
i 
i 

1 

UNIVERSIDAD NACIONAL 
DE MEXICO 

AUTONOMA 

FACULTAD DE CIENCIAS 

ANALISIS DE LA REGION ACTIVADORA DEL 

PROMOTOR fliOp DE Rhodobacter sphaeroides 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

B I o L o G A 

p R E s E N T A 

URSULA FLORES PEREZ 

DIRECTORA DE TESIS: DRA. ROSA LAURA CAMARENA MEJIA 

2002 

FACULTAD D'.."' CTENCIAS 
SEcc ,o: r r~sco r..A& -- .... ;._ 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



VmvU{".DAll NN-· l <l~ A I. 
Av h~0MA 1 1 

Mili",' · 

M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA 
Jefa de la División de Estudios Profesionales de la 
Facultad de Ciencias 
Presente 

Comunico a usted que hemos revisado el trabajo escrito: 

Análisis de la región activadora del promotor fliOp de Rhodobacter sphaeroides 

realizado por Úrsula Flores Pérez 

con número de cuenta 09234 7056 , quién cubrió los créditos de la carrera de Biología 

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio. 

Director de Tes is 
Propietario 

Propietario 

Propietario 

Suplente 

Suplente 

Atentamente 

Dra. Rosa Laura Camarena Mejía Yol'>- ~ClJ..MQ~Qk<Q)(.!MO... 

Dra. María del Carmen Gómez Eichelm~~ '}f'...-~UA.~~<t) 
Dra. María Elena Álvarez-Buylla Roce ' _., . 

i 

Dr. Luis Servín Gonzál~~· : 

Dr. Jesús Ramírez Santos~ ' 
' ~,__~ FACUL~- .A J 0 := CIENCIAS 

Ll N. A M. 

Consejo Departamental de 



Este trabajo se realizó bajo la dirección de la Dra. Rosa Laura Camarena Mejía 

en el Departamento de Biología Molecular y Biotecnología del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM. 



Agradecimientos 

Agradezco a la Dra. Laura Camarena Mejía la oportunidad de trabajar bajo su 

dirección y el apoyo para concretar esta tesis. 

A la Q.F.B. Aurora Osorio Franco y al Lic. en I.B.B. Sebastián Poggio Ghilarducci por 

la asesoría técnica. 

Agradezco la revisión de este trabajo a mis sinodales, la Dra. Carmen Gómez 

Eichelmann, el Dr. Luis Servín González, la Dra. Elena Álvarez-Buylla Roces y el Dr. 

Jesús Ramírez Santos. 

Vll 



Índice 

J\breviaturas xi 

Introducción 1 

El flagelo 4 

El factor de transcripción sigma 54 9 

El sistema genético flagelar de Rhodobacter sphaeroides 14 

Objetivos 19 

Materiales y métodos 21 

Cepas bacterianas 21 

Plásmidos 21 

Oligonucleótidos 22 

Condiciones de cultivo 22 

Métodos genéticos 23 

Métodos de biología molecular 24 

Métodos enzimáticos 29 

Resultados 31 

Localización de la UJ\S del promotor lliOp: 

efecto de diferentes deleciones en la región activadora 31 

lnteración de proteínas con la región activadora del 

promotor lliOp: retardo de la movilidad electroforética 35 

Inserción de nucleótidos en la región activadora: 

efecto sobre la expresión del promotor lliOp 39 

Discusión y conclusiones 41 

Referencias 4 5 

IX 



Abreviaturas 

cAMP 

CAP 

cw 
ccw 
DMSO 

dNTPs 

DO 

DTT 

EBPs 

EDTA 

Ea54 

HE PES 

MCPs 

NtrC 

PCR 

RNAP 

UASs 

uidA2 

adenosín 3'.5'-monofosfato cíclico 

proteína activadora de gen por catabolito 

rotación en sentido de las manecillas del reloj 

rotación en sentido contrario a la de las manecillas del reloj 

dimetil solfóxido 

desoxinucleótidos trifosfatos 

densidad óptica 

ditiotreitol 

proteínas activadoras 

ácido etilendiamino-tetraacético 

RNAP holoenzima asociada al factor sigma 54 

ácido N-2-hidroxietil pi perazín-N tt-2-etanosulfónico 

proteínas quimiotácticas aceptoras de metilo 

proteína reguladora de nitrógeno e 
reacción en cadena de la polimerasa 

core de la RNA polimerasa 

secuencias de activación reconocidas por las EBPs ubicadas 

río arriba del inicio de la transcripción 

gen que codifica para la enzima ~-glucuronidasa 

Xl 



Introducción 

Muchas especies bacterianas son capaces de responder a estímulos ambientales 

desplazándose 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 Flavobactedum johnsoniae y Myxococcus xanthus, es 

un movimiento lento sobre superficies sólidas 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 patrón azaroso de nado en 

condiciones homogéneas cambiando de dirección cada pocos segundos. Esta 

conducta se basa en el control de la rotación del flagelo; Eschedchia co/j y 

Salmonella enterica Serovar T yphimurium, tienen un motor flagelar que fluctúa entre 

dos estados: la rotación en sentido contrario a la de las manecillas del reloj (CCW, 

~ounter~lockwise) genera la formación de una trenza de flagelos que empuja a la 

célula hacia adelante a velocidades de 40 µm/s; el segundo estado es de rotación 

breve, ocurre en sentido de las manecillas del reloj (CW, ~lockwise), y propicia que la 

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

En las bacterias no entéricas se encuentran diferentes formas de nado 

dependiendo del número y localización de los filamentos flagelares. Por ejemplo, 

Rhodobacter sphaeroides y Sinorhizobium meliloti cambian de dirección cuando 

paran o reducen la velocidad de rotación de sus filamentos (Figura la, le). 



R. sphaer01des tiene un motor unidireccional CW que para y cambia su velocidad de 

rotación periódicamente para que la célula se reoriente. Por otro lado, S. me/j/oti 

forma una trenza de flagelos que también rotan solo en dirección CW, cuando la tasa 

de rotación de cada motor cambia, los filamentos se separan y la célula puede 

reorientarse (Armitage & Schmitt, 1997). 

..,.. 

a) 

Figura l. Arreglo flagelar y mecanismos de nado de a) R. sphaer01des, b) E coli y c) S. mehloO: Tocios los 
mecanismos resultan en un patrón de nado azaroso (Modificada de Armitage & Schmitt, 1997). 

La frecuencia de cambio en la dirección del nado está controlada por un 

sistema de dos componentes que transduce la señal desde el ambiente hasta el flagelo. 

Los estímulos externos son detectados por un grupo de receptores transmembranales 

o MCPs (methy/.-accepting ¡;hemotaxis 12roteÍns); en E coli son Tsr, Tar, Trg, Tap y 

Aer (Armitage, 1999). Entre los atrayentes que detectan estas proteínas se incluyen la 

serina, alanina, glicina (Tsr); aspartato, glutamato, maltosa (Tar); ribosa, galactosa, 

glucosa (Trg), y dipéptidos (Tap); y entre los repelentes están el pH extremo, ciertos 

iones de metales así como aminoácidos hidrofóbicos (Stock & Surette, 1996). 

Una señal se inicia cuando los cambios conformacionales inducidos por la 

unión del ligando se transmiten a la cara citoplasmática de los receptores, donde son 

reconocidos por el complejo asociado CheNCheW. La actividad de la proteína 
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CheA de autocinasa se inhibe por la unión de atrayentes a los receptores y se estimula 

cuando los receptores están libres de atrayentes o tienen unido un repelente. CheA 

dona su fosfato a los reguladores de respuesta Che Y y CheB (Burkart et al, 1998). La 

forma fosforilada de Che Y interactúa con FliM del complejo del switch flagelar y 

genera rotación CW en el motor. Para terminar esta señal, la proteína CheZ forma 

multímeros con Che Y-P, compitiendo con FliM e incrementando desfosforilación de 

Che Y (Figura 2). 

Condición atrayente Condición constante 

MCP 

Figura 2. Modelo de las interacciones proteicas y modificación covalente durante la quimiotaxis en bacterias 
entéricas. La unión y/o liberación de un quimioefector propicia un cambio conformacional en la cara 
transmembranal de la MCP, lo que altera la actividad de la cinasa CheA, así como la susceptibilidad de la MCP 
a ser metilada o desmetilada. CheA-P puede donar su fosfato a Che Y; Che Y-P interactúa con FliM en el cuerpo 
basal del flagelo para determinar la dirección de la rotación flagelar (Modificada de Aizawa, 2000). 

La quimiotaxis es una función bacteriana que muestra adaptación. El patrón 

de nado cambia rápidamente en respuesta a la presencia de un quimioefector pero 

gradualmente regresa a su comportamiento original, aún cuando la señal continúa 

presente. Esta adaptación involucra la metilación reversible de dos regiones con 
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residuos de glutamato situados en el dominio citoplasmático de las proteínas 

transductoras que sirven como substrato de CheR y CheB. La proteína CheR posee 

actividad de metil-transferasa que parece ser constitutiva; por otro lado, la actividad de 

la metil-esterasa CheB es controlada por fosforilación (Stock & Surette, 1996). En 

E coh; las mutantes tJ.cheR no pueden metilar los receptores y constantemente se 

reorientan, mientras que las mutantes tJ.cheB tienen los receptores sobremetilados y 

su nado es continuo (Burkart et al., 1998). 

El flagelo 

Existen diferentes arreglos flagelares según el número y localización en el cuerpo 

celular (Figura 3). Los flagelos son estructuras estables en un amplio intervalo de 

condiciones químicas 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 energía para la rotación del flagelo es la fuerza protón-motriz (tJ.p). En 

bacterias alcalófilas se utiliza el gradiente de Na+. A la fecha se desconoce el 

mecanismo molecular que permite la transformación de la energía electroquímica en 

energía de rotación. 

a) b) e) d) 

Figura 3. Clasificación de las bacterias según su arreglo flagelar: a) monótricas o polares, b) lofótricas, e) 
anfítricas y d) perítricas. 
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El filamento es una estructura helicoidal semi-rígida, que rota en su base y no 

presenta actividad enzimática. En E coh; cada filamento consta de -20,000 

monómeros de flagelina (FliC); sin embargo, algunas especies como S. mehloti y 

Caulobacter crescentus forman una hélice completamente funcional con cuatro 

flagelinas diferentes (Wu & Newton, 1997; Scharf et al., 2001). La longitud del 

filamento y su polimerización parecen estar controladas por la proteína de 

coronamiento FliD (o HAP2, fJ.ook-Essociated 12rotein 2) que, al formar un complejo 

pentamérico en el extremo distal del filamento podría (i) prevenir la pérdida de los 

monómeros de flagelina cuando son transportados y (ii) catalizar activamente su 

ensamblaje (Macnab, 2000). 

a) 

cuerpo 
basal 

coronamiento 
(FllD) 

20 nm 

~ membrana externa 

'""" espado perlplasmátlco 
~ membrana celular (me) 

b) 

anillo MS 
(FllF) 

anillo c (FllM, AIN} 
(FllG) 

Figura 4. a) Estructura flagelar (filamento-gancho-cuerpo basal) de E co!iy S enterica. b) Detalles del cuerpo 
basal y estructuras asociadas (complejos del switch y Mot) (Modificada de Macnab, 1996). 

El filamento está conectado al gancho (FlgE) a través de las proteínas FlgK 

(HAPl) y FlgL (HAP3) y éste, a su vez, se ancla al cuerpo basal. Esta última estructura 

consta de un eje proximal, formado por las proteínas FlgB, FlgC y FlgF, que atraviesa 

el espacio periplásmico. Los anillos P y L se localizan en la pared y en la membrana 
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externa, respectivamente. El eje atraviesa estos anillos y se forma el eje distal, formado 

por la proteína FlgG (Figura 4b). En la membrana citoplasmática se localiza el anillo 

MS, el cual está formado por la proteína FliF y sirve como base para la formación de 

la estructura flagelar. La proteína FliE también es componente del cuerpo basal y 

constituye la zona de unión entre el anillo MS y el eje, actuando posiblemente como 

un adaptador estructural entre ambas estructuras que podría facilitar la translocación 

de las proteínas del eje (Minamino et al, 2000). 

La rotación 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 proteínas que forman la parte activa del rotor en la cara 

citoplasmática del mismo. Alrededor de la base del anillo MS, las proteínas FliG, FliM 

y FliN forman el anillo C (o complejo del switch) que rota con el paso de los iones 

que se mueven a través del estator e interactúan, quizás electrostáticamente, con los 

grupos conservados de la proteína FliG (Zhou et al, 1998). En enterobacterias, el 

anillo C regula la velocidad y la dirección de rotación del flagelo (DeRosier, 1998). El 

estator está compuesto por un anillo de -8 repeticiones del complejo transmembranal 

MotA-MotB; el control del switch depende del sistema quimiotáctico citoplasmático. 

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 et al, 1989; Macnab, 2000). El 

ensamblaje ocurre en diferentes etapas: las proteínas asociadas a la membrana 

(excepto las Mot) son las primeras estructuras en ser adicionadas. Las proteínas FlhA, 

FlhB, FliH, Flil, FliP, FliO, FliQ y FliR forman el aparato de exportación del tipo Ill 

que parece residir en el centro del anillo MS (Minamino & Macnab, 1999). Este tipo 

de sistemas de exportación, cuyos componentes se localizan en la membrana interna, 
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es independiente de la vía sec de secreción de proteínas; es decir, las proteínas 

secretadas por el sistema tipo III no muestran secuencias peptídicas que puedan 

funcionar como señales de secreción. Flil -uno de los componentes del sistema flagelar 

de exportación- se une a la flagelina y a las proteínas del gancho, tiene actividad de 

ATPasa y podría ser una "puerta" selectiva para la translocación de proteínas desde el 

citoplasma al canal de exportación. Otro componente de este posible "sistema de 

puerta" es FliK, que podría controlar la longitud del gancho regulando la entrada de 

substratos en la ruta de exportación o midiendo directamente la longitud del gancho 

como una "regla molecular" (Aizawa, 2000). El estado final de ensamblaje involucra 

las proteínas MotA y MotB que se insertan en la membrana después de que el resto de 

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

Expresión de los genes flagelares. La expresión de los genes involucrados en la 

síntesis, ensamblaje y función del flagelo ha sido estudiada principalmente en E coli 

y S. enterica-, en estas bacterias se han identificado más de 50 genes involucrados en la 

formación de dicha estructura. Los productos de sólo una fracción de estos genes se 

encuentran en la estructura flagelar final, la mayoría se requiere en el control de la 

transcripción y el ensamblaje. 

Los genes flagelares de motilidad y de quimiotaxis se encuentran organizados 

en el cromosoma en forma de clusters o agrupaciones continuas conocidas como 

regiones flagelares I, II, Illa y Illb (Figura 5a) (Macnab, 1996). Con base en su 

expresión, los operones flagelares se organizan a manera de jerarquía en un regulón de 

tres clases (Figura 5b). 

La clase 1 contiene sólo al operón maestro llhDC, que es activado por el 

complejo cAMP-CAP a través del sistema de represión catabólica. Los productos de 
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flhDC son indispensables en la expresión de los otros genes del regulón flagelar, ya 

que el complejo FlhD/FlhC actúa como heterotetrámero para activar la transcripción 

de los genes de clase 2 (Liu & Matsumura, 1995). 

Dase 2 ?3b 3a 2 2 2 

REGIÓN lila iiiAaciiST 1iiEF(iHijKLMNoPQF¡ lllb 

2 3b T 3b 1 9 
11 iihEA8 cheZYBR tar cheWAmotBA flhCD 

a) 

b) ' 

""""--=> 
Pc34llgKL 
~ 
PcJafliDST 

Pc2 ttiFG ere =>A 
Pc2 llgBC etc ~A FlgM 

-- o otherclass2 ~,, 
operons ~ 

(an1i- __ 
. Flgl.A) 

1 
~~

7
FlgMo 

PC3b mol etc ~ 

PC3b che ere ~ 

-------------- -- ----------- ---------· 

Figura 5. a) Organización cromosoma! de los genes flagelares de S. enterica. Se muestran la extensión y la 
orientación de los operones, así como su clasificación dentro de la jerarquíadel regulón flagelar. b) Regulación 
del sistema genético flagelar: la expresión de los operones recae en una jerarquía de clases. La regulación 
positiva se indica con flechas negras y la regulación negativa con flechas punteadas; Pe indica los promotores de 
las diferentes clases (Modificadas de Macnab, 1996). 

Entre los genes de clase 2 se hallan la mayoría de los genes estructurales de los 

componentes iniciales del ensamblaje del flagelo (i:e., el cuerpo basal, el aparato de 

exportación y el gancho), y un factor sigma específico de genes flagelares (cr28 o FliA) y 

su factor anti-sigma FlgM. Los operones de las clases 1 y 2 tienen la secuencia 

consenso específica GCCGAT AA en la región -1 O del promotor y son reconocidos 

por el factor cr70
, mientras que los de clase 3 tienen la secuencia específica TAAA en la 

región -35; lo que sugiere que la expresión de las clases 1 y 2 puede diferir de la clase 
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3 (Macnab, 1996). La expresión de los operones de clase 3 es dependiente del factor 

cr28
• La proteína FlgM se asocia al factor cr28 e impide la transcripción de sus 

promotores hasta que se ha formado completamente el gancho (Figura Sb). En este 

punto, la proteína FlgM se exporta fuera de la célula y, en consecuencia, el factor cr28 

se asocia con el core de la RNA polimerasa para transcribir los genes de clase 3. Los 

genes de esta última clase codifican para la flagelina (FliC), la proteína de 

coronamiento (FliD), las proteínas MotA y MotB, así como las proteínas del sistema 

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

En otras bacterias, los genes flagelares también se expresan siguiendo una 

jerarquía; sin embargo, en ocasiones ésta es dependiente de otros factores sigma 

alternativos (por ejemplo cr54
) y muestran puntos de regulación adicionales. 

El factor de transcripción sigma 54 

Para iniciar la transcripción, el core de la RNA polimerasa (RNAP) de Eubacterias, 

constituida por las subunidades: ~, W, a 2 y ro, requiere la asociación transitoria de un 

factor sigma para formar la holoenzima (Ecr) y efectuar el reconocimiento de las 

secuencias promotoras (Helmann & Chamberlin, 1988). La mayoría de las bacterias 

sintetizan diferentes factores cr, que guían y especifican a la RNAP a iniciar la 

transcripción desde diferentes tipos de promotores, lo que resulta en la oportunidad 

de mantener la expresión genética basal, así como la regulación en respuesta a 

estímulos ambientales específicos. 

Los factores sigma conocidos se han agrupado en dos familias según la 

similitud de su secuencia de aminoácidos (Wosten, 1998). La mayoría de los factores 

cr pertenecen a la familia cr70
, mientras que la segunda familia está constituida sólo 
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por 05 4, el producto del gen rpoN (Tabla 1). Ambos tipos de proteínas difieren 

estructural y funcionalmente (Merrick, 1993); sin embargo, ambas se unen a la misma 

RNAP core para producir holoenzimas con diferentes propiedades: el factor cr54 le 

confiere la habilidad de reconocer e iniciar la transcripción en los promotores del tipo 

-24/-12, cuya secuencia consenso TGGCAGN5.'.JTGC, contiene dos elementos 

altamente conservados (l:e., GG y OC) en las posiciones -24 y -12, así como dos o 

más residuos T que parecen modular la estabilidad del complejo promotor-Ecr54 (Buck 

& Cannon, 1992; Shingler, 1996; Barrios eta!., 1999). 

Familia cr70 (promotores tipo -35/ -10) 

Factores cr primarios 
Factores cr no esenciales 

factor cr de fase estacionaria 
Factores cr alternativos 

factores cr flagelares 
factores cr de función extracitoplasmática (ECF) 

factores cr de h eat-shock 
factores cr de esporulación 

Familia cr54 (promotores tipo -24/ -12) 

Tabla l. Familias de los factores cr de Eubacteria. 

Ejemplos 

RpoD (cr70), SigA 

RpoS (cr38
) 

FliA (cr28), SigD 
SigE (crE) 

RpoH (cr32), SigB (cr8) 
SpoOH (crH), Spo!IAC (crF), 

Spol!GB (crE), SpoIIIG (crG), 

SpoIIIC (crK) 

La transcripción mediada por Ecr70 puede ser iniciada espontáneamente en 

ausencia de proteínas activadoras; por el contrario, Ecr54 forma complejos cerrados 

estables en el promotor que se isomerizan a complejos abiertos exclusivamente en 

presencia de proteínas reguladoras de la familia de las EBPs (s¿nhancer-.b/nding 

Qrotdns) (Tabla 2). Estos son los únicos reguladores bacterianos conocidos cuyos 

sitios de reconocimiento UASs (J¡pstream f!.Ctivation §equences) son secuencias 
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repetidas invertidas (o palindrómicas) y pueden localizarse a cientos de nucleótidos del 

promotor, por lo que son funcionalmente similares a los enhancers de los genes 

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

Vides, 1996). 

Activador 

NtrC 
DctD 

FlbD 

RocR 

NifA 

XylR 
DmpR 
PspF 
HrpS 

Organismo 

bacterias entéricas; rizobia 
Sinorhizobium m eh!oa;· 
Rhizobium leguminosarum 
Caulobacter crescentus 

BaCI!lus suba/is 

Klebsie/la pneumoniae¡ 
A zotobacter vinelandli;­
Rhodobacter capsula tus; 
ri zobia 
Pseudom onas p uada 
Pseudomonas sp . CF600 
Esch erichia coli 
Pseudom onas syringae pv. 

haseolicola 

Genes activados y su función 

g/nA, as imilación de nitrógeno 
dctA, trasnporte de ácido C4-d icarboxílico 

genes /la de nivel 3 y 4, proteínas flagelares del 
gancho y del filamento 
operones rocABC & rocDEF, transporte y 

utilización de arginina/ ornitina 
Genes ni!, fij ación de nitrógeno 

operón xy/S, ctabolismo de tolueno y de xileno 
operón dmp, catabolismo de fenal 
operón psp, estabilización de células bajo estrés 
genes hrp, determinantes de virulencia 

Tabla 2. Algunas proteínas actívadoras (EBPs) de Ecr54 de diferentes especies bacterianas (Modificada de Xu & 
Hoover, 2001). 

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

terminal está involucrado en la recepción de señales; el domino central (de -240 

residuos de aminoácidos) es responsable de la hidrólisis de ATP y de la activación 

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 (l:e., Cl-C7) (Osuna et al., 1997). La región Switch /, contenida en C3, 

parece ser el sitio de contacto entre la EBP y Ecr54 (Xu & Hoover, 2001). 
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Para activar la transcripción, las EBPs se unen a los sitios de reconocimiento e 

interactúan directamente con el complejo cerrado. El resultado es la formación de un 

asa en el DNA intermedio que facilita esta interacción al incrementar la 

concentración local de la EBP alrededor de la holoenzima Ecr54 (Su et al., 1990; Rippe 

et al., 1997) (Figura 6). La iniciación de la transcripción mediada por Ecr54 requiere de 

energía, la cual se obtiene de la hidrólisis de ATP catalizada por las EBPs (Popham et 

al., 1989; Wedel & Kustu, 1995); un buen ejemplo es la proteína activadora NtrC de 

E coh; cuya forma fosforilada tiene actividad de ATPasa (Weiss et al., 1991). Una vez 

formado el complejo abierto, la EBP ya no se requiere para mantenerlo ni para iniciar 

la transcripción (Popham et al., 1989). 

EBP .... 
•• 

complejos 
de EBP 

complejos 
de EBP 

! 
+ATP ! 

! 

ANAP ·u-54 

RN AP -c,54 complejo cerrado 

estado Intermediario 
en fOt"ma de asa 

y transición a 
complejo abierto 

Figura 6. Proceso de activación de la transcripción por Ecr54
. El complejo cerrado se forma en el promotor en 

ausencia de la proteína activadora (EBP). En presencia de ATP, el oligómero de EBP interactúa 
simultáneamente con la UAS y el complejo cerrado Ecr54 formando un asa en el DNA intermedio, y cataliza la 
transición a complejo abierto; esta isomerización es acompañada por un cambio en el ángulo de la curvatura del 
DNA promotor (Popham eta!, 1989; Rippe etc?!, 1997) (Modificada de Rippe ele?!, 1997). 
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Los factores cr contienen múltiples dominios que desempeñan distintas 

actividades, entre ellas el reconocimiento del promotor y la regulación en la iniciación 

de la transcripción. Por ejemplo, la proteína cr54 por sí sola se une específicamente al 

DNA y es responsable de muchos de los contactos entre la RNAP y el promotor (Buck 

& Cannon, 1992). El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de cr54 identificada 

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

(Merrick, 1993) (Figura 7). 

N 

11 
Activación 

Unión a RNAP 

LEU-RICH ACIDIC 

111 
Modulación 

Unión a DNA 

XLINK HTH 
RpoN 
BOX 

Figura 7. Organización de los dominios de la proteína cr54 de E coli (Modificada de Buck et a!, 2000). 

La región I comprende el dominio N-terminal y está formada por un segmento 

de ~50 aminoácidos, rico en residuos de glutamina y de leucina. Esta región está 

implicada en la interacción con la proteína activadora: inhibe la isomerización del 

complejo cerrado y la iniciación de la transcripción previas a la activación, y estimula 

la iniciación en respuesta a la activación (Sasse-Dwight & Gralla, 1990; Cannon et al, 

1999; Kelly & Hoover, 2000). La región II es acíclica en la mayoría de las bacterias, y 

promueve la transición del complejo cerrado al abierto (Buck et al, 2000). Las zonas 

de interacción de cr54 con el DNA se localizan en el extremo N-terminal de la región 

III; y en el extremo C-terminal de la proteína, donde se hallan dos motivos altamente 

conservados: (i) un motivo hélice-vuelta-hélice (HTH, b_e/Íx-furn-b_e/Íx) implicado en el 
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reconocimiento de la región -12 del promotor y, (ii) el dominio RpoN-box, que es 

una secuencia altamente conservada de 10 aminoácidos, y se piensa que puede estar 

involucrada en el reconocimiento de la secuencia -24 del promotor (T aylor et al., 

1996). 

Las regiones I y III de cr54 interactúan con el activador para la formación del 

complejo abierto. A pesar de estar separadas por casi 300 aminoácidos, parecen 

ocupar posiciones cercanas con respecto a la RNAP y el elemento -12 (OC) del 

promotor; este par de bases afecta positivamente la habilidad del activador para 

formar complejos abiertos (Guo et al., 1999; Wigneshweraraj et al., 2001). La 

isomerización del complejo cerrado ocurre a través de interacciones de los nucleótidos 

de ambas cadenas de la secuencia -12 con las secuencias de la región l, mismas que 

cambian en respuesta a la interacción con el activador y a la hidrólisis de ATP 

(Cannon et al., 2000). 

El sistema genético flagelar de Rhodobacter 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 

tumefáciens, Azospirillum brasilense, Caulobacter crescentus y Sinorhizobium 

mehloti, por ejemplo). R. sphaer01des es una bacteria mótil, quimiotáctica, 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 dirección. Esta especie tiene 

un solo flagelo subpolar que rota sólo en dirección CW (Armitage & Macnab, 1987), 

aunque se ha encontrado una variante espontánea de R. sphaer01des WS8 cuyo 
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flagelo rota CCW (Packer & Armitage, 1993). Los cambios en la dirección del nado 

son dirigidos por movimientos Brownianos durante los eventos de paro en la rotación 

del flagelo; cabe mencionar que durante estos eventos de paro, el /).p permanece 

constante (Armitage & Macnab, 1987). El paro en la rotación resulta en la relajación 

del filamento flagelar desde la forma normal, con amplitud pequeña y longitud de 

onda larga usada en la propulsión, a una forma enrollada, con amplitud de onda 

grande y longitud de onda corta (Figura 1). Además de la quimiotaxis, ésta y otras 

especies presentan quimioquinesis o incremento en la velocidad de nado en respuesta 

al aumento de concentración de algunos compuestos, usualmente ácidos orgánicos 

(Packer & Armitage, 1994 ). 

Hasta el momento no se conoce con precisión la señal que controla el nado de 

R. sphaerokles; sin embargo, han sido identificados algunos genes homólogos que 

codifican para las MCPs. Dos de éstos, t/pA y t/pB, se hallan río arriba de uno los 

operones quimiotácticos (Ward et al., 1995). La organización de los genes 

quimiotácticos de las especies del subgrupo-a estudiados hasta el momento es muy 

similar entre ellas, pero diferente a la de E coli. En estas bacterias se han hallado al 

menos cinco genes che Y, pero el gen cheZ está ausente. R. sphaeroides tiene al menos 

dos clusters funcionales e independientes de genes que codifican para homólogos de 

los genes de motilidad y quimiotaxis de bacterias entéricas, con al menos dos copias 

de cheA y tres de cheY(Armitage & Schmitt, 1997). 

Aunque no se conoce con exactitud cómo se lleva a cabo la expresión 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 

15 



homología con las proteínas flagelares FliL, FliM, FliN, Fliü, FliP, FliQ, FliR y FlhB 

presentes en diferentes especies bacterianas (Garcia, et al, 1998). El estudio que 

permitió caracterizar este cluster flagelar también sugirió la presencia de un promotor 

río abajo de lliN, localizado en la región intercistrónica lli.MlliO (Figura 8) (García et 

al, 1998). 

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

través de en un estudio de mutagénesis dirigida; éste es reconocido por Ecr54
, su 

secuencia -24/-12 es GGCACGGATGTIGCA, y es responsable de la expresión de 

los genes lliO, lliP, lliQ, lliR y flhB. Es importante destacar que los genes llgB, lli.K y 

motA. también presentan secuencias promotoras dependientes de Ecr54 (Poggio et al, 

2000). 

1 ,DDa 

f1iL jliM foN fliO fliP jJjQ fliR. jlhB 
~~---~~~~·----·---~~~--.---~~~---~~~~~-

Figura 8. Organización del cluster flagelar de lhL-flhB de R. sphaeroides. Las flechas indican la dirección de la 
transcripción; el rectángulo negro refiere al promotor lliOp (Modificada de Garcia et al, 1998). 

La actividad del promotor fliOp y la expresión del gen IJ¡M han mostrado ser 

insensibles a la presencia de otras mutaciones en los genes flagelares IJ¡R, /l¡M y llgE; 

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

(Poggio et al, 2000). 

16 



Es notable que la expresión de los genes flagelares de R. sphaeroides, cuyos 

productos están involucrados en el ensamblaje del cuerpo basal, del switch, y del 

gancho, es dependiente de Eo5 4, como ocurre en la formación del eje y del gancho en 

Caulobacter crescentus (Wu & Newton, 1997; Poggio et al, 2000). Sin embargo, la 

región reguladora de lliC es dependiente de Ecr28
, como ocurre con la transcripción 

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 características de 

ambos sistemas; asimismo, también favorecen la idea de que los genes flagelares de 

esta especie podrían expresarse a través de una jerarquía en la que los genes de clase 2 

dependen de Ecr54 (cuyas proteínas reguladoras corresponderían a la clase 1, ver 

adelante) y los genes de clase 3 serían dependientes de Ecr28 (Poggio et al, 2000). En el 

caso particular del operón lliOPQRllhB, existe evidencia provista de estudios de 

mutagénesis dirigida que indica que el promotor lliOp es dependiente de la RNAP 

asociada con el factor cr54
• De acuerdo con el conocimiento sobre el mecanismo de 

activación por este factor de transcripción, es posible proponer la existencia de una 

proteína activadora (EBP) así como su sitio de reconocimiento río arriba del promotor 

lliOp. 
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Objetivos 

1 Identificar la UAS en la región activadora del promotor fliOp. 

2· Caracterizar la interacción entre la región activadora y su posible EBP. 

2.1 Determinar el efecto sobre la funcionalidad del promotor tras la inserción de 4 

nucleótidos en la región de DNA ubicada entre la UAS y el promotor fliOp. 
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Materiales y métodos 

Cepas bacterianas 

Escherichia coli. 

JM103: 1:1(/acpro), th1; strA, supE, endA, sbcB, hsd R, F' tra D36, proAB, lacfl, Z 

/1MJ5(Vieira & Messing, 1982). 

Sl 7-1: th1; pro, hsc~:, hsczt...r, reo1, RP4 2-Tc::Mu-Km::Tn7(Tpr/Smr) (Simon et al, 

1983). 

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

Rhodobacter sphaeroides. 

WSSN: cepa silvestre con resistencia espontánea a ácido nalidíxico. 

WS8/pProm: cepa WS8N transformada con el plásmido pRK415, en el cual se 

clonaron 391 pares de bases (pb), desde -254 hasta +137, que incluyen al promotor 

f/j0p y su región activadora, fusionado con el cassette uidA2-aadA río abajo de dicho 

promotor. 

WSS-IKan: WS8 act/!1::Kan 

WSS-IIKan: WS8 act/1!1::Kan 

Plásmidos 

pTZ19R: fagémido multifuncional de -2870 pb, con orígenes de replicación f1 y 

ColEl; lacZ, Ampr y sitio múltiple de clonación (MCS) de pUC19. 

pTZ19Rins. pTZ19R que contiene el promotor /liOpy su secuencia activadora en un 

fragmento de 391 pb. 

pRK415: derivado de pRK404, con un MCS modificado, Mob+, Te', onT, lac Za 

lncP, RK2 onV (promotor !ad (Keen et al, 1988). 
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pWM5: onColEl, contiene el cassette uidA2~aadA, que codifican las enzimas ~­

glucuronidasa y la aminoglicósido-3-adeniltransferasa (Spr), respectivamente (Metcalf 

& Wanner, 1993). 

Oligonucleótidos 

/j, 1 5' CTA GAG CTC GGT GGT GAT GGT GGG CG 

fj,2 5' CTA GAG CTC GCC GM AGC CTC TGA CG 

fj,3 5' CTA GAG CTC GCG TCC GCC TGC GGA TC 

fj,4 5' CTA GAG CTC AGC GGT TCG GCA TCC GCT TCG 

fj,5 5' CTA GAG CTC TIC GGC CAG ATC ATC GAG 

Prom2 5' TCC CCC GGG CTG GCG MG CGC GM ATG 

Ret 1 5' GAG GTA CCG CAG GCG GAC GCG C 

UPPROM 5' GCC GCC CGC CAG CGT GAG GAT C 

Condiciones de cultivo 

Las cepas JM103 y Sl 7-1 de Escherichia coli siempre se cultivaron aeróbicamente 

[agitación a 300 revoluciones por minuto (rpm)] a 37ºC en medio Luria-Bertani (LB) 

(10 g bactotriptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl por litro). La cepa CJ236 se 

creció en medio TY 2X (16 g bactotriptona, 10 g extracto de levadura, 5 g NaCl por 

litro). 

Las células de Rhodobacter sphaer01des se cultivaron en medio mínimo de 

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

en cultivos con agitación vigorosa (300 rpm), a 30ºC en la obscuridad. 
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Cuando se requirió, se adicionaron antibióticos en las siguientes 

concentraciones: para E coli ampicilina 100 µg/mL, tetraciclina 25 µg/mL, 

kanamicina 50 µg/mL y espectinomicina 50 µg/ml. Para R. sphaer01des, ácido 

nalidíxico 25 µg/mL, tetraciclina 1 µg/mL y espectinomicina 50 µg/ml. 

Métodos genéticos 

Transformación de Escherichia colipor el método de cloruro de calcio (Cohen et al., 

1972) 

Se prepara un cultivo de 1 O mL de LB de la cepa deseada. Cuando éste alcanza la fase 

exponencial (D.0.600 - 0.5) se incuba en hielo por 10 minutos. Las células se colectan 

por centrifugación a 4 Krpm por 5 minutos a 4ºC, se resuspenden cuidadosamente en 

lo que queda de medio y se agregan 5 mL de CaClz 100 mM para incubar en hielo 

por 20 minutos. Tras una nueva centrifugación, las células se resuspenden en 600 µL 

de CaCl2 100 mM y se incuban en hielo por 1 hora. Una alícuota (200 µL) de estas 

células se transfiere a un tubo de microcentrífuga y se agregan 20-50 ng de plásmido. 

Después de incubar en hielo por 30 minutos se da un choque térmico (42ºC) por 2 

minutos y se regresa al hielo por otros 2 minutos. Se añaden 800 µL de LB y se 

incuba a 3 7ºC por 20 minutos. Las células se colectan y platean en medio selectivo. 

Conjugación biparental (Donohue & Kaplan, 1991) 

A partir de cultivos de toda la noche de las cepas R. sphaer01des WSSN y de E coli 

S 17-1 (con el plásmido donador pRK415 que contiene la inserción de interés), se 

preparan subcultivos de 10 mL de medio. 

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

paquete celular se lava en 500 µL de medio LB fresco y se resuspenden en -50 µL 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 µm) colocado previamente sobre 

LB sólido semiseco y se incuban a 30ºC por 6 horas. Las células se lavan del filtro en 

un tubo de microcentrífuga con 1 mL de LB y se colectan por centrifugación para 

plateadas en medio selectivo e incubarlas a 30ºC por -3 días. 

Métodos de biología molecular 

Amplificación de DNA por el método de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 

po/ymerase chain reacdon) 

Las reacciones se llevaron a cabo en 50 o en 100 µL de volumen total con 

concentraciones finales de: -50 ng de templado (plásmido pTZ19Rú1s), 

buffer para PCR lX, 260 µM dNTPs, 10% DMSO (Sigma), 2 mM MgS04, 100 

pmoles de cada oligonucléotido (forward y reverse) y 2.5 U enzima Taq Platinum 

High Fidelity (Gibco BRL). 

Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente, se sintetizaron 

conservando las concentraciones excepto la de los dNTPs, cuya concentración final 

fue de 130 µM dAGT, 26 µM dCTP; además, se agregaron 5 µL de dCTP[a-P32
] 

(3,000 Ci/mmol). 

Las mezclas se incubaron en un termociclador y, después del paso inicial de 

desnaturalización a 94ºC por 1 minuto, el DNA se amplificó en 30 ciclos con los 

siguientes pasos: 94ºC por 30 segundos para desnaturalizar, 55ºC por 30 segundos 

para alinear, 68ºC por 40 segundos para polimerizar y, una extensión final de 10 

minutos a 68ºC. 
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Digestión de DNA con enzimas de restricción 

Todas las enzimas de restricción utilizadas se adquirieron comercialmente (BioLabs y 

GIBCO-BRL, principalmente), y se siguieron las condiciones recomendadas por el 

fabricante para cada enzima. 

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

En las reacciones de desfosforilación se utilizó la enzima fosfatasa alcalina de camarón 

(SAP, shrimp alkaline phosphatase; de USB Lab.); la concentración final de la misma 

en cada reacción dependió del tipo de extremos y concentración de DNA (se 

siguieron las recomendaciones del fabricante). Las reacciones se llevaron a cabo en 

buffer Tris-HCl 20 mM pH 8.0, con MgClz 10 mM y 20 µg/mL de DNA en un 

volumen total de -50 mL; a 3 7ºC por 21 hora. La enzima se inactivó calentándola a 

65ºC por 15 minutos. 

Ligación de secuencias específicas de D NA en vectores de clonación (Bahl et al. 19 7 6) 

Las reacciones se llevaron a cabo ligando el vector de clonación con el inserto en una 

reacción de -16 horas a 16ºC en buffer de ligación, catalizada por la enzima ligasa del 

fago T4. 

Cada reacción de unión de fragmentos de DNA se preparó en un volumen 

total de 10 µL, con 20-40 ng del vector de clonación y del triple a diez veces de exceso 

molar del DNA a insertar, buffer de ligación IX y 1 U de enzima. 

Purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa 

Para lograr la extracción y purificación de fragmentos de DNA se utilizó el kit de 

extracción QIAEX 11 de QIAGEN. El procedimiento se llevó a cabo conforme a las 

instrucciones del fabricante. 

25 



Purificación de cadena sencilla para secuenciación (Schreir & Cortese, 1979) 

Se prepara un cultivo de 10 mL de medio selectivo LB de la cepa JM103 transformada 

con el pTZ19R con la inserción de interés, y a D.0.600 -0.5 se agregan 1 x 105 fagos 

M 13 K07 a 2 mL del cultivo e incuba 1 hora en agitación a 3 7°C. Con 200 µL de este 

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

Al día siguiente se centrifuga el cultivo y se reune el sobrenadante en cuatro 

tubos. A cada uno se les agregan 250 µL 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 

sobrenadan te. Resuspender cada pastilla en 100 µL de agua. Hacer una extracción 

con Vi volumen de fenol (equilibrado con T ris-Cl, pH 8), una con 1 volumen de 

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

La cadenas sencillas de DNA se precipitan con 1
/ 10 de volumen de acetato de 

sodio (3 M, pH 4.8) y 2 volúmenes de etanol absoluto. Después se incuba la mezcla 

por 30 minutos en hielo seco y se centrifuga a 14 Krpm por 30 minutos a 4ºC. La 

pastilla se resuspende en -25 µL de agua, y se toman 3 µL para correr en un gel de 

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

Secuenciación de DNA por el método de terminación de cadena (Sanger et al, 1977) 

Las cadenas sencillas se utilizan como templado de cada reacción de secuenciación. 

Las reacciones de alineación se prepararon como sigue: en un volumen final de 13 µL 

de agua, se alinean los templados (0.5-1.0 pmol) con 0.5 pmol de primer reverse y 2 

µL de buffer de alineación 5X (200 mM Tris-HCl pH 7 .5, 100 mM MgClz, 250 mM 

NaCl). La reacción se incuba a 65ºC por 3 minutos y se deja enfriar a temperatura 
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ambiente. Esta reacción de alineación se agrega a la mezcla: 1 µL de dATP, 1 µL 

dTTP, 1 µL de 7-deaza-dGTP (todos en una concentración 3 µM), 0.5 µL de dCTP[a­

S35] (3 000 Ci/mol) y 2 µL de termosecuenasa (del kit Thermosequenase Amersham), 

y se incuba a 45ºC por 5 minutos. 

Simultáneamente se preparan las mezclas de terminación: 150 µM de cada 

dATP, dCTP, dTTP, 7-deaza-dGTP, y 1.5 µM de ddGTP para la mezcla ddG, 1.5 µM 

de ddCTP para la mezcla ddC, 1.5 µM ddA TP para la mezcla ddA y 1.5 µM de 

ddTTP para la mezcla ddT. A cada una de éstas se agregan 4 µL de la reacción y se 

incuba a 72ºC por 10 minutos. Las reacciones se detienen agregando 4 µL de la 

solución de terminación (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 7 5ºC por 7 minutos 

y se cargan -3 µLen 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 60ºC durante toda la noche; se 

expone sobre una placa Kodak X-OMAT K durante -72 horas, se revela y se lee la 

secuencia. 

Purificación de plásmidos por el método de minipreparaciones hervidas (Holmes & 

Quingley, 1981) 

Inocular 3 mL de medio selectivo con una colonia de E con· e incubar el cultivo toda 

la noche a 3 7ºC. Colectar las células de 1.5 mL de cultivo por centrifugación; el 

paquete celular se resuspende en lo que queda de medio después de decantar y se 

agregan 300 µL de STET (8% sacarosa, 5% tritón, 50 mM EDT A pH 8.0, 50 mM 

Tris-HCl pHS.O) y 30 µL de lisozima (10 mg/mL). La mezcla se agita vigorosamente 

por 2 segundos, se hierve 45 segundos exactamente y se centrifuga a temperatura 

27 



ambiente por 12 minutos a -12 Krpm. Los plásmidos se precipitan agregando 300 µL 

de isopropanol al sobrenadante y centrifugando a 14 Krpm por 30 minutos en frío. La 

pastilla se lava con etanol al 70% y se seca al vacío durante 10 minutos. Se resuspende 

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

Purificación de plásmidos por columna de QIAGEN 

Este procedimiento se basa en la lisis alcalina (Birnboim, 1983), seguido de la unión 

de los plásmidos a la resina de intercambio aniónico 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 et al., 1989) 

Para llevar a cabo los retardos de los complejos DNA-proteína se preparan extractos 

totales de proteínas; para ello, las células de un cultivo de 10 mL en fase exponencial 

se colectan por centrifugación a 4ºC, se resuspenden en 150 µL de buffer de unión 

(12 mM HEPES pH 7.9, 12% glicerol, 0.5 mM EDTA, lmM DTT), y se lisan por 

sonicación (Dumay et al., 1999). La concentración de proteína se determina por el 

método de Bradford (ver adelante). Los fragmentos de DNA (dCTP[a-P32
]) que van a 

ser utilizados como sonada se sintetizan por PCR. 

La sonda de DNA marcado radiactivamente (-80,000 cpm/µL) se incuba 

(30ºC, 30 minutos) con las cantidades indicadas de extracto de proteína (ver 

Resultados) y BSA a concentración final 1 M en un volumen total de 20 µL en buffer 

de unión. 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 ácido bórico, EDTA 2 mM pH 8). Los geles se exponen en una 

placa Kodak X-OMAT K por -6 horas antes de revelar. 
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llBL IO >' ·' . ~ L . -1 

Mutagénesis dirigida (Kunkel, I 985) Tl:ITO DE EC0 1 o v1.A 

UNAM 
El templado de DNA uracilado se obtiene propagando el fagémido de interés en la 

cepa CJ236. La cadena sencilla del fagémido se purifica a partir de un cultivo en 

medio TY 2X. El oligonucleótido que lleva el cambio deseado se fosforila en una 

reacción de un volumen total de 30 µL con 4.5 U de T4 kinasa con concentraciones 

finales de 6.6 picomoles del oligonucleótido, IOO mM Tris·Cl pH 8, IO mM MgClz, 5 

mM DTT (ditiotreitol), 430 nM ATP, a 37ºC por 45 minutos. La alineación se lleva a 

cabo en una reacción con concentraciones finales de O.OI picomoles de cadena 

sencilla uracilada, 0.2 picomoles de oligonucleótido fosforilado y buffer de alineación 

IX en un volumen total de 20 µL. Esta mezcla se incuba a 70ºC por 3 minutos y se 

permite que la temperatura disminuya paulatinamente hasta alcanzar 30ºC. 

Para llevar a cabo la síntesis de la doble cadena se agregan buffer de síntesis IX 

(0.4 mM de cada dNTP, 0.75 mM ATP, I 7.5 mM Tris-HCl pH 7.4, 3.75 mM MgClz, 

21.5 mM DTT), proteína 32 del bacteriófago T4 (250 ng/µL en la reacción), I U de 

T4 DNA polimerasa y I U de T4 ligasa, y se incuba: 5 minutos en hielo, 5 minutos a 

25ºC y 90 minutos a 3 7ºC; la reacción se termina agregando I µL de EDTA 250 mM 

y se analiza por electroforesis en un gel de agarosa al I %, y se transforma la cepa 

JM I 03 con la mezcla de síntesis. 

Métodos enzimáticos 

Determinación de la actividad enzimática de la ¡3-glucuronidasa (GUS) Qefferson, 

I986) 

Se preparan cultivos de las cepas de interés en I O ml de medio selectivo. Cuando el 

cultivo se halla en una D.0.600 -0.5, las células de 1.5 mL de cultivo se colectan por 

centrifugación en frío. La pastilla se resuspende en 200 µL de buffer de extracción (50 
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mM NaH2P04 pH 7; 10 mM ~-mercaptoetanol; 10 mM Na2EDTA; 0.1% Triton X-

100). Las células se lisan por sonicación y por centrifugación se separan las proteínas 

citoplasmáticas de los restos celulares. 

El ensayo de la ~-glucuronidasa se lleva a cabo en buffer de extracción con 4-

metilumbeliferil ~-D-glucurónido (1 mM). Las reacciones se incuban a 3 7ºC en 

alícuotas de 400 µL de buffer de ensayo precalentado a las que se agregan 100 µL del 

sobrenadante de la muestra. La reacción se detiene en tres tiempos transfiriendo 

alícuotas de 100 µL a un tubo con 900 µL de buffer de paro (0.2 M Na2C03) a 

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

solución blanco de 4-metilumbeliferona (10 µM), con una longitud de onda de 

excitación de 365 nm y de emisión de 455 nm. 

Determinación de proteína por el método de Bradford. Cada reacción se lleva 

a cabo mezclando 20 µL del extracto con 3 mL de reactivo de Bradford (solución de 

ensayo de proteínas Bio-Rad Laboratories) diluído con agua (1:5). Después de agitar 

vigorosamente, cada mezcla se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos. Se 

prepara una curva estándar con muestras de concentración conocida de la proteína 

albúmina de suero bovino (BSA). Las reacciones se leen en un espectrofotómetro a 

D.Ü.595. 
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Resultados 

Localización de la UAS del promotor lliOp: efecto de diferentes deleciones en 

la región activadora 

El reconocimiento del promotor flagelar lliOp de Rhodobacter sphaeroides es 

mediado por Ecr54
, y de su funcionalidad depende la expresión del operón flagelar 

lliOPQR!lhB. Dado que lliOp es un promotor dependiente del factor cr54
, debe existir 

una secuencia activadora en la región río arriba al mismo. Para identificar esta 

secuencia se llevó a cabo un análisis de deleción a partir de un fragmento de DNA de 

391 pares de bases (pb) (pPROM). Esta región de 391 pb comprende 254 pb río arriba 

del promotor lliOp, y una vez fusionada al gen reportero uidA, promueve la expresión 

del mismo a un nivel similar al observado utilizando un fragmento de 1.1 Kb que 

contiene lliOp; lo cual sugiere que en este fragmento de 391 pb se encuentra la 

información necesaria para la adecuada transcripción a partir de dicho promotor 

(Poggio et al, 2000). 

Inicialmente cada una de las deleciones elimina 68, 132 y 197 pb a partir del 

extremo distal al promotor lliOp. Las deleciones fueron construidas por PCR 

utilizando oligonucléotidos con sitios creados para su reconocimiento por las enzimas 

Sstl y Smal en sus extremos 5' y 3', respectivamente (Figura 9). Los productos 

sintetizados por PCR: ~1 (-186 a +137), ~2 (-122 a +137) y ~3 (-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 Sstl-Smal y se ligaron al vector pTZ19R. 

Posteriormente, el fragmento de 3.8 Kb que contiene los genes 'uidA2-aadA fue 

ligado en el sitio Smal ubicado río abajo en cada una de las construcciones, a fin de 

que la expresión del gen reportero uidA (que codifica para la ~-glucuronidasa) 

quedara sujeta al promotor lliOp previamente insertado. Cada uno de los fragmentos 
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que lleva la fusión fue subclonado en el plásmido pRK415 utilizando los sitios EcoRI­

XbaI (Figura 9). 

Estas construcciones fueron introducidas por conjugación a R. sphaer01des 

WS8N. La expresión del promotor lliOpfue estudiada en el plásmido pRK415. 

Sstl 

• -254 fliJl 

Sstl 

• -186 

Sstl 

Sstl 

-122 

BamHI j{iOp 

-4~ Mil ~1 j{iO 

Smal 

J~ 

1 

~ 
1 

Sstl 

-57 

1 

~ ··~~~~~-----~~~~~--! 
-169 

Sstl 

-153 

pPROM 

pól 

pt.2 

pt.3 

pM 

pt.5 

Figura 9. Análisis de deleción de la región activadora de lliOp. Representación esquemática de la región 5' río 
arriba del promotor fl¡Op de WS8N (1 er línea) y de los fragmentos de DNA fusionados a uidA. Las flechas 
indican la dirección de la transcripción del promotor lliOp y del vector pRK415 

El efecto que las diferentes deleciones ejercen sobre la expresión del promotor 

lliOp fue medido mediante la actividad de la ~-glucuronidasa (GUS) en cada una de 

las transconjugantes de WS8N. Los ensayos enzimáticos se realizaron al menos tres 

veces de forma cualitativa, y se realizaron tres ensayos cuantitativos independientes. 
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En los ensayos cualitativos sólo se observó actividad en la transconjugante 

WS8/ p~ l. Los resultados de los ensayos cuantitativos de actividad específica se 

muestran en la Figura lOa. 

120 

plásmido secuencia de actividad de la 100 

DNA ~lucuronidasa 
80 

81.87 

Prom -366, +137 2 073.67 ± 52.14 V) 
:::> 
l.!l 

60 
pól -186, +137 1 697.72 ± 85.19 "i 47.86 49.34 

"C 

pó2 -122, +137 311.78 ± 26.68 ~ 40 
~ 

pó3 -57, +137 278.16 "#-
20 15.03 

pM -169, +137 992.38 ± 5.91 o 
pó5 -153, +137 1 023.16 ± 75.45 pPROM pól pó2 pó3 pM póS 

a) b) 

Figura 10. a) Actividad específica de la ~-glucuronidasa expresada a partir de las fusiones del promotor !liOp 
con uidA. Las actividades específicas están expresadas en pmoles de 4-metilumbeliferona producida por minuto 
por mg de proteína. b) Actividades específicas expresadas en porcentaje con respecto a la actividad completa del 
promotor !liOp (WSS/ pPROM). 

La actividad específica de la ~-glucuronidasa de estas construcciones representa 

la actividad del promotor lliOp en cada fragmento de DNA. La actividad en 

WS8/pPROM refiere a la completa expresión del promotor (100%) (Figura lOb). 

Inicialmente se construyeron las fusiones fliOp~l-wdA, lliOp~2-wdA y lliOp~3-

wdA; en éstas se observó que la expresión del promotor es de -81.87% en la primer 

deleción; en el plásmido p~2 la expresión del promotor es de -15.03%, mientras que 

en p~3 la actividad de la ~-glucuronidasa se reduce hasta expresar sólo el -13.41 % de 

la actividad completa del promotor. La diferencia en la expresión del gen reportero 

entre los plásmidos pProm o p~l y, p~2 o p~3, sugirió que la UAS podría localizarse 

entre las deleciones ~1 y ~2, en la región de -186 a - 122. 
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Al revisar detalladamente la secuencia comprendida entre los sitios -186 y 

+ 13 7, se encontró una secuencia repetida invertida de 18 nucleótidos (nt) (5' 

AGCGGTICGGCATCCGCTI, que podría ser la secuencia de unión (UAS) de la 

EBP (Figura 11). 

r Prom(-254) 
1 ºAGCTCGACCGGCTGGCGGGCGACCCGCTCGACGTGCTGGTGAACGGCACTCCCATCGCC 

sacI 
r e.1(-186) r M(-169) r t.5(-153) 

61 AAGGGCGAQGTGGTGATGGTGGGCG~GCGGTTCGGCATCCG~TTCGGCCAGATCATCGAG 

posibleUAS 
r e.2(-122) 

121 CCCGAGAAGCGCQCCGAAAGCCTCTGACGCGGGCGGATCCTCATGCGGGCGGCACCATTC 

r t.3(-57) ...., Retl(-37) RiOp 
181 CCAAGCGGAGCTGACCGQGCGTCCGCCTGCGGATCCTQACGCGGGCGGGCGGCACGGATG 

&mHI -24 

241 TTGCAGCGGAGGGGGACCTGCATCCCCGGAGTGACCCGTTGGACATCCTGCGCCCCGATC 
-12 +1 

301 AGATCCTGACCCTCGGCCTCTTCCTCGGGCTTCTGGGCCTTCTGTGGCTCGTCGTGAAGC 

+¡ Prom2 
361 TGAAGGCCCCCGGCATTTCGCGCTTCGCCAQ 

+137 

Figura 11. Secuencia de nucleótidos desde -366 hasta + 13 7 con respecto al promotor lliOp. La secuencia 
palindrómica que podría representar la UAS se localiza en la región -169, -152. 

Para determinar si la secuencia palindrómica comprendida entre las bases -169 

a -152 río arriba de fljQp efectivamente se trataba de la UAS, se construyeron otras 

dos deleciones denominadas ~4 (-169, +137) y ~5 (-153, +137) (Figura 9). Las 

fusiones se realizaron de la misma manera que las anteriores. La actividad específica 

de la ~-glucuronidasa se muestra en la Figura lOa. 

La construcción WS8/p~4 contiene toda la secuencia de la posible UAS 

mientras que la WS8/p~5 incluye sólo los últimos 2 nt de la misma. En estas dos 

últimas fusiones, las actividades de la ~-glucuronidasa con respecto a la del promotor 
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silvestre representan un -47.86% y -49.34%, respectivamente (Figura lOb). La 

presencia de 169 y 153 nt río arriba del promotor lliOp no es suficiente para la 

activación transcripcional completa, por lo que es posible que la secuencia 

palindrómica no represente la UAS funcional. Asimismo, la disminución del -50% 

en la actividad del gen reportero, sugiere que la UAS de lliOp podría consistir de más 

de un sitio de reconocimiento. 

Interacción de proteínas con la región activadora del promotor lliOp de 

Rliodohacter sphaeroides: retardo de la movilidad electroforética 

Para probar que en la región contenida en el fragmento ~ 1 se localiza la UAS del 

promotor lliOp se llevaron a cabo experimentos de retardo de la movilidad 

electroforética de los complejos DNA-proteínas en geles de poliacrilamida de baja 

fuerza iónica. El fragmento ~1-Retl correspondiente a los nucleótidos -186 a -37 fue 

amplificado por PCR (Figura 11) y utilizado en los ensayos de retardo con los 

extractos de proteínas de R. sphaerokles WS8N. 

En la Figura 12 se muestra que la incubación del fragmento ~1-Retl con un 

extracto total de proteínas de R. sphaeroides WS8N causó un cambio en la movilidad 

electroforética del mismo (líneas 2 y 3). La especificidad de esta unión fue probada 

mediante experimentos que incluyen el uso de competidores de DNA no marcados. 

En la línea 4 se observa la competencia del mismo fragmento (~1-Retl) no marcado 

por las proteínas; y en la línea 5 se observa que con mayor concentración de proteínas 

la mayoría de las moléculas del fragmento pudieron interaccionar, lo que genera 

retardo del fragmento marcado. En las líneas 6 y 7 se incluyó el DNA de timo como 

competidor inespecífico, en este caso el fragmento marcado se hace más visible como 

fragmento libre. Lo anterior indica que las proteínas del extracto formaron complejos 
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con el DNA de timo y por ello, la interacción de las proteínas con el fragmento ~ 1-

Retl pueden ser inespecíficas aunque una fracción de proteínas permanece asociada 

al fragmento marcado, esta última podría representar las interacciones específicas. 

1 2 3 4 5 6 7 

........ ·--
DNA 

Figura 12. Gel del retardo de la secuencia activadora (-186, -3 7) del promotor !liOp en interacción con las 
proteínas del extracto de R. sphaerOides WS8N. La sonda de DNA marcada L'll-Retl(dCTP[a-P32

]) (80,000 cpm) 
fue incubada sin extracto de proteínas (línea l); con 20 y 50 µg de extracto de proteínas (líneas 2 y 3, 
respectivamente); con 20 y 50 µg de extracto de proteínas previamente incubados con - 70 ng del fragmento 
L'll-Retl no marcado (líneas 4 y 5, respectivamente); y, con 20 y 50 µg de extracto de proteínas previamente 
incubados con 1 µg de DNA de timo (líneas 6 y 7, respectivamente). La flecha indica el retardo de la movilidad 
electroforética en el gel. 

Para detallar más sobre el tipo de interacciones con el fragmento ~1-Retl se 

prepararon dos extractos de proteínas a partir de cepas diferentes a la silvestre. Para 

ello se utilizaron las cepas WS8-actf~::Kan y WS8-actf/~::Kan, en las que se generaron 

deleciones en los genes que codifican para dos probables activadores de la expresión 

los genes flagelares que fueron identificados en el laboratorio. Los productos de los 

genes actfy actff son similares a las secuencias de las EBPs. 

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

~ 1-Retl con las proteínas de los diferentes extractos. 
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DNA 
libre-

1 2 3 4 5 6 7 

Figura 13. Gel del retardo de la secuencia activadora (-186, -37) del promotor !liOp en interacción con las 
proteínas del extracto de R. sphaeroides. La sonda de DNA marcada ~1-Retl (dCTP[a-P32

)) (80,000 cpm) fue 
incubada sin extracto de proteínas (línea l); con 20 y 50 µg de extracto de proteínas de WS8N (líneas 2 y 3, 
respectivamente); con 20 y 50 µg de extracto de proteínas de WS8-IKan (líneas 4 y 5, respectivamente); y con 20 
y 50 µg de extracto de proteínas de WS8-IIKan (líneas 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 proteínas del extracto sin competidores. Los complejos de DNA­

proteínas formados en todas las pruebas indican que el fragmento de DNA interactúa 

con las proteínas del extracto. Para evaluar la especificidad de la interacción se llevó a 

cabo un último gel en el que se incrementó la concentración de las proteínas del 

extracto y se utilizó DNA de timo como competidor inespecífico (Figura 14). 

Al incrementar la cantidad del extracto de proteínas en estas mezclas se 

esperaba que se incrementara la concentración de la(s) EBP(s) en el extracto de WSSN 

que pudiera formar complejos con las moléculas del fragmento marcado ~1-Retl,y 

que esto ocurriera simultáneamente a la formación de complejos de otras proteínas 

con el competidor inespecífico (DNA timo). Dado que en todos los casos se observa el 

complejo proteína-DNA, se presume que existen interacciones específicas entre la 

sonda ~1-Retl y las proteínas en el extracto. 
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DNA 
libre-

1 2 3 4 

Figura 14. Gel del retardo de la secuencia activadora (-186, -37) del promotor lliOp en interacción con las 
proteínas del extracto de R. sphaer01des. La sonda de DNA marcada Lil-Retl(dCTP[a-P32

)) (80,000 cpm) fue 
incubada sin extracto de proteínas (línea 1); con 180 µg de extracto de proteínas de WS8N (línea 2); con 180 µg 
de extracto de proteínas de WS8-1Kan (línea 3); y, con 180 µg de extracto de proteínas de WS8-l1Kan (línea 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 anómala; es decir, el tamaño predicho para este 

fragmento es de 217 pb; sin embargo, su migración en un gel de acrilamida lo ubica 

en -1 Kpb (Figura 15); por tal motivo, los experimentos anteriores se realizaron con el 

fragmento ól-Retl. 

pb 

1 018 

517/506 

298 

220/201 

154/134 

1 2 

Figura 15. Marcador X de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim) y fragmento Prom-Retl obtenido 
por PCR (líneas 1 y 2, respectivamente) en un gel de acrilamida al 6%. 
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Inserción de nucleótidos en la región activadora: efecto sobre la expresión del 

promotor lliOp 

Con el mismo objetivo de verificar la presencia de una UAS en la región río arriba del 

promotor fliOp se llevó a cabo una mutagénesis dirigida para insertar 4 nucleótidos 

en la posición -91 (Figura 16). La mutagénesis se efectuó en el plásmido pTZl9Rins, 

el cual lleva la región de 254 pb que contiene el promotor fliOp. Para la reacción de 

mutagénesis se utilizó un oligonucleótido que aparea con la secuencia de DNA 

ubicada de -99 a -82 pero con 4 nucleótidos adicionales en la zona central del 

oligonucleótido (Figura 16). Posterior a la mutagénesis, los genes uidA2-aad se 

clonaron río debajo de lliOp. La fusión lliOpmut-uidA2-aad que contiene el 

fragmento mutado se subclonó en el plásmido pRK415. Esta construcción fue 

introducida por conjugación a R. sphaer01des WS8N y la expresión del promotor 

fll'Opmut se midió mediante la actividad de la ~-glucuronidasa. 

1 GAGCTCGACCGGCTGGCGGGCGACCCGCTCGACGTGCTGGTGAACGGCACTCCCATCGCC 
sacl 

61 AAGGGCGAGGTGGTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAG 
posible VAS 

121 CCCGAGAAGCGCQCCGAAAGCCTCTGACGCGGGCGQATCCTCATGCGGGCGGQACCATTC 

-122 i -91 i 
RiOp 

181 CCAAGCGGAGCTGACCGCGCGTCCGCCTGCGGATCCTCACGCGGGCGGGCGGCACGGATG 
&mHI -24 

241 TTGCAGCGGAGGGGG 
-12 +1 

Figura 16. Secuencia de la región activadora de lliOp. En la posición -91 se introdujeron 4 nucleótidos a través 
de mutagénesis dirigida; la T en negritas es substituida por los nucleótidos indicados arriba de la misma. Las 
flechas indican la región en la que hibridó el oligonucleótido UPPROM (5' GCCGCCCGC CAGCG 
TGAGGATC). 

La actividad específica de la GUS indica que la expresión del promotor lliOp 

es afectada negativamente tras la adición de 4 nt entre la posible UAS, que debe estar 
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ubicada río arriba del extremo 5' de ó2 y fliOp (Tabla 3). Estos resultados sugieren 

que río arriba de ó2, 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 formación del asa en el DNA intermedio puede generar una interacción 

inapropiada entre la EBP y cr54
• 

... posible UAS ... lliOp plásmido 
actividad de la 

¡3-glucuronidasa 

Nx - GG N10 GC pPROM - 2 000 

Nx + 4 nt - GG N10 GC pUPPROM -100 

Tabla 3. Efecto en la expresión del promotor por la adición de 4 nt entre la posible UAS y lliOp. Las 
actividades específicas están expresadas en pmoles de 4-metilumbeliferona producida por minuto por mg de 
proteína. La caja oscura representa la UAS. 
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Discusión y conclusiones 

La activación de la transcripción -a través de una variedad de mecanismos- es un 

punto crucial en la regulación de la expresión de genes. Entre estos mecanismos se 

incluyen cambios estructurales en el DNA por parte de las proteínas activadoras para 

propiciar su unión con la RNAP holoenzima (Rippe et al., 1997; 1998). Se ha 

reportado que el sistema de transcripción mediado por cr54 responde a estos 

activadores, cuyos sitios de contacto se ubican -en promedio- en la posición -120 

(Reitzer & Magasanik, 1986; Merrick, 1993; Gralla & Collado-Vides, 1996). Los 

genes sujetos a este tipo de regulación generalmente contienen dos o más sitios de 

unión para los dímeros de las EBPs, aunque sólo algunos presentan secuencias de alta 

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

En Caulobacter crescentus se han descrito secuencias palindrómicas 

denominadas ftr (ilagellar p-anscription regulation) con función similar a las UASs 

que son requeridas para la expresión de los genes flagelares de clase 3, cuya 

transcripción es dependiente de Ecr54
• Estudios genéticos han mostrado que la 

proteína FlbD es esencial para la transcripción de los genes !la en promotores 

dependientes de cr54
; esta proteína es homóloga a NtrC y hace contacto con tres 

residuos de guanina simétricos y altamente conservados en ftrl y ftrl *(Benson et al., 

1994). 

En Rhodobacter sphaer01des WS8N, la transcripción de varios genes flagelares 

es dependiente de Ecr54
• El objetivo de este trabajo consistió en tratar de identificar las 

secuencias específicas (UASs) a las que se une la(s) proteína(s) activadora(s) del operón 

flagelar lliOPQR!lhB. A través del análisis de diferentes deleciones se identificó una 

región ubicada entre las deleciones ~1 y ~2 que es necesaria para lograr la expresión 

del promotor lliOp. En esta zona se identificó una secuencia repetida invertida 
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AGCGGTICGGCATCCGCT ubicada en la posición -169 a -151, que podría 

representar una posible secuencia activadora del promotor lliOp (Figura 11). La 

expresión del promotor en las dos últimas deleciones construidas (i:e., ó4 y ó5) 

muestran que un fragmento que inicia 169 nt río arriba de fliOp y que incluye dicho 

palíndrome no es suficiente para lograr la completa activación de la transcripción en 

lliOp; asimismo, la deleción casi completa (16 nt) de la posible UAS en ó5 también 

mantiene el nivel de expresión en un ~50%. Estos resultados no son consistentes con 

la hipótesis de que el palíndrome pudiera representar la UAS de lliOp. En este 

sentido, es importante recordar que esta especie bacteriana contiene una alta 

proporción 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 nucleótidos, sin estar relacionada con la función de 

activación. Sin embargo, los resultados de las deleciones ó 1 y ó2, en los que la 

diferencia de 64 pb reduce drásticamente la expresión del promotor lliOp, sugieren 

que la UAS se encuentra en la región -186 a -122 (Figura 10). Dado el conocimiento 

que se tiene con respecto a los sitios de unión de las EBPs en los que se ha observado 

que la respuesta de los promotores a la activación puede depender de la calidad y 

número de sitios de unión (Reitzer & Magasanik, 1986), es posible especular que en 

el caso de lliOp pueda existir más de un sitio para la unión de la EBP, quizás uno 

ubicado río arriba del límite de ó4, y el otro río abajo del límite de ó5 pero arriba de 

ó2. 

La inserción de 4 nucléotidos entre el promotor lliOp y la región activadora 

reduce drásticamente la expresión del mismo (Figura 16, Tabla 3). La adición de 

nucleótidos entre las regiones activadoras, específicamente entre los sitios de 

reconocimiento (UASs) y el promotor han sido bien estudiadas en otros promotores 

dependientes de cr54 (Reitzer & Magasanik, 1986; Bageshwar et aL, 1998). La 

activación del promotor vnflf de Azotobacter vinelandü es mediada por la proteína 
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VnfA; la expresión de este promotor se reduce por la introducción de casi media 

vuelta en el DNA (4 nt) entre la UAS y vn/Hp, pero no se bloquea con la 

introducción de casi una vuelta completa (10 nt) (Bageshwar et al., 1998). El contacto 

adecuado que propicia la formación de interacciones específicas entre las regiones del 

activador y el factor 0
54 depende de la ubicación de ambos complejos (EBP y Eo54) en 

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

Es importante mencionar que la formación del asa en el DNA intermedio 

entre la UAS y el promotor cr54 puede ser favorecida por curvaturas intrínsecas de la 

secuencia (Bageshwar et al., 1998), lo que aparentemente no ocurre con el fragmento 

ól-Retl. Sin embargo, el fragmento Prom-Retl sí mostró una movilidad 

electroforética alterada (Figura 15), lo que sugiere que en esta zona el DNA podría 

adquirir una curvatura intrínseca que favorecería la interacción de la EBP con la 

holoenzima Ecr54
. Asimismo, proteínas de unión a DNA, como IHF (jntegration ilost 

factor) han sido relacionadas en la promoción de la activación trancripcional mediada 

por Ecr54 principalmente en promotores débiles (Dworkin et al., 1998); sin embargo la 

región activadora del promotor lliOp no parece contener secuencias reconocidas por 

este tipo de proteínas (Poggio et al., 2000). 

Para confirmar que existe una secuencia activadora en la región comprendida 

entre -186 y el promotor, se llevaron a cabo los experimentos de retardo de la 

movilidad electroforética del fragmento ól-Retl. Los ensayos con competidores de 

DNA no marcados y una concentración constante del fragmento marcado mostraron 

que las proteínas de los extractos interactúan con el fragmento ól-Retl. Esta 

formación de complejos con proteínas se reflejó por la migración 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 activación de NtrC propone que esta proteína puede unirse a la UAS pero 

sólo su forma fosforilada puede activar la transcripción. La proteína NtrC tipo 

silvestre es fosforilada in vivo por la proteína NtrB, lo que favorece la unión a DNA 

en sus sitios de contacto además de inducir su actividad de ATPasa (Weiss et al., 

1991; Rippe et al., 1998). A la fecha no se conoce con precisión el mecanismo por el 

que opera la proteína activadora del promotor lliOp. 

Actualmente, en el laboratorio se han identificado dos proteínas (Activador I y 

Activador II) involucradas en la activación de lliOp. Ninguna de estas proteínas 

presenta sitios de fosforilación en su secuencia y, ambas se requieren para la expresión 

del operón flagelar lliOPQRflhB, de modo que éstas podrían interactuar como un 

heterodímero (Poggio & Camarena, datos no publicados). Con base en los resultados 

obtenidos en este trabajo, es posible suponer que cada una de estas proteínas es capaz 

de unirse a la UAS (quizás formando homodímeros), como lo sugieren los retardos de 

la Figura 14. Sin embargo, sólo el heterodímero podría ser funcional para lograr la 

activación. 

En este trabajo se demuestra la existencia de un elemento regulador (una 

secuencia palíndrome) situado en el fragmento de -186 a -122 río arriba del 

promotor lliOp. El efecto sobre la expresión de lliOp tras la inserción de nucleótidos 

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 análisis de la interacción entre las EBPs (Activador I y Activador II) 

y esta secuencia; experimentos posteriores de retardo o ensayos de footprinting con 

las proteínas puras porporcionarán una idea más clara con respecto a la unión de estas 

EBPs con el DNA. 
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