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Introduccién

Muchas especies bacterianas son capaces de responder a estimulos ambientales
desplazdndose en el medio que habitan mediante uno de los dos mecanismos conocidos a
la fecha: el deslizamiento y el nado. El primero, conocido principalmente en especies
que carecen de apéndices como Favobacterium johnsoniaey Myxococcus xanthus, es
un movimiento lento sobre superficies solidas y depende de secreciones celulares
(Aizawa, 2000). Por otro lado, el nado es llevado a cabo por flagelos, apéndices que
protruyen de la célula. A diferencia del deslizamiento, este mecanismo parece ser

similar en todas las especies sugiriendo un solo evento evolutivo para su origen

(Armitage, 1999).

En las bacterias, la motilidad es importante para enfrentar condiciones diversas
de su ambiente natural. Las bacterias flageladas siguen un patrén azaroso de nado en
condiciones homogéneas cambiando de direccion cada pocos segundos. Esta
conducta se basa en el control de la rotacion del flagelo; Escherichia coli y
Salmonella enterica Serovar Typhimurium, tienen un motor flagelar que fluctia entre
dos estados: la rotacion en sentido contrario a la de las manecillas del reloj (CCW,
counterclockwise) genera la formacién de una trenza de flagelos que empuja a la
célula hacia adelante a velocidades de 40 pm/s; el segundo estado es de rotacion
breve, ocurre en sentido de las manecillas del reloj (CW, clockwise), y propicia que la

bacteria se reoriente (Figura 1b) (Stock & Surette, 1996).

En las bacterias no entéricas se encuentran diferentes formas de nado
dependiendo del numero y localizacion de los filamentos flagelares. Por ejemplo,
Rhodobacter sphaeroides y Sinorhizobium meliloti cambian de direccién cuando

paran o reducen la velocidad de rotacion de sus filamentos (Figura 1la, 1c).



R. sphaeroides tiene un motor unidireccional CW que para y cambia su velocidad de
rotacion periddicamente para que la célula se reoriente. Por otro lado, S meliloti
forma una trenza de flagelos que también rotan solo en direccion CW, cuando la tasa
de rotacion de cada motor cambia, los filamentos se separan y la célula puede

reorientarse (Armitage & Schmitt, 1997).

a) b) c)

Figura 1. Arreglo flagelar y mecanismos de nado de a) R sphaeroides, b) E. coliy c) S meliloti Todos los
mecanismos resultan en un patrén de nado azaroso (Modificada de Armitage & Schmitt, 1997).

La frecuencia de cambio en la direccion del nado estd controlada por un
sistema de dos componentes que transduce la sefial desde el ambiente hasta el flagelo.
Los estimulos externos son detectados por un grupo de receptores transmembranales
o MCPs (methylaccepting chemotaxis proteins); en E. coli son Tsr, Tar, Trg, Tap y
Aer (Armitage, 1999). Entre los atrayentes que detectan estas proteinas se incluyen la
serina, alanina, glicina (Tsr); aspartato, glutamato, maltosa (Tar); ribosa, galactosa,
glucosa (Trg), y dipéptidos (Tap); y entre los repelentes estan el pH extremo, ciertos

iones de metales asi como aminodcidos hidrofébicos (Stock & Surette, 1996).

Una sefial se inicia cuando los cambios conformacionales inducidos por la
union del ligando se transmiten a la cara citoplasmatica de los receptores, donde son

reconocidos por el complejo asociado CheA/CheW. La actividad de la proteina



CheA de autocinasa se inhibe por la union de atrayentes a los receptores y se estimula
cuando los receptores estin libres de atrayentes o tienen unido un repelente. CheA
dona su fosfato a los reguladores de respuesta CheY y CheB (Burkart er a/, 1998). La
forma fosforilada de CheY interactia con FliM del complejo del swizch flagelar y
genera rotacion CW en el motor. Para terminar esta seiial, la proteina CheZ forma
multimeros con CheY-P, compitiendo con FliM e incrementando desfosforilacion de

CheY (Figura 2).

Condicién atrayente Condicién constante

A3

peripla sma

citoplasma A

Figura 2. Modelo de las interacciones proteicas y modificacion covalente durante la quimiotaxis en bacterias
entéricas. La union y/o liberacion de un quimioefector propicia un cambio conformacional en la cara
transmembranal de la MCP, lo que altera la actividad de la cinasa CheA, asi como la susceptibilidad de la MCP
a ser metilada o desmetilada. CheA-P puede donar su fosfato a CheY; CheY-P interactiia con FliM en el cuerpo
basal del flagelo para determinar la direccion de la rotacion flagelar (Modificada de Aizawa, 2000).

La quimiotaxis es una funcién bacteriana que muestra adaptacion. El patron
de nado cambia riapidamente en respuesta a la presencia de un quimioefector pero
gradualmente regresa a su comportamiento original, aun cuando la sefal continta

presente. Esta adaptaciéon involucra la metilacion reversible de dos regiones con



residuos de glutamato situados en el dominio citoplasmético de las proteinas
transductoras que sirven como substrato de CheR y CheB. La proteina CheR posee
actividad de metil-transferasa que parece ser constitutiva; por otro lado, la actividad de
la metil-esterasa CheB es controlada por fosforilacion (Stock & Surette, 1996). En
E. coli; las mutantes AcheR no pueden metilar los receptores y constantemente se
reorientan, mientras que las mutantes AcheB tienen los receptores sobremetilados y

su nado es continuo (Burkart er 2/, 1998).

El flagelo

Existen diferentes arreglos flagelares segun el numero y localizacion en el cuerpo
celular (Figura 3). Los flagelos son estructuras estables en un amplio intervalo de
condiciones quimicas y, conceptualmente, la estructura flagelar puede ser dividida en
tres partes: el filamento, el gancho y el cuerpo basal (Macnab, 1996) (Figura 4a). La
fuente de energia para la rotacion del flagelo es la fuerza proton-motriz (Ap). En
bacterias alcalofilas se utiliza el gradiente de Na'. A la fecha se desconoce el
mecanismo molecular que permite la transformacion de la energia electroquimica en

energia de rotacion.

P oA KA

Figura 3. Clasificacion de las bacterias segin su arreglo flagelar: a) monotricas o polares, b) lofotricas, ¢)
anfitricas y d) peritricas.

a)




El filamento es una estructura helicoidal semi-rigida, que rota en su base y no
presenta actividad enzimdtica. En £ cofi cada filamento consta de ~20,000
monomeros de flagelina (FliC); sin embargo, algunas especies como S meliloti y
Caulobacter crescentus forman una hélice completamente funcional con cuatro
flagelinas diferentes (Wu & Newton, 1997; Scharf er a/, 2001). La longitud del
filamento y su polimerizacion parecen estar controladas por la proteina de
coronamiento FliD (o HAP2, Aook-associated protein 2) que, al formar un complejo
pentamérico en el extremo distal del filamento podria (i) prevenir la pérdida de los
monomeros de flagelina cuando son transportados y (ii) catalizar activamente su

ensamblaje (Macnab, 2000).

coronamiento
(FIiD)

eje proximal
(FigB, FigC, FigF)

(L) eje distal gancho
S (FigG) =
filamento /£ | anilio L (FigH) T ey
(FIiC) / anillo P (FigT) \ Sk’

unién

gancho-filamento .~
(Flgk, Figl} o = o b mc
s “MotB
a(.:g;? e anilio MS “MatA
Fil
( F) motor/
cuerpo e anillo €~ (FiiM, ‘FIiN) ‘r switch
basal (FIiG)
##% membrana celular (mc) b . CheY-P
a) )

Figura 4. a) Estructura flagelar (filamento-gancho-cuerpo basal) de £ coliy S. enterica. b) Detalles del cuerpo
basal y estructuras asociadas (complejos del swzrch y Mot) (Modificada de Macnab, 1996).

El filamento esta conectado al gancho (FIgE) a través de las proteinas FlgK
(HAP1) y FlgL (HAP3) y éste, a su vez, se ancla al cuerpo basal. Esta ultima estructura
consta de un eje proximal, formado por las proteinas FlgB, FlgC y FlgF, que atraviesa

el espacio peripldsmico. Los anillos P y L se localizan en la pared y en la membrana



externa, respectivamente. El eje atraviesa estos anillos y se forma el eje distal, formado
por la proteina FlgG (Figura 4b). En la membrana citoplasmatica se localiza el anillo
MS, el cual esta formado por la proteina FliF y sirve como base para la formacién de
la estructura flagelar. La proteina FliE también es componente del cuerpo basal y
constituye la zona de union entre el anillo MS y el eje, actuando posiblemente como
un adaptador estructural entre ambas estructuras que podria facilitar la translocacion

de las proteinas del eje (Minamino ez a/, 2000).

La rotacion del filamento se lleva a cabo por un motor embebido en la
membrana celular, que consiste en un rotor y un estator. El anillo MS constituye el
andamiaje para ensamblar las proteinas que forman la parte activa del rotor en la cara
citoplasmatica del mismo. Alrededor de la base del anillo MS, las proteinas FliG, FliM
y FliN forman el anillo C (o complejo del swzrch) que rota con el paso de los iones
que se mueven a través del estator e interactian, quizis electrostiticamente, con los
grupos conservados de la proteina FliG (Zhou er a/, 1998). En enterobacterias, el
anillo C regula la velocidad y la direccion de rotacion del flagelo (DeRosier, 1998). El
estator estd compuesto por un anillo de ~8 repeticiones del complejo transmembranal

MotA-MotB; el control del swrtch depende del sistema quimiotactico citoplasmatico.

La estructura flagelar se ensambla desde la superficie celular hacia el extremo
distal. Los componentes externos a la célula se exportan desde el citoplasma a través
del canal central del flagelo en crecimiento (Namba er 2/, 1989; Macnab, 2000). El
ensamblaje ocurre en diferentes etapas: las proteinas asociadas a la membrana
(excepto las Mot) son las primeras estructuras en ser adicionadas. Las proteinas FlhA,
FIhB, FliH, Flil, FliP, FliO, FliQ y FliR forman el aparato de exportacion del tipo 111
que parece residir en el centro del anillo MS (Minamino & Macnab, 1999). Este tipo

de sistemas de exportacion, cuyos componentes se localizan en la membrana interna,



es independiente de la via sec de secrecion de proteinas; es decir, las proteinas
secretadas por el sistema tipo III no muestran secuencias peptidicas que puedan
funcionar como senales de secrecion. Flil -uno de los componentes del sistema flagelar
de exportacion- se une a la flagelina y a las proteinas del gancho, tiene actividad de
ATPasa y podria ser una “puerta” selectiva para la translocacion de proteinas desde el
citoplasma al canal de exportacion. Otro componente de este posible “sistema de
puerta” es FliK, que podria controlar la longitud del gancho regulando la entrada de
substratos en la ruta de exportaciéon o midiendo directamente la longitud del gancho
como una "regla molecular" (Aizawa, 2000). El estado final de ensamblaje involucra
las proteinas MotA y MotB que se insertan en la membrana después de que el resto de

la estructura ha sido ensamblada, permitiendo la rotacion del flagelo.

Expresion de los genes flagelares. La expresion de los genes involucrados en la
sintesis, ensamblaje y funcion del flagelo ha sido estudiada principalmente en £ coli
y S enterica; en estas bacterias se han identificado mas de 50 genes involucrados en la
formacion de dicha estructura. Los productos de solo una fraccion de estos genes se
encuentran en la estructura flagelar final, la mayoria se requiere en el control de la

transcripcion y el ensamblaje.

Los genes flagelares de motilidad y de quimiotaxis se encuentran organizados
en el cromosoma en forma de c/usters o agrupaciones continuas conocidas como
regiones flagelares I, II, Illa y IIIb (Figura 5a) (Macnab, 1996). Con base en su
expresion, los operones flagelares se organizan a manera de jerarquia en un regulon de

tres clases (Figura 5b).

La clase 1 contiene solo al operén maestro ZADC, que es activado por el

complejo cAMP-CAP a través del sistema de represion catabolica. Los productos de



AhDC son indispensables en la expresion de los otros genes del regulon flagelar, ya
que el complejo FIhD/FIhC actiia como heterotetramero para activar la transcripcion

de los genes de clase 2 (Liu & Matsumura, 1995).
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Figura 5. a) Organizacion cromosomal de los genes flagelares de S enrerica. Se muestran la extension y la
orientacion de los operones, asi como su clasificacion dentro de la jerarquiadel regulon flagelar. b) Regulacion
del sistema genético flagelar: la expresion de los operones recae en una jerarquia de clases. La regulacion
positiva se indica con flechas negras y la regulacion negativa con flechas punteadas; P¢ indica los promotores de
las diferentes clases (Modificadas de Macnab, 1996).

Entre los genes de clase 2 se hallan la mayoria de los genes estructurales de los
componentes iniciales del ensamblaje del flagelo (Ze., el cuerpo basal, el aparato de
exportacion y el gancho), y un factor sigma especifico de genes flagelares (6% o FliA) y
su factor antisigma FlgM. Los operones de las clases 1 y 2 tienen la secuencia
consenso especifica GCCGATAA en la region -10 del promotor y son reconocidos
por el factor 67°, mientras que los de clase 3 tienen la secuencia especifica TAAA en la

region -35; lo que sugiere que la expresion de las clases 1y 2 puede diferir de la clase



3 (Macnab, 1996). La expresién de los operones de clase 3 es dependiente del factor
c”. La proteina FlgM se asocia al factor 6®® e impide la transcripcion de sus
promotores hasta que se ha formado completamente el gancho (Figura 5b). En este
punto, la proteina FlgM se exporta fuera de la célula y, en consecuencia, el factor 6%
se asocia con el core de la RNA polimerasa para transcribir los genes de clase 3. Los
genes de esta ultima clase codifican para la flagelina (FliC), la proteina de

coronamiento (FliD), las proteinas MotA y MotB, asi como las proteinas del sistema

de quimiotaxis (CheA, CheB, CheR, CheW, CheY y CheZ).

En otras bacterias, los genes flagelares también se expresan siguiendo una
jerarquia; sin embargo, en ocasiones ésta es dependiente de otros factores sigma

alternativos (por ejemplo 6°*) y muestran puntos de regulacion adicionales.

El factor de transcripcion sigma 54

Para iniciar la transcripcion, el core de la RNA polimerasa (RNAP) de Eubacterias,
constituida por las subunidades: B, B', a; y ®, requiere la asociacion transitoria de un
factor sigma para formar la holoenzima (Ec) y efectuar el reconocimiento de las
secuencias promotoras (Helmann & Chamberlin, 1988). La mayoria de las bacterias
sintetizan diferentes factores o, que guian y especifican a la RNAP a iniciar la
transcripcion desde diferentes tipos de promotores, lo que resulta en la oportunidad
de mantener la expresion genética basal, asi como la regulacion en respuesta a

estimulos ambientales especificos.

Los factores sigma conocidos se han agrupado en dos familias segun la
similitud de su secuencia de aminoacidos (Wosten, 1998). La mayoria de los factores

o pertenecen a la familia 67, mientras que la segunda familia esta constituida sélo



por 6°*, el producto del gen zpoN (Tabla 1). Ambos tipos de proteinas difieren
estructural y funcionalmente (Merrick, 1993); sin embargo, ambas se unen a la misma
RNAP core para producir holoenzimas con diferentes propiedades: el factor ¢ le
confiere la habilidad de reconocer e iniciar la transcripcion en los promotores del tipo
-24/-12, cuya secuencia consenso TGGCACNs-TTGC, contiene dos elementos
altamente conservados (Ze, GG y GC) en las posiciones -24 y -12, asi como dos o

més residuos T que parecen modular la estabilidad del complejo promotor-Ec** (Buck

& Cannon, 1992; Shingler, 1996; Barrios er a/, 1999).

Familia 6™ (promotores tipo -35/-10) Ejemplos
Factores ¢ primarios RpoD (c™), SigA
Factores ¢ no esenciales
factor o de fase estacionaria RpoS (6™
Factores & alternativos
factores o flagelares FliA (™), SigD
factores o de funcion extracitoplasmitica (ECF) SigE (c%)
factores o de heasshock RpoH (c*?), SigB (a®)
factores ¢ de esporulacion SpoOH (c™), SpolIAC (c¥),
SpolIGB (a*), SpollIG (c°),
SpollIC (6¥)

Familia 6®* (promotores tipo -24/-12)

RpoN (™), SigL

Tabla 1. Familias de los factores ¢ de Eubacteria.

La transcripcion mediada por Ec™ puede ser iniciada espontineamente en
. ; ; . 54 :
ausencia de proteinas activadoras; por el contrario, Ec’* forma complejos cerrados
estables en el promotor que se isomerizan a complejos abiertos exclusivamente en
presencia de proteinas reguladoras de la familia de las EBPs (enhancerbinding
proteins) (Tabla 2). Estos son los unicos reguladores bacterianos conocidos cuyos

sitios de reconocimiento UASs (upstream activation sequences) son secuencias

10



repetidas invertidas (o palindromicas) y pueden localizarse a cientos de nucleétidos del
promotor, por lo que son funcionalmente similares a los enkancers de los genes

eucariotes (Reitzer & Magasanik, 1986; Morett & Segovia, 1993; Gralla & Collado-

Vides, 1996).

Activador Organismo Genes activados y su funcién
NurC bacterias entéricas; rizobia 2lnA, asimilacion de nitrogeno
DetD Stnorhizobium melilots: detA, trasnporte de dcido Cy-dicarboxilico
Rhizobium leguminosarum
FIbD Caulobacter crescentus genes fa de nivel 3 y 4, proteinas flagelares del
gancho y del filamento
RocR Bacillus subtilis operones rocABC & rocDEF, transporte y
utilizacion de arginina/ornitina
NifA Klebsiella pneumoniae; Genes nif, fijacion de nitrogeno
Azotobacter vinelandii:
Rhodobacter capsulatus;
rizobia
XylR Pseudomonas putida operdn apS, ctabolismo de tolueno y de xileno
DmpR FPseudomonas sp. CF600 operon dmp, catabolismo de fenol
PspF Escherichia coly operon psp, estabilizacion de células bajo estrés
HrpS Pseudomonas syringae pv. genes /Arp, determinantes de virulencia
phaseolicola

Tabla 2. Algunas proteinas activadoras (EBPs) de Ec* de diferentes especies bacterianas (Modificada de Xu &

Hoover, 2001).

Los activadores o EBPs consisten de tres dominios funcionales. El dominio N-

terminal estd involucrado en la recepcion de seiales; el domino central (de ~240

residuos de aminoacidos) es responsable de la hidrolisis de ATP y de la activacion

transcripcional; y el dominio C-terminal que reconoce la UAS. A diferencia del

dominio N-terminal, el dominio central es altamente conservado y se subdivide en 7

regiones (Ze., C1-C7) (Osuna er a/, 1997). La region Switch /, contenida en C3,

parece ser el sitio de contacto entre la EBP y E6** (Xu & Hoover, 2001).

11



Para activar la transcripcion, las EBPs se unen a los sitios de reconocimiento e
interactian directamente con el complejo cerrado. El resultado es la formacion de un
asa en el DNA intermedio que facilita esta interaccion al incrementar la
concentracion local de la EBP alrededor de la holoenzima Ec™ (Su er 2/, 1990; Rippe
et al, 1997) (Figura 6). La iniciacion de la transcripcion mediada por Ec™* requiere de
energia, la cual se obtiene de la hidrolisis de ATP catalizada por las EBPs (Popham ez
al, 1989; Wedel & Kustu, 1995); un buen ejemplo es la proteina activadora NerC de
E. coli; cuya forma fosforilada tiene actividad de ATPasa (Weiss ez 2/, 1991). Una vez
formado el complejo abierto, la EBP ya no se requiere para mantenerlo ni para iniciar

la transcripcion (Popham er a/, 1989).

EBP ANAP >
oo W '
complejos
de EBP 1 RNAP-o"™ complejo cerrado

[
}

o
complejos RNAP -«
de EBP compiejo ablerto

Figura 6. Proceso de activacion de la transcripcion por Ec*. El complejo cerrado se forma en el promotor en
ausencia de la proteina activadora (EBP). En presencia de ATP, el oligobmero de EBP interactia
simultaineamente con la UAS y el complejo cerrado Ec* formando un asa en el DNA intermedio, y cataliza la
transicion a complejo abierto; esta isomerizacion es acompaiiada por un cambio en el angulo de la curvatura del

DNA promotor (Popham era/, 1989; Rippe er al, 1997) (Modificada de Rippe er a/, 1997).



Los factores ¢ contienen multiples dominios que desempefian distintas
actividades, entre ellas el reconocimiento del promotor y la regulacion en la iniciacion
de la transcripcion. Por ejemplo, la proteina 6°* por si sola se une especificamente al
DNA vy es responsable de muchos de los contactos entre la RNAP y el promotor (Buck
& Cannon, 1992). El alineamiento de la secuencia de aminoscidos de ot identificada

en diferentes organismos indica que la proteina puede dividirse en tres regiones

(Merrick, 1993) (Figura 7).

| ] 1]
Activacién Modulacidn

nion a DNA
Unidn a RNAP L

RpoN
BOX

LEU-RICH ACIDIC XLINK  HTH

Figura 7. Organizacion de los dominios de la proteina 6°* de £ co/i (Modificada de Buck era/, 2000).

La regién I comprende el dominio N-terminal y estd formada por un segmento
de ~50 aminoacidos, rico en residuos de glutamina y de leucina. Esta region esta
implicada en la interaccion con la proteina activadora: inhibe la isomerizacion del
complejo cerrado y la iniciacion de la transcripcion previas a la activacion, y estimula
la iniciacién en respuesta a la activacion (Sasse-Dwight & Gralla, 1990; Cannon er a/,
1999; Kelly & Hoover, 2000). La region II es acidica en la mayoria de las bacterias, y
promueve la transicion del complejo cerrado al abierto (Buck er 2/, 2000). Las zonas
de interaccion de 6°* con el DNA se localizan en el extremo N-terminal de la region
[1I; y en el extremo C-terminal de la proteina, donde se hallan dos motivos altamente

conservados: (i) un motivo hélicevuelta-hélice (HTH, Aelix-turn-helix) implicado en el
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reconocimiento de la regién -12 del promotor vy, (ii) el dominio RpoN-box, que es
una secuencia altamente conservada de 10 aminoacidos, y se piensa que puede estar

involucrada en el reconocimiento de la secuencia -24 del promotor (Taylor er a/,

1996).

Las regiones I y Il de 6 interactuan con el activador para la formacion del
complejo abierto. A pesar de estar separadas por casi 300 aminoacidos, parecen
ocupar posiciones cercanas con respecto a la RNAP vy el elemento -12 (GC) del
promotor; este par de bases afecta positivamente la habilidad del activador para
formar complejos abiertos (Guo er af, 1999; Wigneshweraraj er a/, 2001). La
isomerizacion del complejo cerrado ocurre a través de interacciones de los nucleétidos
de ambas cadenas de la secuencia =12 con las secuencias de la region I, mismas que

cambian en respuesta a la interaccion con el activador y a la hidrélisis de ATP

(Cannon er a/, 2000).

El sistema genético flagelar de RAodobacter sphaeroides

La especie Rhodobacter sphaeroides pertenece al subgrupo-a. de las bacterias,
caracterizado por un alto contenido de G+C en su DNA (>60%) y que incluye
especies distribuidas en un amplio rango de ambientes naturales (Agrobacterium
tumeftaciens, Azospirillum brasilense, Caulobacter crescentus y Sinorhizobium
meliloti, por ejemplo). R. sphaeroides es una bacteria métil, quimiotictica, capaz de
crecer y dividirse en una gran variedad de condiciones, incluyendo aerobiosis y
anaerobiosis. A diferencia de las bacterias entéricas, muchos miembros de este
subgrupo tienen motores flagelares que rotan en una sola direccion. Esta especie tiene
un solo flagelo subpolar que rota sélo en direccion CW (Armitage & Macnab, 1987),

aunque se ha encontrado una variante espontinea de R. sphaeroides WS8 cuyo
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flagelo rota CCW (Packer & Armitage, 1993). Los cambios en la direccién del nado
son dirigidos por movimientos Brownianos durante los eventos de paro en la rotacion
del flagelo; cabe mencionar que durante estos eventos de paro, el Ap permanece
constante (Armitage & Macnab, 1987). El paro en la rotacién resulta en la relajacion
del filamento flagelar desde la forma normal, con amplitud pequena y longitud de
onda larga usada en la propulsion, a una forma enrollada, con amplitud de onda
grande y longitud de onda corta (Figura 1). Ademas de la quimiotaxis, ésta y otras
especies presentan quimioquinesis o incremento en la velocidad de nado en respuesta

al aumento de concentracion de algunos compuestos, usualmente dcidos organicos

(Packer & Armitage, 1994).

Hasta el momento no se conoce con precision la sefial que controla el nado de
R. sphaeroides; sin embargo, han sido identificados algunos genes homologos que
codifican para las MCPs. Dos de éstos, #/pAy t/pB, se hallan rio arriba de uno los
operones quimioticticos (Ward er a/, 1995). La organizacion de los genes
quimiotacticos de las especies del subgrupo-a estudiados hasta el momento es muy
similar entre ellas, pero diferente a la de £ co/i. En estas bacterias se han hallado al
menos cinco genes cael] pero el gen cheZestd ausente. K. sphaeroides tiene al menos
dos clusters funcionales e independientes de genes que codifican para homologos de
los genes de motilidad y quimiotaxis de bacterias entéricas, con al menos dos copias

de cheAy tres de cheY(Armitage & Schmitt, 1997).

Aunque no se conoce con exactitud céomo se lleva a cabo la expresion del
sistema genético flagelar de R. sphaeroides, se sabe que ésta presenta un esquema
regulatorio diferente al de las bacterias entéricas. Recientemente se han caracterizado
algunos de los componentes estructurales del flagelo; en una de las clonas obtenidas

en el laboratorio, se identificaron ocho marcos abiertos de lectura que presentaron
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homologia con las proteinas flagelares FliL, FliM, FliN, FliO, FliP, FliQ, FliR y FIhB
presentes en diferentes especies bacterianas (Garcia, er a/, 1998). El estudio que
permitio caracterizar este c/uster flagelar también sugirio la presencia de un promotor

rio abajo de ZN, localizado en la region intercistréonica ZN-AiO (Figura 8) (Garcia et

al, 1998).

Posteriormente, la funcionalidad de este promotor (#ZOp) fue comprobada a

través de en un estudio de mutagénesis dirigida; éste es reconocido por Ec™, su
secuencia -24/-12 es GGCACGGATGTTGCA, vy es responsable de la expresion de
los genes 7O, AiP, AiQ, AiRy fIAB. Es importante destacar que los genes A28, AiKy

motA también presentan secuencias promotoras dependientes de Ec** (Poggio er 2/,

2000).

Figura 8. Organizacion del cluster flagelar de A/L-fhB de R. sphaeroides. Las flechas indican la direccion de la
transcripcion; el rectingulo negro refiere al promotor #Op (Modificada de Garcia er af, 1998).

La actividad del promotor ZOpy la expresion del gen #ZA/ han mostrado ser
insensibles a la presencia de otras mutaciones en los genes flagelares 7R, AiM'y fgF;

lo que sugiere la pertenencia de todos estos genes a la misma clase transcripcional

(Poggio er al, 2000).
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Es notable que la expresion de los genes flagelares de R. sphaeroides, cuyos
productos estén involucrados en el ensamblaje del cuerpo basal, del swizch, y del
gancho, es dependiente de Ec™*, como ocurre en la formacion del eje y del gancho en
Caulobacter crescentus (Wu & Newton, 1997; Poggio er a/, 2000). Sin embargo, la
region reguladora de #C es dependiente de Ec*®, como ocurre con la transcripcion
de los genes de clase 3 en las bacterias entéricas (Rueda, 2001). Los datos anteriores
sugieren que el sistema genético flagelar de R. sphaeroides combina caracteristicas de
ambos sistemas; asimismo, también favorecen la idea de que los genes flagelares de
esta especie podrian expresarse a través de una jerarquia en la que los genes de clase 2
dependen de Ec®* (cuyas proteinas reguladoras corresponderian a la clase 1, ver
adelante) y los genes de clase 3 serian dependientes de Ec*® (Poggio era/, 2000). En el
caso particular del operon AZ/OPQRAAB, existe evidencia provista de estudios de
mutagénesis dirigida que indica que el promotor ZOp es dependiente de la RNAP
asociada con el factor 6°*. De acuerdo con el conocimiento sobre el mecanismo de
activacion por este factor de transcripcion, es posible proponer la existencia de una
proteina activadora (EBP) asi como su sitio de reconocimiento rio arriba del promotor

AiOp.
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Objetivos

2.1

Identificar la UAS en la region activadora del promotor ZOp.

Caracterizar la interaccion entre la region activadora y su posible EBP.

Determinar el efecto sobre la funcionalidad del promotor tras la insercion de 4

nuclestidos en la region de DNA ubicada entre la UAS y el promotor ZOp.
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas

Escherichia colf

JM103: A(lacpro), thi, sttA, supF, endA, sbcB, hsd R, F tra D36, proAB, lacF, Z
AM75 (Vieira & Messing, 1982).

S17-1: thi, pro, AsdR, hsaM’, recA, RP4 2-Tc:Mu-Km::Tn7(Tp'/Sm") (Simon er a/,
1983).

CJ236: dut, ung F (Ausubel er al, 1989).

Rhodobacter sphaeroides:.

WS8N: cepa silvestre con resistencia espontinea a 4cido nalidixico.

WS8/pProm: cepa WS8N transformada con el plasmido pRK415, en el cual se
clonaron 391 pares de bases (pb), desde -254 hasta +137, que incluyen al promotor
AiOpy su region activadora, fusionado con el cassette widAZ-aadA rio abajo de dicho
promotor.

WS8-IKan: WS8 act/A::Kan

WS8-1IKan: WS8 ace//A::Kan

Plasmidos

pTZ19R: fagémido multifuncional de ~2870 pb, con origenes de replicacion fl y
ColEl; /acZ, Amp'y sitio multiple de clonacion (MCS) de pUCI19.

pTZ19Rins pTZ19R que contiene el promotor Z/Opy su secuencia activadora en un
fragmento de 391 pb.

pRK415: derivado de pRK404, con un MCS modificado, Mob®, T¢', orT, lac Zu
IncP, RK2 orV (promotor /ac) (Keen ez al, 1988).
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pWMS5: oriColEl, contiene el cassette widAZ-aadA, que codifican las enzimas [-

glucuronidasa y la aminoglicosido-3-adeniltransferasa (Sp), respectivamente (Metcalf

& Wanner, 1993).

Oligonucleétidos
Al 5" CTA GAG CTC GGT GGT GAT GGT GGG CG
A2 5 CTA GAG CTC GCC GAA AGCCTCTGA CG
A3 5" CTA GAG CTC GCG TCC GCCTGC GGATC
A4 5" CTA GAG CTC AGC GGT TCG GCA TCC GCT TCG
A5 5 CTA GAG CTC TTC GGC CAG ATC ATC GAG

Prom2 5" TCC CCC GGG CTG GCG AAG CGC GAA ATG
Retl 5 GAG GTA CCG CAG GCG GACGCG C
UPPROM 5 GCC GCC CGC CAG CGT GAG GATC

Condiciones de cultivo

Las cepas JM103 y S17-1 de Escherichia coli siempre se cultivaron aerobicamente
[agitacion a 300 revoluciones por minuto (rpm)] a 37°C en medio Luria-Bertani (LB)
(10 g bactotriptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl por litro). La cepa CJ236 se
crecié en medio TY 2X (16 g bactotriptona, 10 g extracto de levadura, 5 g NaCl por

litro).
Las células de Rhodobacter sphaeroides se cultivaron en medio minimo de

succinato (Sistrom, 1960). Las condiciones de crecimiento heterotréfico consistieron

en cultivos con agitacion vigorosa (300 rpm), a 30°C en la obscuridad.
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Cuando se requirio, se adicionaron antibioticos en las siguientes
concentraciones: para £. coli ampicilina 100 pg/mL, tetraciclina 25 pg/mlL,
kanamicina 50 pg/mL y espectinomicina 50 pg/mlL. Para R. sphaeroides, icido
nalidixico 25 pg/mlL, tetraciclina 1 pg/mL y espectinomicina 50 pg/mL.

Métodos genéticos

Transformacién de Escherichia coli por el método de cloruro de calcio (Cohen er a/,
1972)

Se prepara un cultivo de 10 mL de LB de la cepa deseada. Cuando éste alcanza la fase
exponencial (D.O.500~ 0.5) se incuba en hielo por 10 minutos. Las células se colectan
por centrifugacién a 4 Krpm por 5 minutos a 4°C, se resuspenden cuidadosamente en
lo que queda de medio y se agregan 5 mL de CaCl, 100 mM para incubar en hielo
por 20 minutos. Tras una nueva centrifugacion, las células se resuspenden en 600 puL
de CaCl, 100 mM vy se incuban en hielo por 1 hora. Una alicuota (200 uL) de estas
células se transfiere a un tubo de microcentrifuga y se agregan 20-50 ng de plasmido.
Después de incubar en hielo por 30 minutos se da un choque térmico (42°C) por 2
minutos y se regresa al hielo por otros 2 minutos. Se afiaden 800 pL de LB y se

incuba a 37°C por 20 minutos. Las células se colectan y platean en medio selectivo.

Conjugacién biparental (Donohue & Kaplan, 1991)
A partir de cultivos de toda la noche de las cepas R. sphaeroides WS8N y de £. coli
S17-1 (con el plismido donador pRK415 que contiene la insercién de interés), se

preparan subcultivos de 10 mL de medio.

En la fase exponencial se colectan las células de 500 pL de cultivo. Cada

paquete celular se lava en 500 pL de medio LB fresco y se resuspenden en ~50 pL de
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LB. Las células se mezclan en un tubo, posteriormente se colocan en un filtro de
nitrocelulosa (de ~1.5 x 1.5 mm, con poros de 0.45 pum) colocado previamente sobre
LB solido semiseco y se incuban a 30°C por 6 horas. Las células se lavan del filtro en
un tubo de microcentrifuga con 1 mL de LB y se colectan por centrifugacion para

platearlas en medio selectivo e incubarlas a 30°C por ~3 dias.

Métodos de biologia molecular

Amplificaciéon de DNA por el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
polymerase chain reaction)

Las reacciones se llevaron a cabo en 50 o en 100 pL de volumen total con
concentraciones finales de: ~50 ng de templado (plasmido pTZ19Rins),
buffer para PCR 1X, 260 uM dNTPs, 10% DMSO (Sigma), 2 mM MgSO,, 100
pmoles de cada oligonucléotido (forward y reverse) y 2.5 U enzima 7ag Platinum

High Fidelity (Gibco BRL).

Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente, se sintetizaron
conservando las concentraciones excepto la de los ANTPs, cuya concentracién final
fue de 130 uM dAGT, 26 uM dCTP; ademss, se agregaron 5 puL de dCTP[o-P*]
(3,000 Ci/mmol).

Las mezclas se incubaron en un termociclador y, después del paso inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, el DNA se amplificé en 30 ciclos con los
siguientes pasos: 94°C por 30 segundos para desnaturalizar, 55°C por 30 segundos
para alinear, 68°C por 40 segundos para polimerizar y, una extension final de 10

minutos a 68°C.
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Digestién de DNA con enzimas de restriccion
Todas las enzimas de restriccion utilizadas se adquirieron comercialmente (BioLabs y
GIBCO-BRL, principalmente), y se siguieron las condiciones recomendadas por el

fabricante para cada enzima.

Desfosforilacion de DNA (Chaconas & Van de Sande, 1980)

En las reacciones de desfosforilacion se utilizd la enzima fosfatasa alcalina de camaron
(SAP, shrimp alkaline phosphatase; de USB Lab.); la concentracion final de la misma
en cada reaccion dependid del tipo de extremos y concentracion de DNA (se
siguieron las recomendaciones del fabricante). Las reacciones se llevaron a cabo en
buffer TrissHCl 20 mM pH 8.0, con MgCl; 10 mM y 20 pg/mL de DNA en un
volumen total de ~50 mL; a 37°C por 21 hora. La enzima se inactivo calentindola a

65°C por 15 minutos.

Ligacion de secuencias especificas de DNA en vectores de clonacion (Bahl ez a/ 1976)
Las reacciones se llevaron a cabo ligando el vector de clonacién con el inserto en una

reaccion de ~16 horas a 16°C en buffer de ligacion, catalizada por la enzima ligasa del

fago T4.

Cada reaccién de unién de fragmentos de DNA se prepar6é en un volumen
total de 10 pL, con 20-40 ng del vector de clonacion y del triple a diez veces de exceso

molar del DNA a insertar, buffer de ligacion 1Xy 1 U de enzima.

Purificacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa
Para lograr la extracciéon y purificacion de fragmentos de DNA se utilizo el 4z de

extraccion QIAEX II de QIAGEN. El procedimiento se llevo a cabo conforme a las

instrucciones del fabricante.
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Purificacién de cadena sencilla para secuenciacién (Schreir & Cortese, 1979)

Se prepara un cultivo de 10 mL de medio selectivo LB de la cepa J]M 103 transformada
con el pTZ19R con la insercién de interés, y a D.O.¢00 ~0.5 se agregan 1 x 10° fagos
M13 K07 a 2 mL del cultivo e incuba 1 hora en agitacion a 37°C. Con 200 pL de este

cultivo se inoculan 6 mL de LB con kanamicina y se incuba toda la noche.

Al dia siguiente se centrifuga el cultivo y se reune el sobrenadante en cuatro
tubos. A cada uno se les agregan 250 pL de polientilenglicol (20% PEG 8000, 2.5M
NaCl), se mezcla cuidadosamente e incuba por 30 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 15 minutos a 14 Krpm y eliminar completamente el
sobrenadante. Resuspender cada pastilla en 100 pL de agua. Hacer una extraccion
con %2 volumen de fenol (equilibrado con Tris-Cl, pH 8), una con 1 volumen de

fenol:cloroformo y una tercer extraccion con 1 volumen de cloroformo.

La cadenas sencillas de DNA se precipitan con '/;o de volumen de acetato de
sodio (3 M, pH 4.8) y 2 volumenes de etanol absoluto. Después se incuba la mezcla
por 30 minutos en hielo seco y se centrifuga a 14 Krpm por 30 minutos a 4°C. La
pastilla se resuspende en ~25 pL de agua, y se toman 3 pL para correr en un gel de

agarosa al 1%. Asimismo, se cuantifica el DNA a una densidad ¢ptica de 260 nm.

Secuenciacién de DNA por el método de terminacién de cadena (Sanger ez a/, 1977)

Las cadenas sencillas se utilizan como templado de cada reaccion de secuenciacion.
Las reacciones de alineacion se prepararon como sigue: en un volumen final de 13 pL
de agua, se alinean los templados (0.5-1.0 pmol) con 0.5 pmol de primer reverse y 2
pL de buffer de alineacion 5X (200 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCl,, 250 mM

NaCl). La reaccion se incuba a 65°C por 3 minutos y se deja enfriar a temperatura
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ambiente. Esta reaccion de alineacion se agrega a la mezcla: 1 pL de dATP, 1 pL
dTTP, 1 pL de 7-deaza-dGTP (todos en una concentracion 3 uM), 0.5 pL de dCTP[a-
$¥] (3 000 Ci/mol) y 2 puL de termosecuenasa (del 4z 7hermosequenase Amersham),

y se incuba a 45°C por 5 minutos.

Simultaineamente se preparan las mezclas de terminacion: 150 uM de cada
dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP, y 1.5 uM de ddGTP para la mezcla ddG, 1.5 uM
de ddCTP para la mezcla ddC, 1.5 pM ddATP para la mezcla ddA y 1.5 uM de
ddTTP para la mezcla ddT. A cada una de éstas se agregan 4 pL de la reaccion vy se
incuba a 72°C por 10 minutos. Las reacciones se detienen agregando 4 pL de la
solucion de terminacién (95% formamida, 20 mM EDTA, 0.05% azul de

bromofenol, 0.05% xilen-cianol FF).

Para cargar el gel de secuencia, las muestras se calientan a 75°C por 7 minutos
y se cargan ~3 pL en cada pozo. El gel se prepara con acrilamida al 5% y 8 M de urea;
se corre a 40 watts por ~9 horas y se deja secar a 60°C durante toda la noche; se
expone sobre una placa Kodak XXOMAT K durante ~72 horas, se revela y se lee la

secuencia.

Purificacién de pldsmidos por el método de minipreparaciones hervidas (Holmes &
Quingley, 1981)

Inocular 3 mL de medio selectivo con una colonia de £ co//e incubar el cultivo toda
la noche a 37°C. Colectar las células de 1.5 mL de cultivo por centrifugacion; el
paquete celular se resuspende en lo que queda de medio después de decantar y se
agregan 300 puL de STET (8% sacarosa, 5% triton, 50 mM EDTA pH 8.0, 50 mM
TrissHCI pH8.0) y 30 pL de lisozima (10 mg/mL). La mezcla se agita vigorosamente

por 2 segundos, se hierve 45 segundos exactamente y se centrifuga a temperatura
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ambiente por 12 minutos a ~12 Krpm. Los pldsmidos se precipitan agregando 300 pL
de isopropanol al sobrenadante y centrifugando a 14 Krpm por 30 minutos en frio. La
pastilla se lava con etanol al 70% vy se seca al vacio durante 10 minutos. Se resuspende

en 30 pL de agua y se utilizan 3 pL para analizar en un gel de agarosa al 1%.

Purificacién de plasmidos por columna de QIAGEN

Este procedimiento se basa en la lisis alcalina (Birnboim, 1983), seguido de la union
de los plismidos a la resina de intercambio anionico de la columna QIAGEN en
condiciones apropiadas de pH y de concentraciones de sales. El procedimiento se

lleva a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.

Retardo de la movilidad electroforética (Ausubel er 2/, 1989)

Para llevar a cabo los retardos de los complejos DNA-proteina se preparan extractos
totales de proteinas; para ello, las células de un cultivo de 10 mL en fase exponencial
se colectan por centrifugacion a 4°C, se resuspenden en 150 pL de buffer de union
(12 mM HEPES pH 7.9, 12% glicerol, 0.5 mM EDTA, 1mM DTT), y se lisan por
sonicacion (Dumay er a/, 1999). La concentracion de proteina se determina por el
método de Bradford (ver adelante). Los fragmentos de DNA (dCTP[a-P**]) que van a

ser utilizados como sonada se sintetizan por PCR.

La sonda de DNA marcado radiactivamente (~80,000 cpm/pL) se incuba
(30°C, 30 minutos) con las cantidades indicadas de extracto de proteina (ver
Resultados) y BSA a concentracion final 1 M en un volumen total de 20 pL en buffer
de unién. Las muestras se corren por 3 horas a voltaje constante de 100 V en geles de
poliacrilamida al 6% (30:0.8 acril:bisacrilamida) y glicerol al 2.5% en buffer TBE (89
mM Tris base, 89 mM écido borico, EDTA 2 mM pH 8). Los geles se exponen en una
placa Kodak X-XOMAT K por ~6 horas antes de revelar.
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cepa CJ236. La cadena sencilla del fagémido se purifica a partir de un cultivo en
medio TY 2X. El oligonuclestido que lleva el cambio deseado se fosforila en una
reaccion de un volumen total de 30 pL con 4.5 U de T4 kinasa con concentraciones
finales de 6.6 picomoles del oligonucleotido, 100 mM Tris-Cl pH 8, 10 mM MgCl,, 5
mM DTT (ditiotreitol), 430 nM ATP, a 37°C por 45 minutos. La alineacion se lleva a
cabo en una reaccion con concentraciones finales de 0.01 picomoles de cadena
sencilla uracilada, 0.2 picomoles de oligonucleotido fosforilado y buffer de alineacion
1X en un volumen total de 20 pL. Esta mezcla se incuba a 70°C por 3 minutos y se

permite que la temperatura disminuya paulatinamente hasta alcanzar 30°C.

Para llevar a cabo la sintesis de la doble cadena se agregan buffer de sintesis 1X
(0.4 mM de cada ANTP, 0.75 mM ATP, 17.5 mM Tris-HCI pH 7.4, 3.75 mM MgCl,,
21.5 mM DTT), proteina 32 del bacteriofago T4 (250 ng/pL en la reaccion), 1 U de
T4 DNA polimerasa y 1 U de T4 ligasa, y se incuba: 5 minutos en hielo, 5 minutos a
25°C y 90 minutos a 37°C; la reaccion se termina agregando 1 pL de EDTA 250 mM
y se analiza por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y se transforma la cepa

JM103 con la mezcla de sintesis.

Métodos enziméticos
Determinaciéon de la actividad enzimitica de la B-glucuronidasa (GUS) (Jefferson,
1986)

Se preparan cultivos de las cepas de interés en 10 mL de medio selectivo. Cuando el
cultivo se halla en una D.O.4p0 ~0.5, las células de 1.5 mL de cultivo se colectan por

centrifugacion en frio. La pastilla se resuspende en 200 pL de buffer de extraccion (50
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mM NaH,PO, pH 7; 10 mM B-mercaptoetanol; 10 mM Na,EDTA; 0.1% Triton X-
100). Las células se lisan por sonicacion y por centrifugacion se separan las proteinas

citoplasmaticas de los restos celulares.

El ensayo de la B-glucuronidasa se lleva a cabo en buffer de extraccién con 4-
metilumbeliferil B-D-glucurénido (1 mM). Las reacciones se incuban a 37°C en
alicuotas de 400 pL de buffer de ensayo precalentado a las que se agregan 100 pL del
sobrenadante de la muestra. La reaccién se detiene en tres tiempos transfiriendo
alicuotas de 100 pL a un tubo con 900 pL de buffer de paro (0.2 M Na,COs) a
temperatura ambiente. Las muestras se miden en un fluorémetro calibrado con una
solucion blanco de 4-metilumbeliferona (10 pM), con una longitud de onda de

excitaciéon de 365 nm y de emisién de 455 nm.

Determinacion de proteina por el método de Bradford. Cada reaccion se lleva
a cabo mezclando 20 pL del extracto con 3 mL de reactivo de Bradford (solucion de
ensayo de proteinas Bio-Rad Laboratories) diluido con agua (1:5). Después de agitar
vigorosamente, cada mezcla se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos. Se
prepara una curva estindar con muestras de concentracion conocida de la proteina

albimina de suero bovino (BSA). Las reacciones se leen en un espectrofotémetro a

D.O.sgj.
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Resultados

Localizacién de la UAS del promotor ZOp: efecto de diferentes deleciones en

la region activadora

El reconocimiento del promotor flagelar #Op de Rhodobacter sphaeroides es
mediado por Ec™, y de su funcionalidad depende la expresion del operon flagelar
AiOPQRAAB. Dado que ZOp es un promotor dependiente del factor 6°*, debe existir
una secuencia activadora en la region rio arriba al mismo. Para identificar esta
secuencia se llevo a cabo un anilisis de delecién a partir de un fragmento de DNA de
391 pares de bases (pb) (p)PROM). Esta region de 391 pb comprende 254 pb rio arriba
del promotor ZOp, y una vez fusionada al gen reportero w/dA, promueve la expresion
del mismo a un nivel similar al observado utilizando un fragmento de 1.1 Kb que
contiene Z/Op; lo cual sugiere que en este fragmento de 391 pb se encuentra la
informacion necesaria para la adecuada transcripcién a partir de dicho promotor

(Poggio er al, 2000).

Inicialmente cada una de las deleciones elimina 68, 132 y 197 pb a partir del
extremo distal al promotor AZOp. Las deleciones fueron construidas por PCR
utilizando oligonucléotidos con sitios creados para su reconocimiento por las enzimas
Ssel y Smal en sus extremos 5 y 3, respectivamente (Figura 9). Los productos
sintetizados por PCR: Al (-186 a +137), A2 (-122 a +137) y A3 (=57 a +137) de 338,
274 y 208 pb, respectivamente, se digirieron para obtener fragmentos de 323, 259 y
194 pb de DNA con extremos Ssd-Smal y se ligaron al vector pTZI9R.
Posteriormente, el fragmento de 3.8 Kb que contiene los genes ‘widAZ-aadA fue
ligado en el sitio Smal ubicado rio abajo en cada una de las construcciones, a fin de
que la expresion del gen reportero widA (que codifica para la B-glucuronidasa)

quedara sujeta al promotor #ZOp previamente insertado. Cada uno de los fragmentos
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que lleva la fusion fue subclonado en el plismido pRK415 utilizando los sitios £coRI-

Xbal (Figura 9).

Estas construcciones fueron introducidas por conjugacion a R. sphaeroides

WS8N. La expresion del promotor ZOp fue estudiada en el plasmido pRK415.

Sstl BamHI fTiOp Smal
—» @ . s
-254 SN Y B Slio +137
— | «— Porea1s
Sstl
g PROM
- = m P
= | pAl
L - m
Sstl
e A2
- o
|
- A3
- .
= | Ad
= - il
|
e 2

Figura 9. Analisis de delecion de la region activadora de #/Op. Representacion esquemaitica de la region 5’ rio
arriba del promotor ZiOp de WS8N (1 linea) y de los fragmentos de DNA fusionados a w/dA. Las flechas
indican la  direccion de la  transcripcion del promotor AOp y del vector pRK415

El efecto que las diferentes deleciones ejercen sobre la expresion del promotor
AiOp fue medido mediante la actividad de la B-glucuronidasa (GUS) en cada una de
las transconjugantes de WS8N. Los ensayos enzimaticos se realizaron al menos tres

veces de forma cualitativa, y se realizaron tres ensayos cuantitativos independientes.
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En los ensayos cualitativos solo se observé actividad en la transconjugante
WS8/pAl. Los resultados de los ensayos cuantitativos de actividad especifica se

muestran en la Figura 10a.

120,

plismido  secuenciade  actividad de la 100
DNA B-glucuronidasa 80

Prom -366, +137 2 073.67 +52.14 § |

pAl -186, +137  1697.72 + 85.19 3]

pA2 -122, +137 311.78 + 26.68 % "0

pA3 -57, +137 278.16 ® 2]

pA4 -169, +137 992.38 + 5.91 .l N 'm .

pAS -153, +137  1023.16 + 75.45 PPROM pAl pA2 pA3 pA4 pAS
a) b)

Figura 10. a) Actividad especifica de la B-glucuronidasa expresada a partir de las fusiones del promotor Z/Op
con widA. Las actividades especificas estin expresadas en pmoles de 4-metilumbeliferona producida por minuto
por mg de proteina. b) Actividades especificas expresadas en porcentaje con respecto a la actividad completa del
promotor #iOp (WS8/pPROM).

La actividad especifica de la B-glucuronidasa de estas construcciones representa
la actividad del promotor ZOp en cada fragmento de DNA. La actividad en
WS8/pPROM refiere a la completa expresion del promotor (100%) (Figura 10b).
Inicialmente se construyeron las fusiones ZiOpAl-uidA, AiOpA2-uidA y HiOpA3-
uidA; en éstas se observo que la expresion del promotor es de ~81.87% en la primer
delecion; en el plasmido pA2 la expresion del promotor es de ~15.03%, mientras que
en pA3 la actividad de la B-glucuronidasa se reduce hasta expresar solo el ~13.41% de
la actividad completa del promotor. La diferencia en la expresion del gen reportero
entre los plasmidos pProm o pAl y, pA2 o pA3, sugirié que la UAS podria localizarse

entre las deleciones Al y A2, en la region de -186 a -122.
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Al revisar detalladamente la secuencia comprendida entre los sitios -186 y
+137, se encontré una secuencia repetida invertida de 18 nucleotidos (nt) (5’
AGCGGTTCGGCATCCGCT), que podria ser la secuencia de union (UAS) de la
- melicioniomi
EBP (Figura 11).

r* Prom(-254)
1 GAGCTCGACCGGCTGGCGGGCGACCCGCTCGACGTGCTGGTGAACGGCACTCCCATCGCC
Sacl
™ A1(-186) r* A4(-169) r* A5(-153)
61 AAGGGCGAGGTGGTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAG
posible UAS
r* A2(-122)
121 CCCGAGAAGCGCGCCGARAGCCTCTGACGCGGGCGGATCCTCATGCGGGCGGCACCATTC
* A3(-57) 1 Reti(-37) fliop
181 CCAAGCGGAGCTGACCGCGCGTCCGCCTGCGGATCCTCACGCGGGCGGGCEGECACGGATG
BamH1 -24

241 TTGCAGCGGAGGGGGACCTGCATCCCCGGAGTGACCCGTTGGACATCCTGCGCCCCGATC
-12 +1

301 AGATCCTGACCCTCGGCCTCTTCCTCGGGCTTCTGGGCCTTCTGTGGCTCGTCGTGAAGT

+1 Prom2
361 TGAARGGCCCCCGGCATTTCGCGCTTCGCCAG
+137

Figura 11. Secuencia de nucledtidos desde -366 hasta +137 con respecto al promotor #/Op. La secuencia
palindrémica que podria representar la UAS se localiza en la regién -169, -152.

Para determinar si la secuencia palindromica comprendida entre las bases -169
a =152 rio arriba de #Op efectivamente se trataba de la UAS, se construyeron otras
dos deleciones denominadas A4 (-169, +137) y A5 (-153, +137) (Figura 9). Las
fusiones se realizaron de la misma manera que las anteriores. La actividad especifica

de la B-glucuronidasa se muestra en la Figura 10a.

La construccion WS8/pA4 contiene toda la secuencia de la posible UAS
mientras que la WS8/pA5 incluye solo los tltimos 2 nt de la misma. En estas dos

ultimas fusiones, las actividades de la B-glucuronidasa con respecto a la del promotor
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silvestre representan un ~47.86% y ~49.34%, respectivamente (Figura 10b). La
presencia de 169 y 153 nt rio arriba del promotor ZOp no es suficiente para la
activacion transcripcional completa, por lo que es posible que la secuencia
palindromica no represente la UAS funcional. Asimismo, la disminucion del ~50%
en la actividad del gen reportero, sugiere que la UAS de #/Op podria consistir de mas

de un sitio de reconocimiento.

Interaccion de proteinas con la region activadora del promotor ZOp de
Rhodobacter sphaeroides: retardo de la movilidad electroforética

Para probar que en la region contenida en el fragmento Al se localiza la UAS del
promotor #Op se llevaron a cabo experimentos de retardo de la movilidad
electroforética de los complejos DNA-proteinas en geles de poliacrilamida de baja
fuerza ionica. El fragmento Al-Retl correspondiente a los nucleétidos -186 a -37 fue
amplificado por PCR (Figura 11) y utilizado en los ensayos de retardo con los

extractos de proteinas de A. sphaeroides WS8N.

En la Figura 12 se muestra que la incubacion del fragmento Al-Retl con un
extracto total de proteinas de R. sphacroides WS8N caus6 un cambio en la movilidad
electroforética del mismo (lineas 2 y 3). La especificidad de esta union fue probada
mediante experimentos que incluyen el uso de competidores de DNA no marcados.
En la linea 4 se observa la competencia del mismo fragmento (Al-Retl) no marcado
por las proteinas; y en la linea 5 se observa que con mayor concentracion de proteinas
la mayoria de las moléculas del fragmento pudieron interaccionar, lo que genera
retardo del fragmento marcado. En las lineas 6 y 7 se incluyo el DNA de timo como
competidor inespecifico, en este caso el fragmento marcado se hace més visible como

fragmento libre. Lo anterior indica que las proteinas del extracto formaron complejos
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con el DNA de timo y por ello, la interaccion de las proteinas con el fragmento Al-
Retl pueden ser inespecificas aunque una fraccion de proteinas permanece asociada

al fragmento marcado, esta tltima podria representar las interacciones especificas.

6 7

1 4 5
- . o

2 3
e g— ——
> MWW
DNA .
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b

Figura 12. Gel del retardo de la secuencia activadora (-186, -37) del promotor Z/Op en interaccion con las
proteinas del extracto de R. sphaeroides WS8N. La sonda de DNA marcada Al-Ret1(dCTP[o-P*)) (80,000 cpm)
fue incubada sin extracto de proteinas (linea 1); con 20 y 50 pg de extracto de proteinas (lineas 2 y 3,
respectivamente); con 20 y 50 pg de extracto de proteinas previamente incubados con ~70 ng del fragmento
Al-Retl no marcado (lineas 4 y 5, respectivamente); y, con 20 y 50 pg de extracto de proteinas previamente
incubados con 1 pg de DNA de timo (lineas 6 y 7, respectivamente). La flecha indica el retardo de la movilidad
electroforética en el gel.

Para detallar mas sobre el tipo de interacciones con el fragmento Al-Retl se
prepararon dos extractos de proteinas a partir de cepas diferentes a la silvestre. Para
ello se utilizaron las cepas WS8-act/A::Kan y WS8-act//A::Kan, en las que se generaron
deleciones en los genes que codifican para dos probables activadores de la expresion
los genes flagelares que fueron identificados en el laboratorio. Los productos de los

genes actly actllson similares a las secuencias de las EBPs.

La Figura 13 muestra el gel del retardo de las interacciones entre el fragmento

Al-Retl con las proteinas de los diferentes extractos.

36



1 2 3 4 5 6 i

DNA
libre —

Figura 13. Gel del retardo de la secuencia activadora (-186, -37) del promotor ZOp en interaccién con las
proteinas del extracto de K. sphaeroides. La sonda de DNA marcada Al-Retl (dCTP[o-P**]) (80,000 cpm) fue
incubada sin extracto de proteinas (linea 1); con 20 y 50 pg de extracto de proteinas de WS8N (lineas 2 y 3,
respectivamente); con 20 y 50 pg de extracto de proteinas de WS8-IKan (lineas 4 y 5, respectivamente); y con 20
y 50 pg de extracto de proteinas de WS8-1IKan (lineas 6 y 7, respectivamente). La flecha indica el del retardo de
la movilidad electroforética en el gel.

Los retardos observados en este gel muestran las interacciones del fragmento
marcado con las proteinas del extracto sin competidores. Los complejos de DNA-
proteinas formados en todas las pruebas indican que el fragmento de DNA interactua
con las proteinas del extracto. Para evaluar la especificidad de la interaccion se llevo a
cabo un ultimo gel en el que se incrementd la concentracion de las proteinas del

extracto y se utilizo DNA de timo como competidor inespecifico (Figura 14).

Al incrementar la cantidad del extracto de proteinas en estas mezclas se
esperaba que se incrementara la concentracion de la(s) EBP(s) en el extracto de WS8N
que pudiera formar complejos con las moléculas del fragmento marcado Al-Retl,y
que esto ocurriera simultineamente a la formacién de complejos de otras proteinas
con el competidor inespecifico (DNA timo). Dado que en todos los casos se observa el
complejo proteina-DNA, se presume que existen interacciones especificas entre la

sonda Al-Retl y las proteinas en el extracto.
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Figura 14. Gel del retardo de la secuencia activadora (-186, -37) del promotor #Op en interaccién con las
proteinas del extracto de R. sphaeroides. La sonda de DNA marcada Al-Retl(dCTP[a-P*]) (80,000 cpm) fue
incubada sin extracto de proteinas (linea 1); con 180 pg de extracto de proteinas de WS8N (linea 2); con 180 pg
de extracto de proteinas de WS8-IKan (linea 3); y, con 180 pg de extracto de proteinas de WS8-11Kan (linea 4).
Las mezclas 2, 3 y 4 fueron previamente incubadas con 1 mg de DNA de timo. La flecha indica el retardo de la
movilidad electroforética en el gel.

Es importante mencionar que el fragmento Prom-Retl (Figura 11) presenta
una movilidad electroforética anomala; es decir, el tamano predicho para este
fragmento es de 217 pb; sin embargo, su migracion en un gel de acrilamida lo ubica
en ~1 Kpb (Figura 15); por tal motivo, los experimentos anteriores se realizaron con el

fragmento Al-Retl.

pb
1018
517/506
298
220/201
154/134

Figura 15. Marcador X de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim) y fragmento Prom-Retl obtenido
por PCR (lineas 1 y 2, respectivamente) en un gel de acrilamida al 6%.
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Insercién de nucledtidos en la regién activadora: efecto sobre la expresion del

promotor ZiOp

Con el mismo objetivo de verificar la presencia de una UAS en la region rio arriba del
promotor #Z/Op se llevd a cabo una mutagénesis dirigida para insertar 4 nucle6tidos
en la posicion -91 (Figura 16). La mutagénesis se efectué en el plasmido pTZ19R zns,
el cual lleva la region de 254 pb que contiene el promotor #ZOp. Para la reacciéon de
mutagénesis se utilizd un oligonucledtido que aparea con la secuencia de DNA
ubicada de -99 a -82 pero con 4 nucledtidos adicionales en la zona central del
oligonucleotido (Figura 16). Posterior a la mutagénesis, los genes widAZ-aad se
clonaron rio debajo de #ZOp. la fusion AiOpmut-uidAZaad que contiene el
fragmento mutado se subclon6 en el plaismido pRK415. Esta construccion fue
introducida por conjugacion a R. sphaeroides WS8N vy la expresion del promotor

AiOpmut se midié mediante la actividad de la B-glucuronidasa.

1 GAGCTCGACCGGCTGGCGGGCGACCCGCTCGACGTGCTGGTGAACGGCACTCCCATCGCC
Sacl

61 AAGGGCGAGGTGGTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAG

posible UAS
A2 CGCTG
121  CCCGAGAAGCGCGCCGAAAGCCTCTGACGCGGGCGGATCCTCATGCGGGCGGCACCATTC
-122 T -91 T
fliop
181  CCAAGCGGAGCTGACCGCGCGTCCGCCTGCGGATCCTCACGCGGGCGGGCGGCACGGATG
BamH1 -24

241 TTGCAGCGGAGGGGG
12 +1

Figura 16. Secuencia de la region activadora de #Z/Op. En la posicion -91 se introdujeron 4 nucleotidos a través

de mutagénesis dirigida; la T en negritas es substituida por los nucleétidos indicados arriba de la misma. Las
flechas indican la region en la que hibridé el oligonuclestido UPPROM (57 GCCGCCCGC CAGCG

TGAGGATCQ).

La actividad especifica de la GUS indica que la expresion del promotor ZOp

es afectada negativamente tras la adicion de 4 nt entre la posible UAS, que debe estar
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ubicada rio arriba del extremo 5’ de A2 y #/Op (Tabla 3). Estos resultados sugieren
que rio arriba de A2, es decir, de -186 a -122, efectivamente se encuentra uno o
varios sitios de reconocimiento para una EBP, pues al incrementar la distancia por 4
nt, la formaciéon del asa en el DNA intermedio puede generar una interaccion

inapropiada entre la EBP y 6™,

S y . actividad de la
... posible UAS ... AiOp plasmido Bglearonids
I - Nx - GG Ny GC pPROM ~ 2000
BN - N.+4nt - GG Ny GC  pUPPROM ~ 100

Tabla 3. Efecto en la expresion del promotor por la adicion de 4 nt entre la posible UAS y #Op. Las
actividades especificas estin expresadas en pmoles de 4-metilumbeliferona producida por minuto por mg de
proteina. La caja oscura representa la UAS.,

40



Discusion y conclusiones

La activacion de la transcripcion -a través de una variedad de mecanismos- es un
punto crucial en la regulacion de la expresion de genes. Entre estos mecanismos se
incluyen cambios estructurales en el DNA por parte de las proteinas activadoras para
propiciar su uniéon con la RNAP holoenzima (Rippe er a/, 1997; 1998). Se ha
reportado que el sistema de transcripcion mediado por o' responde a estos
activadores, cuyos sitios de contacto se ubican -en promedio- en la posicion -120
(Reitzer & Magasanik, 1986; Merrick, 1993; Gralla & Collado-Vides, 1996). Los
genes sujetos a este tipo de regulacion generalmente contienen dos o mas sitios de

union para los dimeros de las EBPs, aunque s6lo algunos presentan secuencias de alta

afinidad para los mismos (Reitzer & Magasanik, 1987; Xu & Hoover, 2001).

En Caulobacter crescentus se han descrito secuencias palindromicas
denominadas #r (Hagellar transcription regulation) con funcién similar a las UASs
que son requeridas para la expresion de los genes flagelares de clase 3, cuya
transcripcion es dependiente de Ec’*. Estudios genéticos han mostrado que la
proteina FIbD es esencial para la transcripcion de los genes Az en promotores
dependientes de % esta proteina es homologa a NtrC y hace contacto con tres
residuos de guanina simétricos y altamente conservados en #r/y #r/*(Benson et al,

1994).

En Rhodobacter sphaeroides WS8N, la transcripcion de varios genes flagelares
es dependiente de Ec™*. El objetivo de este trabajo consisti6 en tratar de identificar las
secuencias especificas (UASs) a las que se une la(s) proteina(s) activadora(s) del operon
flagelar ZAOPQRAAB. A través del andlisis de diferentes deleciones se identifico una
region ubicada entre las deleciones Al y A2 que es necesaria para lograr la expresion

del promotor ZOp. En esta zona se identifico una secuencia repetida invertida
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AGCGGTTCGGCATCCGCT ubicada en la posicion -169 a -151, que podria
representar una posible secuencia activadora del promotor #ZOp (Figura 11). La
expresion del promotor en las dos ultimas deleciones construidas (Ze, A4 y A5)
muestran que un fragmento que inicia 169 nt rio arriba de ZOp y que incluye dicho
palindrome no es suficiente para lograr la completa activacion de la transcripcion en
AiOp; asimismo, la delecion casi completa (16 nt) de la posible UAS en A5 también
mantiene el nivel de expresion en un ~50%. Estos resultados no son consistentes con
la hipotesis de que el palindrome pudiera representar la UAS de #Z/Op. En este
sentido, es importante recordar que esta especie bacteriana contiene una alta
proporciéon de G+C en su cromosoma; por lo que es probable que la secuencia
identificada como la posible UAS sea una secuencia repetida invertida que se forma
por la alta frecuencia de estos nucledtidos, sin estar relacionada con la funcion de
activacion. Sin embargo, los resultados de las deleciones Al y A2, en los que la
diferencia de 64 pb reduce drasticamente la expresion del promotor ZOp, sugieren
que la UAS se encuentra en la region -186 a -122 (Figura 10). Dado el conocimiento
que se tiene con respecto a los sitios de union de las EBPs en los que se ha observado
que la respuesta de los promotores a la activacion puede depender de la calidad y
numero de sitios de union (Reitzer & Magasanik, 1986), es posible especular que en
el caso de ZiOp pueda existir més de un sitio para la unién de la EBP, quizas uno
ubicado rio arriba del limite de A4, y el otro rio abajo del limite de A5 pero arriba de

AZ.

La insercion de 4 nucléotidos entre el promotor ZOp y la region activadora
reduce drasticamente la expresion del mismo (Figura 16, Tabla 3). La adicién de
nucleotidos entre las regiones activadoras, especificamente entre los sitios de
reconocimiento (UASs) y el promotor han sido bien estudiadas en otros promotores
dependientes de o’* (Reitzer & Magasanik, 1986; Bageshwar er a/, 1998). La

activacion del promotor v/ de Azotobacter vinelandii es mediada por la proteina
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VnfA; la expresion de este promotor se reduce por la introduccion de casi media
vuelta en el DNA (4 nt) entre la UAS y vafHp, pero no se bloquea con la
introduccion de casi una vuelta completa (10 nt) (Bageshwar er 2/, 1998). El contacto
adecuado que propicia la formacién de interacciones especificas entre las regiones del
activador y el factor 6°* depende de la ubicacion de ambos complejos (EBP y Ec®) en

la cara de la hélice del DNA, después de la formacion del asa en el DNA intermedio.

Es importante mencionar que la formacion del asa en el DNA intermedio
entre la UAS y el promotor o”* puede ser favorecida por curvaturas intrinsecas de la
secuencia (Bageshwar er a/, 1998), lo que aparentemente no ocurre con el fragmento
Al-Retl. Sin embargo, el fragmento Prom-Retl si mostr6 una movilidad
electroforética alterada (Figura 15), lo que sugiere que en esta zona el DNA podria
adquirir una curvatura intrinseca que favoreceria la interaccion de la EBP con la
holoenzima Ec®. Asimismo, proteinas de unién a DNA, como IHF (inzegration host
factor) han sido relacionadas en la promocion de la activacion trancripcional mediada
por Ec®* principalmente en promotores débiles (Dworkin er 2/, 1998); sin embargo la
region activadora del promotor Z/Op no parece contener secuencias reconocidas por

este tipo de proteinas (Poggio ez a/, 2000).

Para confirmar que existe una secuencia activadora en la region comprendida
entre -186 y el promotor, se llevaron a cabo los experimentos de retardo de la
movilidad electroforética del fragmento Al-Retl. Los ensayos con competidores de
DNA no marcados y una concentracion constante del fragmento marcado mostraron
que las proteinas de los extractos interactian con el fragmento Al-Retl. Esta
formacion de complejos con proteinas se reflejé por la migracion lenta de la muestra

en el gel (Figura 14).
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El reconocimiento de la UAS por los activadores tiene importantes
consecuencias porque facilita el ensamblaje de un complejo activador multimérico. El
modelo de activacion de NtrC propone que esta proteina puede unirse a la UAS pero
solo su forma fosforilada puede activar la transcripcion. La proteina NtrC tipo
silvestre es fosforilada /n vivo por la proteina NtrB, lo que favorece la union a DNA
en sus sitios de contacto ademds de inducir su actividad de ATPasa (Weiss er a/,
1991; Rippe er al, 1998). A la fecha no se conoce con precision el mecanismo por el

que opera la proteina activadora del promotor ZOp.

Actualmente, en el laboratorio se han identificado dos proteinas (Activador I y
Activador II) involucradas en la activacion de #ZOp. Ninguna de estas proteinas
presenta sitios de fosforilacion en su secuencia y, ambas se requieren para la expresion
del operon flagelar ZZOPQRAAB, de modo que éstas podrian interactuar como un
heterodimero (Poggio & Camarena, datos no publicados). Con base en los resultados
obtenidos en este trabajo, es posible suponer que cada una de estas proteinas es capaz
de unirse a la UAS (quizds formando homodimeros), como lo sugieren los retardos de
la Figura 14. Sin embargo, solo el heterodimero podria ser funcional para lograr la

activacion.

En este trabajo se demuestra la existencia de un elemento regulador (una
secuencia palindrome) situado en el fragmento de -186 a -122 rio arriba del
promotor ZOp. El efecto sobre la expresion de ZOp tras la insercion de nucledtidos
entre el fragmento y el promotor apoyan fuertemente la existencia de dicho elemento
regulador. Los ensayos de retardo de la movilidad electroforética representan estudios
preliminares en el anlisis de la interaccion entre las EBPs (Activador I y Activador 1)
y esta secuencia; experimentos posteriores de retardo o ensayos de footprinting con

las proteinas puras porporcionardn una idea mas clara con respecto a la union de estas

EBPs con el DNA.
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