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ABSTRACT 

 

Bacteria are present everywhere. Some are deadly pathogens, and some live symbiotically with 

us. Many species of bacteria use flagella to navigate in their environment. The flagellum is a 

7-10 µm long helical filament with a rotary motor at its base, embedded in the cell membrane, 

and almost a dozen stator complexes. Proton motive force across the cell membrane powers 

the flagellar motors of E. coli and Salmonella. The motor stochastically switches between the 

clockwise (CW) and counterclockwise (CCW) direction. A chemotaxis system causes the 

motor to change its direction, but the process is more complex as the switch is sensitive to load 

and proton motive force. This thesis presents my work on characterising the output of the 

bacterial flagellar motor, namely, the torque, rotate rate, and rotational bias, by changing the 

experimental conditions. First, I changed the proton motive force of the bacteria while keeping 

the load on the motor constant. The speed and directionality of swimming Salmonella 

enteritidis were quantified as well. Second, I changed the load on the motor while keeping the 

proton motive force constant. In both cases, I quantified the output of the motor in those 

conditions and analysed them.  

NaCl is significant regarding the flagellar motor as it affects the stator dynamics, proton motive 

force, and osmotaxis at higher concentrations. Chemotaxis helps the bacteria for its growth and 

survival. E. coli’s natural habitat has high osmolarity, and the organism uses various 

mechanisms for osmoregulation. However, the flagellar motor's role in adapting to the changes 

in osmolarity or osmotaxis is not well studied. Some studies have shown bi-directional 

osmotaxis. The motor shows a repellent-like response in high and low osmolarity solutions, 

and they elicit an attractant like response in medium osmolarity solutions. This suggests the 

role of the flagellar motor in finding ideal water conditions in E. coli’s environment. In this 

work, the membrane potential of bacteria in pH 7 was dissipated using NaCl and studied the 

output of E. coli’s flagellar motor and swimming Salmonella enteritidis cells in response to the 

stepwise increase in the concentration of NaCl in motility buffer. A 1.1 µm polystyrene bead 

was tethered to the flagellar filament of E. coli KAF 84 strain, and the rotation rate was 

analysed using a custom made Matlab program. Changes in motor speed and switching with a 

stepwise increase in NaCl concentration in the motility buffer was observed. The mean speed 

of the motors decreased with NaCl concentration. At the single-cell level, the motors were 

biased to CCW rotation. The population of swimming cells tumbled more with an increase in 

the concentration of NaCl. NaCl was found to affect the various aspects of the bacterial flagellar 

motor. 

I used tethered cell assay to study the output by changing the load on the motor while 

maintaining a constant proton motive force. In the tethered cell assay, a mutant strain such as 

E. coli KAF 84 with sticky flagellar filaments was stochastically tethered to a glass surface, 

making the cell body rotate. The change in position of the rotational axis changes the load on 

the motor, which would affect the output of the flagellar motor. However, quantifying the 

location of the rotational axis and the cell size is technically challenging. Cell Tethering 

Analysis Program (CTAP) was developed that simultaneously measures the tethering geometry 

(position of rotational axis), cell size, and rotation rate of the cells to overcome this challenge. 
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The experiments were performed in controlled conditions to avoid any factors that may affect 

the output of the flagellar motors. The cell shape was approximated as ellipsoid objects rotating 

around the axis of rotation, and torque was estimated using the frictional drag coefficient of the 

ellipsoids. The cell size and the tethering geometry changed the motors' rotation rate, and a bias 

of cell tethering with size was observed. The estimated torque was 951 pN nm, and 1390 pN 

nm as the rotational axis changed from the middle of the cell body to the tip, respectively. The 

high torque motors rotated exclusively in the CCW direction. The study provides a method to 

measure the position of the rotational axis and the cell size and discusses their significance to 

characterize the output of the flagellar motor. 
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सार 

 

बैक्टीरिया हि जगह मौजूद हैं। कुछ घातक िोगजनक हैं, औि कुछ हमािे साथ सहजीवी रूप से िहते हैं। बैक्टीरिया 

की कई प्रजाततयाां अपने वाताविण में नेतवगेट किने के तिए फै्लगेिा का उपयोग किती हैं। फै्लगेिम एक 7-10 

माइक्रोन िांबा पेचदाि तििामेंट है तजसके आधाि पि एक िोटिी मोटि होती है, जो कोतिका तिल्ली में एमे्बडेड 

होती है, औि िगभग एक दजजन से्टटि कॉम्प्लेक्स होते हैं। कोतिका तिल्ली में प्रोटॉन पे्रिक बि ई. कोिाई औि 

साल्मोनेिा के फै्लगेिि मोटसज को िक्ति प्रदान किता है। मोटि स्टोकेक्तस्टक रूप से दतिणावतज (CW) औि वामावतज 

(CCW) तदिा के बीच क्तिच किता है। एक केमोटैक्तक्सस प्रणािी मोटि को अपनी तदिा बदिने का कािण बनती है, 

िेतकन प्रतक्रया अतधक जतटि है क्ोांतक क्तिच िोड औि प्रोटॉन मकसद बि के प्रतत सांवेदनिीि है। यह थीतसस 

प्रायोतगक क्तथथततयोां को बदिकि बैक्टीरियि फै्लगेिि मोटि के आउटपुट को तचतित किने पि मेिा काम प्रसु्तत 

किता है, अथाजत् टोक़, घुमाने की दि औि घूणी पूवाजग्रह। सबसे पहिे, मैंने मोटि पि िोड को क्तथथि िखते हुए 

बैक्टीरिया के प्रोटॉन पे्रिक बि को बदि तदया। साल्मोनेिा एां टरितटतडस तैिने की गतत औि तदिा भी तनधाजरित की 

गई थी। दूसिा, मैंने प्रोटॉन पे्रिक बि को क्तथथि िखते हुए मोटि पि भाि को बदि तदया। दोनोां ही मामिोां में, मैंने उन 

क्तथथततयोां में मोटि के आउटपुट की मात्रा तनधाजरित की औि उनका तवशे्लषण तकया। 

फै्लगेिि मोटि के सांबांध में NaCl महत्वपूणज है क्ोांतक यह उच्च साांद्रता पि से्टटि डायनातमक्स, प्रोटॉन मोतटव िोसज 

औि ऑस्मोटैक्तक्सस को प्रभातवत किता है। केमोटैक्तक्सस बैक्टीरिया को उसके तवकास औि जीतवत िहने में मदद 

किता है। ई. कोिाई के प्राकृततक आवास में उच्च पिासिणता है, औि जीव पिासिण के तिए तवतभन्न तांत्रोां का 

उपयोग किता है। हािाांतक, ऑस्मोिैरिटी या ऑस्मोटैक्तक्सस में परिवतजन के अनुकूि होने में फै्लगेिि मोटि की 

भूतमका का अच्छी तिह से अध्ययन नही ां तकया गया है। कुछ अध्ययनोां ने ति-तदिात्मक ऑस्मोटैक्तक्सस तदखाया है। 

मोटि उच्च औि तनम्न ऑस्मोिैरिटी समाधानोां में एक तवकषजक जैसी प्रतततक्रया तदखाता है, औि वे मध्यम 

ऑस्मोिैरिटी समाधानोां में प्रतततक्रया की तिह एक आकषजक प्रतततक्रया प्राप्त किते हैं। यह ई. कोिाई के वाताविण 

में आदिज जि क्तथथततयोां का पता िगाने में फै्लगेिि मोटि की भूतमका का सुिाव देता है। इस काम में, पीएच 7 में 

बैक्टीरिया की तिल्ली िमता को NaCl का उपयोग किके नष्ट कि तदया गया था औि गततिीिता बिि में NaCl की 

एकाग्रता में चिणबद्ध वृक्तद्ध के जवाब में ई. कोिाई के फै्लगेिि मोटि औि तैिाकी साल्मोनेिा एां टरितटतडस 

कोतिकाओां के उत्पादन का अध्ययन तकया गया था। ई. कोिाई केएएि ८४ स्टर ेन के फै्लगेिि तििामेंट के तिए १.१ 

माइक्रोन पॉिीस्टाइतनन मनका टेदि तकया गया था, औि एक कस्टम मेड मैटिैब प्रोग्राम का उपयोग किके िोटेिन 

दि का तवशे्लषण तकया गया था। मोटि गतत में परिवतजन औि गततिीिता बिि में NaCl एकाग्रता में चिणबद्ध वृक्तद्ध 

के साथ क्तितचांग देखी गई। NaCl साांद्रता के साथ मोटसज की औसत गतत कम हो गई। एकि-कोतिका स्ति पि, 

मोटसज CCW िोटेिन के पिपाती थे। NaCl की साांद्रता में वृक्तद्ध के साथ तैिाकी कोतिकाओां की आबादी औि अतधक 

घट गई। NaCl को बैक्टीरियि फै्लगेिि मोटि के तवतभन्न पहिुओां को प्रभातवत किने के तिए पाया गया था। 
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मैंने तनिांति प्रोटॉन मोतटव िोसज को बनाए िखते हुए मोटि पि िोड को बदिकि आउटपुट का अध्ययन किने के 

तिए टीथडज  सेि पिख का उपयोग तकया। टेथडज  सेि पिख में, तचपतचपे फै्लगेिि तििामेंट्स के साथ ई. कोिाई 

केएएि ८४ जैसे उत्परिवती तनाव को एक काांच की सतह पि क्तथथि रूप से बाांधा गया था, तजससे कोतिका का 

ििीि घूमता है। घूणी अि की क्तथथतत में परिवतजन से मोटि पि भाि बदि जाता है, जो फै्लगेिि मोटि के उत्पादन को 

प्रभातवत किेगा। हािाांतक, घूणी अि औि सेि आकाि के थथान की मात्रा तनधाजरित किना तकनीकी रूप से 

चुनौतीपूणज है। सेि टेथरिांग एनातितसस प्रोग्राम (सीटीएपी) तवकतसत तकया गया था जो इस चुनौती को दूि किने के 

तिए कोतिकाओां के टेदरिांग ज्योमेटर ी (घूणी अि की क्तथथतत), सेि आकाि औि िोटेिन दि को एक साथ मापता है। 

फै्लगेिि मोटसज के उत्पादन को प्रभातवत किने वािे तकसी भी कािक से बचने के तिए प्रयोग तनयांतत्रत परिक्तथथततयोां 

में तकए गए थे। सेि आकाि को िोटेिन की धुिी के चािोां ओि घूमने वािी दीघजवृत्त वसु्तओां के रूप में अनुमातनत 

तकया गया था, औि दीघजवृत्त के घषजण डर ैग गुणाांक का उपयोग किके टोक़ का अनुमान िगाया गया था। सेि आकाि 

औि टेदरिांग ज्यातमतत ने मोटसज की िोटेिन दि को बदि तदया, औि आकाि के साथ सेि टेदरिांग का पूवाजग्रह देखा 

गया। अनुमातनत टोक़ ९५१ पीएन एनएम, औि १३९० पीएन एनएम था क्ोांतक घूणी अि क्रमिः सेि बॉडी के मध्य 

से तटप में बदि गया था। उच्च टोक़ मोटसज तविेष रूप से सीसीडबू्ल्य तदिा में घुमाए गए। अध्ययन घूणी अि औि 

सेि आकाि की क्तथथतत को मापने के तिए एक तवतध प्रदान किता है औि फै्लगेिि मोटि के आउटपुट को तचतित 

किने के तिए उनके महत्व पि चचाज किता है। 
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