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Abstract.- The presence of flagellar systems is common in several free-living bacteria; however, these have been considered absent
in bacteria belonging to the Rickettsiales order. Candidatus Hepatobacter penaei is a marine Rickettsial bacterium described as a
motile microorganism propelled by a flagellar system that facilitates infection. This bacterium represents a major risk of infection
in shrimp farms. Therefore, the objective of this study was to determine the presence of genes encoding the flagellar system
proteins of the bacterium Candidatus Hepatobacter penaei. The genomic sequence of the GenBank database with accession
number NZ_JQAJ00000000.1, was analyzed. After genes were identified, amino acid sequences were deduced. The amino acid
sequences of the flagellar system were identified by BLASTP through multiple alignment of conserved domains. Subsequently, a
modeling process of FIhA protein was performed and compared with the protein reported for Oceanibaculum indicum considering
the formation of o-helixes and B-sheets. Results showed the presence of some amino acid sequences of the genes related to
bacterial flagellar system as MotA FliG, FIiN, FliL FIhA, FIhB, FliQ FliR and FliF. Finally, these results suggest that Candidatus
Hepatobacter penaei is a rickettsial bacterium having a flagellar system, which possibly confers motility and take part in the
infection process in hosts such as marine crustaceans.
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Resumen.- La presencia de sistemas flagelares es comuin en muchas bacterias de vida libre, sin embargo, estos han sido considerados
ausentes en bacterias del orden Rickettsiales. Candidatus Hepatobacter penaei es una bacteria Rickettsial de origen marino
descrita como un microorganismo con motilidad, propulsada por un sistema flagelar, el cual también facilita la infeccion.
Siendo esta bacteria uno de los principales riesgos de infeccién en granjas camaronicolas. El objetivo de este trabajo fue
determinar la presencia de genes que codifiquen proteinas del sistema flagelar de la bacteria Candidatus Hepatobacter penaei.
Para el analisis se utilizé la secuencia gendmica la base de datos del GenBank con nimero de acceso NZ_JQAJ00000000.1, una vez
detectados los genes, se dedujeron las secuencias de aminodcidos. Las secuencias de aminodcidos del sistema flagelar se
identificaron mediante BlastP, por medio de un alineamiento multiple de dominios conservados. Posteriormente, se realizé un
modelado de la proteina FIhA y se compard con la proteina reportada para Oceanibaculum indicum para la conformacién hojas 3
y o hélices. Los resultados mostraron la presencia de algunas secuencias de aminodcidos relacionadas con los genes del sistema
flagelar de la bacteria como MotA, FliG, FliN, FliL FIhA, FIhB, FliQ, FliR y FIiF. Finalmente, estos resultados sugieren que Candidatus
Hepatobacter penaei es una bacteria tipo Rickettsia que posee un sistema flagelar, el cual posiblemente le confiere motilidad y
forma parte del proceso de infecciéon en hospederos como crustaceos marinos.
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INTRODUCCION

El flagelo bacteriano es una estructura filamentosa, compuesta
por més de 20 proteinas y es el sistema motor de la célula
bacteriana (Macnab 2003). El filamento es un tubo hueco
helicoidal de aproximadamente 20 nm de espesor; éste tiene
un ‘codo’ o curva pronunciada justo a la salida de lamembrana
externa; este codo permite convertir el movimiento giratorio

del ejeen helicoidal. Un eje se extiende entre el codo y el cuerpo
basal, pasando por varios anillos de proteinas en la membrana
de la célula que actlian de anclaje. Las bacterias presentan 4
de estos anillos: El par externo (anillo L yanillo P), se encuentra
alaalturade la pared ymembrana celular. El par interno (anillo
Sy M conforman el rotor del flagelo), se inserta en la membrana
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citoplasmatica al igual que hacia el lado citoplasmatico de la
membrana. Por debajo del anillo M existe un quinto anillo,
llamado anillo C (llave reguladora), que confiere la conmutacion
del sentido del giro del motor del flagelo al estar en contacto
con el canal de protones yel anillo MS que da la movilidad al
flagelo (Didszeghi et al. 2004).

Este sistema flagelar es usualmente conservado entre
especies y esta conformado por un motor giratorio, que es
accionado por una diferencia de potencial electroquimico de
iones especificos a través de la membrana citoplasmética
(Minamino & Imada 2015). EI motor de Salmonella, impulsado
por H+ gira a 300 Hz, el motor de Vibrio spp., impulsado por
Na+, puede girar hasta los 1700 Hz. El anillo C y el aparato de
exportacion, muestran propiedades dindmicas para ejercer sus
actividades funcionales. En diferentes especies bacterianas se
observan varias estructuras adicionales que rodean la estructura
conservada del motor. Este es utilizado para la motilidad de las
bacterias y en algunos casos, se relaciona con el sistema de
secrecion tipo 111 (Minamino 2014).

La presencia de sistemas flagelares es comln en muchas
bacterias de vida libre y representan un antiguo rasgo de las
Alphaproteobacterias (Boussau et al. 2004). Durante décadas,
los flagelos se han considerado ausentes entre las bacterias
Rickettsiales, pero esto es cuestionado recientemente cuando
los genes flagelares se identificaron en los genomas de
Midichloria sp., Odyssella sp., y algunos endosimbiontes tipo
Rickettsia (Georgiades et al. 2011, Sassera et al. 2011,
Mariconti et al. 2012, Driscoll et al. 2013). Por ejemplo,
Jidaibacter sp., contiene 35 genes que codifican las estructuras
flagelares, el conjunto més completo encontrado hasta ahora
en los genomas de alphaproteobacterias intracelulares obligadas
(Schulzetal. 2015).

Entre las bacterias tipo rickettsias en las cuales se han
detectado sistemas flagelares, el microorganismo Candidatus
Hepatobacter penaei es conocido como un patégeno causante
de la necrosis hepatopancreatica (NHPB) en crustaceos
marinos (Figueroa-Pizano et al. 2014; Martinez-Cérdova et
al. 2016). Esta se ha identificado en el orden de las rickettsiales
debido a que presenta caracteristicas endosimbidticas al
desarrollarse y multiplicarse dentro de las células epiteliales del
hepatopancreas en varias especies de camarones peneidos:
Farfantepenaeus aztecus, F. californiensis, Litopenaeus
vannamei, L. setiferus y L. stylirostris (Krol et al. 1991,
Frelier et al. 1992, Lightner et al. 1992, Lightner 1996). Es
asi, que estudios morfolégicos han revelado su presenciaen el
citoplasma y en el epitelio tubular del hepatopéncreas de
camarones peneidos (Frelieretal. 1992, Lightner et al. 1992).

I<http://www.ncbi.nIm.nih.gov /genome/?term=32949>
2<http://prodigal.ornl.gov/server.html)>
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La bacteria Candidatus Hepatobacter penaei presenta
forma de cocobacilo, su tamafio oscila alrededor de 0,32 pm
de didmetro mostrando una membrana trilaminar, sin flagelos;
tiene una seccidn transversal constricta en la parte central,
indicando replicacién por fision binaria (Krol et al. 1991, Frelier
et al. 1992). Sin embargo, estudios posteriores a estos
describen una bacteria helicoidal con dimensiones de 0,59 -
1,18 um de longitud y 0,36 pum de ancho (Loy et al. 1996),
posee una membrana trilaminar con 8 flagelos en el &pice basal
1 0 2 en la cresta de la hélice (Lightner et al. 1992),
considerandose dos diferentes etapas de vida. Krol et al.
(1991). También describen una tercera forma de vida,
observada ocasionalmente en el hepatopéncreas infectado; esta
forma presenta la morfologia de las dos variantes, lo que sugiere
el desarrollo de la forma replicativa de cocobacilo a la forma
eliptica (Lightner etal. 1992).

Asimismo, Candidatus Hepatobacter penaei prevalece
como uno de los principales riesgos de infeccién en granjas
camaronicolas. Por tal motivo, es importante conocer e
identificar los factores de virulencia que facilitan la infeccion,
como la presencia de un posible sistema flagelar que otorgue
motilidad en los organismos hospederos. Esta informacion es
de importancia porque podria ayudar en el disefio de nuevas
estrategias para el control de esta bacteria. Es asi, que el objetivo
de este trabajo fue determinar la presencia de los genes que
codifiquen a las proteinas del sistema flagelar de la bacteria
Candidatus Hepatobacter penaei.

MATERIALES Y METODOS

Para todos los analisis, se utilizd la secuencia genémica
depositada en la base de datos del GenBank con niimero de
acceso NZ_JQAJ00000000.1, en 5 draft o contigs?,
perteneciente a la bacteria Candidatus Hepatobacter penaei.

PREDICCION DE GENES Y SECUENCIA DE AMINOACIDOS
DEDUCIDA

Para la deteccion de genes y proteinas codificantes de la bacteria
se utilizd el programa Prokaryotic Dynamic Programming
Genefinding Algorithm (Prodigal) (Hyatt et al. 2012), en el
servidor ptiblico PRODIGAL?Z Cada fragmento de la secuencia
gendmica de Candidatus Hepatobacter penaei fue cargada
al programa en formato fasta, de acuerdo a las instrucciones
del servidor. Se utilizé el codigo de la tabla de traduccién para
bacterias y arqueas, activando la opcién de salida para los genes
coordinados con proteinas traducidas, fue asi que los resultados
presentaron la prediccion de los genes y las posibles secuencias
proteicas de dichos genes.



ANALISIS DE IDENTIDAD DE LAS SECUENCIAS DE
AMINOACIDOS DEDUCIDAS

Para labusqueda de proteinas homélogas, se utiliz6 BlastP para
realizar los estudios de similitud, solamente se consideraron las
proteinas reportadas por el BLASTP con los siguientes valores
minimos: identidad del 30%, cobertura del 90% y el valor E
menor de 1e-20, utilizando una matriz de sustitucion de los
blogues de aminoacidos con un 45% de identidad (BLOSUM-
45). Se utilizd la base de datos de UniProtKB para las bacterias
en el servidor publico de UniProt®. De los datos obtenidos en
el alineamiento se seleccionaron los resultados con mayor
identidad.

ANALISIS DE DOMINIOS CONSERVADOS

Se realizd un andlisis de dominios conservados de las secuencias
de amino&cidos deducidas a partir de la prediccion de genes
del sistema flagelar de Candidatus Hepatobacter penaei. El
algoritmo utilizado consistié en un alineamiento de secuencias
de tipo local especifico en posicion invertida (RPS BLAST), el
cual se comparé una secuencia de la coleccion de secuencias
que estan disponibles como varias matrices de puntuacion en
posicion especifica (PSSMs). Se tom6 un valor E con
significancia de 0,01 basado en un ajuste de composicion. Se
utilizo la base de datos con dominios conservados del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnol6gica (NCBI’s CDD)
(Marchler-Bauer et al. 2015). Los resultados indicaron que el
valor E del dominio conservado presentd una secuencia de
amino&cidos deducida.

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DE
AMINOACIDOS

Las secuencias con similitud adecuada fueron alineadas usando
CLUSTAL Omega, mediante la base de datos de UniProtkKB
para bacterias en el servidor ptblico de UniProf®. Este programa
usa un algoritmo heuristico progresivo para calcular
alineamientos multiples (Sievers etal. 2011). Clustal Omega
utiliza &rboles de guia sinsemillas del modelo de Hidden Markov
ytécnicas perfil-perfil para generar alineaciones entre 3 0 mas
secuencias (Soding 2005).

De los resultados obtenidos con BlastP, se realizd el
alineamiento maltiple de secuencias de aminoécidos que
resultaron con mayor identidad. Estos resultados mostraron las
secuencias alineadas, marcaron los aminoacidos conservados
y los que presentaban caracteristicas similares de acuerdoa su
cadena lateral.

3<http://www.uniprot.org>
4<http://swissmodel.expasy.org/>

MODELADO Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE
AMINOACIDOS EN 3D

El modelado se realizé con la secuencia de aminoécidos
deducida de los posibles genes de Candidatus Hepatobacter
penaei correspondiente a la proteina FIhA y la secuencia de la
proteina de referencia con mayor identidad obtenida con BlastP.
Dichas secuencias se introdujeron en el portal de Swiss Model*
y se utilizaron proteinas previamente caracterizadas como molde
para realizar el andlisis (proteina FIhA de Salmonella sp.),
obteniendo los modelos en 3D (Biasini et al. 2014).
Estos fueron analizados en el portal Matras (<http://
strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/matras>), para realizar una
comparacion de la presencia del a-hélice y las hojas j,
mediante un algoritmo de alineamiento jerarquico basado en el
modelo de transicion de la evolucién de Markov (Kawabata &
Nishikawa 2000). Los resultados mostraron la similitud entre
ambos modelos de las secuencias de aminoacidos de la proteina
FIhA en la conformacion del a-hélices y las hojas f3.

REesuLTADOS

El analisis de los 5 fragmentos del genoma de Candidatus
Hepatobacter penaei permitié detectar un total de 1067
posibles genes. Las secuencias de aminoécidos deducidas fueron
analizadas mediante BlastP mostrando identidades y homologia
para las distintas proteinas de alphaproteobacterias, como
proteinas implicadas en el metabolismo, replicacion,
transcripcion y traduccion de Candidatus Hepatobacter
penaei (datos no mostrados). Dentro de estas secuencias se
obtuvieron 12 secuencias con alta similitud con las proteinas
del sistema flagelar. Las proteinas encontradas corresponden a
componentes del motor (MotA, FliG C-terminal), la base (FliF,
FIiN, FliG N-terminal), lamaquinaria de exportacion (FIhB,
FliQ, FliR, FIhA, FIiL), el eje de transmision (FlgG), el gancho
y los adaptadores (FIgF, FIgK) (Fig. 1).

Una secuencia de aminoacidos encontrada en el genoma de
Candidatus Hepatobacter penaei codific 285 aminoéacidos
(Fig. 2). Este péptido mostré una similitud con las proteinas
tipo MotA, con un valor E de 1e-99 amino4cidos, una cobertura
cercanaal 98% (Tabla 1); el analisis de los dominios confirmé
que esta proteina corresponde a la secuencia proteica MotA
(Tabla 2). Esta proteina forma un canal de iones (H+, Na+)
(Minamino & Imada 2015) y se encuentra unida a otra proteina
MotB, permitiendo el paso de los iones desde la capa de
peptidoglicanos hasta la membrana interna (Morimoto &
Minamino 2014). Este canal provee los iones necesarios para
la activacion del aparato exportador, debido a su arreglo en
forma de FOF1ATPasa. Sin embargo, en la secuencia
correspondiente para la proteina MotB no se encontrd
en las secuencias reportadas en el genoma de CHP.
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Figura 1. Estructura del sistema flagelar (Pallen & Matzke 2006) / Flagellar system structure (Pallen & Matzke 2006)

Desafortunadamente, no se conoce que proporcion del genoma
falta y cabe la posibilidad que el gen MotB se encuentre entre
lo faltante. Aunque la ausencia de MotB no afecta el ensamble
del flagelo, es importante precisar la existencia del gen MotB
porque en su ausencia afecta la fuerza del proton motriz al
inhibirse en el canal de iones resultando un flagelo sin movilidad,
afectando esto a la motilidad y adhesion de la bacteria
(Morimoto et al. 2013).

Existen 4 aminoéacidos altamente conservados en la proteina
MotA, los cuales fueron identificados en la secuencia de la
proteina deducida. La Val35 de MotA interactdia con el Asp33
de MotB para la formacidn del canal hidrofébico por el cual se
da el flujo de protones (Braun et al. 2004). De igual manera, la
Pro173 de MotA, tiene la funcién de anclaje con Asp33 de
MotB asegurando de esta manera el funcionamiento del motor
del sistema flagelar (Nakamura et al. 2009). La presencia de
ambos aminodcidos en la secuencia deducida corresponde a
MotA apoya la idea que el gen codificante para la proteina
MotB se encuentre en el genoma de Candidatus Hepatobacter
penaei, aunque en este estudio no se logro identificar.

De igual forma, Arg90 y Glu98 son aminoacidos altamente
conservados (Morimoto et al. 2010) y ambos fueron
detectadas en la proteina deducida MotA de Candidatus
Hepatobacter penaei. La sustitucion de estos aminoécidos por
mutaciones puede tener un efecto negativo en el motory con
elloen la motilidad de la bacteria, debido a que tiene un efecto
directoen la rotacion del flagelo. Esto se debe a que Arg90 y
Glu98 de MotA, presentan interacciones electroestaticas con
los aminodcidos de la proteina FIiG en la cadena C-terminal. El
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Aspartatoen la posicion 289 (Asp289) yArginina en la posicion
281 (Arg281) del FliG, son aminoacidos que interactdian con
Arg90 y Glu98 de MotA, respectivamente (Morimoto et al.
2013). La presencia de estos aminoacidos en las secuencias
deducidas para MotA y FIiG de Candidatus Hepatobacter
penaei es de importancia en el sistema flagelar para la motilidad
de la bacteria, por ser uno de los factores de virulencia mas
usados en la invasion al hospedero.

La base del sistema flagelar esta conformada por el anillo C
(complejo interruptor) (FIiG,, y [FIiM,/FIiN_],.) y el anillo MS
(FliF,y) (Morimoto & Minamino 2014). De los cuales, se
lograron identificar en este estudio 3 secuencias de aminoécidos
deducidas de la prediccion de genes con caracteristicas similares
a las proteinas FliG, FliN y FliF. Se encontr6 una secuencia de
379 aminoAcidos con identidades entre el 34 y 38% en FIiG,
con aminodcidos de caracteristicas similares mayores al 60%,
con una cobertura igual o mayor al 95% y un valor E minimo
de 1.1e-66 (Tabla 1). Esto sugiere una posible relacion con la
proteina FliG, lo cual fue reforzado con el anélisis de dominios
conservados, en que se determind que se trata de una proteina
homologa de FliG (Tabla 2).

El complejo interruptor actua directamente con los canales
de protones de la transmembrana, especialmente en la
generacion de la fuerza de torsidn, en la conmutacion de rotacion
yen el ensamblaje flagelar (Sircar et al. 2014). Asimismo, el
complejo FIiG se encuentra més cercano a la membrana y
participa directamente en la generacion de la fuerza de torsion,
interactuando en el C-terminal con MotA (descrito
anteriormente) y en el N-terminal con FIiM. EI FIiM se encuentra
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Figura 2. Alineamiento multiple de laproteinaFIhA de Candidatus Hepatobacter penaei con otras bacterias. El cuadro rojo indican las
regiones intramembranales/ Multiple alignment of protein Candidatus Hepatobacter penaei with other bacteria. The red box indicates
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Tabla 1. Similitud de proteinas homologas del sistema flagelar de Candidatus Hepatobacter penaei / Similarity of homologous
proteins of the Candidatus Hepatobacter penaei flagellar system

Proteina Especies Valor E  Identidad Similitud Cobertura

(%) (%) (%)

Desvosia riboflavin 7.6e-102 54,1 72,8 98
Rhodospirillum rubrum 2.1e-101 51,2 72,8 99

MotA  Skermanella stibiiresistens 19.-99 51,2 72,8 99
Pelagibacterium halotolerans 2.8e-99 51,6 72,4 98
Candidatus paracaedibacter acanthamoebae  7.7¢-99 51,1 71,8 98
Micavibrio aeruginosavorus EPB 2-e72 38,3 62,9 95
Phenylobacterium zucineum 2.7e-70 36,8 66,0 96

FliG Thalassopira profundimaris 2.7e-69 35,9 64,1 96
Azospirillum sp CAG:239 4 4e-68 35,5 62,0 97
Oceanibaculum indicum P24 12e-67 34,0 03,5 96
Oceanibaculum indicum 3.3e-121 39,8 59,9 98
Magnetospira sp. 3.4e-119 40,2 62,8 98

FIiF Azospirillum sp. 1.2e-115 38,7 60,4 99
Rodopseudomonas palustris DX1 3.le-115 40,2 59,8 99
Desvosia sp. 3.7e-111 40,8 58,8 99
Caenispirillum salinarum AK4 5.5e21 40,9 66,6 99
Candidatus phaemarinobacter ectocarpi 2.6e-20 40,9 59,8 99

FIiN Rhodospirillum centenum 5.0e-20 47,6 64,1 76
Candidatus Paracaedibacter acanthamoeba 5.7e-20 41,1 62,9 99
Acetobacter sp. 62e-20 35,5 64,5 94
Caenispirilum salinarium 2.5e-64 38,4 57,7 96
Phaeospirillum molischianum 64e-64 374 59,2 99

FlhB Candidatus arcanobacter lacustris 6.7¢-60 34,4 58,1 99
Magnetospirillum magnetotacticum 1.2e-59 35,1 58,4 98
Azospirillum sp. CAG:239 2.8e-58 35,7 58,1 97
Oceanibaculum indicum P24 0 48,0 69,4 98
Oceanicaulis sp. 0 50,0 70,1 97

FIhA Methylobacterium nodulans 0 47,6 67,7 100
Rhodopseudomonas palustris DX-1 0 48,1 68,5 97
Polymorpum gilvum 0 48,7 69,0 97
Maricaulis maris 1.5e-26 553 77,6 93
Brevundinomas abyssalis 8.6e-26 553 76,5 93

FliQ Asticcacaulis benevestitus 9.6e-25 494 74,7 95
Hirschia baltica 1.5e-23 50,6 72,9 92

Afipia sp. 2.1e-23 52,9 70,6 92
Magnetospiritlum sp. SO-1 1.5e-30 323 52,0 99
Candidatus paracaedibacter acanthamoebae  1.5e-28 30,6 51,4 98

FliR Phaeospirillum fulgum 3.0e-28 30,0 51,6 94
Afipia sp. 2.3e27 33,5 52,6 94
Thalassopira profundimaris 1.6e-25 30,3 482 100
Oceanibaculum indicum 1.1e-22 41,2 67,5 75
Phaeospirillum molischianum 54e-21 41,3 62,8 77

FliLL Magnetospirillum magneticum 2.8¢-20 422 62,1 76
Magnetospirillum magnetotacticum 2.8e-20 43,1 62,9 76
Phaeospirillum fulgum 1.1e-19 40,2 59,0 77
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Tabla 2. Presencia de dominios conservados de las proteinas del
sistema flagelar de Candidatus Hepatobacter penaei / Presence of
conserved domains of the proteins the Candidatus Hepatobacter
penaei flagellar system

Proteina Intervalo Valor E
MotA 1-283 7.44e-138
FliG 14-339 4.54¢-81
FliF 3-532 1.56e-171
FIiN 1-124 7.82e-28
FIhB 1-362 1.41e-101
FIhA 4-695 0et+0
FliQ 1-85 5.23e27
FliR 1208 1.97e-25
FIiL 36-152 7.79e-22

en el centro del rotor e interacta con el CheY, que es una
proteina de sefializacion fosforilada (CheY-P). Por otro lado,
FIiN reside en el extremo citoplasmico del rotor y es esencial
para la exportacion flagelar, montaje y posiblemente para la
conmutacion.

De la misma manera se determind la presencia de una
proteina FliF en el genoma de Candidatus Hepatobacter
penaei, presentd semejanzas entre 37-41%, con un porcentaje
de amino&cidos positivos hasta en un 60%, con una cobertura
de 95-99% vy junto al dominio FliF con intervalos de
amino&cidos de 3-532 (Tabla 1).

El sistema regulador del flagelo corresponde al anillo C
(FIiN, FIiG FliM) y al rotor MS (FIiF). De estas 4 proteinas se
lograron identificar 3 deellas (FIiN, FliG y FliF). El anillo MS
estad formado por 26 copias de FliF y actGa como una
plataforma de montaje (Marimoto & Minamino 2014). Se utiliz6
el anillo de MS como una plantilla, FIiG FIiM y FIiN y se
ensambl6 para formar el anillo C en la cara citoplasmica del
anillo MS. FliG se asoci6 directamente con la cara citoplasmica
del anillode MS con una estequiometria FIiG 1: 1 FliF, quedando
el anillo FliG con una simetria de 26 veces. Por su parte, el
sistema FliG contiene 3 dominios: FIliG N, FliG FIiGN, los cuales
se unen directamente al anillo MS (Levenson et al. 2012). FIiG
esté directamente implicada en la interaccion con una proteina
estator MotA,; lo que sugiere que FIiG proporciona unsitio de
unién para FliM (Vartanian et al. 2012). FIiM y FliN forman
un complejo estequiométrico estable FIiM 1: 4 FIiN y ocupan
la mayor parte del anillo C. Ciertas mutaciones en FIiG FliM y
FIiN afectan a la conmutacidn y rotacion, lo que indica que
estas 3 proteinas son responsables de la direccion de rotacion
del motor (Marimoto & Minamino 2014).

La proteina FIhA forma parte del aparato exportador del
flagelo (Fig. 1). Esta proteina se logrd identificar en la bacteria
Candidatus Hepatobacter penaei mediante un BlastP del cual
se pueden observar los resultados en la Tabla 1, mostrando
identidades entre el 47-50% y aminoacidos positivos de 68-
70%. En particular, NHPB mostr6 una identidad del 48 y un
69,4% de similitud en su secuencia de aminoacidos de
Oceanibaculum indicum. Esto indica la posibilidad de que
esta proteina codificante de Candidatus Hepatobacter penaei
corresponda a una proteina homaéloga del sistema flagelar FIhA.
Ademas, en la Tabla 2 se muestra la presencia del dominio de
la proteina FIhA, lo cual confirma que se trata de esta proteina
flagelar. Se realiz6 un modelado de la estructura proteica de
FIhA de Candidatus Hepatobacter penaei y Oceanibaculum
indicum en 3D mediante el programa Swiss Model utilizando
como molde una proteina FIhA de Salmonella. Se obtuvieron
los modelos en 3D y se realizd un alineamiento de la estructura
entre ambos modelos utilizando Matras 1.2, observandose una
conformacidn similar en las hojas B y a-hélices correspondiendo
ambas una estructura similar (Fig. 3).

Durante el andlisis de las proteinas codificantes de
Candidatus Hepatobacter penaei, se observo similitud con
la proteina FIhB correspondiente al aparato exportador del
sistema flagelar (Tabla 1). Esta proteina con 362 aminoacidos
posee regiones inter-membranales que sirven de anclaje del
sistema flagelar y dominios citosdlicos. Los resultados mostraron
una identidad de entre 30-38%, con aminoAcidos positivos entre
54-60%, una cobertura entre el 97-99% y un valor de E de
1e-64. Esto evidencia la relacion existente entre dicha proteina
con proteinas homologas de FIhB, por lo cual se realiz6 un
analisis de dominios. Esta proteina presentd dominios
correspondientes a la proteina FIhB, lo cual indico que se trataba
de una proteina homologa.

Una proteina de 152 aminoacidos presentd similitud con
proteinas FIiL, la cual correspondi6 al sistema exportador como
parte del sistema rotor. Los resultados del BlastP mostraron
unaidentidad entre 40-43%, con un porcentaje de aminoacidos
entre 59-67, una cobertura entre 71-77%y valor E aproximado
alos 2.8e-20 (Tabla 1). Si bien el porcentaje de cobertura es
relativamente bajo, esta region se encuentra dentro del dominio
de FIiL, el cual se encuentra a partir del aminoacidos 36 hasta
el 152; indicando que se trata de proteinas homélogas
correspondientes a la proteina FliL. Asimismo, esta proteina
form6 un anillo con 6 proteinas unidas a la proteina FliJ,
conformando la parte citosélica del sistema exportador flagelar.

Otra proteina conformada por una secuencia de 92
aminodcidos presentd similitud con FIiQ, con una identidad entre
49-55%, un porcentaje de aminoacidos positivos entre 70-
77%, una cobertura alrededor del 90% y un valor aproximado
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de E igual a 1.5e-23 (Tabla 1). El anélisis de dominios mostro
la presencia del dominio FliQ en el intervalo de aminoéacidos
del 1-85, lo cual evidenci6 la presencia de esta proteina en el
genoma de Candidatus Hepatobacter penaei.

También, se encontrd una secuencia de aminoacidos
deducida con la prediccién de los genes de Candidatus
Hepatobacter penaei compuesta de 218 aminoacidos con una
similitud-de proteinas FliR. Para esta identidad se registrd al
alrededor del 30%, con aminodcidos positivos en un 50% y
una mediaen la cobertura del 94%. Las proteinas FIiQ y FIiR,
son proteinas intermembranales del aparato exportador junto
con las proteinas FliO y FliP, las cuales no fueron identificadas
en las proteinas codificantes en este estudio. Sin embargo, la
presencia de las proteinas FliQ y FIiR represent6 una posible
evidencia de la presencia de este sistema en el genoma de la
bacteria (Minamino 2014).

Discusion

Las proteinas asociadas al sistema flagelar han sido estudiadas
en diversos tipos de bacteria. Por ejemplo, Foynes et al. (1999)
documentaron un efecto negativo sobre la adherencia
Helicobacter pylori en ratones después de haber silenciado el
gen que codifica para FIiQ. Se cree que esto pudo deberse a
que esta proteina afecto al aparato exportador, evitando que
los factores de adherencia fueran exportados al exterior de la
célula, impidiendo con ello la adherencia a las células epiteliales.
Por otra parte, en otro estudio se analizd el efecto de FliL sobre
lamotilidad de la bacteria en nado y en enjambre; observandose
que el nado de la bacteria no fue afectado por el silenciamiento
de FIiL; sin embargo, la motilidad tipo enjambre si fue
afectada (Attmannspacher et al. 2008). Lo anterior se pudo
deber a que el cambio de protones no se afecta, otorgando
movimiento al flagelo en el modo de nado; mientras que en el

: HL E1 -~ H2 H3 E2 E3 E4 ES E6 E7 H
NHPB . WHHHHH ~ EEEEE GGGGGGTSS--SS HHHHHHTHHHHHHHHH EEEE T EEEEEETTEEEEEEE TTSEEEE SS SS  SEEEE TTT EEEEE GGGH
3 :KKPEEMLSMDELKLELGVGLVPLIKD--PEDLVKRIRRVRENLARDFGVIVPTVRIVDNL: 6@ GYQFKVKEVKAAAGTIFPDKVIALDPDGSLEKIPGEAGKEPVLGIPGIWIHASEL: 120
k3 *x Rk Kk kXK x* x x* x* K x k ok koK kXK * sk *x % X EE EE L * % * % EE ] *
1 :EPISTALHIDLIRLELGYGLLPLINSTDGQRLTEQIKALRRQLASEMGFIMPSVRIQDNL: 6@ TYMIRVKEIESGRGDIRPNMLLVMDPRGQKIDLPGENTREPTFGLPAMWINPSHR: 128
) © HHHHHH  EEEEE GGGGGGT GGGT HHHHHHTHHHHHHHHH EEEE T EEEEEETTEEEEEEE TTSEEEE SS SS  SEEEE TTT EEEEE GGGH
: HL E1 H2 H3 E2 E3 E4 ES E6 E7 H
4 E8 HS He  H7 H8 Ho Hie H11 H12
NHPB . \UHHHTT EEEEHHHHHHHHHHHHHHHTHHHH  HHHHHHHHHHHHTT HHHHHTSSS  HHHHHHHHHHHHHTT HHHHHHHHHHHTTTS  HHHHHHHHHHT HHHHHGGG
121 :KQAKEKGYVVADAKALLMTHITETIKKHLADLFSFSLQQQSIDSLRKPYQKMYGDMVPMQ ISAASVGRILKNLLKEQVSIRDLGTIIEAISESLSYTKEPDAIGERVRMSLARQIASPFL: 240
* *% kK % Kk *kK K * * ok Kk KR Rk KK ¥ ok kkk ok RkkkE kR % Rk % % ok kk RkERR
121 :EEAMFRGYTVVDPPTVITTHLTEIVRDNMADLLSYTETQKLLDELSGQHQKLIGDIVPTH ISVGGLQRLLQNLLSERISIRDLPTILEGVSEASTYTRNITMITEHVRSRLARQISEQYV: 240
Q| iHHHHHTT EEE HHHHHHHHHHHHHHHTHHHH  HHHHHHHHHHHHTT HHHHH SSSS  HHHHHHHHHHHHHTT HHHHHHHHHHHGGGE SSSSHHHHHHHHT HHHHHHHH
4 E8 H5 H6  H? H8 Ho Hie H11 H12
NHPB - E9 H13 Ele E1l  H14 E12 H15 E13 E14
:SS-SEEEEEE HHHHHHHHHSEEEETTEEEE  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHT SSS  EEEE TTTHHHHHHHHHHS — EEEEGGG TTSEEEEEEE
241 :KD-GQLWALSLGSAWSQEFQQALSGEDGKRTFTMAPSRMKVFFEELNEAYDKPEARVAGM vPPLLVAATLRPYVRSLSEKTRPDIAVLSDAEATSHYRVHIVGEV: 344
* = ® R X ® ® ORX * * * kX 5k ok R Xk * * % %K * *
241 :NEEGHIPIVTLSPDWEQAFAESIVGQGDDKQLSMPPSQLQQFIGATRQTFEQLA--ALGE APVLLTSPAIRPYVRSIIERFRPATVVLSQSETHPKAKIKTLGQI: 343
Ol : TTSEEEEEE HHHHHHHHHSEEEETTEEEE  HHHHHHHHHHHHHHHHHST--TGGG TTTHHHHHHHHHHS GGG TTSEEEEEEE
E9 H13 E16 E11  H14 -- H15 E12

Figura 3. Modelado de los dominios citosélicos de proteinas homologas de FIhA. a) FIhA de NHPB, b) FIhA de Oceanibaculum indicum. ¢) Alineamiento
de los modelos de Candidatus Hepatobacter penaeiy O. indicum. H, a hélice; E, hojas  / Modeling of cytosolic domains FIhA proteins homologous.
a) FIhA of NHPB, b) FIhA of Oceanibaculum indicum, c) Alignment Candidatus Hepatobacter penaei and O. indicum models. H, o-helix; E, B-sheet
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modo de enjambre, se cree que esta proteina puede estar
relacionada con los filamentos que sirven de enganche, debido
a que FIiL se presenta en la parte citosdlica de la bacteria
otorgandole resistencia a dichos filamentos (Suvanachuti 2015).

FIhA y FIhB corresponden a proteinas con regiones
intermembranales y citosélicas, las cuales regulan el paso de
las sustancias exportadas a través del sistema flagelar (Minamino
& Macnab 2000). Este se regula debido a una region muy
conservada (NPTH) presente entre 2 dominios de FIhB el cual
en presencia del sustrato especifico aumenta las fuerzas
electrostéticas y sufre escision entre ambos dominios de FIhB,
lo cual resulta en la activacion del sistema exportador (Ferris et
al. 2005). Si bien durante el estudio no se encontraron las
proteinas codificantes para el aparato exportador completo,
los resultados obtenidos revelan de la presencia de este sistema,
el cual resulta importante para el sistema de secrecion tipo I11.
Este aparato exportador presenta similitudes con una
F,F,ATPasa (Minamino 2014).

En conclusidn, las secuencias de aminoécidos deducida de
Candidatus Hepatobacter penaei, descritas anteriormente
relacionadas con el sistema flagelar proporcionan informacion
acerca de uno de los posibles factores de virulencia utilizados
por esta bacteria. La presencia de flagelos en algunas etapas
de su ciclo de vida de esta bacteria indica que la motilidad
puede ser necesaria aun para las bacterias intracelulares
obligadas como las del tipo rickettsia. Si bien, este estudio
evidencia un posible factor de virulencia relacionado con la
motilidad de la bacteria, adhesién e invasion en el hospedero,
es necesario evidenciar todos los factores de virulencia
presentes, con la finalidad de establecer alternativas para el
control de esta bacteria.
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