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A. Resumen

OmpA (Outer membrane protein A) es la proteina de membrana externa mas
abundante en Escherichia coli. En conjunto con la lipoproteina de Braun y el
sistema Tol-PaL, OmpA brinda estabilidad a las envolturas celulares a lo largo del
ciclo de vida de bacterias Gram negativas de divisibn simétrica y asimétrica.
Caulobacter crescentus, organismo idéneo para el estudio de division celular en
bacterias dimoérficas, carece de la lipoproteina de Braun y su sistema Tol-Pal
presenta caracteristicas funcionales diferentes al de Escherichia coli. El sistema
Tol-pal de Caulobacter crescentus participa en la division celular mediante la
constriccién de la membrana en las etapas finales de la division celular. Debido a
que no existe informacidn respecto a la existencia de una proteina analoga a
OmpA en C. crescentus, la hipotesis de este trabajo se basa en la caracterizacion
de proteinas relacionadas con OmpA con funciones y estructuras similares, que
podrian participar en la regulacién de la estabilidad membranal.

En este trabajo, establecimos la existencia de dos genes que codifican para
proteinas en Caulobacter crescentus con dominios estructurales equivalentes a los
de OmpA de Escherichia coli a través de una busqueda bioinformética. Ademas,
determinamos experimentalmente que la localizacion de una de estas proteinas
tiene un patrén conspicuo y consistente con su acumulacion en el polo viejo y de
manera condicional en la prosteca. La ubicacién de esta proteina a lo largo del
cuerpo de la célula cambia durante el ciclo celular. El patron de expresion se
acentia cuando la célula se va a dividir. La expresién de la proteina aumenta
cuando la prosteca es mas larga, por ejemplo, en condiciones de bajas
concentraciones de fosfatos (10uM o 50 uM). La estructura de dominios de la
proteina sugiere que ésta tiene un papel estructural en Caulobacter crescentus.



B. Introduccidn
1. Membranas celulares en bacterias Gram negativas

La envoltura celular en bacterias Gram negativas estd caracterizada por la
presencia de tres componentes estructurales basicos (Figura 1). Del interior hacia
el exterior de la célula los componentes son: membrana interna (Ml), dentro del
espacio periplasmatico (EP) la pared de peptidoglicanos (PP) y la membrana
externa (ME).
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Membrana
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Citoplasma Gram negativa

Figura 1. Capas que envuelven a las bacterias Gram negativas. La imagen muestra la
localizacion de la membrana externa y sus interacciones con la pared de peptidoglicanos vy el
medio exterior. En la membrana externa se observan a lipoproteinas (LP), a los lipopolisacaridos
(LPS) y a las proteinas de membrana externa (OMP). Adicionalmente se observa la membrana
interna, la cual hace contacto directo con el citoplasma y donde las proteinas de membrana interna
(IMP) se encuentran embebidas. Tomada y modificada de Silhavy T., Kahne D. y Walker S., 2010.

Las envolturas celulares no solo limitan al contenido celular, sino que ademas, en
ellas se anclan proteinas que realizan funciones esenciales. El mantenimiento y
manejo de la envoltura celular requiere de mecanismos especiales que permitan
su presencia y funcion. Un ejemplo notorio se da durante la divisién celular, en la
gue se requiere un complejo multiprotéico que forma un anillo (anillo FtsZ) capaz
de ejercer una fuerza mecdénica para permitir la constriccion de las envolturas
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celulares (Martin M. E. y Brun, Y. V., 2000). Por otro lado, las capas lipidicas de la
envoltura celular (ME y MI), contienen elementos cuya funcion es mantener la
integridad estructural de las membranas.

1.1 Membrana interna (Ml)

La membrana interna (MI) o membrana plasmatica es una bicapa compuesta
generalmente por fosfolipidos, principalmente fosfatidil-dietanolamina (70-80% de
su composicion total), fosfatidil-glicerol y cardiolipina (Koebnik, R., Locher, K. P. y
Van Gelder, P., 2000).

Las proteinas que se encuentran asociadas a ésta pueden ser proteinas
integrales que atraviesan la membrana (conocidas como IMP por sus siglas en
inglés), proteinas unidas covalentemente a lipidos modificados de la membrana y
proteinas periféricas solubles (Figura 2). Las IMP tienen dominios de hélices a
embebidas en esta membrana y varias de ellas participan como componentes de
complejos protéicos. Por su parte, las lipoproteinas se unen a esta membrana por
medio de una modificacién del amino terminal (Luirink, J., Yu, Z., Wagner, S., y De
Gier, J.W., 2012).

Peptidoglicanos

flembrana

interna Fosfolipidos

Citoplasma

Figura 2. Membrana interna. Esquema de la composicion general de la membrana interna:
proteinas integrales con dominios de hélices a embebidos en la membrana, lipoproteinas las
cuales, presentan una modificacion en el extremo amino terminal y las proteinas periféricas.
Tomado y modificado de Sperandeo, P., Deho, G., y Polissi, A., 2009.

Su funcién principal es limitar el contenido celular. Las bacterias carecen de
organelos como los eucariontes. La Ml también lleva a cabo algunas funciones
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analogas a los organelos subcelulares de organismos eucariontes (Michael T.,
John M., Martinko, J. P, 2003). En esta membrana se lleva a cabo la biosintesis de
algunos lipidos, se produce energia y se secretan y transportan otras proteinas
(Silhavy et al., 2010).

1.2 Pared o saculo de peptidoglicanos (PP)

La pared de peptidoglicanos es una red que envuelve a la célula, que se
encuentra entre la membrana externa y la membrana interna de la célula rodeando
toda la superficie. Es responsable de la rigidez y da forma a la bacteria. Su funcién
es proveer un soporte fisico contra el estrés osmoético y contra las fluctuaciones de
presion (Dramsi S., Magnet, S., Davison, S., y Arthur, M., 2008). Esta compuesta
por cadenas formadas por los disacaridos de acido N-acetil murdmico y N-acetil
glucosamina. Las cadenas de disacaridos se entrecruzan entre si por medio de
péptidos cortos (Figura 3). En ausencia de la pared de peptidoglicanos, la célula
pierde su forma produciendo esferoplastos (Vollmer, W., y Bertsche, U., 2008).
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Figura 3. Componentes estructurales de la pared de peptidoglicanos. Disacarido de N-
acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico (A). Este disacarido forma cadenas que a su vez se
entrecruzan con cadenas de péptidos de diferentes longitudes a través de las uniones de las
unidades de acido diaminopimélico (mA,pm) con la primera D-alanina (D-Ala) (enlace DD) o con
otro mA,pm (enlace LD) (B). Modificacién de los muropéptidos ocasionada por el enlace covalente
de la Lpp (C). Tomada y modificada de Vollmer et al., 2008.
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En E. coli los péptidos estan formados por cadenas de L-Ala;-D-Glu,-meso DAP5*-
D- Alas- D-Alas. El enlace mas comun ocurre entre el a-carboxilo del D-alas y el
grupo D- central del meso DAP;3 (4cido diaminopimélico) de la unidad siguiente, es
decir, ocurre un enlace entre las posiciones 4-3 de cada unidad (Enlace tipo DD),
este es el enlace mas comun entre los péptidos de la PP. Otro enlace, menos
comun es el que se da entre las posiciones 3-3, es decir entre los grupos D-
centrales del meso DAP; de la unidad siguiente (Enlace tipo LD) . (Vollmer et al.,
2008).

En E.coli y otras bacterias Gram negativas el PP esta unido covalentemente a la
ME por medio de la lipoproteina Braun o Lpp. La Lpp es la lipoproteina més
abundante en E. coli con cinco millones de copias por célula aproximadamente. La
porcion proteica de esta lipoproteina esta en el espacio periplasmatico (Figura 4) y
estd unida a la PP por medio de un enlace entre un residuo de lisina de su
extremo carboxilo terminal al meso DAP del SP (Dramsi et al., 2008).

LPS

Antigeno O —

Nucleo Exterior

Lipido A —

AR )

Lisina

Figura 4. Posicién de la lipoproteina de Braun y los LPS. La lipoproteina de Braun o Lpp se
une a la membrana externa a través de un lipido adicionado a un residuo de cisteina en el extremo
amino terminal de la proteina (triangulo azul) y a la pared de peptidoglicanos a través de un residuo
de lisina (rombo rojo). Por otro lado, los lipopolisacaridos o LPS presentes en la cara externa de la
membrana externa, estan conformados por tres partes: El antigeno O, el ndcleo y el lipido A.
Tomado y modificado de Schaechter M. 2009.
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1.3 Membrana externa (ME)

La membrana externa es uno de los caracteres distintivos entre las
bacterias Gram negativas y las bacterias Gram positivas, ya que éstas ultimas
carecen de esta membrana. La superficie interna presenta una composicion
similar a la de la MI, mientras que en la superficie externa presenta principalmente
lipopolisacéaridos (LPS) (Michael T. et al., 2003).

Los LPS se dividen estructuralmente en tres partes: el lipido A, el nucleo o centro
y el antigeno O. El lipido A, es la parte hidrofobica de esta molécula; el nacleo o
centro es una region de estructura constante formada por un oligosacarido, por
ejemplo Kdo (&cido 3-desoxy-d-mano-oct-2-ulosonico) y heptosas; el antigeno O
estd formado por un polisacérido de longitud variable (Figura 4). Los LPS son
esenciales para la mayoria de bacterias Gram negativas (Sperandeo et al., 2009).

La principal funcion de la ME es brindar una barrera que proteja a la bacteria
contra sustancias potencialmente nocivas que puedan encontrarse en el ambiente.
En conjunto con las proteinas que estan insertadas en ella, cumple funciones
cruciales para la célula como son el intercambio de solutos y regulacion de la
sintesis de la pared de peptidoglicanos (Koebnik et al., 2000).

Con algunas excepciones, las proteinas de la ME se dividen en dos clases
principales:

Lipoproteinas: son proteinas asociadas a la ME por medio de un grupo
lipidico en el extremo amino terminal. Este grupo lipidico es agregado a la proteina
en un residuo de cisteina que es modificado durante el proceso de exportacion de
la proteina (Koebnik et al., 2000). Se han identificado més de 275 tipos de
lipoproteinas, algunas se encuentran ancladas a la Ml y algunas otras a la ME
(Babu M. M., Priya, M. L., Selvan, A. T., Madera, M., Gough, J., Aravind, L., y
Sankaran, K., 2006). Existen cerca de 100 tipos de lipoproteinas en E.coli, de las
cuales la mayoria tiene una funcién aun desconocida (Vollmer et al.,2008).Las
lipoproteinas de la ME se encuentran asociadas a la cara interna de ésta.

Proteinas integrales de ME: son proteinas que tienen una conformacion de
barril B el cual se compone de hebras con conformacién 3 plegada que se enrollan
formando cilindros embebidos en la ME (Figura 5) (Koebnik et al., 2000). Estas
proteinas son conocidas como OMP (Outer membrane protein por sus siglas en
inglés). Los barriles B, exponen la superficie hidrofobica a la membrana. Estos
barriles  contienen un gran numero de residuos de aminoacidos que forman
puentes de hidrogeno. Varias de estas proteinas son porinas, tales como OmpF y
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OmpC, las cuales permiten la difusion de pequefias moléculas como:
aminoé&cidos, mono y disacéaridos. Por otro lado, porinas como LamB o PhoE,
tienen afinidad por cierto tipo de moléculas y permiten la difusion exclusivamente
de compuestos particulares como maltosa o maltodextrina y aniones como el
fosfato, respectivamente. Su expresion es inducida por escasez de fosfatos en el
medio o presencia de maltosa. Es comun encontrar barriles B unidos a hélices a.
Las hélices a estan restringidas al periplasma. En algunos casos, las OMP tienen
un dominio adicional que les permite interactuar de forma no covalente con el SP,
aumentando la estabilidad de la ME (Wimley W., 2003). Dentro de las OMP
importantes por su rol estructural y abundancia en la ME, se encuentra OmpA
(Vollmer et al., 2008). Estructuralmente las OMP pueden ser clasificadas por el
namero de hebras (n) y por la inclinacidon de éstas respecto al eje del barril (shear
number en inglés), por ejemplo OmpA es 8n10S (Koebnik R., Locher, K. P., y Van
Gelder, P., 2000) lo que indica que esta proteina cruza ocho veces la ME y que las
hebras tienen una inclinacion de 10 grados.

Figura 5. Estructura de barril B de OmpA. La proteina de membrana externa més abundante en
E. coli. Vista lateral y vista superior de la porcidon amino terminal. Tomada de Koebnik et al., 2000.
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2 Proteinas y sistemas de estabilidad de la membrana externa

En enterobacterias, la proteina probablemente méas importante para la estabilidad
de la ME es la Lpp o lipoproteina de Braun. La interaccion de la Lpp y la PP se da
de manera covalente entre un residuo de la lisina del carboxilo terminal de la Lpp y
el acido diaminopimélico de la red de peptidoglicanos. La interaccion con la pared
de peptidoglicano contribuye a la integridad de la estructura de la superficie
(Yakushi T., Tajima, T., Matsuyama, S., Tokuda, H., Yakushi, T., Tajima, T., y
Matsuyama, S., 1997).

Otra lipoproteina relevante en la estabilidad de la ME es Pal. Esta lipoproteina es
parte del sistema Tol-Pal. Ademés de estabilizar la interaccion entre la ME y el SP,
el sistema Tol-Pal esté involucrado en la division celular (Gerding A., Ogata, Y.,
Pecora, N. D., Niki, H., y De Boer, P. J., 2007).

El sistema Tol-Pal engloba proteinas de ME y de MI. TolA, TolQ y TolR son las
proteinas de MI. TolA presenta un dominio transmembranal que interactda con el
dominio transmembranal de TolQ y TolR. Pal, es una lipoproteina abundante de
ME, se piensa que interactia con el SP a través de un dominio similar al presente
en el carboxilo terminal de OmpA. TolB es una proteina periplasmatica que
interactia con Pal, Lpp y OmpA. El sistema Tol-Pal mantiene unidas las tres
envolturas celulares.

Como ya se menciond, ademas de la Lpp y del sistema Tol-Pal la ME es
estabilizada por OmpA. Esta proteina se describe con mas detalle en la siguiente
seccion.

La conservacion de proteinas que brindan estabilidad a las envolturas celulares de
bacterias Gram negativas no es absoluta, por ejemplo, C. crecentus carece de la
Lpp. Se piensa que la Lpp sOlo se encuentra en bacterias entéricas de ambientes
acidos. La sobreproduccion de Pal o TolA en E. coli compensa la integridad de la
ME en mutantes de Lpp. Esto sugiere que Pal y TolA desempefian un papel
similar al de la Lpp (Yeh Y.C., Comolli, L. R., Downing, K. H., Shapiro, L., y
McAdams, H. H., 2010).

2.1 OmpA: Estructuray dominios

Perteneciente a las OMP antes descritas, OmpA es la proteina mas abundante
de este tipo en E. coli (Wang Y., 2002). Estd compuesta por 325 residuos y
presenta dos dominios. El primer dominio, correspondiente a la porcion amino
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terminal abarca del residuo 1 al 171 formando un barrii B de 8 hebras
antiparalelas conectadas por cuatro vueltas en la superficie exterior y tres vueltas
cortas en la superficie periplasmatica. Este barril anfipatico se encuentra embebido
en la ME (Pautsch A. y Schulz G. 1998). Los residuos del 172 al 325 del carboxilo
terminal forman una estructura globular en el espacio periplasmético (Figura 6)
(Debnath D. K., y Otzen, D. E., 2010).

Dominio
Membrana amino terminal
Externa
) Dominio
Espacio carboxilo terminal
periplasmatico
OmpA

Figura 6. Dominios de OmpA. La proteina OmpA se compone de dos dominios. El primer
dominio, el amino terminal, del aminoacido 1 al 171 se encuentra en forma de barril  en la
membrana externa. El segundo dominio, del dominio 172 al 325 corresponde al dominio
periplasmatico.

Su estructura a nivel atomico, y flexibilidad a lo largo del eje del barril, se ha
descrito a través de resonancia magnética nuclear (NMR por sus siglas en inglés)
y difraccion de rayos X (Debnath et al., 2010) (Figura 7). Es un excelente modelo
de estudio de plegamiento de proteinas dentro de las membranas, que se ha
descrito tanto in vivo como in vitro. (Koebnik et al., 2000).

En el trabajo de Negoda et al., (2010) se recalca que, dadas las funciones como
receptor de bacteriofagos, OmpA deberia de presentar una forma lo
suficientemente grande para permitir el paso de DNAss. Un poro suficientemente
grande implica en este caso, un barril B de 16 hebras transmembranales.
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(a) (b) 3 2

Figura 7. Barril B de OmpA. Se muestran los ocho segmentos que constituyen el barril beta
de la proteina. Los residuos en amarillo representan residuos aromaticos, los de color rojo
representan residuos hidrofébicos. De lado derecho, la imagen representa un modelo en tercera
dimension embebida en la membrana. Tomado de (Smith et al., 2007)

Esto es posible a traves de varios intermediarios. Se considera que los cOHBs
(oligo- (R)- 3- hydroxibutiratos), moléculas de poliéster insolubles y anfifilicas, son
los responsables de incrementar la hidrofobicidad de algunos segmentos del
extremo carboxilo terminal de OmpA, facilitando su incorporacién a la bicapa
lipidica. En este articulo, se observa incialmente a OmpA como un barril § de 8
segmentos transmembranales en el extremo amino terminal y un extremo
carboxilo terminal periplasmatico. Esta conformacion se modifica al ser incubada a
40 °C y posteriormente enfriada a temperatura ambiente (22°C). De un barril de 8
segmentos transmembranales , cambia a un barril mas amplio de 16 hebras. Los
residuos del 171 al 325 corrrespondientes al carboxilo terminal de OmpA se
insertan en la membrana externa a través de las modificaciones de los residuos
S63 y S169 . A partir de la observaciéon de una gran actividad de OHB polimerasa
en el espacio periplasmatico, se explora la posibilidad de que las modificaciones
criticas por cOHB se den en el periplasma.

2.1.1 Funciones
La funcion principal de OmpA es su contribucion a la integridad estructural a lo

largo de la membrana externa junto con la Lpp y el sistema Tol-Pal (Wang Y.,
2002).
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Su funcion como poro permeable ha sido expuesta con varios articulos.
Experimentalmente en el trabajo de Sugawara E. y Nikaido H. (1992), a través de
la construccién de proteoliposomas con moléculas embebidas de OmpA,
demostraron que esta proteina tiene propiedades de poro permeable pero no es
especifica, ademas de atribuirle caracteristicas homologas a OmpF. In silico, en el
trabajo de Bond J.P., Feraldo-Gémez J.D. y Sansom M.S. (2002), modelaron una
conformacion estable del dominio amino terminal a través de ensayos de dinamica
molecular. Se determiné que a pesar de la estabilidad, el interior del barril
cambia. En este caso, el residuo Argl38 al ser isomerizado, interactia y forma
puentes salinos (i6nicos) con el residuo Glul38 y Glu128. La segunda interaccion,
Arg138-Glul28 determina una conformacion de poro abierto, el cual permite pasar
moléculas de agua. Estas interacciones del residuo Argl38 son
experimentalmente comprobadas en el trabajo de Arora A., Rinehart D., Szabo G.,
y Tamm L.K. (2000), donde ademas propone la formacién de dos tipos de canales
de OmpA: un poro pequefio de 50-80 pS y otra conformacién de poro grande de
260-320 pS. A partir de esto, Hong H., Szabo G. y Tamm L.K (2006) identificaron
gue los puentes salinos entre el Glu52 y la Arg138 podian cambiar de interaccién
con la Lys82. De esta manera ocurriria la transicion de un poro pequefio no
permeable a iones, a un poro amplio y permeable (Figura 8). Este mecanismo
podria ser parte fundamental en la supervivencia de la bacteria en condiciones de
estrés osmatico.

(a)

Poro cerrado Poro abierto

Figura 8. Transicion de la conformacién de poro abierto a poro cerrado de OmpA. La
interaccién entre la Arg138 y Glu52 representa un poro cerrado. Si la interaccion cambia a Glu52
con Lys82, entonces, la conformacién sera de poro abierto Tomado de Smith, S. G. J (2007).

En el trabajo de Smith et al., 2007 se habla de funciones diferentes a las de
estabilidad y permeabilidad y se describen a continuacion:
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-Se le han atribuido otras propiedades que no siempre benefician a la bacteria.
OmpA ha sido reconocida por actuar como receptor de bacteri6fagos como K3,
0x2 y M1.

-Se han caracterizado dos alelos para OmpA: OmpA 1 y OmpA 2. Estas dos
expresiones de OmpA, se diferencian en la secuencia de nucledtidos en la
segunda y tercer vuelta (Figura 9). Esencialmente, OmpA 2 es menos sensible a
una larga lista de bacteriéfagos, pero su estructura es basicamente la misma.

Vuelta 2

T MP Y KG [ NGAY
ompA2 AR GDN

Vuelta 3
KEINV }GC EEEE K I} H
KEANVIZG [N K I H

Figura 9. Alelos ompA 1 y ompA 2 para las vueltas 2 y 3 del barril B. Se muestran las
diferencias en los amino&cidos de las vueltas 2 y 3 correspondientes a la secuencia expresada por
el primer alelo de OmpA, ompALl y el segundo alelo ompA2. Esta variacion tiene repercusiones en
cuanto a sensibilidad por un panel de 24 bacteri6fagos, siendo el alelo ompA2 menos sensible a
ellos. Tomada y modificada de Smith et al. (2007).

ompA |
ompA2

-También se ha demostrado experimentalmente que la sustitucion del aminoacido
Gly144 por Aspl44 en la vuelta extracelular nimero 4, implica un decremento en
la frecuencia de conjugacion, si la secuencia es modificada, la conjugacién no
ocurre de manera adecuada o simplemente no ocurre.

-Cepas patogenas de E. coli K1 causante de meningitis, tienen la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica del cerebro. Esta barrera estd compuesta
por células endoteliales (con muy baja permeabilidad) y epiteliales. En este caso
OmpA es esencial para la invasion. Cepas mutantes que carecen de OmpA son 25
a 50 veces menos invasivas a las células epiteliales, que es donde se encuentra
el receptor de OmpA.

-Por otro lado, OmpA tiene un papel en la formacion de biopeliculas. OmpA es
requerido para la adhesion a superficies abidticas. Las biopeliculas formadas por
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mutantes de OmpA son mas delgadas. Esto es clinicamente relevante pues
forman colonias en material quirdrgico.

Adicionalmente las mutantes que carecen del gen que codifica para OmpA,
demostraron ser mas sensibles al estrés causado por el detergente anidnico
dodecil sulfato de sédio (SDS, por sus siglas en inglés), a ambientes acidos y a
una alta osmolaridad. Por otro lado, si ademas de carecer de OmpA también
carecen de Lpp, la célula adquiere una forma esferoide (Sonntag, I., Schwarz, H.,
Hirota, Y., y Henning, U. L. F., 1978). Finalmente, mutantes en las vueltas
extracelulares que conectan las hebras B de OmpA, aparentemente no cambian la
viabilidad en E. coli. En contraste, inserciones intracelulares en hebras del barril B,
producen una formacién deficiente del barril. Esta deficiencia produce inestabilidad
para toda la ME (Negoda A., Negoda, E., y Reusch, R. N., 2011). Estos estudios
demuestran la relevante funcién de OmpA para brindar estabilidad a las envolturas
celulares.

2.1.2 Regulacion

Con aproximadamente 100 000 copias por célula, OmpA se considera como una
proteina abundante y en enterobacterias, un antigeno predominante en las
membranas externas (Koebnik, Locher, & Van Gelder, 2000).

La sintesis de OmpA es dependiente del crecimiento de la bacteria. Factores
como la etapa de crecimiento bacteriano, el cultivo de las células en medio
acidificado y condiciones anaeroObicas y escases de nitrdgeno incrementan su
expresion. Dentro de los factores que producen un decremento en su expresion se
encuentra el tiempo que abarca la fase estacionaria de la célula y adhesion de
antibidticos a la superficie celular. En el trabajo de Smith S. G. J., Mahon, V.,
Lambert, M. a, y Fagan, R. P. (2007) se describen dos mecanismos de expresion
de OmpA en E.coli bajo condiciones de estrés, a continuacién descritos.

La vida media del RNA mensajero de de OmpA es de 15 minutos en condiciones
6ptimas de crecimiento. Esta estabilidad esta dada por region 5"UTR del transcrito
(Figura 10). Esta regiébn no traducida del transcrito se encuentra altamente
plegada. La region cuenta con dos sitios marcados: ssl1 y ss2. El sitio de anclaje
del ribosoma o RBS (por sus siglas en inglés ribosomal binding site) corresponde
al sitio marcado ss2. La proteina Hfq es requerida para desestabilizar el transcrito
de ompA. Si Hfg se encuentra cercano a ss2, causa un incremento en la
estabilidad del transcrito. Hfq es una proteina esencial para la interaccion de MicA
(RNA pequeiio) . Cuando el mMRNA de ompA y MicA presentan apareamiento de
bases, la traduccién se inhibe. Hfq favorece esta interaccion. La expresién de
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MicA es regulada positivamente a su vez, por el factor o SigmaE en respuesta a
estrés. Esto disminuye los niveles de OmpA a través de SigmaE y MicA en funcion
del estrés producido. El transcrito de ompA también se encuentra marcado por
RNasaR, una exorribonucleasa que es sobre regulada en respuesta a condiciones
de estrés y la entrada a fase estacionaria. En ausencia de RNasaR, la fase
estacionaria muestra niveles altos del transcrito de ompA. (Smith et al. 2007)

1]

micA mRNA
(®) smpA mRNA RBS Start codon

A . GAGG AAAAAAUGA

L
SO LLLL
cc’ N
c As
MicA mRNA G5
(©) ( ) Stationary phase/

low growth rate

Figura 10. Regulacion de OmpA. El panel A, la secuencia del mRNA de ompA, contiene dos
asas: hpl y hp2, el sitio de union del ribosoma. La RNasaE se ancla en el mRNA en las regiones
ssly ss2 (estrellas amarillas). El panel B muestra a micA el cual puede hibridarse con el mMRNA de
ompA facilitando el anclaje de Hgf. En el panel C, en la fase estacionaria o bajo condiciones de
crecimiento lento de la célula, las copias de micA y se une al RBS de mRNA de ompA. Esto
previene que le ribosoma se una. Tomado de Smith, S. G. J et al. 2007.
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2.1.3 Dominios conservados y relaciones filogenéticas

OmpA se encuentra ampliamente conservada como proteina integral de
membrana (Beher M.G., Schnaitmas C.A., y Pugsley A.P., 1980). Proteinas tipo
OmpA estan presentes a lo largo del linaje de las bacterias Gram negativas. Una
comparacion entre los homoélogos de OmpA (Figura 11) de 5 géneros de bacterias
indica que las hebras B que comprenden al amino terminal se encuentran
ampliamente conservadas a diferencia de las vueltas extracelulares, las cuales
presentan grandes variaciones en la secuencia de aminoacidos (Pautsch, A., &
Schulz, G. E.,1998).

De manera similar, una comparacion realizada por Ying Wang (2002) entre el
homologo de OmpA de S. typhimurium y S. flexneri, mostré 92% de similitud para
la primera y 93% para la segunda. Ambas comparaciones fueron realizadas
respecto al extremo amino terminal de OmpA de E.coli. Este hallazgo demuestra
que, ademas del barril B, las vueltas periplasmaticas estan ampliamente
conservadas (similitud de 85%). En contraste, las vueltas extracelulares tienen un
indice de similitud menor (48%), respecto al de las vueltas periplasmaticas,
especialmente las vueltas intermedias.

3 Breve descripcion de Caulobacter crescentus como bacteria dimorfica
prostecada

Caulobacter crescentus es una bacteria de vida libre de medios oligotréficos
(medios acuéticos con bajas concentraciones de nutrimentos) (Poindexter, 2006).
Se le ha atribuido la mineralizacion de material organico disuelto cuando la
concentracion de nutrimentos y temperatura ambiental son bajas. Pertenece a la
division de las a-proteobacterias (Nierman et al., 2001). Algunas a-proteobacterias
presentan una o mas extensiones en la superficie celular llamadas prostecas o
tallos (Sly et al, 1997). Ademas de la clasificacion taxondémica de a-
proteobacteria, C.crescentus pertenece al grupo de las bacterias dimoérficas
prostecadas o DPB (Dimorphic prosthecat bacteria).

Los géneros pertenecientes a esta clasificacion, entre ellos Caulobacter, se
definen por la presencia de dos tipos de células durante su ciclo celular. Los dos
tipos de células que presenta C. crescentus son diferentes tanto en su morfologia,
como en su capacidad de iniciar el ciclo celular.
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Figura 11, Dominio conservado en el Barril f de secuencias homalogas a Omp A. . Se muestran los alineamientos de la porcion amino temminal de
homologos de OmpA de vanas especies de bactenas: Shigella dysenteriae (SHIDY), Salmonella typhimurium (SALTY), Enterobacter asrogenes
(ENTAE), Serratia marcescans (SERMA) v Haemophilus influenzae (HAEIN). La porcion del baml § esta sefialada con flechas negras. Los residuos
conservados se encuentran en color rojo. La parte sombreada (solor gns) representa los residuos en comin, excepto en HAEIN, el género que demostrd
tener solo 33% de identidad respecto a £ colf (ECOLI). (Tomada y modificada de Pautsch et al 1995,




El primer tipo de célula es una célula flagelada y movil. Esta célula
desarrollard una estructura de anclaje al sustrato llamada prosteca dando lugar al
segundo tipo de célula. El segundo tipo celular es capaz de iniciar una nueva
ronda de replicacion y division celular. La longitud de la prosteca depende de la
concentracion de nutrimentos (Poindexter, 2006). Precisamente, el ciclo de vida
dimorfico hace que C. crescentus sea diferente de bacterias que se dividen
simétricamente como E.coli donde la morfologia celular se mantiene constante a
lo largo del ciclo celular (Figura 14).

3.1Sistema Tol-Pal y proteinas implicadas para la integridad de las
envolturas celulares en C. crescentus

Debido a que C. crescentus puede crecer en medios diluidos, su ME no sélo
funciona como barrera para la difusion de moléculas, sino también como trampa
para la captura de nutrimentos. Esto se ve reflejado en la cantidad importante de
proteinas de alto peso molecular embebidas en la ME (Poindexter, 2006). A pesar
de este doble papel de la ME en C. crescentus, esta bacteria carece de Lpp
(Takacs, C.N., Poggio S., Charbon G., Pucheault M., Vollmer W., y Jacobs-
Wagner C., 2010), la principal proteina de estabilizacion de la ME en
enterobacterias.

A diferencia de E.coli, en C. crescentus el sistema Tol-Pal es esencial (Yeh et al.,
2010). El complejo Tol-Pal es requerido para el desarrollo en orden del ciclo
celular. Es esencial en la invaginacion de la ME en las ultimas etapas del ciclo
celular. Se ha sugerido que el sistema Tol-Pal de C.crescentus cumple también
con las funciones de Lpp (Gerding M. A., et al., 2007).

En mutantes de C. crescentus de TolA, TolB o Pal, las células muestran una ME
desorganizada o células incapaces de completar la division celular. En cepas
silvestres de C. crescentus el complejo Tol-Pal estéa situado en el plano de division
temprano, en células predivisionales. El sistema se expresa y se mantiene en los
polos de la nueva célula incluso después del término de la division celular (Yeh et
al., 2010).

En un estudio sobre las diferencias estructurales entre los sistemas Tol-Pal de C.,
crescentus y E.coli (Figura 12) se describe la importancia del sistema en la
localizacion de las proteinas de polaridad TipN en C. Crescentus (Yeh et al.,
2010). TipN es una proteina de MI que sirve como marcador de polaridad celular y
que esta implicada en la localizacion de estructuras extracelulares como el flagelo
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y la prosteca y en la segregacion del cromosoma (Lam H., Schofield W.B., y
Jacobs-Wagner C., 2006)

E. coli Caulobacter
Membrana
0 i
BB Pal %*LLpp externa (0,&_'. Pal
& Peptidogli
. ;‘fv eptidoglicanos v,‘
Lf*"f Q} \‘Q \\'A‘ “'—‘
| ﬁ r] Membrana ] : ; ‘:
1] pellong interna a0 B i
TolQ TolRTolA ToIQToIRTolA Tlpf\?{“

Figura 12. Diferencias entre los sitemas Tol-Pal de E.coli y C. crescentus. En el panel
izquierdo el sistema Tol-Pal de E. coli con presencia de Lpp. En el panel derecho el sistema Tol-
Pal de C. crescentus con ausencia de Lpp y presencia de la proteina TipN. Tomada y modificada
de Yeh et al., 2010.

Es importante resaltar que en esta bacteria dimorfica, el sistema Tol-Pal es
requerido para mantener la posicion de TipN a lo largo del ciclo celular. Las
proteinas TolA y Pal son necesarias para la correcta localizacion de TipN. TolA y
Pal interactian con TipN (Yeh et al., 2010).

3.2 La prosteca como 6rgano especializado

La célula de C. crescentus que se encuentra en la fase del ciclo celular donde
tiene la capacidad de iniciar la replicacion del DNA, se caracteriza por la
presencia de una estructura llamada comunmente prosteca. Esta estructura, en el
caso de C. crescentus mide menos de 0.2 ym de diametro (no es visible con
microscopia de campo claro). Este apéndice tiene la funcion de adherencia al
sustrato (Poindexter et al., 2006). La prosteca no contiene ribosomas, DNA o
proteinas citoplasméticas (Wagner et al., 2007).

A nivel estructural, la prosteca es una extension cilindrica unida a la célula a través
de las envolturas celulares antes descritas: ME, Ml y PP (Figura 13) (Curtis , P. D.,
y Brun, Y. V., 2010). La prosteca esta interrumpida en intervalos irregulares por
bandas periplasmicas sensibles a lisozima llamadas bandas transectantes
(crossbands). Cada una de estas bandas consiste de material electrodenso que
pueden o no contener un poro central. Probablemente ellas estabilizan y/o
compartimentan la estructura de la prosteca (Wagner et al., 2007).
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La sintesis de la prosteca comienza después de la generacion del disco adhesivo
aungue no depende de este. La elongacién de la prosteca lleva a la célula a
alejarse de la superficie donde se encuentre anclada, siendo ventajoso cuando se
desarrolla en biopeliculas brindando una mayor capacidad para la adquisicion de
nutrimentos a diferentes niveles. Sin embargo, incluso en medios ricos no
limitados en fosfatos, se presentan células con prosteca. Lo cual sugiere que el
desarrollo de la prosteca a velocidad basal es parte integral del desarrollo de la
célula (Wagner et al., 2007).

Figura 13. Estructura general de la prosteca de Caulobacter crescentus. Panel A: Estructura
de la prosteca. ME: membrana externa: PP: pared de pared peptidoglicanos; MIl: Membrana
interna. Panel B: seccién de prosteca donde se encuentra una banda transectante o “crossband”.
Tomada de (Schlimpert S., Klein, E. A., Briegel, A., Hughes, V., Kahnt, J., Bolte, K. y Maier, U. G.,
2012)

En general las bacterias dimérficas prostecadas pueden ser divididas en dos
grupos basados en la funcion de la prosteca. El primer grupo involucra a la
prosteca en funciones de reproduccion (por ejemplo: Hyphomonas e
Hyphomicrobium). El segundo grupo, que incluye a C. crescentus involucra a la
prosteca Unicamente en la funcién de adhesién al sustrato favoreciendo su papel
en la toma de fosfatos (Ireland .M. E., Karty, J. a, Quardokus, E. M., Reilly, J. P., y
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Brun Y., 2002). La prosteca de C. crescentus siempre se adhiere al sustrato por la
parte distal a través de un disco adherente (Bodenmiller et al., 2004).

En el caso de C. crescentus, el polo de la prosteca secreta un adhesivo que esta
compuesto en parte por N-acetil glucosamina (Bodenmiller et al., 2004). La
formacién de la prosteca requiere del cambio de sintesis de las proteinas de la
superficie celular en direccion perpendicular al eje original, en tiempo y
localizacion especifica. La morfogénesis y elongacion de la prosteca emplea
proteinas en comun con la elongacion del cuerpo celular como son la proteina 2
de anclaje a penicilina o PBP 2 (penicillin-binding protein 2). De esta manera, su
delecién o inactivacion conduce al incremento del diametro y defectos de longitud
de la prosteca y del cuerpo celular. Los mecanismos que determinan la
localizacion, forma y tamafio de la prosteca no pueden ser completamente
inherentes a las proteinas de elongacion de la pared celular, por lo que deben de
existir proteinas especificas de la sintesis de la pared celular de la prosteca
(Wagner et al., 2007).

La elongacion de la prosteca responde a la baja concentracion de fosfatos dentro
del medio donde se desarrolle la célula (Wagner, 2007 & Ireland et al., 2002).La
estimulacién de la elongacion de la prosteca esta relacionada con la toma de
fosfatos de la célula. La disponibilidad de fosfatos es un factor limitante de
crecimiento para varios microorganismos. En ambientes oligotroficos (con baja
productividad primaria y por lo tanto poco contenido de nutrimentos), las prostecas
pueden medir 20 veces el tamafio del cuerpo celular. La elongacion incrementa la
proporcién de la superficie celular contra volumen. Lo anterior sugiere que la
prosteca desempefia un papel importante en la incorporacion de toma de
nutrimentos (Wagner, J. K., & Brun, Y. V. 2007).

Ireland y colaboradores (2002) determinaron y clasificaron 64 proteinas dentro de
la prosteca de C. crescentus. De éstas 64, 39 dipeptidasas, fosfatasas alcalinas,
sensores de histidina-cinasa, homologos de TolC y proteinas relacionadas con
OmpA.

4 Ciclo celular dimo6rfico de C. crescentus

C. crescentus es un modelo representativo del desarrollo y division celular en
procariontes con ciclo celular dimoérfico y un modelo para el estudio de los
principios de la diferenciacion celular (Martin et al., 2000).

Un ciclo celular de C. crescentus siempre generara una célula prostecada sésil y
una célula flagelada movil (Figura 14). La morfologia, la motilidad y la capacidad
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de continuar hacia un nuevo ciclo celular son completamente distintas de acuerdo
al tipo celular.

Por un lado, las células flageladas moviles son incapaces de iniciar la replicacion
del cromosoma y tienen como funcién principal la motilidad dentro del medio
acuoso a traves del flagelo polar (Bodenmiller et al., 2004). Estas células se
encuntran en la fase G1 del ciclo celular. La célula nadadora se diferencia hacia
un tipo celular con prosteca, perdiendo el flagelo y el pili, ambos son
reemplazados por la prosteca (entre las fases G1 y S del ciclo celular). Una vez
prostecada, la célula puede iniciar la replicacién del DNA (Ireland et al., 2002). La
célula prostecada (en fase G2) crece, se elonga y forma dos compartimentos
predivisionales: el compartimento de la célula prostecada (el polo que se
encuentra anclado) y el compartimento distal a la prosteca, donde comienza a
sintetizarse el flagelo, aunque éste no tenga funcion rotacional hasta que las
Gltimas etapas de division celular concluyan. Una vez finalizado el ciclo, a partir de
estos dos compartimentos se forman células independientes. La célula prostecada
puede iniciar una nueva replicacién del cromosoma (Judd et al., 2005)

C. crescentus presenta expresiones diferenciales de proteinas en cada etapa del
ciclo celular (Figura 15). El ciclo celular est4 regulada por tres reguladores
maestros: CtrA, DnaA y GcrA (Martin et al., 2000).

La proteina CtrA es una proteina perteneciente a la superfamilia de reguladores de
respuesta. CtrA actla a través de un sistema de dos componentes (una histidin-
cinasa recibe una sefial de entrada, se autofosforila en el residuo de histidina y
transfiere el fosfato a un residuo de aspartato en el regulador de respuesta). La
forma fosforilada de CtrA actia como factor de transcripcion, regulando genes del
ciclo celular como formacion del flagelo o metilacion del DNA. CtrA tiene la
capacidad de unirse al sitio de inicio de la replicacion (oriC) y reprimir el inicio de la
replicacion, por lo que al inicio de cada ciclo celular, las células presentan altas
concentraciones de la proteina CtrA que inhiben la replicacion del DNA (Martin et
al., 2000).
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Figura 14. Diferencias morfologicas del ciclo celular de bacterias con division
simétrica y asimétrica. Las células de lado izquierdo pertenecientes a E. coli presentan un ciclo
de vida simétrico donde las células no desarrollan apéndices ni cambian su forma basica de bacilo
entre generaciones. Las células de lado derecho, de C. crescentus, cambian radicalmente su
morfologia, presencia de apéndices, capacidades motoras y capacidades de replicacién y division.
En el caso de C. crescentus, sélo la célula flagelada tiene la capacidad de nadar, mientras que en
la célula prostecada es sésil. Las células hijas en el caso de E. coli no necesitan desarrollar algin
apéndice para iniciar la replicacion y division a diferencia de C. crescentus, quien necesita anclarse
a un sustrato a través de una prosteca y disco adhesivo para comenzar la replicacion y division
celular.

El momento de transicidén entre célula flagelada a célula sésil es determinado por
la replicacion de DNA de la célula. En este momento, los niveles de CtrA en su
forma fosforilada disminuyen. La disminucion es producto de la desfoforilacion de
la proteina (Martin et al., 2000).

DnaA, es un regulador transcripcional que se comienza a sintetizar en el momento
de la transicion de célula flagelada a célula prostecada. Esta proteina se une a
sitios proximales del origen de replicacion del cromosoma y lo relaja. DnaA
también activa la transcripcion de gcrA, la polimerasa lll, la DNA helicasa y las
proteinas de division célular. La concentracion mas alta de DnaA se presenta en la
trancicion de célula flagelada a sésil, es decir en el periodo entre G1 y S. Su
regulacion depende de los cambios en la metilacion de su promotor: es activado
cuando se encuentra metilado y desactivado cuando se encuentra hemimetilado,
despues de la replicacion (Bowers, L., Shapland E. y Ryan K., 2008).
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La trnascripcion de gcrA, otro regulador maestro, es activada por DnaA. GcrA se
acumula mientras la célula se encuentre en la fase S. La acumulacion de GcrA
también permite la acumulacion de CtrA depués de que el promotor P1 de este
gen se hemimetila por el paso de la horquilla de replicacion. La transcripcion de
GcrA es reprimida por CtrA (Bowers, L., Shapland E., Ryan K., 2008).

Por otro lado, la acumulacién de CtrA permite la trascripcion de la proteina FtsZ.
La proteina FtsZ es una GTPasa tipo tubulina que al polimerizarse forma una
estructura similar a un anillo que proporcionan la fuerza mecéanica requerida para
la constriccion de las membranas celulares. Esta proteina es importante para la
determinacion de la division en bacterias pues determina la sincronizacion vy
localizacion de las proteinas que llevaran a cabo la divisién celular (Judd et al.,
2005). ElI cromosoma bacteriano de C.crescentus tiene una organizacion espacial:
el origen de replicacion del cromosoma se encuentra en el polo viejo de la célula'y
en el polo opuesto, el sitio de terminacion.

En células nadadoras de C. crescentus, la proteina FtsZ esta ausente y es
detectable cuando ésta se empieza a diferenciarse en célula sésil. Entonces es
cuando la concentracion de FtsZ incrementa rdpidamente. Una vez que la
constriccion de las membranas ha comenzado, la concentracion de FtsZ
disminuye precipitadamente. En células separadas y autbnomas una de otras,
FtsZ sblo se encuentra en las células prostecadas. Los modelos de FtsZ describen
al anillo y las proteinas asociadas ancladas a la MI. En E. coli, FtsA y ZipA tienen
la funcion de anclar a FtsZ a la membrana. El anclaje de FstZ es continuo pero
probablemente esta unido a la Ml en puntos discretos. (Judd et al., 2005).

En las ultimas etapas de constriccién las membranas de C. crescentus, la Ml y ME
de las células hijas se separan en distintos momentos. La constriccion de la M
ocurre antes de la constriccion de la ME. En un inicio, la distancia entre la Ml y la
ME se mantiene constante pero conforme la divisiébn avanza, la Ml se constrifie
mas rapido. La MI termina su constriccion separando al citoplasma en dos
compartimentos. La ME continla constrifiéndose por un tiempo mas largo. La
constriccidén de la ME continta hasta que sélo existe una pequefia conexion entre
las dos células existentes. La ME se parte completamente y la citocinesis es
completada (Curtis, P. D., & Brun, Y. V., 2010).
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Figura 15. Eventos principales del ciclo celular de C. crescentus. Los eventos de
diferenciacion estan ligados al tipo celular, la cantidad de proteinas expresadas, los érganos que
se estan biosintetizando o degradando.
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C

Hipotesis

En Caulobacter crescentus existen proteinas relacionadas con OmpA de
Escherichia coli con una estructura de dominios similar a ella y que participan en la
estabilizacion de la ME.

D

Objetivos

Objetivo general

Determinar las proteinas de Caulobacter crescentus con una estructura de
dominios similar a OmpA de Escherichia coli y determinar la localizacion de
estas proteinas con caracteristicas de OmpA.

Objetivos particulares

1. Realizar una busqueda bioinformatica para determinar qué genes de C.

crescentus codifican para proteinas con dominios similares dentro de la
familia de OmpA.

Analizar por métodos bioinforméticos las caracteristicas de las proteinas
codificadas por los genes putativos identificados, esto incluye determinar
la longitud y secuencia del gen de interés, realizar los alineamientos de
la secuencia de aminoacido de las proteinas resultantes y generar un
modelo topoldgico de la proteina.

Disefiar una fusién viable del gen de interés asociado a un marcador
fluorescente en C. crescentus.

Caracterizar la localizacion de la proteina codificada por el gen de

interés a lo largo del ciclo celular de C. crescentus, a través de la
fluorescencia emitida por el marcador.
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E Metodologia

1. Busqueda bioinformética

PFAM

Este es un programa desarrollado por el Instituto Sanger. Contiene las secuencias
de diferentes familias de proteinas. Permite comparar las secuencias de
aminoacidos de diferentes proteinas, buscar grupos relacionados y encontrar
dominios y proteinas conservadas. En este proyecto se empleo para determinar la
existencia de un gen (0 mas) con caracteristicas similares al gen que codifica para
OmpA de E.coli en C. crescentus. Su interfaz puede ser consultada en
www.pfam.sanger.ac.uk/.

NCBI

Para afinar la busqueda del gen de interés, se consultd esta base de datos. Se
empled de diferentes maneras: para determinar la similitud entre las proteinas
identificadas utilizando el programa BlastP y para encontrar dominios conservados
utilizando la herramienta de CDSearch. La direccion electronica de esta base de
datos puede ser consultada en: www.ncbi.nlm.nih.gov

PRED-TMBB

Es un programa gratuito en linea desarrollado por la Universidad de Atenas en el
laboratorio de Biofisica y Bioinformatica. Este servidor ejecuta un proceso de
discriminacion en cualquier secuencia de aminoacidos, localiza las hebras en
conformacién B plegada e integra un modelo topoldgico de la secuencia. Su
método de prediccion estd basado en modelos ocultos de Markov, capaces de
predecir la topologia de las proteinas de membrana externa tipo barril B de
bacterias Gram negativas y de discriminarlas de otro tipo de proteinas. Emplea
como datos de entrada la secuencia de amino acidos, sin la necesidad de
informacion evolutiva. La direccidn electronica puede ser consultada en
www.biophysics.biol.uoa.gr/PRED-TMBB/

2. Cepas bacterianas empeladas

-Caulobacter crescentus: Cepa silvestre CB15N
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-Escherichia coli: cepa TOP10 células competentes de INVITROGEN (F- mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG).

3. Medios de cultivo

-Medio Luria Bertani (LB): 10gr de NaCl al 1%, 10gr de Bacto triptona al 1%, 5gr
de extracto de levadura al 0.5%

-Medio de extracto de levadura y peptona o PYE por sus siglas en inglés: (para un
litro) 2g de peptona, 1g de extracto de levadura, 1.0ml de MgS0O4(20%), 1.0 ml de
CaCl; 2H,0 (10%).

-Medio M5GG (Medio de bajos fosfatos): En 90ml de agua: 100ul de NaCl al 1M,
100ul de KCI al 1M, 625ul de NH4Cl, al 0.05%, 84.6 pl de glutamato de sodio.
Suplemento: yl de MgSO,4 1M, glucosa 10% 1ml, FeSO,10mM 100 pl, CaCl, 1M
50 pl. Buffer: 2ml tris-HCI pH 7.0 200mM 10ml. Para medio de bajos fosfatos
adicionar: 10uM o 50 uM de MgPO..

-Medio M2G: para un litro, 25mL de sales M2 a 40x, 500ul de MgSO4 a 1M, 500 ul
1M, 1ImL de FeSO4, 10Mm de EDTA, 10MI de glucosa al 20%.

4. Métodos de cultivo

-Cultivos de toda la noche (Overnight: ON por sus siglas en inglés): Se inocula en
3ml de medio liquido (PYE con kanamicina al 0.5%, 10ul/ml para C. crescentus o
LB para E. coli) una colonia de la cepa de interés previamente crecida de medio
solido. Los tubos se incubaron a 30°C en el caso de C. crescentus o 37°C en el
caso de E.coli con agitacion constante durante toda la noche.

-Sincronizacion:

1) Un dia antes de la sincronizacion: se inoculé con la cepa p3494-CHYC-2-
mCherry un matraz con capacidad de 100ml con 30ml de medio M5GG con 1ul/ml
de kanamicina al 0.05%.

2) La sincronizacion: El cultivo de 30ml se crecio hasta llegar a una densidad entre
DOsgo= 0.3 y 0.4. Una vez alcanzada esta densidad, se colocé en hielo para evitar
gue siguiera proliferando. Simultdneamente, manteniendo la cadena de frio a 4°C,
se colocaron en el hilo: 4 tubos corex de 15ml, el medio de cultivo M5GG vy la
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solucion LUDOX (Solucion coloidal que ayudara a separar las fases de células
nadadoras y células prostecadas de C. crescentus) y si son necesarios, los
fosfatos 1x. Posteriormente, en un tubo corex se preparé una solucién de 6ml de
LUDOX y 450 pl de HCI 1M y se mezcl6 por inversion. De la anterior solucion se
traspasaron 3.225ml en otro tubo corex. A cada uno se le agregaron 12ml del
cultivo crecido de la cepa con la construccion p3494-CHYC-2-mCherry
previamente y se mezclaron por inversion. Se centrifugaron ambos tubos a 9000
rmp (rotor corvall 5534) durante 30 min a 4°C. De las dos bandas que se formaron,
se rescatd la banda inferior (células nadadoras) aspirandolas en circulos
suavemente con una micropipeta estéril. Las células rescatadas se colocaron en
un nuevo tubo corex y se agregaron 10ml de cultivo M5GG. Nuevamente se
mezclaron por inversion y se centrifugaron a 8000 rpm durante 5 min a 3-4 °C. Se
aspir6 el sobrenadante y se rescato el boton formado. Al boton se le agregaron 10
ml del medio empleado y se mezclé por inversion de nuevamente. Esta vez se
centrifugaron a 8000 rpm durante 5 min a 3-5 °C. El sobrenadante resultante se
aspiré y se resuspendié el boton. Este botdn se transfirio a un tubo eppendorf de
1.5ml y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min a 3-4 °C. El botén resultante se
inoculé en 3ml del medio seleccionado y se dejo crecer.

-Parches: De un cultivo con colonias aisladas previamente sembrado, se recolecto
una muestra de la colonia con un palillo de madera estéril y se esparcié en una
nueva caja petri con medio solido en forma de zig-zag en un area pequefia en
forma de cuadrado (Figura 16). Cada parche quedd separado de todos los
restantes, usualmente se hacen de 10 a 20 parches por caja de medio sélido (PYE
para C. crescentus o LB para E.coli).

Figura 16. Parche inoculado con palillo estéril, estriando pequefios cuadros en forma de
Zig-zag.

5. Purificacién de plasmido

Método por minipreps hervidos: se inicid con la centrifugacion de 1.5 ml de cultivo
tipo ON a 15000 rpm durante 1min en una microcentrifuga modelo Eppendorf
5415C. El botdn resultante se resuspendid y se agregaron 300 pl de STET y 30 pl
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de lisozima. Se colocaron en el vértex durante 5 segundos aproximadamente e
inmediatamente se colocaron en agua hirviendo durante 45 segundos. Se
centrifugaron a 15000 rpm y el sobrenadante se traspas6 a un tubo eppendorf
estéril con 300 pl de isopropanol. Se dejé reposar 10 minutos en hielo.
Posteriormente se centrifugd por 20 minutos en frio a 15000 rpm y se descarto el
sobrenadante. El boton resultante se lavo con 500 pl de etanol al 70% y se mezclo
por inversion suave. El boton lavado se dej6 secando a 47°C hasta que seco
completamente, cuando esto ocurrié se agregaron 40 pl de agua y se dejo reposar
5 min a 65°C. Se colocé en el vortex y se centrifugd una vez mas. Este Ultimo
boton se resuspendid y de éste se cargaron 5ul en el gel de agarosa para su
analisis bajo luz UV de onda corta.

6. Disefio de la construccion de un plasmido viable gen-fluoréforo

El tamanfio total del gen putativo CC3494 es de 1350 pb. A partir de este gen, se
amplificé por PCR un fragmento flanqueado por los oligonucle6tidos nombrados
3494f1 Sacl (caagagctcCTCGATCAAGGCGACCGACAAG) y 3494r1 EcoRl
(caagaattcacgaagttgatcgagatcgtcgaacg) disefiados con el programa DNAman. El
fragmento resultante de este PCR fue un fragmento de 581pb correspondiente al
extremo 3’0OH terminal del gen. Posteriormente este producto de PCR se digirié
con las enzimas de restriccion EcoRIl y Sacl al igual que el plasmido purificado
pCHYC-2. Este es un vector de integracion que permite la fusion del fragmento del
gen clonado de interés en el extremo 3’OH con el gen que codifica para la proteina
fluorescente m-Cherry (Thanbichler M., Iniesta, A. a, y Shapiro, L., 2007). El
fragmento y plasmido fueron ligados para dar lugar a la construcciéon p3494-
CHYC-2-mCherry.

7. Transformacién en cepas bacterianas

La electroporacién consiste en aumentar la permeabilidad de la membrana
plasmatica para permitir la introduccion de la construccion a través de un campo
eléctrico externo. En este caso se aplicé un campo de 1.6 mV a una celda de
electroporacion de 0.1cm previamente enfriada y con las células competentes en
el fondo de la celda. Una vez aplicado el campo eléctrico, se agregd
inmediatamente 1mL de medio de cultivo a la celda y se recolectaron las células
transformadas para traspasarlas a un tubo eppendorf donde se incubaron 1 hora a
30°C para C. crescentus y 37°C para E.coli con agitacion constante para ambos
casos.

Para determinar si la clonacién en las células competentes de E.coli TOP10 fue
exitosa, se realizaron minipreps hervidos los cuales se digirieron con las mismas
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enzimas que se usaron para digerir el inserto y el vector. La presencia del
fragmento se verifico por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Una
vez verificada la clonacion del fragmento, se purificO el plasmido resultante
utilizando el kit de miniprep de Qiagen. El pldsmido obtenido se electropord en
células de C. crescentus y se plateo en cajas PYE-Kan.

La permanencia de la resistencia al antibidtico kanamicina depende de la
recombinacién del pldsmido con el cromosoma a través de la region de homologia
consistente en el fragmento clonado. La recombinacién sencilla entre el plasmido y
el cromosoma bacteriano resulta en la sustitucion del extremo 3’OH del gen nativo
por el del gen fusionado al gen de la proteina fluorescente. Por otro lado el
extremo 3’ del gen silvestre es recorrido al final del plasmido en el cointegrado sin
un promotor. Como resultado la Unica copia potencialmente funcional es la que
esta fusionada con el gen de la proteina fluorescente (Figura 17).

Pts 1310

A) Sal 270
Pts 508 Pts 045
Sacl 550
EcoRI 556
Caulobacter /\f W
crescentus Gen nativo
B) iy’

~

S

/V GN inserto M-cherry . de GN W

Figura 17. Construccién viable y esquema del cromosoma resultante. Panel (A) representa un
esquema de la construccién que resulté viable: el fragmento amplificado del gen de interés (color
azul) y el plasmido pCHYC-2 (color verde) que contiene al fluoré6foro mCherry (color morado). Este
plasmido presenta resistencia a kanamicina. También se presentan los sitios de cortes por las
enzimas Sacl y Ecorl. El panel (B) representa la integracion por recombinacion de esta
construccion en el cromosoma de C. crescentus (amarillo). La primera copia del gen contiene el
promotor y 769pb pertenecientes del gen nativo después viene insertado el fragmento amplificado
de 581 pb, el fruoréforo y la resistencia a kanamicina. La segunda copia, al carecer del promotor
nativo y estar truncada en su extremo 5’, es una copia no funcional.
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8. Preparacion de las muestras para su observacion en el microscopio

A partir de la sincronizacion de las células en medio M5GG con 10 Y 50 uM de
fosfatos se tomaron alicuotas cada 10 minutos para observar al microscopio.

Las alicuotas de cada cultivo por separado fueron de 550ul del cultivo. Fueron
tomadas cada 10 min durante 120 min y se colocaron en un eppendorf nuevo de
1.5ml. A éstos se le agregaron 50yl de formaldehido y se mezclaron con vortex.
Se dejaron reposar 20 min a temperatura ambiente y se conservaron a 4 °C hasta
su observacion en el microscopio.

-Localizacién de la expresion de la proteina codificada por el gen CC3494

Se prepararon camas de agarosa consistentes de 750ul de medio minimo M5GG
con 1.5% de agarosa, Yy se esparcieron con una micropipeta en un portaobjetos
con 3 cubreobjetos apilados de cada lado para brindar altura e impedir que la
agarosa se disperse fuera del portaobjetos. Se tapd con otro portaobjetos y se
dej6 gelificar. Una vez solido, se removieron tanto los pilares laterales de los
cubreobjetos como el cubreobjetos que estaba tapando la agarosa. Como
resultado se tiene una capa de agarosa donde se colocan 2ul del las células
fijadas y se cubren con un cubreobjetos para su observacién al microscopio.

La determinacién de la localizacion de la construccion p3494-CHYC-2-mCherry
(proteina fluorescente Mcherry) se llevé a cabo con el microscopio Nikon Eclipse
E600 con un objetivo 100X de inmersion de contraste de fases y el filtro 594-
mcherry para observar la fluorescencia de la construccion.
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F Resultados

1) C. crescentus tiene seis genes que codifican para proteinas con el
extremo carboxilo terminal de OmpA, dos de ellas ademas presentan
el dominio amino terminal, por lo que podrian tener la misma funcion
de ompA de E. coli.

La busqueda en Pfam mostré que existen seis genes en el genoma de C.
crescentus que codifican para proteinas que contienen el dominio
correspondiente al carboxilo terminal de OmpA (Figura 18). Este resultado
incluye a los genes 0201, 0747, 1573, 3229, 2845y 3494.

Pfam

QUICK LINKS VIEW PFAM FAMILY ANNOTATION AND ALIGNMENTS

SEQUENCE SEARCH Enter a family identifier (e.g. Piwi) or accession (e.g. PF02171) to

VIEW A PEAM EAMILY see all data for that family.
OMPA ¢ '?) xample
VIEW A CLAN I I —r S

{) Loading entry...
+--Caulobacterales (55)
| |
| +--Caulobacteraceae (55)
| |
| +ﬁ-Ca:lobacte: crescentus (Caulobacter wvibrioides) (6)

Figura 18 .Proteinas de C. crescentus pertenecientes a la familia de OmpA. El analisis de
Pfam demostr6 que C. crescentus tiene al menos 6 genes relacionados con OmpA.

Adicionalmente, se realizé un BlastP de OmpA de E. coli contra el genoma de C.
crescentus. Este analisis demostré la similitud de los genes encontrados con Pfam
y la proteina OmpA de E. coli (Figura 19).El resultado de este analisis sugiere que
los genes CC0201, CC3494 y CC0747 son los genes que codifican para proteinas
con una mayor similitud a OmpA de E. coli, aunque la similitud se limita al dominio
del extremo carboxilo terminal de OmpA.
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Figura 19. BlastP de los seis genes reconocidos por Pfam . A traves de un BlastP se
alined a la proteina OmpA en E. coli contra el proteoma de C. crescentus. La grafica nos
indica que soélo la region carboxilo de OmpA presenta similitud con todos los genes
previamente identificados de C.crescentus. So6lo dos, CC201 y CC3494 presentan una similitud
reducida en el amino terminal. Los genes de C. crescentus con un mayor porcentaje de
similitud y puntaje total (total score) respecto a la proteina OmpA de E. coli fueron cinco de los
anteriormente reconocidos por Pfam: CC0201, CC3494, CC747, CC2845 y CC3229. El gen
CC1573 resultdé con un porcentaje bajo (36%) y ningun acierto (Hit) especifico, por lo cual no
se muestra en los resultados.

Mientras que el valor E (E-value) nos demuestra que es probable que la similitud
se deba a una probable homologia y no al azar (pues el valor E es mucho menor a
1), la extension de la regién de similitud (Query coverage) aunque menor al 50%
representa el dominio identificado por pFam (carboxilo terminal).

2) Las proteinas CC3494 y 0747 podrian tener la misma funcion que
OmpA

Las proteinas codificadas por los genes identificados previamente fueron
sometidos a un analis de dominios conservados en NCBI (Figura 20). Ninguna
de las seis proteinas codificados por los genes analizados presenta el dominio
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amino terminal de OmpA, sin embargo CC3494 y CC0747 presentan dominios
integrales de ME, mientras que la otra proteina con una alta similitud a OmpA
(CC0201) es en realidad una lipoproteina de ME. Por otro lado, la proteina
CC3229 corresponde a la lipoproteina Pal, esencial en C. crescentus, CC1573
es la proteina del motor flagelar MotB y CC2845 es una proteina peripladsmica
de funcién desconocida. Este resultado confirmé que los productos de los
genes CC3494 y CC0747 codifican para proteinas, posiblemente con la misma
funcién que OmpA. Para facilitar el estudio subsecuente, en este trabajo nos
concentramos en el producto del gen CC3494 debido a que fue el que mayor
porcentaje de similitud obtuvo. Ademas datos de expresion global obtenidos de
experimentos de microarreglos de C. crescentus indican que CC3494 es un
gen altamente expresado (McGrath et al., 2007). Por esta razén se esperaria
que esta proteina estuviera presente en la bacteria en una alta cantidad. Esto
concuerda con una posible funcién parecida a la de OmpA.

3) Laestructura de la proteina expresada por el gen 3494 de Caulobacter
crescentus es similar a OmpA de Escherichia coli

La comparacion de topologia de la proteina OmpA perteneciente a E. coli
predicha a partir de su secuencia (Figura 21) y la prediccion de la topolgia de la
proteina codificada por el gen 3494 de C. crescentus (Figura 22) es similar en
cuanto a numero total de segmentos transmembranales de la ME y en la
posicion del barril B en el tramo que comprende al extremo amino terminal.

Las predicciones robustecen la hipotesis de que la proteina codificada por el
gen CC3494 de C.crescentus y OmpA de E.coli tienen una topologia similar.
Respecto a los segmentos en la membrana externa (formadores del barril B),
vueltas hacia el exterior de la membrana externa y vueltas en el periplasma,
tanto en OmpA como en la proteina expresada por el gen CC3494 son de una
longitud similar.

Las hebras B estan en el rango de 8-10 residuos de aminoécidos, las vueltas
hacia el exterior de la membrana externa son de 3-5 residuos de aminoéacidos y
finalmente, las vueltas en el periplasma son de 8-12 residuos de aminoacidos.
Esto coincide con la aseveracion de que el barrii B es una estructura
fuertemente conservada, al menos en longitud y namero de las hebras (En
OmpA corresponde a 8 hebras al igual que en la proteina codificada por el gen
CC3494).
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Figura 21. Prediccion de la topologia de OmpA de E. coli. Se muestran las predicciones de
la topologia de OmpA de E. coli predicha por los métodos Viterbi, N-Best y Posterior Decoding.
En los tres casos, se evidencian los segmentos transmembranales en color rojo. Estos 8
segmentos corresponden al barril B de OmpA en la regién que comprende al amino terminal.
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Figura 22. Prediccién de la proteina codificada por el gen 3494 de C. crescentus. Se
muestran las predicciones de la topologia de OmpA de C. crescentus predicha por los métodos
Viterbi, N-Best y Posterior Decoding. Es importante notar la presencia de una gran cantidad de
prolinas justo después de terminar la estructura del barril 3.
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Las unicas diferencias son el dominio del extremo carboxilo terminal y el nimero
de residuos de amino&cidos que existen entre el inicio de la secuencia y la primera
hebra B insertada en la membrana externa. En E.coli la longitud del extremo
carboxilo terminal es de 154 residuos de aminoacidos, mientras que en C.
crescentus es de 145 residuos de aminoéacidos. La longitud del extremo amino
terminal justo antes de ingresar como hebra 3 transmembranal en el caso de E.coli
es de 27 residuos de amino&cidos, mientras que en C. crescentus es de 74
residuos . Aunque es probable que la anotacion del genoma de C. crescentus
este equivocada en cuanto a la posicion de la metionina de inicio, ya que por un
lado un péptido sefial tan largo seria altamente improbable y por el otro existen
dos posibles codones de inicio rio abajo del reportado, que todavia predicen un
péptido sefal. Finalmente existe una cantidad importante de prolinas justo al final
de la estructura del barril . Estas prolinas podrian ayudar a posicionar el extremo
carboxilo terminal de esta proteina mas cerca de la PP con la cual interactla.

4) Mediante un andlisis de microscopia se muestra que la proteina de
fusion CC3494-mCherry es funcional

Para determinar la localizacion de la proteina expresada por el gen CC3494 se
fusion6 el extremo 3’'OH de este gen con el gen de la proteina fluorescente
mCherry (seccion de Métodologia). En el panel A de la figura 23 se muestra la
digestidon del plasmido obtenido digerido con una sola enzima de restriccion en su
forma lineal y el mismo plasmido digerido con las dos enzimas utilizadas para
clonar el fragmento. Como se puede observar, en esta ultima digestion el plasmido
libera un fragmento del tamafio esperado.

El plasmido p3494CHYC-2 fue electroporado en C. crescetus. Una de las colonias
resistentes a Kanamicina fue seleccionada. Esta cepa fue crecida en medio M5GG
con 10puM MgPO, y cuando el cultivo alcanz6 una densidad Optica de ODeggo 0.3
las celulas se observaron en el microscopio éptico, tanto en contraste de fase para
determinar su morfologia como en epifluorescencia para observar su florescencia.
Como se puede observar en el panel B de la figura 23 las celulas presentan una
tipica morfologia. En el panel C de la misma figura se observa la imagen de
fluorescencia de estas mismas células. Se nota la fluorescencia localizada en la
periferia de las células. Este patron es caracteristico de proteinas membranales o
periplasmicas. Interesantemente la intensidad de la fluorescencia no se distribuye
homogéneamente a lo largo de las células, en cambio parece concentrarse en el
polo viejo o prostecado.
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Figura 23. Patron de fragmentos de la construccion del pldsmido recombinate p3494CHYC-2
y patron de localizacién en Caulobacter crescentus. El primer gel de agarosa muestra el patron
de bandas correspondientes a los fragmentos de la construccén correspondientes del plasmido y
del inserto del gen CC3494. El carril numero 1 corresponde al marcador de peso molecular A-Hind
II. El carril nimero 2 pertenece a la construccion 3494-pCHYC-2-mCherry con una longitud total de
3961 pb. El carril nimero 3 corresponde al plasmido purificado de 3380pb, el carril nimero 4
corresponde al fragmento de PCR del gen 3494 de 581pb. El siguiente gel de agarosa corresponde
a una doble digestion. El carril nimero 5 corresponde a la construccién p3494CHYC-2 digerido con
las enzimas de restriccipon EcoR1 y Sstl. Esta digestion divide a la construccion en el plasmido p-
CHYC-2 y a al fragmento del gen CC3494. Finalmente el carril nimero 6 corresponde al marcador
de peso molecular A-Hind Ill. En el panel F, se muestran las células de la cepa que expresa la
proteina de fusion observadas en campo claro. En el panel G se muestra la fotografia de las
mismas células que en el panel F, observadas con el mismo microscopio, pero con
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epifluorescencia. Las estrellas blancas sefialan los polos prostecados con la conspicua
fluorescencia en éste .

5) La localizacion preferencial de CC3494 a la prosteca se da durante el
proceso de diferenciacion.

El seguimiento del patron de fluorescencia durante el ciclo celular en células
sincronizadas demostré que la fluorescencia esta presente durante todo el ciclo
celular (figura 24). Cuando la bacteria es una célula flagelada y movil, la
localizacion de la proteina parece ser homogénea a lo largo del cuerpo celular.
Conforme se va diferenciando hacia la fase de célula prostecada sésil, la proteina
empieza a ubicarse preferencialmente en el polo prostecado, sin dejar de estar
presente en el cuerpo celular. Justo cuando la célula se va a dividir, la proteina se
acumula en el polo viejo o polo prostecado. La nueva célula que sera liberada al
medio, no presenta una fluorescencia tan conspicua como la de su progenitora.

Células

flageladas PANEL  TIEMPO (min
A 0
10
20
30

Células en -
transicion 50
60

H 70

| 8

) 90
Células K 100
L 120

prostecadas

OO " MmMONo™®

Figura 24. Distribucion de la proteina CC3494-mCherry durante el ciclo celular. Se muestran
tres hileras de imagenes, la primera representa a las células flageladas y moviles, el segundo
muestra a las células que se estan diferenciando de células méviles a células sésiles, el tercer
panel muestra células sésiles prostecadas. La fluorescencia emitida por la CC3494-mCherry es
visible durante todo el ciclo celular. En los subpaneles A y B (*) la fluorescencia parece ser
homogénea en todo el cuerpo ceular. La acumulacién de la proteina se evidencia justo antes de
que la division comience en el subpanel H (**), en el subpanel K se observa que la célula hija emite
menos flourescencia (°) que la célula progenitora (°°).



Finalmente dado que la proteina se acumula en el polo prostecado se decidio
determinar si esta proteina se acumula también en la prosteca. En las imagenes
obtenidas de células crecidas en medio con concentraciones altas de fosfatos
(M2G), las prostecas son de un tamafio reducido y no parece haber una
acumulacion de la proteina en esta estructura. Sin embargo, se decidié determinar
el patron de fluorescencia de células crecidas en condiciones de limitacion de
fosfatos (medio M5GG), que induce el crecimiento de la prosteca. Como se puede
observar en la figura 25, las células crecidas en bajos fosfatos presentaron
prostecas mas grandes en las que parece acumularse CC3494-mCherry en una
mayor proporcion que en las prostecas de células crecidas en altos fosfatos.

Sin condicion de estrés En condicion de estrés

Figura 25. Fotomicrografias de epifluorescencia de células expresando el gen CC3494-
mCherry en condiciones normales y de bajos fosfatos. Células prostecadas crecidas bajo
condiciones sin estrés (panel izquierdo) y en condiciones de bajos fosfatos o con estrés (panel
derecho). Ambos grupos de células se encuentran en la misma fase (células prostecadas). Es
importante sefialar que la fluorescencia emitida es mayor en condiciones de estrés que en
condiciones normales. (Fotografias a 1000X con aceite de inmersién).
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G Discusioén

En este trabajo se investigo si la hipotesis sobre la existencia de una proteina en
C. crescentus con una estructura similar a OmpA de Escherichia coli era correcta.
De acuerdo con los resultados del programa Pfam en el genoma de C. crescentus
s6lo hay seis proteinas con un dominio carboxilo terminal de OmpA. Este dominio
podria permitir a las proteinas interactuar con la pared de peptidoglicano. El
analisis de los dominios conservados de estas proteinas mostré que Unicamente
CC3494 y CCO0747 presentan una region transmembranal putativa de ME,
sugiriendo que estas dos proteinas son los mejores candidatos para representar a
OmpA en C.crescentus. Posteriormente, mediante un analisis de BlastP
discernimos entre CC3494 y CCQ0747 por su similitud con OmpA de E. coli. El
puntaje total (total score) en el analisis BlastP, demostré una mayor similitud entre
OmpA y el gen CC3494, que entre OmpA y el gen CC0747. Adicionalmente los
niveles de expresiéon de CC3494 determinados en experimentos de microarreglos
también soportan el posible papel de esta proteina en la estabilidad de la ME
(McGrath, P. T., 2007). La prediccion con PRED-TMBB evidencia caracteristicas
gue comparten las proteinas OmpA de E.coli y la codificada por el gen CC3494
de C. crescentus. La caracteristica mas sobresaliente es la predicciéon de ocho
tramos transmembranales en el extremo amino terminal y una region que
comprende al extremo carboxilo terminal en contacto con el espacio
periplasmatico, asi como la presencia de una larga secuencia de prolinas que
podrian ser la conexion entre el barril B transmembranal y el dominio que
interactlda con el saculo de peptidoglicanos.

La localizacion de la proteina de fusion CC3494-mCherry en la prosteca cuando
las células fueron crecidas en bajas concentraciones de fosfatos sugiere que esta
proteina es relevante para la estabilidad o funcién de la prosteca. La prosteca
funciona como un apéndice de la bacteria para separarse de la superficie y
mantenerla adherida al sustrato lo cual es de particular importancia en la
formacion de biopeliculas o bajo condiciones de estrés. Al alargarse, la prosteca
necesita ser mas resistente para que la célula no pierda su anclaje al sustrato ni la
capacidad de replicarse. Entonces, si la proteina codificada por el gen CC3494
tiene un papel estructural, por la localizacion de ésta, el papel estructural debe ser
especialmente importante en la prosteca (quiza no Unica pues también se localiza
en el cuerpo celular). Esta hipotesis sustentaria en parte la localizacion en la
prosteca y el polo prostecado y el incremento de su concentracion en la prosteca
cuando esta se alarga en condiciones de bajos fosfatos.
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Por otro lado, si la prosteca esta involucrada en la toma de nutrimentos, entonces
el repertorio de proteinas presentes en esta estructura deberia ser consistente con
esta funcion (Wagner, J. K. et. al.,, 2007). Las proteinas requeridas para la
estabilidad, localizacién y nutricion en la prosteca deben de estar localizadas
principalmente en el polo donde ésta se desarrollara, antes o durante su
formacion. La segunda hipétesis es que, de acuerdo a su localizacién en la
prosteca y polo prostecado, esta proteina podria ser parte de algan complejo
hipotético, cumpliendo con un rol de nutricion a través de la prosteca actuando
como proteina receptora o como parte de un complejo proteico sosteniendo a
algun receptor a través de las membranas celulares (Wagner, J. K. et. al., 2007).

Respecto a la localizacion diferencial durante el ciclo celular, se observo que
mientras la replicacion esta inhibida, la proteina codificada por el gen CC3494 se
distribuye homogéneamente por el cuerpo celular. En contraste, las células que
estan replicando el cromosoma y estan sintetizando la prosteca tienen una
fluorescencia aumentada en el polo prostecado y la prosteca misma. Aln no se
sabe qué promotor es responsable de la trasncripcion del gen CC3494, sin
embargo seria importante saber si se encuentra bajo algun promotor regulado
durante el ciclo celular.

H Conclusiones

Caulobacter crescentus expresa seis genes que codifican para proteinas con el
dominio carboxilo terminal de OmpA. Dos de ellos presentan regiones
transmembranales putativas de ME. De éstos, CC3494 codifica para la proteina
con una mayor similitud a OmpA de E.coli.

Las similitudes entre la proteina expresada por el gen CC3494 de Caulobacter
crescentus y OmpA de Escherichia coli (longitud y nuamero de tramos
transmembranales y vueltas) resaltan la conservacion del barril f y de las vueltas
extramembranales de la proteina a lo largo del linaje de las bacterias Gram
negativas.

La proteina expresada por este gen es conspicua en la prosteca, aunque presenta
cambios en su localizacion durante el ciclo celular: es homogénea en el cuerpo de
la célula flagelada movil, contrariamente, en la célula prostecada sésil se acumula
en el polo prostecado y en la misma prosteca
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