Modificado deHenderson el al, 2004).

Sistema desecreción Tipo V

La ruta delos autotransportadores o sistema desecreción tipo V(T588) esuno delos más

ampliamente distribuidos entre las bacterias Gram-negativas y es, quizá, el sistema de secreción

más simple. La familia deproteínas secretadas incluyeaaquellas secretadas mediante elsistema de

autotransportadores (tipo Va o AT-1) la ruta de secreción de dos compañeros (tipo Vb) y el

recientemente descrito tipo Vc (Henderson el al, 2004). Las proteínas secretadas mediante elT588

(Figura 4) son típicamente factores de virulencia con diversos roles en patogénesis y poseen

similitudes en sus estructuras primarias así como notables semejanzas en sus modos debiogénesis

(Henderson y Nataro. 2001). Las proteínas son sintetizadas como grandes precursores de

multidominio, consistente en una secuencia señal N-terminal Sec-dependiente; un dominio pasajero

interno, un dominio a , y un dominio ~ C-terminal. Después del transporte a través dela membrana

interna y el procesamiento delasecuencia señal, el dominio C-terminal se inserta en la membrana

externa, guiando laexportación del dominio pasajero a lasuperficie celular. Allí, el dominiopasajero

puede o quedarse unido a lacélula bacteriana o ser liberado lamedio extracelular (Kostakioti el al,

2005). La mayoría delos modelos propuestos para lasecreción delos T588, sugiere que sobre la
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inserción en la membrana externa, el dominio del translocador C-terminal se dobla en una

conformación barril-13 con un canal central hidrofílico. Una región a-hélice localizada en la región N

terminal del dominio del translocador, llamado la región del "eslabón", adopta una estructura de

horquilla que se inserta enel poro, jalando el dominio pasajero hacia la superficie celular (Jacob

Dubuisson et al, 2004). Basado en el conocimiento actual que se tiene acerca del T588, varios

modelos sehan propuesto para eltransporte del dominio pasajero a través delamembrana externa.

La estructura monomérica del dominio translocador NalP en Neisseria meningitidis, (cuyo cristal

revela un poro de 12.5Ay una estructura barríl-B con todas las características de las estructuras

formadas por las porinas, y además, los dos términos localizados en la cara citoplásmica de la

membrana) lleva acabo lasecreción del autotransportador maduro a través deun poro monomérico

con la estructura barril-l3. De acuerdo con este modelo, la región eslabón se inserta en el canal,

jalando el dominio pasajero hacia la supeficie bacteriana y conectando el poro después de la

secreción (Jacob-Dubuisson et al, 2004). Después de la exportación hacia la superficie celular, el

dominio pasajero adopta su conformación nativa, ya sea con la ayuda de una chaperona

intramolecular o mediante un mecanismo desconocido (Newman y 8tathopoulus, 2004). De allí en

adelante, laproteina doblada puede permanecer unida a lasuperficie bacteriana o puede serunida y

liberada en el medio extracelular (Newman y 8tathopoulus, 2004). El arribo de las secuencias

genómicas ha abierto un nuevo capitulo en elestudio delas proteinas secretadas mediante elT588 .

Y ha demostrado que las proteinas autotransportadoras representan la familia más grande de

polipéptidos secretados en bacterias Grarn-negativas. 8in embargo, a pesar de la identificación de

varios cientos deproteínas autotransportadoras mediante análisis insilíco, sólo una mínima cantidad

deellas han sido caracterizadas. Por lo tanto, esmuy probable que futuras investigaciones revelen
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que muchas de estas proteínas juegan papeles esenciales en la patogénesis de enfermedades

infecciosas (Henderson elal, 2004).

TipoVa

Cito

Tipo Vb

H.". 4,'OQH

TipoVe

~~

-

Figura 4. Esquema de los sistemas de secreción tipo V. Las poliprotelnas autotransportadas son sintetizadas y

generalmente exportadas a través de la membrana citop/ásmica mediante la ruta SecoUna vez que sehaya cruzado la membrana

interna, la secuencia sella! serompe Yel p~inio seinserta enlamembrana externa enuna estructura barril-p que forma unporo

en la membrana externa. Después de la formación del barril-P el dominio pasajero se inserta en el poro Yes translocado en la

superficie celular bacteriana, donde puede sufrir o no, otros procesos. ME membrana extema; Peri, periplasma; MI, membrana interna;

Cito, citoplasma (Modificado deHenderson elal, 2004).
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Sistemas deSecreción Sec-independientes

En contraste con los sistemas de secreción tipo 11, IVYV, los sistemas desecreción tipo I y

111 son independientes del sistema Sec y por tanto, no incluyen elprocesamiento delaregión amino

terminal de las proteínas secretadas. Además, la secreción deproteinas a través deéstas últimas

rutas ocurre mediante un proceso continuo, sin la presencia deintermediarios periplásmicos.

Sistema deSecreción Tipo I

Elsistema desecreción tipo I (T1SS) permite lasecreción deprotelnas dediversos tamaños

y funciones dei citoplasma hacia el medio extracelular en un solo paso, sin un intermediario

periplásmico estable. El estudio deeste sistema seha enfocado a la secreción de la a hemolisina

(HlyA) de E. coli (Figura 3). La señal desecreción está usualmente localizada enlaregión e-terminal

de la proteína y nose rompe durante la secreción (Delepalaire, 2004). Muchas de las protelnas

secretadas tienen regiones repetidas ricas en glicina que unen especificamente iones decalcio. La

mayoría de la proteinas secretadas contienen entre unas cuantas y más de 50 repeticiones, las

cuales forman estructuras con forma desándwich oestructuras beta plegadas con iones decalcio en 

las vueltas. Se ha demostrado que estas repeticiones son necesarias para la actividad de la

proteína secretada (Finníe et al, 199B). La maquinaria del sistema desecreción tipo I consiste de

tres proteínas localizadas en la envoltura celular, todas ellas se requieren para la secreción. Una

proteína que posee un dominio citoplásmico que hidroliza ATP y es conocida como cassette de

unión a ATP (ATP-binding cassette, ABC), que comprende dos dominios de unión a nucleótido
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(nucleotide-binding domain, NBD) unidos ados dominios transmembranales. Eldominio citoplásmico

reconoce al sustrato mediante su señal de secreción y es responsable de la especificidad del

proceso desecreción; secree que forma un dímero (Wandersman, 1996). La proteína de fusión a

membrana (membrane fusion protein, MFP) o adaptador, consiste deun dominio citoplásmico corto

enlaregión N-terminal seguido deun ancla membranal y un gran dominioperiplásmico. Secree que

éste establece uniones específicas entre los componentes de las membranas externa e interna en

respuesta a la unión desustrato en la cara citoplásmica. El tercer componente del sistema es una

proteína demembrana externa perteneciente a la clase ToIC. La estructura cristalográfica deesta

proteína (Koronakis etal, 2000) reveló que esun complejo trimérico el cual forma un canal lleno de

agua (140 A) a través del cual la membrana externa y el periplasma se abren hacia el medio

extracelular ysecontraen en laparte periplásmica. La interacción inicial delaregión C-terrninal dela

proteína que será secretada con laproteina ABC desencadena elensamble secuencialdel complejo

de secreción al generar interacciones específicas posteriores entre los componentes ABC, MFP y

OMP (Delepelaire, 2004).

El primer modelo descrito del T1SS fue la secreción dela alfa-hemolisina (HlyA) de E. coli

uropatógena (UPEC) (Koronakis et al, 1989). HlyA es una Iipoproteina modificada con un dominio

repetido de11-179 aminoácidos que unen calcioy los cuales sepiensa que interactúan con lacélula

huésped. Esta interacción estimula la inserción de HlyA en la membrana plasmática de lascélulas

eucariontes, causando la formación del poro y la liberación de los contenidos citoplásmicos. Otros

modelos han contribuido también al entendimiento de este sistema de secreción, como el de

metaloproteasas deErwinia chrysanthemi, ciclolisinas deBordetella pertussis y de la proteína S de

Caulobacter crescentus (Delepelaire, 2004). Los transportadores ABC del sistema desecreción tipo I

proveen una ruta desecreción lacual es dependiente delahidrólisis deATP. Los sustratos deestos
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transportadores son localizados en lasuperficie delamembrana extema o liberados como proteinas

solubles enel medio extracelular, Las proteínas delnss que permanecen asociadas a lasuperficie

celular incluyen ciertas glicanasas y la proteína protectora de la pared S (Fath y Colter, 1993).

Finalmente, el dominio ABC de los T1SS es el más cercano filogenéticamente entre los

transportadores ABC bacterianos a los TAP1/2 (transportador de péptidos) y Mdr, los cuales se

hallan en mamíferos, incluyendo ahumanos (Young yHolland, 1999).

Sistema de secreción tipo 111

El sistema de secreción tipo 111 (T3SS) es, sin duda, el más documentado dentro de los

sistemas de secreción en bacterias Gram-negativas (para una extensa revisión ver Hueck, 1998;

para una revisión reciente ver Ghosh, 2004). Este sistema desecreción (Figura 3)esel responsable

nosólo dela liberación defactores devirulencia directamente en la célula huésped, locual implica la

exportación deproteínas a través delaenvoltura celular bacteriana y en lamembrana plasmática de

las células eucariontes, sino también dela formación delaestructura supramolecular que provee el

movimiento en bacterias llamada flagelo (He et al, 2004). El flagelo bacteriano (para revisión ver

Macnab, 2003) es un organelo para la propulsión celular y hasido estudiado mayoritariamente en

Salmonelfa y Escherichia coli las cuales poseen de 6-8 flagelos por célula; sin embargo existen_

bacterias que poseen un solo flagelo y algunas especies de Vibrio, Aeromonas, Azospirilfum y

Rhodospirillum, poseen dos sistemas flagelares que son utilizados bajo diferentes circunstancias

(Macnab, 2003, McCarter, 2001). En estos casos, elnado en medio líquido espromovido por un solo

flagelo polar, mientras que el nado sobre superficies o ambientes viscosos ("Swarming" o nado en

enjambre) ocurre gracias a la producción de flagelos peritricos o laterales. El flagelo polar es

sintetizado continuamente, mientras que la presencia de flagelos laterales es inducida bajo
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condiciones que incapacitan las funciones del flagelo polar. Asi, por momentos, dos tipos de

organelos flagelares están siendo ensamblados almismo tiempo (McCarter, 2004)

Las bacterias utilizan los flagelos para moverse hacia microambientes favorables, los

estímulos pueden ser químicos, de luz, de temperatura, etc. Algunos de estos estímulos son

detectados mediante quimiorreceptores localizados en la membrana citoplásmica. El flagelo está

dividido en tres partes: filamento, gancho y cuerpo basal. Elfilamento (que alcanza un tamaño 5-10

um de longitud y 20 nm de diámetro) y el gancho (55 nm de longitud) están fuera de la célula,

mientras que laestructura basal está anclada en las membranas interna yexterna (16 nm delargo y

27nm deancho). Elcuerpo basal eslafracción más compleja del flagelo, yaque en élseencuentra

la maquinaria necesaria para poder ensamblar el sistema desecreción tipo 111, el cual exporta los

componentes axiales (las subunidades que forman el gancho y el filamento) y además, engloba el

motor flagelar, cuya función final esproveer lafuerza para rotación del filamento (Aizawa, 1996). La

expresión delos genes flagelares está estrictamente controlada enun orden jerárquico; en E. coli y

Salmonella, senecesitan aproximadamente 50 genes para formar un flagelo funcional. Elflagelo rota

gracias a lafuerza protónmotriz o, en algunos casos, a lafuerza proporcionada porun gradiente de

sodio. La energía electroquímica seconvierte en torque, que resulta en larotación del motor flagelar,

el cual está unido al filamento a través del gancho y del eje que forma parte del cuerpo basal

(Macnab, 2004). La rotación del filamento helicoidal impulsa la célula. El motor flagelar contiene un

interruptor que puede generar rotación endirección de las manecillas del reloj (CW) o endirección

contraria a las manecillas del reloj (CCW). Las dos direcciones tienen consecuencias diferentes para

lacélula; reorientación aleatoria o movimiento hacia adelante respectivamente (Macnab, 2004). Los

flagelos forman una trenza para impulsar la célula en una misma dirección cuando la rotación en

sentido contrario a las manecillas del reloj esaplicada, impulsando las células a una tasa de10urn
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S-l. Existen nueve proteínas (FliH, Flil, FliJ, FlhA, FlhB, FliO, FIiP, FlíQ YFIiR) que son parte esencial

para el aparato de exportación flagelar ya que participan en la exportación detodos los sustratos

conocidos (Minamino y Macnab, 1999). Después de la formación del aparato deexportación, todos

los demás componentes del flagelo son secretados gracias al T3SS, excepto los anillos L y P

(Macnab, 2003). Una vez que elaparato deexportación se ha ensamblado, se forma eleje, formado

por lasproteínas FlgB, FlgC, FlgF y FlgG, los anillos L y P (Flgl YFlgH), los cuales seubican en la

membrana externa y la pared depeplidoglicanos respectivamente, el gancho (FlgE), y finalmente el

filamento (FIiC) (Aizawa, 1996; Macnab, 2003). Aunque el flagelo cumple con la función específica

deproveer movimiento a las células, seha observado que elaparato deexportación flagelar también

es capaz deexportar proteínas asociadas a virulencia enYersinia enteroco/itica (Young etal, 1999).

Los sistemas desecreción tipo 111 asociados a la virulencia son organelos especializados

que translocan proteínas bacterianas de virulencia (efectores) del citoplasma bacteriano

directamente en el citoplasma delacélula huésped. Estos efectores translocados alteran funciones

básicas de la célula huésped, tales como: transducción deseñales, arquitectura del citoesqueleto,

tráfico membranal y expresión génica de citocinas (Ghosh, 2004). Muchos patógenos Gram

negativos como Yersinia, Salmonella, Erwinia y Pseudomonas requieren este sistema para causar

enfermedad en células huésped deanimales y plantas. Aunque los efectores translocados entre los

patógenos varían, la visualización delos organelos asociados a lavirulencia deSalmonella enterica

serovar Typhimurium, Shigella f1exneri, Escherichia coli y Yersinia enferocolitica, muestra que la

estructura en sí misma está muy conservada (Kubori et al, 1998; Tamano et al, 2000; Hoyczyk y

Blobel, 2001; YDaniel! et al, 2001). Hasta ahora, la estructura mejor caracterizada dentro de los

organelos asociados a virulencia dependientes del T3SS esel complejo deaguja (needle complex,

NC) codificado por la isla 1 de patogenicidad de S. enterica serovar Typhimurium. Observado por
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vez primera hace más de 20 años y confundido en ese momento como un intermediario del

ensamble del cuerpo basal flagelar (Kimbrough y Miller, 2002), nofue sino hasta después de 1995

(cuando las similitudes entre el flagelo y los T3SS asociados a virulencia seestablecieron) que el

complejo de aguja fue purificado y correctamente descrito (Kubori et al, 1998). La estructura está

conformada por aproximadamente 20proteínas, de las cuales todas son necesarias para formar un

organelo funcional. Esta estructura se forma por dos anillos que interactúan con la membrana

extema, dos anillos internos que interactúan con la membrana citoplásmica y una extensión

extracelular en forma deaguja que tiene 8 nm dediámetro y 80nm de longitud con una canal en el

centro deaproximadamente 13nm; el número decomplejos por célula ronda las cien unidades, las

cuales seencuentran distribuidas a lolargo delacélula (Kubori etal, 1998; Kimbrough y Miller, 2000

y Kimbrough y Miller, 2002). El complejo deaguja esesencial para una invasión exitosa delacélula

hospedera, ya que ciertas mutaciones en los genes que lo conforman demuestran que la virulencia

disminuye significativamente o inclusodesaparece (Sukhan etal, 2001). La longitud dela aguja está

controlada genéticamente deuna manera similar alcontrol delalongitud del gancho en el flagelo. La

deleción en la proteína InvJ muestra agujas anormalmente largas, y por lo tanto, la supresión de la

patogenia (Kubori et al, 2000). En el flagelo, mutaciones en el gen niK, provocan ganchos
)

irregularmente largos (Kawagishi etal, 1996; Minamino etal, 1999). Estructuralmente, elcomplejo de

aguja posee una sorprendente similitud con el flagelo (Fig. 5). El notable parecido estructural y

genético deéstas dos estructuras (Aizawa, 2001) dio lapauta para que estas dos estructuras fueran

esíudladas mediante análisis filogenéticos. Un estudio sugiere que una duplicación genética de los

genes flagelares dio origen a las estructuras de virulencia asociadas al T3SS y que cuando la

duplicación fue exitosa la estructura se especializó en exportar proteínas, perdiendo funciones

propias del flagelo (Nguyen et al, 2000). Por otro lado, un estudio más reciente señala que ambas

tuvieron un origen común ancestral yque evolucionaron independientemente launa delaotra dando
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lugar a funciones y estructuras diferentes (Gophna et al, 2003). En un estudio reciente, se logró

observar una nueva estructura de virulencia formada por S. enterica serovar Typhimurium

(Chakravortty etal, 2005), lacual es codificada porlaisla depatogenicidad 2 (Salmonella eslaúnica

bacteria hasta ahora, enlaque se han hallado dos T3SS asociados a virulencia (Shea etal, 1996) y

ambos son necesarios para una colonización exitosa de la célula huésped), dicha estructura se

asemeja al complejo deaguja, pero a diferencia deéste, sólo se leencuentra individualmente o en

pocas unidades en unsolo polo delabacteria.

130m

Complejo gancho-cuerpo basal

Membrana externa

Membl'ana inlerna

¡ Complejo
í de aguja

1aOnm

!
íl
~1 1 8 nm
~
12 nm
~1 20 nm
~ ~.-. ..... ,

~O nm

Figura 5. Comparación delcomplejo gancho-cuerpo basal flagelar yelcomplejo de aguja utilizado para lasecreción

de factores de virulencia. Las fotos inferioresmuestran micrografías electrónicas detransmisión delosrespectivos complejos. B lector

debe advertir que en la figura delcomplejo gancho-cuerpo basal noestá representado el filan1ento, cuya longitud ronda 5-10 J.IlTI

(Modificado deMacnab, 2003).
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Antecedentes

Rhodobacter sphaeroides (Figura 6)esuna bacteria fotosintética púrpura nosulfurosa, que

pertenece al subgrupo a-3 de Proteobacterias. Es un organismo de vida libre, no patógeno y que

nada gracias a un solo flagelo que rota unidireccionalmente. Para cambiar dedirección, la bacteria

sufre periodos deparo, durante los cuales, el filamento flagelarserelaja y elmovimiento Browniano

permite cambios en la dirección de nado (Armitage y Macnab, 1987). R. sphaeroides es

metabólicamente muy versátil, es capaz de crecer en condiciones heterotróficas o fotoheterotróficas,

utilizando preferentemente ácidos orgánicos como donadores de electrones. En la oscuridad es

capaz de crecer fermentativamente. Además, en ausencia deoxigeno y amonio es capaz de fijar

nitrógeno. Ha servido como modelo para estudiar la fotosíntesis bacteriana así como para entender

la biogénesis flagelar en organismos monoflagelados. La estructura flagelar en R. sphaeroides, así

como los genes que lo conforman, es muy similara aquellos descritos para E. coliy Salmonella.

También la organización jerárquica flagelar observada en sus contrapartes entéricas está presente

en R. sphaeroides (Poggio et al, 2000). Además, R. sphaeroides posee características que la

separan deotras bacterias monoflageladas como Caulobacter cresecentus o Sinorhizobium meliloti,

como por ejemplo, un gancho recto (West yDreyfus, 1997). Se ha observado que apesar deseruna

bacteria monoflagelada, R.sphaeroides nada más rápido que E. eoli, alcanzando velocidades de35

urn s'l, mientras que ésta última, lo hace a 20 urn S·l (Armitage y Schmitt, 1997). El genoma

completo de R. sphaeroides fue secuenciado y liberado en 2001. Consta de dos cromosomas

circulares, el cromosoma I tiene 3.0 megabases, y el cromosoma 11, 0.9 megabases, los cuales

contienen 3106 y 874 marcos de lectura abiertos (ORFs) respectivamente. Posee también cinco
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replicones endógenos adicionales (Choudhary et al, 2004). Estudios preliminares mostraron que

varios genes tienen copias duplicadas o multiplicadas dentro del genoma. Las multiplicaciones

génicas incluyen los genes responsables delaquimiotaxis como cheA, cheB, cheR, cheWy cheY,

as! como genes reguladores, genes responsables del metabolismo de aminoácidos, genes de

replicación y partición ygenes dechoque decalor (Mackenzie etal, 2001). Sin embargo, también se

observó la duplicación de un gran número de genes dentro del cromosoma, los cuales incluyen

genes del metabolismo decarbono, oxidoreductasas y los genes flagelares. Los genes duplicados

ensu conjunto superan en número a los que se encuentran multiplicados (Choudhary et al, 2004).

Algunas caracterizaciones bioquímicas y genéticas han sido dadas a conocer con anterioridad para

algunos genes duplicados implicados con elmetabolismo debiosíntesis detetrapirroles y la fijación

de nitrógeno (Dryden y Kaplan, 1990; Neidle y Kaplan, 1992; Neidle y Kaplan, 1993). Las

duplicaciones concernientes a los genes flagelares resultan un misterio, ya que a lafecha nose han

observado células que posean más de un flagelo o que formen alguna estructura supramolecular

homóloga al flagelo. Dichas duplicaciones se encuentran localizadas en una región cromosómica

muy alejada deaquella enla que sehalla elgrupo degenes flagelares que síntetizan el flagelo. los

cuales han sido descritos y caracterizados previamente. La identidad de aminoácidos delas copias

flagelares funcionales con sus contrapartes duplicadas oscila entre 28y47% (Mackenzie etal, 2001

y Choudhary el al, 2004). En la tabla 1 seindica la identidad deaminoácidos entre las dos copias

flagelares.
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Gen %

Identidad

FlgB 31

FlgC 28

FlgE 24

FlgF 30

FlgG 42

FlgH 30

Flgl 39

FIiI 36

FliF 29

FliG 21

FliN 35

FliP 41

FIiQ 47

FIiR 33

FlhA 36

FlhB 42

Tabla 1. Porcentaje deidentidaddeaminoácidos entre las dos copias flagelares halladas enelgenoma deR.

sphaeroides.
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Las duplicaciones flagelares se encuentran organizados en forma tal que sugieren la

existencia de operones, además ninguno de estos genes presentan mutaciones evidentes que

pudieran afectar su posible expresión. Análisis previos en el laboratorio indican que estos genes

parecen ser funcionales ya que, un ensayo de reacción en cadena de la DNA polimerasa con

transcriptasa reversa (RT-PCR) muestra una banda que pudiera corresponder al transcrito del gen

flgE2 (se añadirá el sufijo 2 deahora en adelante, para diferenciar a las copias duplicadas de sus

contrapartes caracterizadas). Por lo tanto se decidió estudiar las segundas copias de los genes

flagelares en R. sphaeroides bajo lahipótesis deque los productos deestos genes podrían formar

una estructura diferente del flagelo que noha sido aún observada.

f •• •
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Figura 6.Rhodobacter sphaeroides.

(Folo COIlesía dellaboralorio delDr. Georges Dreyfus)
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Hipótesis

Las copias flagelares duplicadas de Rhodobacter sphaeroides codifican para los

componentes deuna estructura desecreción tipo 111, conocida como el complejo deaguja, o alguna

estructura semejante.

Objetivos

• Generar dos mutantes, en el gen flgE2, (gancho) y enel gen flhA2, (aparato de secreción

tipo 111), utilizando un cassette deresistencia yungen reportero.

• Monitorear la actividad transcripcional de los genes flgE2 y flhA2 mediante un gen reportero

yprobar as! laexpresión o nodelas copias flagelares duplicadas.

• Estudiar, mediante análisis teóricos, la naturaleza de las copias flagelares duplicadas y su

relación con las copias flagelares caracterizadas.
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Materiales y métodos.

Plásmidos:

pTZ19R: fagémido multifuncional de -2870 pb, que contiene los sitios de replicación f1 y

pBR322. Posee el sitio múltiple de clonación de pUC19 y el gen lacZ' que permite la selección de

colonias azules yblancas mediante laadición deX-gal. (Pharmacia)

pCR 2.1 TOPO: vector de clonación de 3931 pb, especificamente diseñado para clonar

productos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Contiene el sitio de replicación f1 y el

origen de pUCoPosee el promotor/sitio de unión T7 y el gen lacZ' para la selección de colonias

blancas y azules. (Invitrogen)

pRK415: derivado delpRK404 , plásmido movilizable, retiene elpromotor lac, MCS derivado

del pUC19, RK2 oriV, oriT, lacZa, Tcr(Keen etal.,1988)

Cepas Bacterianas

Escherichia coli:

DH5a: supE44 ~/acU169 (680 lacZ 6M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.

(Hanahan, 1983)

28

Neevia docConverter 5.1



JM103: supE th;!'1 (/ae-proAB) F'[traD36 proAB+ laelq laeZ !'1M15) (Messing etal" 1981)

S17-1: reeA endA th;hsdR RP4-2-Tc::Mu::Tn7Tpr Smr(Simon etal., 1983)

XL1-Blue: supE44 hsdR17 reeA1 endA1 gyrA46 th;relA1/ac: F'[proAB+ laelq laeZ !'1M15 Tn

10(tetr)] (Bullock el al., 1987)

Rhodobacter sphaeroides:

WS8: cepa silvestre con resistencia espontánea aácido nalidíxico.

2.4.1: cepa silvestre con resistencia espontánea aácido nalidíxico.

CM1: 2.4.1 !'1 flgE2::u;dA:aadA.

CM2: WS8 !'1 flgE2:: uidA:aadA.

CM3: 2.4.1 !'1 flhA2::u;dA:aadA.

R. sphaeroides 2.4.1 fue crecida fotosintéticamente en viales estériles de10mL oa30°C en

oscuridad conteniendo medio mínimo desuccinato: K2HP04 34.8g, (KH4)2S04 5.0 g,ácido succínico

40g, ácido L-glutámico 19, ácido L-aspártico O.4g, NaCI 5g,ácido nitrotriacético 2g, MgS04 3g,CaCI

0.334g, FeSo4 0.020g, (NH4)6Mo7024 1% solución 0.2 mL, solución deelementos de traza (EDTA
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1.765g, Zn S04. 7H20 10.95g, FeS04. 7H20, MnS04. H20 1.54g, CUS04 . 5H20 0.392g, Co{N03)2.

6H20 0.248g, H3B03 0.114 para 100mL) 1mL, solución de vitaminas (ácido nicolínico 19, tiamina

HCI 0.5g, biotina 0.010g para 100mL) 1mL, para 1 litro.

Métodos degenética molecular.

Preparación y transformación de células E. coli competentes usando cloruro de calcio.

(Cohen etal., 1972)

Se crece hasta fase exponencial (D.O.600 -0.5) 10mL de la cepa de interés. Se incuba 10

minutos en hielo y se centrifuga a 4°C por 5 minutos a 5000 RPM. Sedecanta y se resuspende

cuidadosamente en loque resta demedio. Se agregan 5 mL deCaCI2 100 mM y seincuban por15

minutos. Nuevamente se centrifugan las células y se resuspenden cuidadosamente en 700 ul, de

CaCI2 100mM. Se incuban en hielo por almenos 1hora. Posteriormente, setoma un alícuota de200

ul., se transfiere a un tubo de microcentrifugación y se le agregan 50 ng de DNA, mezclando

lentamente con una micropipeta. Se incuban en hielo por30minutos y seinduce un choque térmico

(42°C) por 2 minutos. Inmediatamente después, secolocan enhielo por otros 2 minutos. Al final se

agregan 800 ¡.tI de LB y se incuba el cultivo por 45 minutos a 37 "C para que las bacterias se

recuperen y expresen el marcador de resistencia al antibiótico codificado por el plásmido.

Finalmente se platean en medio selectivo.
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Transformación deE. colí mediante electroporación (Chassy etal., 1988).

Para preparar bacterias electrocompetentes, se crece un cultivo de 10 mL hasta fase

exponencial media (O.D. 600- 0.4), seenfría por 10minutos y secentrifugan las células a 5000 rpm

por 5 mínutos a 4°C. Se decanta y se resuspende cuidadosamente en lo que sobra de medio. Se

agregan 5mL deH20 bidestilada desionizada estéril fria (2-4°C) ysecentrifuga nuevamente con las

condiciones antes mencionadas. Los lavados con agua se repiten 5 veces. Al final, en un tubo de

microcentrifugación las células son resuspendidas en 150 IlL de solución fria de H20 y 10% de

glicerol. La suspensión celular puede ser congelada y guardada a -70 "C hasta por6 meses sin

pérdida deeficiencia detransformación.

Para transformar, se enfria una celda de electroporación durante 10minutos en hielo. Se

agregan 25ng de DNA a las células electrocompetentes y se vacian en la celda cuidando que las

células toquen el fondo para una transformación eficiente. Se coloca la celda en el aparato de

electroporación y sedaun pulso de 1.8 kV. Inmediatamente después se agrega 1 mL deLB para

recolectar las células y se recuperan a 3rC durante 45 minutos. Se colectan y platean en medio

selectivo.

Purificación defragmentos deDNA apartir degeles deagarosa.

Para extraer ypurificar fragmentos deDNA se utilizó elkitdeextracción QIAEX 11 deQiagen.

Se siguieron las instrucciones del fabricante entodos los pasos.
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Purificación deplásmidos en pequeña escala mediante minipreparaciones hervidas (Holmes

y Quingley, 1981).

Se inoculan 3 mL de medio selectivo con la colonia de interés durante toda la noche a

37°C. Se centrifugan 1.5mL del cultivo yelpaquete celularseresuspende en loque resta demedio

después dehaber decantado el tubo. Se agregan 300 JlL deSTET ( 8% desacarosa, 50mM EDTA

pH 8.0, 5% tritón, 50 mM Tris-HCI pH 8.0) Y 30 JlL de Iisozima. Esta mezcla de se agita

vigorosamente durante 1 segundo y se hierve durante 45 segundos. Posteriormente se centrifuga

durante 15 minutos a temperatura ambiente a 14000 rpm y elsobrenadante estransferido a un tubo

limpiodonde seprecipitan los plásmidos agregando 300 JlL deisopropanol ycentrifugándolos enfria

a 14000 rpm durante 20minutos. El paquete celular resultante selava con etanol al 70% y seseca

al vacío durante 10 minutos. Finalmente se resuspenden con 40 JlL de H20 bidestilada y

desionizada.

Purificación de fragmentos de DNA mediante geles de bajo punto de fusión (Wieslander,

1979).

Se prepara un gel con agarosa debajo punto defusión al0.8% (BIO-RAD) y buffer TBE 1X.

Después de haber teñido el gel en bromuro deelidio, se procede a observarlo bajo la luz UV de

onda larga. Posteriormente secortan las bandas deinterés y sefunden enun tubo decentrifugación
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a 70°C durante 10 minutos. Se calcula el volumen de la agarosa y se le agrega 1/10 de NaCI 5M

para dejarlo reposar nuevamente a la misma temperatura 5 minutos más. Durante este tiempo se

procede asaturar una solución defenol con NaCI mezclando 100 ~L deNaCI5M, 400 ~L deH20 y

500 ~L defenol; se agita vigorosamente la mezcla durante 30segundos y secentrifuga durante 1

minuto. Se retira la fase acuosa y el fenol se coloca a 37"C durante 5 minutos. Se agrega a la

agarosa fundida 213 del fenol, seagita vigorosamente durante 30segundos ysecentrifuga durante 5

minutos a temperatura ambiente a 14000 rpm. La fase acuosa resultante se tansfiere a un tubo

limpio y se agrega un volumen de fenol/cloroformo, se agita durante 30segundos y se centrifuga

durante 2 minutos. Nuevamente la fase acuosa se transfiere a un tubo limpio y se repite el paso

anterior pero ahora sólo con cloroformo. Finalmente se añade un volumen de isopropanol y se

mantiene a - 20°Cdurante almenos 2 horas para después centrifugarlo enfrío a 14000 rpm por 20

minutos y resuspenderlo en un volumen adecuado deH20.

Purificación deplásmidos por columnas QIAGEN.

Para extraer plásmido a gran escala se utilizó el Plasmid Maxi Kit de QIAGEN con las

columnas P-20, las cuales poseen una resina de intercambio aniónico a la cual se une el DNA

plasmidico y que eseluido por un buffer alto ensales, y después, concentrado y desalado mediante

precipitación con isopropanol. Se siguieron las instrucciones del fabricante entodos lospasos.
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Ensayos demovilidad.

Se toma una allcuota de5¡.t.1 decultivo enfase exponencial ysecoloca enlasuperficie dela

caja denado, (agar al 0.22%) las cajas seincuban aeróbicamente en oscuridad, en una cámara de

humedad a30·C. Elproceso denado seobserva como laformación deun halo apartir del punto de

inoculación.

Hibridación ONA-ONA tipo Soulhem Blot (Soulhem, 1975).

Se corre un gel con las muestras de ONA cromosomal digerido con las enzimas de interés,

setiñecon bromuro deetidio y setoma una fotografía. Para desnaturalizar el ONA, elgel seincuba

en 5 volúmenes de HCI 0.25 mM en agitación suave por 15 minutos y después 2 lavados en 5

volúmenes deNaCI1.5M, MaOH 0.5M por 20minutos en agitación suave. Para neutralizar, elgel es

incubado en 5 volúmenes deTris 100M (pH 7.5), NaCl105M por 20minutos a temperatura ambiente

con agitación suave. Posteriormente el ONA contenido en elgel fue transferido a una membrana de

Nylon (Hybond-N, Amersham) mediante presión positiva durante 15 minutos e incubada toda la

noche a70·C.

Para prehibridar la membrana se requiere solución de prehibridización (Formamida 50%

(v/v) SSPE 6x, solución Oemhardt 5x, SOS 10% (plv) 1%). Se utilizan 20 J.1L de ONA de timo por

cada mL de solución prehibridizadora, se hierve previamente durante 10minutos y se incuba en
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hielo por 5 minutos, simultáneamente se calienta la solución prehibridadora a 42°C y se mezclan

perfectamente. Posteriormente se coloca la membrana de nylon en una bolsa de hibridación y se

agrega la mezcla con cuidado que no queden burbujas. Se sella la bolsa y se incuba a 42°C al

menos durante 6horas.

Seguidamente, secalienta la solución dehibridización (sulfato dedextrán 10%, formamida

50%, SSPE 6x, solución Denhardt 5xy SDS 1%) a 42°C, y sedesnaturaliza lasonda (marcada con

biotina-14-dCTP y un kit de marcaje de cebadores al azar (Invitrogen)) junto con DNA de timo

hirviéndolos durante 10 minutos yenfriándolos inmediatamente en hielo. Al final ambas semezclan y

se depositan en la bolsa de hibridización con la membrana de nylon reemplazando la solución

anterior e incubándolo a42°C durante toda lanoche.

Posteriormente la membrana se lava con SSC5x y SDS 0.5% a 65°C dos veces durante 5

minutos; una vez con SSC 0.1X y SDS 0.1% a 50°C durante una hora; finalmente se lava una vez

con SSC 2X atemperatura ambiente durante5 minutos.

Para unir el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina SA-AP, la membrana requiere ser

lavada con TBS-Tween 20 dos veces durante un minuto a temperatura ambiente, para después

someterla a la solución bloqueadora BSA (0.03g de albúmina sérica bovina por cada mL de TBS

T~een 20) por una hora a65°C con agitación suave. Después lamembrana secoloca enuna bolsa

de hibridación y se agrega el conjugado SA-AP (5mL de SA-AP en 5mL de TBS-Tween 20) y se

agita manualmente por 10 minutos para después lavarla con TBS-Tween 20 una vez durante 15

minutos ydespués una vez más durante una hora.
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Después, la membrana se lava con buffer delavado final (Tris Base 1oomM, NaCI100mM y

MgCI2*6H20 pH 9.5) durante 15minutos y luego por una hora. Se aplica el agente de detección

luminosa (10¡.lUcm2) CDP-Star (TROPIX), sedeja reposar durante 5minutos y finalmente seexpone

sobre una placa derayos X durante 5minutos o el tiempo que sea necesario.

Determinación delaactividad enzimática de13-glucuranidasa (Jefferson etal, 1986).

Se preparan cultivos delas cepas deinterés en 10mL demedio selectivo. Cuando elcultivo

seencuentra en fase exponencial (0.0.600 -0.5) las células secolectan en tubos de1.5mL mediante

centrifugación en frío. El paquete celularse resuspende en 200 mL debuffer deextracción (50 mM

NaH2P04 pH 7, 10 mM l3-mercaptoetanol, 100 mM Na2EDTA, 0.1% Triton X-1OO) Las células se

Iisan por sonicaci ón y las proteínas celulares son separadas de los restos celulares por

centrifugación.

El ensayo se lleva a cabo en buffer de extracción con 4-metilumbelifrill3-D-glucurónido (1

mM). Las reacciones se incuban a 3rC en alícuotas de400 mL debuffer deensayo previamente.

calentado a las que seagregan 100 mL del sobrenadante dela muestra. Lareacción sedetiene en

tres tiempos transfiriendo alícuotas de 100 mL a un tubo con 900 mL de buffer de paro (0.2 M

Na2C03) a temperatura ambiente. Las muestras se miden en un fluorómetro calibrado con una

solución blanco de4-metilumbeliferona (10 mM) con una longitud deonda deexcitación de365 nm y

deemisión de455 nm.
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Construcción deárboles filogenéticos.

Las secuencias de aminoácidos delas proteínas analizadas fueron obtenidas delbanco de

datos disponible en hlto:/Iwww.ncbi.nlm.nih.gov y alineadas mediante el programa MUSCLE

(hltp://www.drive5.com/muscleD. El uso de secuencias redundantes de los mismos géneros de

bacterias fue evitado. Posteriormente, las secuencias fueron sometidas a un análisis de Neighbor

joining (Saitou y Nei, 19B7) en el programa MEGA 3 (Kumar et al, 2004), aplicando 1000

repeticiones de bootstrap y usando la matriz Jones-Taylor-Thomton. El árbol consenso de cada

proteina semuestra eneste trabajo.

37

Neevia docConverter 5.1



Resultados

Se aislaron dos mutantes, en los genes flgE2 y flhA2 respectivamente. El gen flgE2 es la

copia duplicada del gen que codifica para las subunidades que conforman elgancho. El producto del

gen flgE2, hipotéticamente, sehallaría enel espacioextracelular. El gen flhA2 eslacopia duplicada

que presenta similitud con el gen cuyo producto forma parte del aparato de exportación. Ambas

mutantes fueron construidas utilizando el cassette de resistencia .uidA:aadA el cual lleva el gen de

resistencia a espectinomicina y el gen que codifica para la ~-glucuronidasa, a través del cual es

posible monitorear la actividad transcripcional de los genes, ya que su expresión depende de la

presencia depromotores exógenos.

Primeramente se realizó una reacción de RT-PCR (reacción en cadena de la DNA

polimerasa y transcriptasa reversa) para el gen flgE2 utilizando RNA total aislado de la cepa WS8

crecida en condiciones heterotróficas; así como un par de oligonucleótidos diseñados con base enla

secuencia genómica deR. sphaeroides 2.4.1 . Elproducto deamplificación esperado corresponde a

un tamaño de250 pbYcomo sepuede observar enlafigura 7,elproducto delareacción muestra un

tamaño similar (fig. 7 carril 2), además su presencia es dependiente de la inclusión de la

transcriptasa reversa enlareacción.
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Figura7. RT-PCR de f1gE2. RNA total fue aislado de lacepa silvestre WS8 y sujeto a la reacción de RT-PCR utilizando

oIigonude6tidos especlficos paraelgenf1gE2. (1) Control negativo enausencia de transcriptasa reversa, (2)con transcriptasa reversa,

(3)ex 174.

Con el fin de aislar la cepa mutante en el gen f1gE2 (ver figura 8), se diseñaron un par de

oligonucleótidos para amplificar el gen completo basados en la secuencia genómica de R.

sphaeroides 2.4.1 disponible en www.rhodobacter.org mediante la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR). El resultado fue verificado en un gel de agarosa y el resultado coincidió con la

predicción de2 kb. Posteriormente elproducto dePCR fue purificado a partir deun gel deagarosa

debajo punto defusión (LMP). Una vez puro, sedigirió con las enzimas derestricción EcoRI yXbal,

dichos sitios se habían generado previamente en eldiseño delos oligonucleótidos. Al mismo tiempo;

el plásmido pTZ19R fue también digerido con las enzimas mencionadas y el estado lineal del

plásmido fue verificado en un gel de agarosa; al tenerlo lineal se le agregó fosfatasa alcalina de

camarón para impedir su recircularización. Cuando las reacciones fueron concretadas, seunieron el

producto de PCR y el DNA del plásmido ya linearizado mediante una reacción de ligación. Dicha

ligación se transformó mediante electroporación a lacepa JM103 deE. coli y sembrada en medio
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selectivo. La selección decolonias azules y blancas mediante la adición de X-gal permitió escoger

las colonias blancas que portaban la inserción. Estas colonias fueron replicadas y crecidas en medio

líquido con los antibióticos adecuados y se realizaron minipreparaciones del plásmido. Para

corroborar la correcta ligación de los fragmentos de DNA en un solo fragmento plasmídico, los

plásmidos fueron digeridos con la enzima EeoRI, dando como resultado la banda esperada de5 kb.

Se purificó el plásmido a gran escala. Para poder unir el cassette de resistencia uidA:aadA al gen

flgE2, sedigirió el plásmido pTZ19R-FlgE2 con laenzima derestricción BamHI. Loanterior diócomo

resultado la eliminación de aproximadamente 1 kb desecuencia interna del gen flgE2, dejando un

plásmido lineal y porciones del gen en los extremos de aproximadamente 500 pb. Labanda mayor

que sevisualizaba en un gel lacual conteníael plásmido yelgen trunco fue purificado a partir deun

gelde bajo punto defusión. El cassette uidA-aadA también fue digerido con la misma enzima de

restricción yse siguió el mismo procedimiento para purificarlo. Cuando ambos estuvieron puros se

ligaron y posteriormente se transformaron utilizando cloruro decalcio en lacepa DH5a deE. eofi, se

plateó en medio selectivo y algunos plásmidos aislados delas colonias resultantes fueron analizadas

paraverificar su estado. En este paso resulta muy importante comprobar laorientación del cassette

de resistencia con respecto del gen flgE2, de lo contrario, no podría haberse monitorearse la

actividad del gen reportero debido a que el gen reportero depende de los promotores externos

cuando éste se integra al cromosoma. Mediante predicciones computacionales, se determinó que

digiriendo el plásmido con laenzima Pstllaorientación adecuada produciría 4 bandas visibles: 3 kb,

2,3kb Y2 kbY300 pb; si el cassette seligaba en ladirección contraria produciria 3 bandas: 5 kb, 2

kb Y600 pb. Se eligió entonces una colonia que portaba el plásmido con laorientación adecuada y

se purificó el plásmído de -7500 pb a gran escala. Una vez puro, el plásmido

pTZ19R1f1gE::uidA:aadA fue digerido con las enzimas EcoRI yXbal y purificado para obtener deesta

manera el fragmento de-5 kb flgE::uidA:aadA. Para poder ser integrada laconstrucción algenoma
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de R. sphaeroides fue necesario transferir el alelo flgE::uid-aad al plásmido suicida pJQ200 el cual

no se replica en dicha bacteria y porta un gen de resistencia a gentamicina. Para realizar dicha

subclonación, el fragmento puro flgE::uidA:aadA fue incubado en presencia de la enzima T4 DNA

polimerasa y dNTPs con el fin deobtener extremos romos. El plásmido pJQ200 fue digerido con la

enzima Smal para su Iinearización y purificado a partir de gel de bajo punto de fusión. De esta

manera, estos fragmento se incubaron en presencia deligasa durante 12horas ysetransformó por

cloruro de calcio en la cepa XLI-Blue de E. coli, plateando en medio Luria adicionado con

espectinomicina. Las colonias resultantes fueron replicadas en medio adicionado con gentamicina

para comprobar la resistencia del plásmido pJQ200 y la resistencia del cassette a espectinomicina.

Los plásmidos aislados de las colonias que mostraron resistencia a ambos antibióticos fueron

digeridos con la enzima BamHI para comprobar el correcto estado de la construcción de - 9 kb.

Posteriormente sepurificó el plásmido a gran escalay fue transformado a lacepa S-17 deE. coli, la

cual contiene los genes tre, necesarios para transferir el plásmido pJQ200 a las cepas de R.

sphaeroides mediante conjugación (los pasos generales de las estrategias de clonación y

mutagénesis se muestran en lafigura 8).

Cuando se tuvo lista laconstrucción pJQ200IflgE2::uidA:aadA en lacepa S-17, seprocedió

a realizar laconjugación biparental con lacepa silvestre2.4.1 deR. sphaeroides. Se seleccionaron

colonias resistentes a espectinomicina pero sensibles a gentamicina que surgirían mediante un

evento de doble recombinación homóloga, lo cual indicaba que el plásmido pJQ200 no estaba

insertado en el cromosoma, pero el gen flgE2 con el cassette de resistencia interrumpiéndolo si.

Cuando se obtuvieron las mutantes, se procedió a crecerlas hasta fase exponencial y fase

estacionaria para después medirles la actividad de ~-glucuronidasa producida por la transcripción

del gen reportero. Los resultados se muestran en la tabla 2. La correcta inserción de la fusión
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transcripcional en elcromosoma fue verificada mediante un ensayo Southem blot (Fig. 9)Ymediante

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (datos no mostrados). Asimismo, la ausencia de

mutaciones que pudieran afectar laexpresión delaconstrucción fue verificada alsecuenciar laclona

pTZ19R1flgE2 (Fig. 10).

La estrategia experimental llevada a cabo para obtener la mutante en el gen flhA2 fue

idéntica a la implementada para el gen flgE2. Esta vez se clonó el producto dePCR en el plásmido

pTOP10 y posteriormente se subclonó en el plásmido pTZ19R con las enzimas EcoRI y Xbal.

Posteriormente, el plásmido pTZ19R1flhA2 fue digerido con BamHI y se clonó el cassette de

resistencia uidA:aadA en el sitio único BamHI presente en el gen flhA2. Cuando se verificó la

inserción correcta del cassette, laconstrucción flhA2::uidA:aadA con extremos romos fue clonada en

el plásmido pJ0200 digerido con Smal y el plásmido final de -9 kb pJ0200/flhA2::uidA:aadA fue

transferido a lacepa S-17 mediante transformación con cloruro decalcio. Laconjugación se realizó

esta vez sólo para lacepa 2.4.1 deR. sphaeroides. La correcta inserción delafusión transcripcional

en el cromosoma fue verificada mediante un ensayo Southem blot (Fig. 8) Ymediante reacción en

cadena delapolimerasa (PCR) (datos nomostrados). Además sesecuenció laclona pTZlflhA2 para

verificar la ausencia de mutaciones (Fig 11). Cuando se obtuvo la mutante se practicaron los

ensayos para medir laactividad de~-glucuronidasa (Ver tabla 1).
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Cassettede resistencia uuJA--aoJA

EcoRI

'''''' j1~/: 2

Xbal

1-:.,

uidA
. c." c:. 4 . ' -.c:;'

uad

pFA2

pT 19R _IIlU' 1'"

Figura 8. Construcción de las mutante óllge2. IIgE2 interrumpido con el cassette uidA-aadA, 'uidA nos permitirá
monilorear laactividad tranSClipcional delgen y aadA confiere resistencia a espectinomicina. Elplásmido suicida pJQ200, esincapaz
de replicarse enR sphaeroides, y permite aislar lamutanteque porte laconstrucción. Elprocedimiento para aislar lamutante en llhA2
fue elmismo.
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Sonda flgE2 Sonda f1hA2

-lem.

-2 cm.

-3em.

-4em. illb
1~

-Sem.

-6 cm. 1.Q..kb
10.!!J¡

-7em. llb

A B

Figura9. Hibridación DNA-DNA (Southem Blot) de DNA cromosomaltotal con lassondas flgE2 yflhA2 A: 1)DNA de cepa

silvestre WS8 digerido con San, 2)DNA deM/gE2::uidA-aadA digerida con Sall , 3) DNA decepa silvestre 2.4.1 digerida con San,

4)DNA decepa silvestre wsa, 5) DNA deóflhA2::uidA-aadA digerida con San, 6)DNA decepa silvestre 2.4.1 digerida con san. B:

hibridación con las sondas biotiniladas. Para elDNA cromosomal de lacepa silvestre f1gE2 seobservan lasdos bandas esperadas de

11 Y3kilobases. Para el DNA cromosomal delacepa flhA2 seobserva labanda esperada de15kilobases.

Actiyidadeseseecíñcesde B·alucuronidasa'
CeDa Primer ensayo Seaundoensayo

Silvestre 2.4.1enFE 30.60 1.10
2.4.1 MlaE2::uidA-aadA enFE 15.71 1.68

Silvestre WS8enFE 12 18
WS8 MlaE2::uidA-aadA enFE 37 13

2.4.1 ó.flaE2::uidA-aadA enFL N.O. 15

2.4.1 MlhA2::uidA-aadA en FE 25 12

*Laactividad está dada en picomoles de producto Iminuto lextracto de proteina decultivos crecidos hasta fase estacionaria o fase'

exponencial según seindica.

Tabla 2. Adividades especificas de l3-glucuronidasa de las cepas mutantes generadas en este estudio. FE: fase

estacionaria; FL: fase logaritrnica. N.D.: nodeterminado.
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Figura11. Secuencia delaclona pTZJflhA2, No sehallaron mutaciones Que pudieran afectar laexpresión delgen.

Para conocer la función de un gen en particular en bacterias la estrategia más común es

deletar elgen yobservar su fenotipo. En elcaso delos genes flagelares, el fenotipo esverificado en
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cajas deagar suave, en las cuales lacepa silvestre forma un halode nado a partir deun punto de

inoculación. Cuando una mutante no es capaz de nadar, se observa solamente el punto de

inoculación sin halo a su alrededor, o en su defecto, el halo es muy irregular. Las mutantes con la

mutación flgE2::uid-aadA y flhA2::uid-aadA mostraron una capacidad de nado similar a la cepa

progenitora 2.4.1 . Por otro lado, sehaprobado que una cepa mutante en el gen flgE (que codifica

para elgancho) es incapaz denadar. Cuando ésta escomplementada con el alelo silvestre lacepa

recupera su capacidad de nado (Bailado et al, 2001). Para examinar si el alelo flgE2 es capaz de

cumplir la función delacopia flagelarcaracterizada flgE. serealizó un ensayo decomplementación

alélica para la mutante en el gen f1gE de R. sphaeroides. El fragmento flgE2 fue clonado en el

plásmido pRK415 el cual es un plásmido movilizable que contiene un oriT y el promotor lac y

mediante una conjugación triparental, el plásmido fue introducido a la cepa con la mutación

flgE::aadA. . Como seobserva en la fig. 11 el alelo flgE2 nofue capaz desustituir la función delalelo

flgE.

Figura 12. Ensayo de nado encaja de agar suave. wr,cepa silvestre; MlgEeslamutanle enelgancho impedida para

nadar; MlgElpRKIIgE2+ es la mutanle en IIgE complementada con el p1ásmidopRK415 que expresa el gen f1gE2. Dicho alelono

puede complementar lafunción del gen IIgE y esto severeflejado enlaimposibilidaddelabacteria para formar unhalo denado.
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Como parte de los análisis in silico, se realizó una búsqueda mediante BLASTP

(http://www.ncbLnlm.nih.gov/BLASTn para localizar el similar más cercano de todas las copias

flagelares duplicadas en R. sphaeroides. Sorprendentemente, todos los genes flagelares duplicados

tienen como su similar más cercano con los genes flagelares de Silicibacter pomeroyii OSS-3 y

Silicibactersp. TM1040; ambas bacterias pertenecen algrupo delas a-proteobacterias.

Proteína % identidad % similitud Organismo
FIgB2 46 64 Silicíbacter pomerovii OSS-3
FlqC2 65 80 Silicíbactersp. TM1040
FlqE2 50 68 Silicibacter pomeroyii OSS-3
FIgF2 56 78 Sílícibacter pomerovii OSS-3
FIgG2 74 86 Sílícibacter pomerovii OSS-3
FlqH2 64 78 Silicibacter pomeroyii OSS-3
FlhA2 52 63 Silicibacter pomeroyii OSS-3

-

FlhB2 41 52 Silicibacter pomeroyii OSS-3
FliA2 78 86 Silicíbacter pomerovíi OSS-3
FliN2 65 83 Silicibacter pomeroyii OSS-3
FliP2 69 81 SiJícibacter pomeroyii OSS-3
FliQ2 56 78 Silicíbactersp. TM1040
FliR2 51 67 Silicíbacter pomerovíí OSS-3
FliE2 71 85 Silícíbacter pomerovii OSS-3
FliF2 53 65 SíJícíbacter pomeroyií OSS-3
FIiI2 60 75 Silicíbactersp. TM1040
FliM2 38 50 Sílícibacter pomeroyií OSS-3
FliC2 54 72 Sílícíbactersp. TM1040
FlqK2 41 58 Silicíbacter pomerovíi OSS-3
FIQJ2 48 63 Silicibacter pomeroyií OSS-3
FIQI2 75 84 Silicibacter pomeroyíí OSS-3

Tabla 3. Refleja elporcentaje deidentidad deaminoácidos entre lasoopias flagelares duplicadas yelhomólogo más

cercano decada una usando BLASTP.
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Para indagar en el arreglo genético de las copias flagelares duplicadas, se ordenaron los

genes y seagruparon enclusters que podrían corresponder a losposibles operones, esto con base

a lacercanía delos codones deinicio y término para cada uno deestos genes (ver figura 13).

Sorprendentemente, la organización genética de las segundas copias flagelares de R.

sphaeroides se asemeja a las caracterizadas en Caulobacter crescentus, y a la organización de

Silicibacter pomeroyii, ambas a-proteobacterias (Miur et al, 2001 y Mullin et al, 2001) Y no a la

organización descrita para las copias flagelares caracterizadas, la cual se asemeja a la de las

enterobacterias (y-proteobacteria).

Para hacer un análisis evolutivo de las copias duplicadas flagelares se realizaron dos

inferencias filogenética a las proteínas FlhA2 y FlgE2 mediante el método del vecinomás cercano

(Neighbor-joining). Este método ha adquirido aceptación porsu certeza y rapidez (Holder y Lewis,

2003). Los árboles filogenéticos obtenidos deeste estudio sepuede verenlas figuras 14y 15.
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Figura 13. se rooestra la <JllllII1ÍZlICÍ genética de arTÍlOS juegos de cqlias llageIares en Rf1odobacter sphaetOides Y

Silicibacter pomeroyii. R.sphaeroides 1denota el allllQlo de losgenes tlageIares previamente caracterizados, R.sphaeroides 2 denota el

8Il9QIo de lascqlias~ fIageImes. l.m 1l00as lpl SIl encuenInIn auncosla<tl del nontlIe de losgenes IndcalosposIlIesoperones

en R.sphaeroides 1basado eninformación llJlIlIÓIlElIll, En elcasode R.sphaeroides 2y S. pomeroyil SIl dibujó unalíneaenlosoonjunlos

de ganas que asemejan q¡eronas cuando hablaunadstanciamáxima de 50paresde bases entreunood6nde paroYlametionina de inicio

delsiguiente gen. Elusode coloresreprasenla posibles funcionas homólogas encada unode losarreglos.
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Figura 14. Árbol filogenético delaproteínas FlhA. Enesta ínferencia seincluyeronlasproteínas homólogas aFlhA

de losorganismo descritos. R sphaeroides serefiere a lacopia flagelar caracterizada; R. sphaeroides2 serefiere a lacopia flagelar

duplicada. y se refiere a losorganismos y-proteobacteria; a y II se refiere a los organismos a y ll-proteobactena. Nótese la clara

agrupación delosorganísmos ensurespectiva clasificación. Los valores numéricos enel inicio delas ramas oorresponde al valor de

bootstrap.
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Figura 15. Árbol fiIogenético delasprotelnas F1gE. Enesta inferenda seincluyó lasprotelnas homólogas a F1gE delos

organismos indicados. R sphaeroides se reflefe a la oopia flagelar caracterizada; R sphaer0ides2 se refiere a la oopia flagelar

duplicada y serefiere a losorganismos y-proleobacteria; a serefiere a losorganismos a-proteobacleria Nótese ladara agrupaci6n

de losorganismos ensurespectiva daslficación. Los valores numéricos enel inicio de lasramas corresponde alvalor de bootstrap.

Los estudios de uso preferencial de codones se utilizan como uno de los criterios para

determinar si cierta región genómica fue adquirida mediante transferencia horizontal. Lo anterior se

infiere si la reQi6n genómica de interés presenta un uso preferencial decodones diferente a ladel

uso generalizado por el resto del genoma (Ochman el al, 2000). Para determinar si las copias
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duplicadas flagelares son el resultado deuna transferencia horizontal serealizó un uso preferencial

de codones para algunos de estos genes. Usando el programa Evolving Code

http://www.evolvingcode.neUcodon/cai/caLphP#1 se sometieron a análisis las secuencias de los

genes f1hA2 y f/gE2 contra el uso de codones del genoma completo y se compararon con sus

contrapartes flagelares caracterizadas. Los resultados fueron prácticamente idénticos (Tabla 4).

Gen Valor deCAl

f1gE 0.719

f1gE2 0.793

f/hA 0.801

f1hA2 0.584

mc 0.813

f1aA 0.862

rplA 0.802

rplJ 0.578

rplB 0.775

Tabla 4. Uso preferencial decodones (CAl) delosgenes IIgE2. 11M2 Ysus contrapartes caracterizadas. Para tener una

referencia seinduyeron losgenes lIíey lIaA que son dos tipos deflagelinas. Estos genes presentan una altisima expresión debido a

que son lassubunidades que forman elfilamento delflagelo. Los tres genes restantes son genes ribosomales cuya expresión también

sesabe esalta.
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Discusión

En este trabajo seprobó lafuncionalidad delas segundas copias delos genes flagelares de

R. sphaeroides mediante dos mutantes aisladas que portan un gen reportero que interrumpe los

genes duplicados flgE2 y flhA2. Las mutantes portan el cassette de resistencia uidA:aadA que,

mediante elgen de13-glucuronidasa, permite monitorear laactividad transcripcional delos genes en

los cuales se inserta debido aque su expresión depende depromotores exógenos. La actividad de

13-glucuronidasa observada para ambos genes en fase estacionaria y fase exponencial fue nula. Los

valores que seaprecian en las tablas mostradas reflejan solo laexpresión basal del gen reportero.

Se ha observado que en genes flagelares que verdaderamente seexpresan, estos valores superan

1'000,000 de actividad (Poggio et al, 2005), por lo que concluimos que en estas condiciones los

genes no son expresados. R.sphaeroides vive en laparte superficial delos lagos, donde la luzsolar

incide con mayor fuerza y le provee la energía necesaria para realizar el proceso de fotosintesis.

Existen reportes de autores que la han aislado de suelos (Vázquez-Acevedo et al, 2002). Las

condiciones de vida en el hábitat natural de la bacteria así como su ecología es un área poco

explorada. Nada se sabe acerca de las interacciones que esta bacteria establece con el medio

ambiente ni las implicaciones fisiológicas que éstas le acarrean. R. sphaeroides pertenece al

subrupo a-3 de Proteobacteria dentro del ciado Roseobacter. Dicha familia comprende en su

mayoría bacterias marinas, las cuales son miembros importantes del picoplancton marino y sehallan

generalmente con comunidades algales (Alavi et al, 2001) Dentro desu asociación a comunidades

algales son responsables de degradar el compuesto organosulfúrico dimetilsulfoniopropionato
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(DMSP), producido por dinoflagelados (Alavi et al, 2001). Sin embargo, R. sphaeroides solo se ha

encontrado en aguas continentales y hasta ahora no existen reportes de su presencia en aguas

salobres.

La falta de actividad de las segundas copias probadas significa que dicha carencia de

expresión aplica solamente para las condiciones delaboratorio a las que fue sometida y deninguna

manera descarta laposibilidad deque éstas copias puedan ser expresadas en alguna otra condición

no probada en este estudio o en vida libre. A pesar deque experimentalmente la única prueba a

favor de la funcionalidad de las segundas copias flagelares es el ensayo de RT-PCR, donde se

visualiza una banda que concuerda con el tamaño predicho para el gen flgE2, lo cual sugiere que

este gen se está transcribiendo y por lo tanto, se está expresando. Sin embargo, dado que el

producto no fue secuenciado, cabe la posibilidad deque este sea el producto deuna amplificación

inespecifica. La evidencia que apunta a lafalta deexpresión en las segundas copias flagelares bajo

las condiciones probadas en R. sphaeroides es más fuerte y directa. Las condiciones deexpresión

degenes, por ejemplo, devirulencia en bacterias entéricas está muy bien caracterizada debido al

nicho especifico que ocupan. Lamentablemente resulta un galimatías tratar de inferir qué

condiciones serían las apropiadas para una posible expresión delos genes flagelares duplicados en

R. sphaeroides ya que, es un organismo de vida libre y hace falta información concerniente a su

ecología. Sin embargo, nosedesecha laposibilidad deque éstas copias nocumplan función alguna,

aunque el uso preferencial decodones observado para las copias duplicadas novaríe respecto a la

del resto del genoma. Laduplicación genética seguida de la divergencia en la secuencia de DNA

juega unpapel fundamental en laevolución delos genomas (Lynch y Katju, 2004). Existe evidencia

creciente de que la transferencia horizontal bacteriana ha jugado también un papel integral en la

evolución de los genomas bacterianos y en la diversificación y especiación de las bacterias. La
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importancia de latransferencia genética horizontal en laevolución bacteriana no fue reconocida sino

hasta la década de 1950, cuando los patrones de resistencia a antibióticos emergió de manera

global (Davies, 1996). Ahora se sabe que laadquisición desecuencias deorganismos lejanamente

emparentados deriva en una proporción significante de diversidad genética para las bacterias

(Ochman etal, 2000).

La manera más robusta para poder argumentar a favor de un evento de transferencia

horizontal son los análisisdelas secuencias deDNA osecuencia deaminoácidos. En este sentido la

inferencia filogenética hecha en este trabajo demuestra claramente que las copias duplicadas

flagelares de R. sphaeroides están mas cerca filogenéticamente de Silicibacter pomeroyii y de

Caulobacter crescentus (a-proteobacterias) mientras que las copias flagelares funcionales se

agrupan con lasy-proteobacterias (enterobacterias). Cabe señalarque los valores debootstrap para

cada rama son muy altos. todos son cercanos a 100. Elvalor debootstrap esuna prueba estadística

que seusa para estimar el nivel deconfianza en las hipótesis filogenéticas. Elbootstrap pertenece a

una clase demétodos llamados técnicas deremuestreo porque estima la distribución dela muestra

remuestreando repetidamente los datos del set de datos originales. Se considera que existe una

altísima confianza cuando los valores debootstrap son cercanos o iguales a 100 (Graur y Lí. 2000).

El resultado de los árboles filogenéticos concuerda perfectamente con el parecido de las

copias flagelares duplicadas en los ensayos de BLASTP, en los cuales el similar más cercano

predicho es el de un a-proteobacteria. S. pomeroyii DSS-3 es un organismo marino asociado a

dinoflagelados yque seencuentra presente en las comunidades bacterianas asociados a Pfiesteria.
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el dinoflagelado responsable de las mareas rojas (Alavi el al, 2001). El genoma completo de esta

bacteria fue liberado en 2004, posee solo un flagelo polar y se ha observado que se puede

posicionar en micronichos favorables en asociación con plankton. Sin embargo, nose detectaron

marcos de lectura abiertos (ORFs) con fuerte homología hacia proteinas quimiotácticas conocidas

(Moran el al, 2004). Pero por otro lado, la cepa Si/icibacler sp. TM1040 (la cual también arrojó el

mejor hitpara algunos genes flagelares duplicados en R. sphaeroides) posee tres flagelos lofotricos

(distribuidos alrededor detodo elcuerpo celular). Un estudio demostró que esta cepa posee una alta

movilidad y que es atraída mayormente, mediante su sistema quimiotáctico, hacia productos de

dinoflagelados. Cabe señalarque el estudio se llevó a cabo porque ésta cepa en particular había

demostrado ser inusualmente móvil en cajas de agar suave y en medio líquido (Miller el al, 2004).

Interesantemente, Silicibacler se ve involucrada en interacciones físicas (unida o embebida

intracelularmente) o fisiológicas (producción de toxinas y mejoría en el crecimiento) con los

dinoflagelados (Miller el al, 2004). Los mecanismos para estas interacciones pueden basarse en la

movilidad bacteriana y el comportamiento quimiotáctico que le permite a estas bacterias censar y

moverse hacia su huésped eucarionte, donde selocalizan los nutrientes benéficos una vez que hay

un contacto físico cercano con eldinoflagelado.

El parecido evidente que existe entre los genes flagelares de S. pomeroyii y los genes

flagelares duplicados en R. sphaeroides ha sido un hallazgo inesperado. Resulta muy interesante

que las copias flagelares caracterizadas sean homólogas a aquellas encontradas en las y

proteobacterias (enterobacterias) y nocon las contrapartes delos organismos que pertenecen a su

misma familia (a-proteobacteria). Si lo anterior se analiza con más detenimiento, podría significar

que el juego de genes flagelares que utiliza R. sphaeroides para nadar, provendría de una
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transferencia horizontal donada por alguna y-proteobacteria, que por alguna razón fueron integradas

al genoma y utilizadas ya que, quizá, les confiere una ventaja selectiva. La propuesta toma más

fuerza cuando se observa con detenimiento la organización genética de las copias flagelares

duplicadas (sintenia). Éstas demuestran que su arreglo asemeja la organización genética de C.

crescentus y Silicibacter pomeroyii, ambas a-proteobacterias. El alelo f1gE2 demostró ser lo

suficientemente lejano como para nocomplementar lamutante en el gen f1gE (gancho). Es decir, la

copia duplicada del gen flagelar del gancho diverge losuficiente como para nosustituir lafunción del

gen caracterizado aún siendo homólogos y hallándose enelmismo genoma. Esto argumenta a favor

de una lejanía filogenética considerable.

Sería precipitado asumir como cierta de facto lahipótesis deque los genes con los que nada

R. sphaeroides provienen de una transferencia horizontal de alguna y-proteobacteria y que la

inclusión deestos en su genoma sustituyó a los genes flagelares nativos. Setendría que demostrar

en primer lugar, que los genes con los que nada R. sphaeroides son realmente xenólogos y se

tendría que probar que las segundas copias flagelares son realmente nativas a R. sphaeroides. Lo

anterior sepodría lograr mediante análisis filogenéticos robustos como la máxima verosimilitud o la

inferencia bayesiana y someter esos resultados a análisis de congruencia (ver Holder y Lewis,

2003). Un estudio reciente revela que los eventos detransferencia horizontal degenes flagelares no

podría serun evento tan raro (Ren etal, 2005). Este trabajo aporta los indicios delo que podría ser

el primer evento descrito de una transferencia horizontal de un donador lejano, que sustituye en

función a los genes nativos que desempeñaban lafunción originalmente.
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Conclusiones

• Los genes flagelares duplicados de Rhodobacter sphaeroides no se expresan en las

condiciones de laboratorio que fueron probadas. No sedescarta la posibilidad deque estos

sean expresados bajo otras condiciones.

• Las copias duplicadas flagelares de R. sphaeroides divergen lo suficiente de sus

contrapartes caracterizadas. para que las primeras no pueden sustituir alelas mutados de

las segundas.

• Los genes flagelares duplicados deR. sphaeroides guardan una estrecha similitud con los

marcos de lectura abiertos (ORFs) flagelares deSilicibacter pomeroyii.

• Filogenéticamente. los genes flagelares duplicados de R. sphaeroides están más cerca de

las a-proteobacterias en contraposición con los genes flagelares caracterizados, los cuales

se agrupan con las enterobacterias (y-proteobacterias).

• Los genes flagelares caracterizados de R. sphaeroides podrían ser el resultado de una

transferencia horizontal de una y-proteobacteria, la cual sustituyó en función a los genes

flagelares nativos que son loque conocemos como los genes flagelares duplicados.
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Perspectivas

• Analizar a fondo mediante estudios filogenéticos robustos el origen de las copias

flagelares caracterizadas yelorigen delas copias flagelares duplicadas.

• Indagar la ecologia deR. sphaeroides en su nicho natural y tratar dediscernir qué

interacciones pudiera entablar con sumedio ambiente y si dentro deestas existe la

posibilidad deque las copias flagelares duplicadas deR. sphaeroides cumplan con

una función especifica y cuál es.

• Comprobar o descartar la posibilidad deque mediante un evento de transferencia

horizontal sehayan adquirido los genes flagelares deR. sphaeroides y éstos hayan

sustituido lafunción delas copias flagelares nativas en R.sphaeroides.
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