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Resumen 
 
En las bacterias la expresión de los genes flagelares sigue un patrón jerárquico. En Rhodobacter 

sphaeroides los genes flagelares que codifican para las proteínas del gancho y del cuerpo basal 

son expresados a partir de promotores dependientes del factor sigma-54. Este tipo de promotores 

son regulados por activadores transcripcionales que pertenecen a la familia de las proteínas 

aumentadoras (EBPs por sus siglas en ingles "enhancer binding proteins"). Se buscaron las 

posibles EBPs codificadas en el genoma de Rhodobacter sphaeroides y se mutagenizaron dos 

marcos de lectura abiertos (ORFs  por sus siglas en ingles "open reading frames"), fleQ y fleT; los 

cuales se encuentran en la vecindad de genes flagelares. Las mutantes resultantes fueron no-

motiles y solo pudieron ser complementadas por la copia silvestre del gen mutado. Fusiones 

transcripcionales mostraron que todos los promotores flagelares dependientes de sigma-54, con la 

excepción del promotor de fleT, requirieron de ambos activadores transcripcionales para su 

expresión. Interesantemente, la transcripción del operón de fleT es dependiente únicamente de 

FleQ, mientras que FleT tiene un efecto negativo sobre la transcripción del operón al que 

pertenece. Ambos activadores fueron capaces de hidrolizar ATP y de promover la transcripción a 

bajos niveles de algunos promotores flagelares. Ensayos de Cambio de Movilidad Eletroforetica 

sugieren que únicamente FleQ interactúa directamente con el DNA. Una jerarquía transcripcional 

de cuatro niveles y un mecanismo regulatorio basdo en la concentracion intracelular de ambos 

activadores y en afinidades diferenciales para los distintos aumentadores ("enhancers") son 

propuestos. 
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Introducción 
El flagelo en las eubacterias 

 Las bacterias nadan utilizando un flagelo rotatorio constituido por aproximadamente 20 proteínas 

estructurales; en Escherichia coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium otras 30 proteínas 

son indispensables para su ensamblaje y para el control de la expresión de los genes que 

constituyen el regulón flagelar (4, 96). Tradicionalmente el flagelo ha sido dividido en tres partes: 

el filamento, el gancho y el cuerpo basal (Fig. 1). El filamento y el gancho son estructuras 

extracelulares y están constituidas por múltiples subunidades de flagelina (FliC) y por la proteína 

del gancho FlgE, respectivamente. El filamento tiene aproximadamente 20 nm de ancho y es de 

forma helicoidal, parecido a un sacacorchos. Las características geométricas (amplitud y 

frecuencia) de la hélice, varían dependiendo de la densidad del medio y de la velocidad de 

rotación del flagelo. La longitud del filamento no es regulada estrictamente y comúnmente mide 

varias veces el largo del cuerpo celular. El filamento funciona como propela impulsando a la 

bacteria en un medio líquido o semisólido (17, 96). En la punta del filamento se encuentra un 

pentámero de la proteína de coronamiento FliD, esta proteína permite la integración de nuevas 

subunidades de flagelina al filamento (64, 97, 192). Proteínas con funciones similares a FliD 

intervienen en la formación del gancho (83, 124) y de la estructura denominada barra o eje (la 

cual forma parte del cuerpo basal) (52); en consecuencia, el filamento, el gancho y el eje crecen al 

incorporar nuevas subunidades al extremo distal de la estructura.  

 El gancho y el filamento se unen por medio de dos anillos formados por las proteínas FlgK y 

FlgL (63, 64). Estas proteínas sirven como adaptadoras entre las proteínas del filamento y el 

gancho. A diferencia del filamento, la longitud del gancho es constante. Aunque se han observado 

diferencias entre las diversas especies bacterianas, en E. coli y Salmonella su tamaño es de 
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aproximadamente 55 +/- 6nm (54). El mecanismo molecular que determina la longitud del 

gancho es a la fecha desconocido; sin embargo, existe evidencia de que la proteína FliK juega un 

papel fundamental en dicho proceso (96, 113). 

 

 
Fig. 1 Esquema del cuerpo basal, gancho y filamento del flagelo de bacterias. Las flechas indicas 

los principales componentes estructurales y el nombre de las proteínas que los forman. 
 

El gancho se une al motor flagelar mediante otro filamento al que se le denomina barra o 

eje, éste se encuentra constituido por 4 proteínas diferentes cuyo arreglo no ha sido 

completamente caracterizado hasta el momento, pero que por su estabilidad y posición con 
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respecto a la membrana interna puede ser dividido en dos partes, el eje proximal y el distal (56, 

58, 83, 116, 125). El eje distal está constituido exclusivamente por la proteína FlgG, mientras que 

el eje proximal se compone por las proteína FlgB, FlgC y FlgF. La localización de estas proteínas 

dentro del eje se desconoce con excepcion de FlgB la cual aparentemente se ubica al inicio de 

esta estructura. El eje cruza la membrana externa a través del anillo L, y la pared de 

péptidoglicanos a través del anillo P; estos anillos están constituido por subunidades de las 

proteínas FlgI y FlgL, respectivamente. El papel de estos anillos es el de servir como 

estabilizadores para el giro de la barra, además de formar un canal para el paso de ésta (3, 35, 71). 

Finalmente, la barra se une al anillo MS, localizado en la membrana interna (55, 178). El anillo 

MS, está formado por aproximadamente 26 subunidades de la proteína FliF (73). Debido a las 

diferencias estructurales entre el anillo MS y la barra, se piensa que la proteína FliE forma un 

anillo sobre la cara periplásmica del anillo MS, el cual permite acoplar el anillo MS de simetría 

anular, con el eje de simetría helicoidal. Se ha demostrado la interacción de las proteínas FliE con 

FlgB, indicando que esta última, es la primera proteína del eje proximal (111, 116).  

Las proteínas estructurales del flagelo que son transportadas por el sistema de secreción 

flagelar se les denomina proteínas axiales y éstas incluyen a las proteínas del eje, del gancho, las 

proteínas adaptadoras FlgK y FlgL, y las proteínas FliD y FliC. Por otro lado, desde el punto de 

vista estructural, el eje, los anillos L y P y el anillo MS constituyen el cuerpo basal.  

Sobre la cara citoplasmática del anillo MS se ensamblan tres proteínas (FliG, FliN y FliM) 

las cuales forman el anillo C (76, 190). El anillo C, está estrechamente relacionado con la 

generación y el control del movimiento flagelar, aunque se ha propuesto que este anillo podría 

estar involucrado también en la exportación de las proteínas flagelares (48, 60).  
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Rodeando al anillo MS se encuentran complejos de las proteínas transmembranales MotA 

y MotB (77, 146), en una estequiometría 4:2 respectivamente en cada complejo (80, 148). Estas 

proteínas representan el estator (parte exenta de rotación) del motor flagelar. La proteína MotA 

cruza cuatro veces la membrana interna (19, 193), mientras que MotB tiene una sola hélice 

transmembranal y posee en su extremo carboxilo terminal, un dominio de unión a la pared de 

peptidoglicanos (29, 159). Estas proteínas forman un canal de protones y acoplan el flujo de los 

mismos a la rotación. A la fecha se desconoce el mecanismo involucrado en la conversión de la 

fuerza generada por el flujo de protones en la fuerza mecánica requerida para la rotación del 

motor. El modelo mas reciente, postula un mecanismo de ¨power stroke¨, en el cual se propone 

que los cambios conformacionales en el estator generados por la asociación/disociación de 

protones en el residuo Asp32 de MotB, actuan sobre el motor para dirigir la rotación. La 

evidencia experimental sugiere que los residuos cargados de FliG localizados en la interfase con 

el estator, contribuyen a la generación del torque (17, 24). 

En bacterias perítricas (Fig. 2) como E. coli y Salmonella, la rotación de los flagelos en el 

sentido contrario de las manecillas del reloj (CCW), produce que los filamentos se entrelacen en 

uno de los extremos del cuerpo celular, el movimiento coordinado de los filamentos en dicha 

trenza impulsa a la bacteria en una trayectoria lineal. De forma estocástica, cierto número de 

flagelos puede cambiar el sentido de la rotación, lo cual produce la desorganización de la trenza y 

provoca en la bacteria un tipo de movimiento similar al bamboleo el cual no involucra 

desplazamiento lineal; después de un fracción de segundo, los flagelos vuelven a rotar en el 

sentido contrario a las manecillas del reloj (CCW), y la bacteria reinicia su desplazamiento en una 

nueva dirección elegida al azar (Fig. 3A) (13, 177). Asimismo, se ha considerado que esta forma 

de movimiento impone una selección sobre el tamaño del gancho, así como en su capacidad 
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elástica y geometría (la cual muestra cierto grado de curvatura), ya que, gracias a estas 

propiedades, los flagelos pueden formar la trenza de filamentos. La formación de dicha trenza 

permite trasladar la fuerza generada por la rotación del flagelo desde el plano perpendicular del 

cuerpo de la bacteria hacia el eje paralelo (96).  

 

Fig. 2 Patrones de localizacion de flagelos en bacterias. A, bacteria monotrica; B, bacteria 
anfitrica; C, bacteria lofotrica; D, bacteria peritrica. 

 
En presencia de un estímulo atrayente, el sistema quimiotáctico influye sobre la duración 

y frecuencia de los eventos de desplazamiento y reorientación, de este modo, la bacteria puede 

dirigirse hacia condiciones favorables de crecimiento (Fig. 3B).  
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Fig. 3 Patrón de desplazamiento de una bacteria nadando. 

 

Morfogénesis flagelar 

 

La formación del flagelo inicia con la inserción en la membrana de las subunidades de la 

proteína FliF, lo que da lugar a la formación del anillo MS (Fig. 4)(75). Ha sido postulado que al 

centro del anillo MS se forma el aparato de exportación, el cual es indispensable para la secreción 

de las proteínas axiales, así como de otros polipéptidos involucrados en la formación del flagelo 

(40, 167). Dada la localización del aparato de exportación (con respecto al anillo MS) se ha 

propuesto que las subunidades del anillo MS se ensamblan alrededor de las proteínas 

transmembranales del aparato de secreción. Sin embargo, dado que el anillo MS puede formarse 

en ausencia de cualquier otra proteína flagelar, es posible que las proteínas del aparato de 
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secreción se inserten directamente en el parche de membrana ubicado en el centro del anillo MS, 

alternativamente, éstas pueden integrarse a la membrana interna en puntos al azar y ser 

posteriormente capturadas en los sitios de formación del anillo MS. Estos primeros eventos de la 

morfogénesis flagelar no han sido estudiados en detalle y la evidencia genética indirecta sugiere 

una interdependencia en la formación del anillo MS y el aparato de secreción (96). Se piensa que 

en E. coli y Salmonella después del anillo MS la siguiente estructura en formarse es el anillo C, 

dado que mutaciones en los genes que codifican para los componentes del anillo C dan lugar a 

células sin flagelo. Implicando al anillo C en el proceso de exportación directa o indirectamente 

(153, 170, 180). La evidencia experimental más reciente sugiere que FliN puediera ser parte del 

aparato de exportación; sin embargo, no puede descartarse que el anillo C participe únicamente 

en la estabilización de dicho aparato. 

 Dado que FliG interacciona con FliF, la formación del anillo C inicia con la asociación de 

FliG al anillo MS (167, 172), la asociación de FliM y FliN depende de la presencia de FliG (84).  

Una vez que el aparato de exportación es funcional (ver adelante), la primera proteína que 

se secreta al espacio periplásmico es FliE (53), esta proteína es indispensable para la formación 

del eje (169). A diferencia de otras proteínas axiales, la exportación de FliE es necesaria para la 

exportación del resto de los componentes del cuerpo basal (106) (111).  Se ha considerado que la 

interacción de FliE con FliF provoca un cambio estructural en el poro del anillo MS, que permite 

el paso del resto de los substratos de exportación (111). 
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Fig. 4 Morfogenesis flagelar. Se indican los pasos principales de la formación del flagelo. 
 

    La formación del eje requiere de la actividad de la proteína FlgJ, la cual se ha demostrado 

interacciona con las cuatro proteínas que componen dicha estructura.  Ha sido propuesto que FlgJ 

podría ejercer su acción análogamente a la proteína de coronamiento FliD (52). En algunas 

bacterias, FlgJ además de contribuir a ensamblar las subunidades del eje, tiene un dominio con 

actividad de muramidasa. Se cree que este dominio es el responsable de degradar la pared de 

péptidoglicanos para permitir el paso del eje (119). En algunas otras bacterias, los dos dominios 

de FlgJ están separados en polipéptidos independientes y se desconoce cómo se regula y cómo se 

localiza la muramidasa en el sitio de crecimiento del eje. 

Los anillos L y P sólo se forman en presencia del eje, aparentemente las proteínas que 

conforman dichas estructuras (i.e. FlgI y FlgH, respectivamente), permanecen monoméricas en 

sus respectivos sitios de inserción, esto es, FlgI en la pared de peptidoglicanos asociada a su 

chaperona específica FlgA (118), mientras la lipoproteína FlgH se ubica en la membrana externa. 

Anillo MS Anillo C 

Ap. de exportación 
Eje Anillo P Anillo L 

Gancho naciente 
con proteína de 
coronamiento 

Zona de unión 
del gancho con 
el filamento 

Filamento 
naciente con 
proteína de 
coronamiento

Filamento 
completo 
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La presencia del eje además de estimular la formación de los anillos L y P, induce la interacción 

entre las subunidades de estos anillos, entre las cuales se forman enlaces covalentes. En contraste 

al resto de las proteínas estructurales del flagelo, las proteínas FlgI y FlgH son exportadas por el 

sistema general de exportación, dependiente de SecA (57, 59, 71, 72). 

El eje se extiende hasta la superficie de la célula, en donde comienza a formarse el 

gancho. Para la formación del gancho, la proteína de coronamiento del eje (FlgJ) tiene que ser 

reemplazada por la proteína de coronamiento del gancho, denominada FlgD. Posteriormente, las 

subunidades del gancho (FlgE) son exportadas por el aparato de secreción flagelar a la luz del eje, 

donde difunden hasta la punta de la estructura en crecimiento; en este sitio, la proteína FlgD 

permite el correcto ensamblaje de las subunidades del gancho (124).  

El gancho crece hasta su tamaño promedio el cual es determinado por un mecanismo 

desconocido. Las proteínas FliK y FlhB parecen estar involucradas en este control ya que una 

mutación en fliK produce el fenotipo conocido como poligancho, el cual consiste en la formación 

de ganchos varias veces más largos de lo normal sin formar filamentos (151, 168); mutantes 

puntuales secundarias en flhB obtenidas a partir de una cepa mutante en fliK pueden ensamblar 

filamentos sobre los poliganchos (54, 90, 185). A partir de estos resultados se propuso que FliK y 

FlhB están involucradas en cambiar la especificidad del aparato de exportación. En términos 

generales, se ha propuesto que las proteínas axiales involucradas en la formación del eje y del 

gancho pertenecen a la primera clase de secreción, mientras que las proteínas adaptadoras FlgK, 

FlgL; la proteína FliC (que forma el filamento), y la proteína de coronamiento, FlgD, pertenecen 

a una segunda clase que sólo puede ser exportada una vez que el gancho es terminado y el aparato 

de secreción cambia su especificidad (106).   

 



 11

El sistema de secreción flagelar 

 

Como se mencionó en la sección anterior, el sistema de secreción es un complejo de 

varias proteínas, el cual probablemente se ubica en el centro del anillo MS. Dicho aparato de 

secreción exporta todas las proteínas flagelares axiales, con excepción de los anillos L y P (los 

cuales son transportados por el sistema general de secreción que es dependiente de la ATPasa 

denominada SecA (110).(71)  

El aparato de exportación flagelar consta de proteínas solubles o asociadas 

periféricamente a la membrana, y de proteínas membranales (106). Entre las primeras se 

encuentran las proteínas FliI, FliH y FliJ. La proteína FliI en su extremo carboxilo terminal 

muestra cierto grado de similitud con la subunidad β de la FoF1 ATPasa (36, 180). La actividad 

ATPasa de FliI ha sido demostrada in vitro, y se sabe que cepas que expresan a la proteína FliI 

con cambios en los residuos involucrados en la hidrólisis de ATP, son incapaces de nadar debido 

a la ausencia de flagelo (39).  Esta evidencia apoya la idea de que FliI proporciona la energía para 

la translocación de los substratos flagelares. Originalmente FliI fue clasificada como una proteína 

soluble citoplasmática. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que se asocia a la 

membrana interna, y que puede ser inducida a formar un complejo hexamérico en respuesta a la 

presencia de ATP o de vesículas de fosfolípidos. Dado que la formación del hexámero estimula la 

actividad enzimática, se ha considerado que este estado oligomérico puede ser fisiológicamente 

relevante, y por lo tanto FliI podría ser considerada como una proteína periférica de membrana 

interna (11, 30).  
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El dominio carboxilo de FliI es similar al dominio catalítico de la subunidad β de la F1-

ATPasa, mientras el dominio NH2-terminal de FliI muestra dos regiones relevantes: aquella 

comprendida entre los aminoácidos 2-18, los cuales son indispensables para la interacción de esta 

proteína con la proteína FliH (11, 108), y la región que abarca los residuos 20-91, probablemente 

involucrados en la interacción con fosfolípidos aniónicos (2, 92); esta última región predice una 

estructura globular similar al barril β identificado en las subunidades catalíticas de la F1 ATPasa. 

Dado que la región que precede al barril β en la subunidad α de la F1-ATPasa contiene una α-

hélice anfipática, la cual interactúa con la subunidad δ, se supone que los aminoácidos 2 al 18 de 

FliI, forman una hélice con dichas características. FliH muestra una estructura alargada, y es 

similar a la subunidad b de la F1-ATPasa. Las características enunciadas anteriormente, han 

llevado a proponer que la proteína FliH es el estator de FliI (92). In vitro, la asociación de FliH y 

FliI provoca una reducción en la actividad ATPasa (108); sin embargo, la remoción de los 

últimos cinco residuos de FliH, provoca un aumento considerable de la actividad catalítica de FliI 

(47). Cepas mutantes en el gen fliH muestran una severa reducción en la capacidad de nado. Sin 

embargo, la sobreexpresion de FliI, o mutaciones secundarias en los genes flhA y flhB mejoran la 

capacidad de nado de la mutante en fliH; específicamente, éstas mutaciones supresoras que 

localizan en la región que codifica para el segmento citoplasmático anterior al primer cruce 

transmembranal, en FlhA y FlhB. Este hecho sugiere que FliI (o en la cepa silvestre, el complejo 

FliI-FliH) interacciona con estas proteínas, las cuales forman parte de los componentes 

membranales del aparato de exportación. Por otro lado, la sobre-expresión de FliI en la cepa 

mutante fliH, también mejora la capacidad de nado de la mutante, indicando que el efecto 

negativo de FliH sobre la actividad catalítica de FliI no juega un papel fisiológicamente relevante 
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in vivo. En conjunto estos resultados indican que FliH contribuye a la estabilidad del aparato de 

exportación, en especial de FliI, probablemente mejorando la interacción de sus componentes 

(104, 105).  

La proteína FliJ es un componente soluble del aparato de exportación cuya función 

precisa es hasta la fecha desconocida. Mutaciones en el gen fliJ provocan un fenotipo Fla- (sin 

flagelo); sin embargo, la sobreexpresión de FliJ provoca una severa reducción en la capacidad de 

nado de la cepa silvestre, sugiriendo el posible secuestro de otras proteínas que interactúan con 

FliJ. La proteína FliJ se requiere para exportar los substratos tipo eje/gancho, así como los 

substratos que se ensamblan después del gancho (103). El hecho de que la proteína FliJ muestra 

características similares a las chaperonas (tamaño, punto isoelectrico acido, y un alto contenido 

de alfa helices en su estructura secundaria) ha llevado a considerar que FliJ es una chaperona 

involucrada en la secreción de los substratos flagelares. En concordancia con esta idea, se ha 

observado que FliJ evita la agregación de las proteínas FliE y FlgG, cuando éstas son 

sobreexpresadas (103). Recientemente se determinó que las proteínas FliI, FliH y el extremo 

COOH-terminal de las proteínas FlhB y FlhA, interactuan con FliJ. Este resultado sugiere  que 

FliJ puede asociarse con el aparato de exportación (43, 109). 

Las proteínas FlhA, FlhB, FliR, FliO, FliP y FliQ, son los componentes membranales del 

aparato de exportación. FlhA tiene un peso de 75 kDa y su secuencia predice la existencia de 

ocho segmentos transmembranales. Se piensa que esta proteína interactúa directamente con el 

anillo MS, ya que algunas mutaciones puntales en el gen fliF, incapaces de ensamblar flagelo, son 

suprimidas por mutaciones secundarias en flhA (78). Como se mencionó en los párrafos 

anteriores el extremo C-terminal de FlhA interactúa con los componentes solubles del sistema 

(109, 194); sin embargo, la función precisa de FlhA es a la fecha desconocida. 
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La proteína FlhB (42 kDa), participa en el proceso de cambio en la especificidad del 

aparato de exportación, el cual transloca inicialmente sustratos tipo eje/gancho, y posteriormente 

sustratos tipo flagelina, que incluye todas las proteínas que se ensamblan después del gancho 

(96). En este proceso la proteína FliK, la cual controla la longitud del gancho mediante un 

mecanismo desconocido, transmite a FlhB la señal que indica que el gancho ha alcanzado la 

longitud apropiada; en este punto, da inicio la secreción de los substratos tipo flagelina (54, 90, 

185). El cambio de la especificidad del aparato de exportación, está aparentemente relacionado 

con el corte proteolítico de la proteína FlhB, dentro del motivo de secuencia conservado TN!PTH 

(el símbolo “!” indica el sitio de procesamiento) (44).La expresión de FlhB en levaduras, ha 

permitido determinar que FlhB catalítiza su propio procesamiento (41). La mutación N269A 

previene el corte de FlhB, y las cepas que expresan esta versión de la proteína presentan fenotipo 

poligancho, indicando que el aparato de exportación no puede llevar a cabo el cambio de la 

especificidad para iniciar la secreción de los sustratos tipo flagelina (44, 107). Por otro lado, la 

coexpresión de los productos de procesamiento de FlhB de forma independiente, permite que las 

bacterias se desplacen un 50% en relación al desplazamiento de la cepa silvestre (107), este 

resultado indica que el estado no procesado de FlhB es dispensable para que ocurra el cambio de 

la especificidad del aparato de exportación.  

Finalmente, se desconoce la función del resto de los componentes membranales del 

aparato de exportación. Aunque se ha demostrado que la fusión de los genes fliR y flhB, da lugar 

a una proteína quimérica que permite la formación de flagelo, sugiriendo que dentro del aparato 

de exportación estos polipéptidos interactúan en una estequiometría 1:1 (179). Por otro lado, se 

ha demostrado que las proteínas FliP y FliR se asocian con el cuerpo basal (40) y dado que FlhA 

se asocia al anillo MS así como a FliP y FliQ (78, 100); se ha sugerido que la estructura ubicada 
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por estudios de microscopia electronica, en el centro del anillo MS, representa los componentes 

membranales del aparato de exportación (40, 75).  

Además de los componentes generales del aparato de exportación, el sistema de secreción 

flagelar requiere de la presencia de chaperonas específicas, entre las cuales encontramos a las 

proteínas FliS, FliT y FlgN, las cuales interactuan con las proteínas FliC, FliD y FlgK/FlgL 

respectivamente (12, 16, 42). Estas chaperonas son citoplasmáticas y comparten las 

características generales de otras chaperonas (i.e. la mayoría tienen pesos moleculares entre 15 y 

10 kDa, tienen un pI ácido, y potencial para formar α-hélices anfipáticas) (15, 42). Se ha sugerido 

que su función es prevenir la interacción de los monómeros que serán exportados y mantenerlos 

en un estado competente para la exportación (15, 42, 101). Mutaciones en estos genes provocan 

la pérdida de la motilidad. Recientemente fueron aislados alelos dominantes del gen flgN 

(chaperona específica para FlgK y FlgL), la expresión de estos alelos inhiben drásticamente la 

movilidad de la cepa silvestre, cuando son expresados a un nivel similar al del alelo flgN 

cromosomal. Se comprobó que una de las proteínas codificadas por estos alelos (FlgN*) es capaz 

de unir eficientemente sus sustratos, FlgK y FlgL. Sorpesivamente, FlgN* reduce también la 

exportación de las proteínas FliC y FliD sugiriendo que esta proteína mutante puede estar 

bloqueando el conducto de salida del aparato de exportación. De acuerdo con esta posibilidad, se 

observó que FlgN* se localiza asociada a la membrana, en contraste a la proteína silvestre que se 

localiza en el citoplasma. Dicha ubicación es dependiente de la presencia de FliI (e independiente 

de cualquier otra proteína flagelar), sugiriendo que estas chaperonas interactúan directamente con 

la ATPasa FliI. Los complejos FliI-FlgN*-FlgK, fueron identificados en extractos celulares y son 

dependientes de la presencia del sustrato de exportación (173). 
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La chaperona FliS es una proteína de 135 aminoácidos, e inicialmente se detectó que esta 

proteína facilita la exportación de la flagelina (FliC) (12, 191). Posteriormente, se determinó 

mediante ensayos de doble híbrido que FliS interactúa con el extremo COOH-terminal de la 

flagelina (128). FliS inhibe la polimerización de flagelina in vitro, apoyando la posibilidad de que 

FliS actúe impidiendo la polimerización prematura de FliC en el citoplasma (12). Recientemente, 

la estructura cristalográfica de FliS mostró un arreglo de cuatro α-hélices antiparalelas y una 

especie de tapa formada por los 16 primeros aminoácidos, dicha estructura es distinta a la de otras 

chaperonas que participan en los sistemas de secreción tipo III, los cuales incluyen además de los 

sistemas de secreción flagelar a aquellos asociados a estructuras conocidas como complejos 

aguja, los cuales están involucrados en la virulencia. Esto indica que la chaperona FliS 

probablemente no está relacionada evolutivamente con las chaperonas de otros sistemas de 

secreción.  La estructura del cocristal de FliS asociada al fragmento COOH-terminal de FliC, que 

se extiende de los aminoácidos 464 a 518, demostró que los residuos 479-518 de FliC se enrollan 

fuera de FliS en una conformación extendida, similar a una herradura, con estructura secundaria 

pero no terciaria (38). Dado que los extremos COOH y NH2 son fundamentales para la 

polimerización de la flagelina, la interacción de una de estas regiones con FliS, da por resultado 

la inhibición de la polimerización. Queda por establecer si FliS también participa en la 

interacción con el aparato de exportación. Finalmente, la formación del complejo FliS-FliC ha 

sido cuantificada por calorimetría isotérmica de titulación, así como los cambios 

conformacionales que provoca la unión de FliS a FliC; de estos resultados se concluyó que FliS 

se une a FliC en una estequiometría 1:1, y que FliS no funciona como un factor que impide la 

formación de estructura secundaria (unfolding); de hecho, en concordancia con el estudio 
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cristalográfico, se observó la formación de α-hélice en la proteína FliC al interactuar con FliS 

(117). Cabe mencionar que el estudio cristalográfico (38) y los estudios de calorimetría (117) 

permitieron corregir la estequiometría del complejo FliS-FliC, el cual mediante estudios de 

cromatografía se había considerado previamente como 2:1 (12).   

 

Control de la quimiotaxis 

 

 La respuesta quimiotáctica descrita previamente y esquematizada en la figura 5,  involucra 

un complejo sistema de receptores acoplados a un sistema de transducción de señales 

perteneciente a la familia de dos componentes. En E. coli, los receptores del sistema 

quimiotáctico son cinco y se denominan: Tar, Tsr, Trg, Tap y Aer (13, 18). Las cuatro primeras 

proteínas forman homodímeros y poseen un dominio sensorial ubicado en el periplasma, dos 

segmentos membranales y un dominio citoplásmico. En el periplasma, estos receptores pueden 

unir de forma directa algunos aminoácidos, o pueden actuar como transductores, interactuando 

con proteínas periplásmicas cuya función es unir o transportar azúcares o dipéptidos. Los 

atrayentes que son percibidos directamente por los receptores incluyen a la serina, alanina, glicina 

(Tsr), aspartato, glutamato y maltosa (Tar), dipéptidos (Tap); galactosa y ribosa (Tgr). Estas 

proteínas también se conocen con el nombre genérico de MCPs, el cual representa las siglas: 

¨methyl-accepting chemotactic proteins¨ (proteínas quimiotácticas aceptoras de metilos), ((13, 

150). La metilación de estos receptores en su dominio citoplásmico es fundamental para controlar 

la respuesta adaptativa a los estímulos quimiotácticos, que es el segundo paso de la respuesta 

quimiotáctica, y está mediada por las proteínas CheB y CheR (13, 158, 161, 174). A diferencia de 
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los quimioreceptores anteriores, Aer no tiene un dominio periplásmico. En cambio, posee un 

dominio PAS asociado con a un grupo FAD, que puede ser oxidado directamente por el oxígeno 

o puede detectar el estado redox de la célula interaccionando con uno de los componentes de la 

cadena de transporte de electrones (18, 143). Se ha postulado que la unión del ligando al receptor 

induce el movimiento de las hélices transmembranales, lo que perturba el dominio citoplásmico, 

dando lugar a la transducción de la señal (127). Las proteínas que participan en la transducción y 

regulación de la señal quimiotáctica son seis: CheA, CheB, CheR, CheW, CheY y CheZ. De estas 

CheA, CheY y CheB forman el sistema de dos componentes involucrado en la regulación de la 

respuesta quimiotáctica.  

Los sistemas de dos componentes, presentes en una gran cantidad de especies bacterianas, tienen 

la función común de permitir a la célula detectar y responder a un estímulo del medio ambiente. 

Estos sistemas consisten, en su forma más simple, de una proteína sensoria y de una proteína 

reguladora. El mecanismo por el cual se regulan este par de proteínas es mediado por la 

fosforilación de las mismas. En este caso, CheA es la cinasa capaz de responder indirectamente a 

las señales del medio ambiente, ésta fosforila a las proteínas CheY y CheB, las cuales regulan 

respectivamente, la frecuencia de reorientación y el grado de metilación del receptor (162, 163).  

La proteína CheA interactúa con los receptores quimiotácticos indirectamente, utilizando 

la proteína acopladora CheW (21, 46, 123). El estado del receptor modula la actividad de la 

cinasa CheA (idem), y la proteína CheY en su estado fosforilado (CheY-P) es capaz de unirse a la 

base del motor flagelar, (específicamente a la proteína FliM) y provocar que el flagelo cambie la 

dirección de rotación, del sentido CCW (contrario a las manecillas del reloj) al CW (sentido de 

las manecillas del reloj) (25, 175, 183, 186).  
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 El modelo global propuesto para la respuesta quimiotáctica postula que la unión de un 

atrayente al receptor provoca un cambio conformacional que trae por consecuencia la inhibición 

de la actividad de CheA y por lo tanto, una disminución en la concentración intracelular de 

CheY-P. Esta reducción provoca que los motores flagelares roten en dirección CCW durante un 

lapso de tiempo mayor, disminuyendo los eventos de reorientación y prolongando los periodos de 

movimiento lineal, lo cual se traduce en el desplazamiento de la bacteria en dirección del 

Fig. 5 Representación del sistema quimiotáctico. 
Se pueden apreciar las dos respuestas a un cambio
en el estado del receptor, por un lado un cambio en
la concentración de CheY-P y por otro la 
modificación del estado de mutilación del receptor
por el cambio en concentración de CheB-P. MCP 
(methyl accepting protein) PAP (proteina
adaptadora periplasmica). 
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atrayente. La adaptación a esta nueva concentración de atrayente ocurre por la activación de 

CheA a los niveles anteriores al estímulo. Dicha activación ocurre inclusive si la concentración 

del atrayente no disminuye, por la metilación del receptor catalizada por la proteína CheR (de 

actividad constante) que rebasa la actividad de la enzima que desmetila el receptor denominada 

CheB, la cual requiere ser fosforilada por CheA para alcanzar su taza máxima de desmetilación 

del receptor. Una vez que la bacteria se adaptó al estímulo, ésta presenta el patrón de nado 

característico del nado azaroso previo al estimulo y es capaz de responder a un nuevo incremento 

en la concentración de atrayente.  

 En el caso inverso, esto es, en presencia de un incremento en la concentración de un 

repelente o en la disminución en la concentración de un atrayente, el cambio conformacional del 

receptor provoca la activación de CheA, lo cual produce el aumento de los niveles intracelulares 

de CheY-P. De este modo, las células se reorientan con  mayor frecuencia, lo que le proporciona 

una mayor oportunidad de localizar un medio ambiente favorable. La proteína CheZ es 

reponsable de reducir los niveles de CheY-P a los niveles pre-estímulo. Mientras, la 

desmetilación del receptor (mediada por CheB-P) provoca la inhibición de la cinasa y por lo tanto 

la adaptación. 

 

Regulación de la expresión genética del sistema flagelar. 

 

En una gran cantidad de especies bacterianas, la expresión de las proteínas involucradas 

en la formación del flagelo, está regulada en una jerarquía. El caso mejor estudiado es el de E. 

coli y Salmonella, donde los genes flagelares se dividen  en tres clases (Fig. 6). En la primera 

categoría se encuentra el operón flhDC (57), estos genes codifican para las proteínas que forman 
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el activador heterodimerico requerido para la transcripción de los genes pertenecientes a la clase 

II (95). La transcripción del operón flhDC es regulada positivamente por señales globales, por 

ejemplo:  AMPc/CRP y HNS (87). En el caso de HNS la regulación positiva es indirecta y debida 

a la represión mediada por HNS de un represor de la transcripción del operón  flhDC (79). La 

regulación del operón flhDC es el único punto de control donde se integran señales provenientes 

de otros sistemas de regulación diferentes al flagelar (155). Las proteínas reguladoras de Clase I 

pueden estar involucradas exclusivamente en la regulación de genes flagelares, como es el caso 

de FlhC o estar relacionadas con otro tipo de respuestas como la división celular, la cual es 

inhibida por FlhD (138) quizás mediante la participación de la proteína CadA (lisina 

descarboxilasa) (137). 

 

 

Fig. 6 Jerarquía flagelar de E. coli. 

Los genes pertenecientes a la clase II codifican fundamentalmente para las proteínas 

estructurales del gancho, del cuerpo basal flagelar, proteínas involucradas en el ensamblaje del 
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flagelo (chaperonas y proteínas de andamiaje) y para aquellas involucradas en sensar la correcta 

formación de esta estructura y que controlan la expresión de los genes de clase III (96).  

El mecanismo molecular que permite coordinar la correcta formación de la estructura 

flagelar compuesta de las proteínas codificadas por los genes pertenecientes a la clase II, con la 

expresión de los genes flagelares de clase III, está basado en la interacción del factor σ28 con su 

factor antisigma denominado FlgM (88, 89, 89). Ambas proteínas son codificadas por genes 

pertenecientes a la clase II de la jerarquía transcripcional. Para que ocurra transcripción de los 

genes de la clase III, es necesario que el factor σ28 se libere de su interacción con FlgM, lo cual 

ocurre una vez que el gancho, el cuerpo basal y el aparato de exportación flagelar están completos 

y funcionales. En este punto el factor antisigma es exportado por el aparato de exportación 

flagelar (61, 61, 86, 86), liberando de esta forma al factor σ28 y por consiguiente la transcripción 

de los genes de clase III. Se cree que debe existir una señal que permita un cambio en la 

especificidad del aparato de exportación que de inicio a la exportación del factor antisigma; sin 

embargo, a la fecha ésta no ha sido identificada.  

En la clase III se encuentran los genes que codifican para las proteínas que se localizan en 

la sección distal del flagelo, como son fliC y fliD. En esta clase también se expresan el gen fliS 

que codifica para la chaperona de FliC; los genes que codifican para las proteínas que conforman 

el estator, motA y motB; así como los genes que codifican para las proteínas del sistema 

quimiotáctico (91). 

Como se mencionó, en la mayoría de las bacterias estudiadas a la fecha, se ha encontrado 

que los genes flagelares son expresados siguiendo un patrón jerárquico. Esta forma de expresión 

garantiza que los genes de un nivel inferior en la jerarquía no serán expresados hasta que los 
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genes del nivel superior hayan sido transcritos (91, 153). Además de este control, existe un 

segundo resguardo, el cual asegura que las proteínas transcritas son funcionales, este seguro está 

constituido por el factor σ28 y su antisigma (ya que el factor antisigma no es secretado hasta que 

el gancho termina de ser ensamblado) (61, 86). En conjunto, ambos mecanismos garantizan un 

estricto control de la expresión de los genes flagelares.  

Recientemente, la jerarquía de expresión de los genes flagelares de Pseudomonas 

aeruginosa fue caracterizada en detalle (33). En este estudio se demostró que en el nivel superior 

se encuentra el activador maestro fleQ (33). Esta proteína es un activador transcripcional 

específico  del factor sigma-54 (σ54), que se requiere para activar la transcripcion dependiente de 

la RNA polimerasa asociada al factor σ54 (Eσ54) (176), de los genes involucrados en la formación 

del anillo MS,  del aparato de exportación, así como de los genes regulatorios fleN, flgM y fleSR 

(Fig. 7) (33). La proteína FleN se une a FleQ y provoca una disminución en el nivel de expresión 

de los genes de clase II (32); mientras FleS y FleR son proteínas de la familia de los sistemas de 

dos componentes (147). La proteína FleS es una cinasa que fosforila FleR, y la forma fosforilada 

de FleR (FleR-P), junto con Eσ54,  llevan a cabo la transcripción los genes de la clase III, cuyos 

productos están involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal.  Una vez formado el 

gancho, el factor antisigma (FlgM) es secretado al medio de cultivo, y los genes de clase IV son 

transcritos gracias a la acción del factor σ28 (160).  
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Fig. 7 Jerarquía flagelar de P. aeruginosa. 

A pesar de que el esquema general que controla la expresión de los genes flagelares en P. 

aeruginosa parece estar elucidado, aún queda por determinar sí la expresión fleQ, además de ser 

directamente modulada por Vrf (homólogo de CRP) (31), responde a otras señales globales. Del 

mismo modo, se desconoce sí FleS actúa como cinasa de forma constitutiva, o responde a alguna 

señal no caracterizada. Finalmente cabe mencionar que en este microorganismo la transcripción 

de fliA (σ28) no está bajo control de la jerarquía flagelar, mientras que la expresión de flgM parece 

ser dependiente de más de un regulador (33). 

Aunque con particularidades propias de la especie, se ha observado que σ54 y σ28 

controlan la expresión de los genes tempranos y tardíos, respectivamente, en un buen número de 

γ-proteobacterias  (i.e. Pseudomonas y Vibrio), así como en Helicobacter pylori y Campylobacter 

jejuni (ε-proteobacterias) (99).  
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 A excepción de la jerarquía presente en Caulobacter crescentus, se sabe poco al respecto 

de la forma en la que son expresados los genes flagelares en las α-proteobacterias. Por ejemplo 

en Sinorhizobium meliloti, se sabe que dos reguladores transcripcionales pertenecientes a la 

familia de Lux-R, con dominios típicos de unión a ligando y dominios de unión a DNA, están en 

lo alto de la jerarquía. Es común que este tipo de activadores transcripcionales actuen junto a la 

RNA polimerasa asociada al factor sigma-70, por lo tanto, la transcripción de algunos genes 

flagelares en esta bacteria debe ser dependiente de este factor sigma (154). En contraste, el factor 

σ54 ha sido involucrado en la expresión de los genes flagelares de Azospirillum brasilense, ya que 

cepas mutantes en rpoN son incapaces de nadar (102).  

Caulobacter crescentus es una de las α-proteobacterias mas estudiada a la fecha; esto se 

debe a la diferenciación morfológica que sufre durante su ciclo de vida. Durante una parte del 

ciclo celular la bacteria se encuentra unida a un substrato mediante una prosteca, posteriormente 

la bacteria comienza a elongarse y sintetiza un flagelo en el polo de la célula hija. La división 

celular tiene por consecuencia la aparición de una célula nadadora la cual no se divide. 

Posteriormente, la célula nadadora pierde el flagelo y sintetiza en el mismo polo la prosteca que 

le permite adherirse al sustrato e iniciar un nuevo ciclo celular (69). 

La expresión de los genes flagelares en C. crescentus está regulada por una compleja red 

de mecanismos transcripcionales y postranscripcionales, los cuales tienen como fin sintetizar el 

flagelo en el momento adecuado del ciclo celular (69, 188).  

La jerarquía regulatoria de C. crescentus comprende cuatro clases (Fig. 8). El gen ctrA, se 

encuentra en lo alto de la jerarquía y regula la transcripción de los operones de clase II (139), que 

incluyen a los genes que codifican para el anillo MS, el aparato de exportación y la proteína 



 26

FlbD, la transcripción de los genes de esta clase es dependiente de Eσ70. Las proteínas FlbD y 

Eσ54 son responsables de la transcripción de los genes de la clase III (122, 140, 187); en esta 

clase se encuentran los genes que codifican para el gancho y el cuerpo basal. Los genes de clase 

IV denominados fljK y fljL, codifican para las proteínas que forman el filamento; su expresión es 

dependiente del factor σ54 y de la proteína FlbT la cual degrada el mRNA del gen fljK (98). En 

este microorganismo, la expresión de los genes de las clases III y IV requiere de la correcta 

formación del anillo MS y del aparato de exportación, este evento activa a la proteína FlbD (114). 

La incorrecta formación o funcionamiento del anillo MS y del aparato de exportación provoca 

que la proteína FlbD se asocie con la proteína FliX, evitando así la expresión del resto de los 

genes de la jerarquía (115). Otro punto de resguardo impide la acumulación de los transcritos de 

flagelina en ausencia del gancho y del cuerpo basal (producto de la expresión de los genes de la 

clase III) (5). Aunque no se conoce en detalle el mecanismo molecular que opera en este punto de 

control, se sabe que la proteína FlbT juega un papel esencial (6, 98).  

 

Fig. 8 Jerarquía flagelar de C. crescentus. 
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El factor σ54 y sus activadores. 

 Los factores σ se agrupan en dos familias. Los factores sigma de la familia de σ70 que 

incluyen σ70, σS, σ32, σ24, σ28 y σfecI; mientras la familia de σ54 tiene a σ54 como único miembro. 

La división de los factores sigma en dos familias está basada en diferencias en secuencia 

primaria, lo que implica diferencias funcionales y evolutivas entre los mismos (49).  

 Una de las mayores diferencias funcionales entre estos factores sigma, es el hecho de que 

el factor σ54 es incapaz de iniciar transcripción por sí mismo. La iniciación de la transcripción 

mediada por σ54 requiere de una proteína activadora que remodela las interacciones DNA-

RNApolimerasa y permite la formación de complejo abierto (26).  

 A diferencia de los promotores reconocidos por los factores σ70 (los cuales muestran cajas 

conservadas a -35 y -10), los promotores reconocidos por σ54 muestran secuencias conservadas 

en las regiones -24 y -12. La secuencia consenso de los promotores σ54 es: TGGCAC N5 

TTGCA/T, siendo los nucleótidos GG y GC, así como la distancia entre estos, prácticamente 

invariantes (14).    

 El factor σ54 fue descrito por primera vez como un factor relacionado con la expresión de 

los genes involucrados en el metabolismo de compuestos nitrogenados. Sin embargo, estudios 

posteriores demostraron que otras categorías funcionales son dependientes de σ54, por ejemplo: la 

síntesis de flagelo, la expresión de genes involucrados en la degradación de compuestos 

xenobióticos,  la síntesis de fimbrias, la expresión de genes involucrados en el transporte de 

ácidos dicarboxílicos, etc. (144). 

 Como fue mencionado previamente, la holoenzima Eσ54 (RNA polimerasa-σ54) es incapaz 

de iniciar la transcripción. En este caso, la iniciación de la transcripción requiere de una proteína 
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activadora que remodela las interacciones DNA-RNA polimerasa y permite la formación de 

complejo abierto  (135, 181). Las proteínas activadoras de Eσ54 muestran como característica 

esencial, un dominio de unión e hidrólisis de ATP, el cual es indispensable para remodelar las 

interacciones DNA-holoenzima (182, 184). En general estas proteínas activadoras se unen al 

menos 100 pb río arriba del promotor (145), y desde este sitio contactan al complejo Eσ54-DNA 

(complejo cerrado), a través de la formación de un asa en el DNA (166).  La interacción de estas 

proteínas promueve la formación de complejo abierto con la concomitante hidrólisis de ATP (27, 

181). Debido a la distancia que guardan el promotor y el sitio de unión de la proteína activadora, 

a este tipo de activadores se les denomina EBPs, de las siglas en inglés “enhancer binding 

proteins” (85, 184, 189).  

Las proteínas activadoras de σ54 son proteínas modulares que consisten en general de tres 

dominios funcionales. El dominio central, altamente conservado, y que incluye a estas proteínas 

dentro de la familia de las AAA+-ATPasas; es responsable de la hidrólisis de ATP, 

oligomerización y a través de sus contactos con el factor σ54 presente en la Eσ54, de la activación 

de la transcripción. El dominio COOH-terminal es responsable de la unión al DNA por medio de 

un motivo hélice-vuelta-hélice (HTH8) que le confiere especificidad a la EBP para la activación 

de únicamente los complejos cerrados formados por la Eσ54 en los promotores relacionados con 

la respuesta con la que esta relacionada cada EBP (184, 189). 

Las AAA+-ATPasas forman una familia de proteínas involucradas en una gran variedad 

de funciones celulares, de ahí el acrónimo AAA+, “ATP-ases associated with various cellular 

activities”. Las proteínas de esta familia acoplan la energía generada por la hidrólisis de ATP a la 

remodelación de diferentes substratos, como proteínas, DNA, o complejos de DNA-proteína (37, 
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120). El dominio central de las EBPs muestran los rasgos de las AAA+-ATPasas, los cuales 

consisten de varios dominios conservados, entre los cuales destacan la caja Walker A, Walker B, 

la SRH (“second region of homology”), los así llamados, sensor-I y sensor-II, y un residuo de 

arginina involucrado en la hidrólisis de ATP (50). Estos rasgos estructurales, así como otros 

motivos de secuencia conservados entre las diferentes EBPs, se agrupan en siete cajas 

identificadas por Osuna, et. al. (Fig. 9) (126). De particular importancia es el motivo GAFTGA 

presente en la caja C3 (Fig. 9). Dicho motivo se encuentra presente únicamente en las EBPs, y se 

ha identificado como uno de los puntos de interacción con σ54 (20).   

Al igual que otras AAA+-ATPasas, las EBPs una vez activadas se ensamblan en 

multímeros; estos oligómeros, generalmente hexámeros, forman anillos cuyo sitio activo se forma 

en la interfase de cada subunidad. Recientemente, la estructura de NtrC1, mostró que el dominio 

NH2  controla la actividad de NtrC1 impidiendo la formación de oligómeros (93). La estructura 

cristalina del dominio AAA+ de la proteína apo-PspF, junto con datos de crio-EM de este 

dominio unido tanto a σ54, como a un análogo de ATP, reveló rasgos de la interfase entre el 

dominio AAA+ y σ54, y sugirió un mecanismo para la activación mediado por el motivo 

GAFTGA (141). Finalmente, las estructuras a alta resolución de PspF unida a ADP, y ATP 

mostró desplazamiento de motivos específicos del dominio AAA+, dependientes de la identidad 

del nucleótido (142).  

A pesar de la gran cantidad de información que se tiene acerca de las proteínas AAA+-

ATPasas, así como de las EBPs, el mecanismo por el cual se acopla la hidrólisis de ATP a la 

remodelación de sustratos es a la fecha desconocido. 
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Fig 9. Arquitectura general y motivos conservados de las EBPs. Los motivos consenso se 
obtuvieron a partir de una alineamiento de 41 EBPs y representan una conservación minima del 

90%. “B” representa aminoácidos hidrofobitos, “X” representa cualquier amino acido. 
 

Por otro lado, el dominio NH2-terminal de las EBPs es variable, ya que a través de éste se 

regula la actividad ATPasa en respuesta a señales específicas. Las EBPs se han clasificado en 

diversos grupos en base a la arquitectura del dominio regulatorio o NH2-terminal (164) (Fig. 10 ). 

 A continuación se hace una breve descripción de los grupos de EBPs mejor 

caracterizados.  

EBPs con un dominio RES (Regulador de Respuesta) Este grupo de EBPs está formado en 

su mayoría por aquellas proteínas que pertenecen a sistemas de dos componentes aunque en 

algunos casos se desconoce la cinasa cognada. En este tipo de EBPs, el dominio NH2-terminal 

muestra un dominio homólogo a la proteína CheY (arquetipo de los reguladores de respuesta). 
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Fig. 10 Composición por dominios de distintas EBPs representativas. Res-reg, dominio regulador 
de respuesta; HisK, dominio de hidtidine cinasa; HATPase, dominio de ATPase; V4R, dominio 
V4R; GAF, dominio GAF; PAS, dominio PAS; P, dominio PAC; AcD, dominio de acetaldehido 
deshidrogenase; CBS, dominio CBS; IclR, dominio IclR; PRD, dominio PRD; EIIA, dominio IIA 

de la enzima PTS; Hpr, dominio PTS Hpr. 
 

Las EBPs involucradas en la respuesta celular a la limitación de nitrógeno y en el 

transporte de ácidos dicarboxílicos, denominadas, NtrC y DctD respectivamente, son activadas 

por fosforilación de un residuo de aspartato conservado. En el caso de NtrC, la fosforilación 

favorece la formación de oligómeros, los cuales son ahora capaces de activar la transcripción. En 

contraste, la fosforilación de DctD elimina un efecto inhibitorio que el dominio NH2-terminal 

ejerce sobre el dominio central. En el caso de NtrC, la remoción del dominio NH2-terminal da 
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lugar a una proteína inactiva; mientras en el caso de DtcD, la remoción del dominio NH2-terminal 

da lugar a una proteína constitutiva.  

EBPs con un dominio PTS. En este grupo se encuentran aquellas proteínas que llevan en 

su extremo NH2-terminal un dominio de respuesta a los componentes del sistema de 

fosfotransferasa (PTS). En este caso, componentes fosforilados del sistema PTS fosforilan 

residuos de histidina que modulan la actividad de la EBP .  

Diferentes tipos de EBPs son reguladas por la unión de una molécula efectora al dominio 

NH2-terminal. El dominio VR4 (vinil-4-reductasa) el cual une pequeñas moléculas tales como 

hidrocarburos. Las EBPs XylR y DmpR, unen xileno y 3,4-dimetilfenol respectivamente. El 

domino GAF (cGMP-specific and -stimulated phosphodiesterases; adenylate cyclases and FlhA) 

permite la union de diferentes moléculas pequeñas y se encuentra en una copia como ocurre en 

NifA de Azotobacter vinelandii donde une oxoglutarato, o en muchos otros casos duplicado, 

como en FhlA de E. coli donde une formato.  

El dominio PAS permite la union de moléculas efectoras del tipo de los grupos hemo o 

flavín pero a diferencia del dominio GAF con el cual tiene una alta similitud a nivel estructural, 

no responde al pegado de la molécula efectora, si no a cambios conformacionales de esta 

provocados por algún estimulo. 

 En contraste con las EBPs descritas hasta ahora, existen varios activadores de σ54 que 

carecen del dominio NH2-terminal, que se supone son constitutivos. En este caso, la expresión del 

gen que codifica para la proteína activadora representaría el punto de control para la activación de 

sus genes blanco. Alternativamente la EBP puede ser regulada por la union de otra proteína, 

como ocurre con la proteína PspF clasificada dentro de este grupo, y que carece de la región NH2 
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terminal pero que es regulada por la unión de la proteína PspA, la cual se une directamente al 

dominio central de PspF inhibiendola hasta que se presenta un estimulo que no ha sido 

caracterizado por completo. 

Un grupo particular de EBPs lo constituyen aquellas que carecen del dominio COOH-

terminal, y a la fecha la proteína FlgR de Helicobacter pylori, es la única EBP plenamente 

caracterizada que pertenece a  este grupo (23). La proteína CtcC de Chlamydia trachomatis, 

tampoco muestra un dominio de unión a DNA; sin embargo, a la fecha no se conocen los genes 

activados por CtcC (81). Se ha propuesto que las EBPs pertenecientes a este grupo, activarían 

Eσ54 sin hacer contacto con el DNA.  

 

  Antecedentes particulares 

 

Rhodobacter sphaeroides es un organismo de vida libre con una gran variabilidad 

metabólica; capaz de realizar fotosíntesis si se encuentra en un ambiente anaerobio y luminoso. 

En ausencia de luz pero todavía en un ambiente anaerobio puede obtener energía por 

fermentación o respiración anaerobia y en un ambiente con oxígeno puede respirar 

aeróbicamente. Finalmente, siempre que se encuentre en un ambiente anaerobio y en caso de que 

lo requiera,  puede fijar nitrógeno atmosférico. Esta versatilidad metabólica se ve reflejada en la 

cantidad de estímulos a los que es capaz de responder para buscar las condiciones de crecimiento 

mas apropiadas, así se han reportado hasta el momento quimiotaxis, fototaxis, aerotaxis y taxis 

energética (171).  
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Esta especie bacteriana tiene un solo flagelo el cual rota unidireccionalmente en el sentido 

de las manecillas del reloj (CW). En esta bacteria, las trayectorias de desplazamiento lineal son 

interrumpidas por breves episodios en los cuales la rotación del flagelo se detiene y el 

movimiento Browniano reorienta a la célula. Durante los periodos de paro, la hélice que forma el 

filamento flagelar se relaja y adopta una conformación de corta longitud de onda y larga 

amplitud, lo que trae por consecuencia que la hélice se retraiga hacia el cuerpo bacteriano (7). 

Recientemente, fue observado que durante estos periodos de paro el flagelo parece seguir rotando 

aunque a velocidades muy bajas, por lo que se propueso que esta lenta rotación podría favorecer 

la reorientación de la bacteria (8).  

La frecuencia de los eventos de paro se encuentra controlada por los estímulos del medio 

ambiente. En presencia de un atrayente, la frecuencia de estos eventos disminuye, y  cuando el 

atrayente es removido, la frecuencia de los eventos de paro aumenta. Esta conducta es semejante 

a la respuesta quimiotáctica clásica descrita para las enterobacterias (132). Además de esta 

respuesta, se ha observado que en presencia de un atrayente, la velocidad de nado de la bacteria 

aumenta hasta en un 25%, este fenómeno conocido como quimiocinesis sólo ha sido observado al 

añadir ácidos orgánicos débiles, los cuales son los más fuertes atrayentes en esta bacteria (129). 

Las bases moleculares que controlan la quimiocinesis son a la fecha desconocidas, aunque datos 

preliminares sugieren que este fenómeno es independiente del potencial electroquímico o de la 

tasa de transporte de electrones (51, 129).  

Por otro lado, la respuesta quimiotáctica en este organismo también muestra 

particularidades interesantes, por ejemplo, a la fecha no se han identificado moléculas repelentes. 

Además, los atrayentes parecen ser subproductos metabólicos, dado que es requisito 

indispensable el transporte y/o el metabolismo de los atractantes primarios para que estos 
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produzcan una respuesta quimiotáctica (65, 65, 66, 70, 70, 133, 133, 134, 134). Los principales 

atrayentes son ácidos orgánicos débiles, aunque también han sido observadas respuestas hacia 

azúcares y aminoácidos pero la intensidad de la respuesta es moderada o muy débil (70, 134). 

Recientemente, ha sido descrita una respuesta repelente a la luz azul y una posterior respuesta 

adaptativa caracterizada por la liberación de metanol producido por la supuesta desmetilación de 

un receptor a la fecha desconocido (82). La respuesta a la luz de R. sphaeroides parece estar 

compuesta de dos diferentes rutas. En una de ellas, a longitudes de onda mayores a 500 nm la 

producción de metanol sigue el espectro de absorbancia de los pigmentos fotosintéticos, 

sugiriendo que éstos actúan como sensores en esta respuesta. La respuesta repelente observada 

ante un abrupto incremento en la luz azul, es independiente de los pigmentos fotosintéticos (esto 

es, no se observó diferencia en la intensidad de la respuesta en células crecidas a altas o bajas 

intensidades de luz); por lo tanto, la identidad del fotoreceptor que media esta respuesta es 

desconocida. Se supone que este fotosensor no es una rodopsina, ya que ha la fecha no han sido 

identificadas estas moléculas en ninguna bacteria púrpura. Se cree que estas dos diferentes 

respuestas a la luz le permiten a R. sphaeroides modificar su patrón de nado hacia el ambiente 

más favorable para la fotosíntesis, y al mismo tiempo evitar el daño de la radiación azul (82, 82). 

En cuanto al  estudio del flagelo en R. sphaeroides, en el laboratorio y previo a la 

secuenciacion del genoma de esta bacteria, se clonó el gen que codifica para la proteína fliM. Este 

gen fue identificado en un fragmento SalI de 4.6 kb. La secuencia nucleotídica de dicho 

fragmento, reveló la presencia de ocho marcos de lectura abiertos, cuya traducción conceptual 

mostró similitud con las proteínas FliL, FliM, FliN, FliO, FliP, FlilQ, FliR y FlhB. Cepas 

mutantes llevando el alelo fliM::uidA-aadA presentan fenotipo Fla-, esto es, son incapaces de 
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ensamblar el flagelo (45). Esto puede ser explicado dado que FliM y/o FliN parecen estar 

involucradas en la estabilización del aparato de exportación flagelar (84).  

El análisis de complementación de esta mutante, sugirió que la unidad transcripcional a la 

cual pertenece fliM, inicia en algún punto río arriba del sitio SalI localizado en fliK, y termina 

después de fliN. Por lo tanto,  fliO, fliP, fliQ, fliR y flhB deberían pertenecer a una unidad 

transcripcional diferente. Esta hipótesis fue apoyada dado que entre los genes fliN y fliO se 

encuentra una región de 130 pb, la cual muestra una secuencia similar al promotor consenso 

reconocido por el factor σ54 (45, 131). Estudios llevados a cabo mediante análisis por deleción, 

mapeo del sitio de inicio de la transcripción, y mutagénesis dirigida, llevaron a la conclusión que 

la secuencia promotora localizada entre fliN y fliO, corresponde a un promotor funcional 

dependiente de Eσ54. Adicionalmente, se determinó que río arriba de los genes flgB y fliK existen 

promotores funcionales dependientes de Eσ54. Dado que el promotor ubicado río ariba de flgB, es 

responsable de  la expresión de los genes flgBCDEF, y el promotor río arriba de fliK transcribe 

los genes fliKLMN, se llegó a la conclusión que el factor σ54 es responsable de la expresión de los 

genes involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal en R. sphaeroides (131). 

Como se mencionó en la sección anterior, Eσ54 requiere de una proteína activadora, o 

EBP, para llevar a cabo la iniciación de la transcripción. Dado que los genes flagelares 

involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal son dependientes del factor σ54, nos 

propusimos como objetivo, el identificar al activador específico para la expresión de estos genes. 

Asimismo, nos propusimos determinar si estos genes son expresados siguiendo un orden 

jerárquico. 
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Hipótesis 

Los genes involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal flagelar requieren 

para su expresión del factor σ54; por lo tanto, debe existir al menos un factor transcripcional de la 

familia de las EBPs involucrado en la expresión de los genes flagelares en R. sphaeroides. 

 

Objetivos: 

 

1. Identificar el gen que codifica para la proteína activadora de la transcripción de 

los genes flagelares. 

2. Determinar si los genes flagelares de este organismo se expresan siguiendo un 

orden jerárquico. 
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Resultados 

 

Identificación las posibles EBPs codificadas en el genoma de R. sphaeroides. 

 

 Con el objeto de identificar el regulador maestro de los genes flagelares de R. 

sphaeroides, se llevó a cabo una búsqueda por medio de BLAST de aquellos polipéptidos 

similares a la región central de la proteína NtrC de E. coli, utilizando la base de datos de todas las 

posibles proteínas codificadas en el genoma de R. sphaeroides. De esta forma, se identificaron 

once posibles EBPs, de las cuales diez se encuentran presentes en el cromosoma I y una en el 

cromosoma II.  

 

Fig. 11 Alineamiento de la region central de las EBPs de R. sphaeroides. Los 5 motivos mejor 
conservados estan subrayados y se muestra el consenso de cada motivo presentado en la fig. 9.  
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Fig. 12 Contexto genomico, dominios y analisis de la region central de FleQ y FleT. A, Contexto 
genomico de fleQ y torf (fleT). gi:46193489 es la posible muramidasa flagelar. Ambos genes se 

encuentran dentro de una region cromosomal que contiene a todos los genes flagelares con 
excepcion de motA y motB. B, Dominios encontrados por CDART a partir de la traducción 

teorica de fleQ y fleT. C, Analisis de la region central de FleQ y FleT. Se indican subrayadas las 
siete cajas conservadas identificadas por Osuna et. al., las cajas grises indican los motivos 

reportados por Xu y Hoover. Los puntos grises indican los aminoácidos que coinciden con el 
consenso reportado por Xu y Hoover, los puntos negros señalan los aminoácidos no coincidentes. 

Las “X” indican las posiciones para las cuales no hay una preferencia en el consenso. 
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Un alineamiento múltiple de la región central de estas proteínas mostró que seis de ellas no tienen 

el motivo conservado GAFTGA localizado en la segunda mitad del motivo Switch I, sugiriendo 

que R. sphaeroides solo tiene cinco activadores de σ54 funcionales (Fig. 11). Por otro lado, el 

análisis del contexto genómico de estas cinco EBPs, reveló que dos de ellas están situadas dentro 

o en la vecindad de operones flagelares (Fig. 12A).  En la anotación del genoma, estos marcos de 

lectura (orfs) fueron denominados torf y fleQ. El gen fleQ, se encuentra localizado río abajo del 

gen flgL, el cual codifica para la proteína adaptadora 1 o HAP1 y de un orf que codifica para una 

muramidasa putativa (Fig 12A). El gen torf parece ser parte del operón fliEFGHIJ, ya que el 

codón de inicio del gen fliE se encuentra 13 nucleótidos  río abajo del codón de término de torf. 

El análisis de la estructura primaria tanto de Torf como de FleQ no reveló un dominio 

regulatorio, y sorprendentemente, no fue posible identificar un dominio HTH en Torf (Fig. 12B). 

Con respecto al dominio central, FleQ posee bien conservadas las siete cajas descritas para las 

EBPs, mientras Torf muestra algunas discrepancias, en particular en la caja C3, con dos 

aminoácidos no canónicos (Fig. 12C). 

 

 

Aislamiento y caracterización de cepas mutantes en fleQ y torf (fleT). 

 

Con el objeto de evaluar si FleQ y Torf participan en la expresión de los genes flagelares, 

se procedió a aislar cepas mutantes en cada uno de estos genes, así como la cepa doble mutante. 

Para ello, se utilizó un fragmento SalI de 3773 pb que abarca la mitad del gen cheA4, torf, fliE, y 

un tercio del gen flliF. Dicho fragmento fue clonado directamente del cromosoma de R. 
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sphaeroides, utilizando como sonda un fragmento del gen fliF. El plásmido que lleva dicho 

inserto fue denominado pRS4000 y la secuencia nucleotídica del mismo fue determinada. 

Posteriormente, un cassette de resistencia a espectinomicina fue clonado en el sitio PstI, el cual se 

ubica dentro de la región codificadora de torf. El fragmento fue finalmente transferido a un 

plásmido conjugable pero incapaz de replicarse en R. sphaeroides. El plásmido resultante fue 

transferido a R. sphaeroides por medio de conjugación y los eventos de doble recombinación 

entre el plásmido y el cromosoma, fueron seleccionados siguiendo el fenotipo GmS (resistencia 

del plásmido) y SpcR (resistencia del cassette). La cepa con la mutación torf::aadA, fue 

denominada SP13. 

Para aislar la cepa mutante en fleQ, se clonó un fragmento de PCR de aproximadamente 2 

kb que incluye toda la región codificadora de fleQ (1230 pb) y parte de las secuencia de los genes 

fliD y RSP0072. Posteriormente, la secuencia codificadora de fleQ fue interrumpida con un 

cassette de resistencia a kanamicina, clonado entre los sitios PstI, lo cual elimina 

aproximadamente 800 pb de la secuencia de fleQ. El fragmento una vez clonado en el plásmido 

suicida pJQ200, fue transferido por conjugación a la cepa silvestre de R. sphaeroides y a la cepa 

mutante en torf. Los eventos de doble recombinación fueron seleccionados siguiendo el fenotipo 

GmS KanR. La cepa con la mutación fleQ∆::kan fue denominada SP12 y la cepa con las 

mutaciones fleQ∆::kan torf::aadA, fue denominada SP14.  

La capacidad de nado de las cepas mutantes fue evaluada en cajas de agar semisólido 

(0.3%) y mediante observación directa en el microscopio óptico, mediante iluminación de campo 

obscuro. Como se observa en la figura 13, la cepa silvestre (WS8) forma un halo a partir del 

punto de inoculación, lo cual revela su capacidad de nado; en contraste, las cepas SP12, SP13 y 
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SP14, aunque muestran crecimiento, éstas no se desplazan del punto de inoculación. La 

observación en el microscopio demostró que estas cepas son incapaces de nadar. Dado que la 

mutación en torf afecta la capacidad de nado, este gen fue denominado fleT. 

 

Fig. 13 Ensayo de motilidad de las cepas mutantes en fleQ y fleT. 1, Cepa silvestre (WS8); 
2, SP13 (fleT::aadA); 3, SP12 (fleQ::kan); 4 SP13/pRS210; 5, SP13/pRS211; 6, SP12/pRS210; 7, 

SP12/pRS211; 8, SP14 (fleT::aadA, fleQ::kan); 9, SP14/pRS210; 10, SP14/pRS211. 
 

 Con el propósito de determinar el papel de estas EBPs en la jerarquía flagelar, se llevó a 

cabo un análisis de complementación utilizando los plásmidos pRS210 y pRS211. Dichos 

plásmidos permiten la expresión de fleT (pRS210) y de fleQ (pRS211), a partir del promotor lac 

presente en el vector. En la fig. 13, se muestra la complementación de SP12 y SP13 con los 

plásmidos pRS211 y pRS210, respectivamente; indicando que en estas cepas el único gen 

afectado es fleT y fleQ. Sin embargo, al introducir pRS210 (fleT+) a la cepa SP12 (fleQ∆::kan), o 

pRS211 (fleQ+) a la cepa SP13 (fleT∆::kan), no se recuperó la capacidad de nado. Asimismo, la 

cepa doble mutante SP14 no fue complementada por ninguno de estos plásmidos. En conjunto, 

estos resultados sugieren que ambos activadores transcripcionales son requeridos para expresar 
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los genes flagelares; sin embargo, en este punto no es posible descartar si ambos son necesarios 

para transcribir todos los genes, o si un cierto número de genes requiere de FleT y otro de FleQ. 

 

Actividad Transcripcional de los Promotores Flagelares en las Cepas SP12 (fleQ∆::kan), 

SP13 (fleT∆::aadA) y SP15 (fliA∆::kan). 

 

Con el fin de definir el papel de FleT y FleQ en la jerarquía transcripcional flagelar de R. 

sphaeroides, se evaluó la actividad de varios promotores flagelares utilizando para ello el gen 

reportero uidA, el cual codifica para la enzima β-glucuronidasa.  

 Inicialmente se identificaron todas las regiones intercistronicas ubicadas rio arriba de 

genes flagelares conocidos. Se identificaron posibles promotores dependientes de σ54 (Fig. 14A) 

para posteriormente amplificar por PCR  fragmentos de aproximadament 600 pb que contienen la 

secuencia consenso reconocida por σ54, así como al menos 120 pb río arriba y 100 pb río abajo. 

Los productos de PCR fueron clonados en el plásmido pBBMCS53 (el cual lleva el gen reportero 

uidA), e introducidos por conjugación a las cepas SP12, SP13, SP15 (fliA::kan) y SP7 

(rpoN2∆::kan). 

 Por otro lado, se amplificó la posible región regulatoria de los genes fliC, fliS  ya que río 

arriba de la región codificadora de estos genes se identificó una secuencia similar a la secuencia 

promotor reconocida por σ28 de E. coli (Fig. 14). Adicionalmente se amplificó la región 

regulatoria de cheA4, el cual es el primer gen de un operon quimiotactico localizado dentro de la 

region cromosomal donde se ubican los genes flagelares. Esto se hizo a pesar de que en la región 

regulatoria de cheA4 no fue posible detectar una secuencia promotora consenso ni para σ54 ni 
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para σ28, dado que en E. coli los genes quimiotacticos son parte de la jerarquía flagelar. Los 

productos de PCR fueron clonados en el plásmido pBBMCS53 e introducidos en las cepas de R. 

sphaeroides previamente descritas en este trabajo (Fig 15). 

 

Fig. 14 Secuencias logo de los promotores dependientes de σ54 o de σ28 identificados. A, Logo de 
los promotores dependientes de σ54 localizados en las regiones intercistronicas rio arriba de los 
siguientes genes flagelares: fliK, fliO, motA, flhA, flgA, flgB, flgG y fleT. B, Secuencia logo de 

posibles promotores dependientes de σ28 localizados en las regiones intercistronicas rio arriba de 
los siguientes genes flagelares: fliC, fliD, fliS, flgK y flgM. 

 
 Como se puede observar en la figura 15A, en la cepa silvestre todas las regiones 

promotoras clonadas promovieron la actividad de la enzima β-glucuronidasa. Dicha actividad, 

con excepción de la del promotor cheA4 (pcheA4) y de una pequeña actividad residual del 

prmotor fleTp, es dependiente de la presencia de la proteína RpoN2 ya que ninguna de las otras 

fusiones mostró actividad enzimática en la cepa SP7 (Fig 15D). Estos resultados indican que la 

expresión de los promotores flagelares es, directa o indirectamente, dependiente de RpoN2 y que 
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aparentemente los genes quimiotacticos de esta bacteria son regulados por un sistema 

independiente al flagelar. 

 

Fig. 15 Actividad transcripcional de las fusiones de los promotores flagelares al gen reportero 
uidA. La actividad final de las barras que llegan al final de la grafica se dan en el recuadro 

inferior. Las actividades estan expresadas en nmol de producto/min/mg de proteina. 
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De acuerdo a su nivel de actividad en la cepa SP12 (fleT::aadA) (Fig 15B), los promotores 

flagelares dependientes de σ54 pueden ser divididos en dos grupos: el primer grupo está formado 

únicamente por el promotor localizado río arriba del operón fleT, el cual muestra un alto nivel de 

actividad enzimática (Fig 15 ver recuadro iferior). En contraste, el resto de los promotores 

flagelares dependientes de σ54, muestran un nivel muy bajo de actividad en esta cepa. 

 En ausencia de FleQ, la actividad del segundo grupo de promotores es completamente 

abolida, mientras el promotor fleT muestra actividad residual (Fig. 15C). Estos resultados 

sugieren que FleQ es el regulador maestro de los genes flagelares. No obstante, la actividad 

residual promovida por la fusión del promotor fleT, en las cepas SP14 y SP7 (Fig 15C y D), 

sugiere la presencia de un segundo promotor, el cual sería independiente de RpoN2 y FleQ.  

 En base al nivel de expresión del gen reportero, podemos deducir que la regulación de la 

expresión del operón fleT es compleja, ya que además de la posible existencia de dos promotores, 

la ausencia de fleT provoca un aumento de la actividad enzimática de aproximadamente 10 veces, 

con respecto al nivel observado en la cepa silvestre (Fig. 15 comparar en el recuadro inferior la 

actividad del promotor fleTp en la cepa WS8 con la de este promotor en la cepa con la mutación 

fleT::aadA); este resultado sugiere que FleT regula negativamente la expresión del operón fleT.  

 Ya que FleQ es requerido para transcribir fleT, los resultados anteriores no permiten 

evaluar si la falta de actividad del segundo tipo de promotores flagelares en la cepa SP13 

(fleQ∆::kan) (Fig. 15C) es debida únicamente a la ausencia de FleQ, o también a la falta de FleT. 

 Con objeto de clarificar este punto, se procedió a determinar las actividades de β-

glucuronidasa promovidas por las fusiones del grupo dos, en la cepa SP13/pRK210 (Fig 15F); 

dado que el plásmido pRK210 expresa el gen fleT+ a partir del promotor del vector, el nivel de 
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actividad de los promotores fusionados en el plásmido compatible pBBMCS53, reflejará la 

dependencia de estos promotores por cada una de las EBPs.   

 Como se muestra en la figura 15F, en la cepa SP13/pRK210, ninguna de las fusiones 

mostró el nivel de actividad observado en la cepa silvestre, indicando que la transcripción a 

niveles normales a partir de estos promotores requiere tanto de FleQ como de FleT.  

 Se puede observar que el segundo grupo de promotores muestra un nivel de actividad 

mayor en la cepa SP12 (fleT∆::aadA) que en la cepa SP13/pRK210, sugiriendo que FleQ 

funciona como el principal activador transcripcional. Aunque este nivel de activación se 

encuentra muy por debajo del observado en la cepa silvestre, y por lo tanto no es suficiente para 

promover la formación del flagelo. 

 Por otro lado, el bajo nivel de actividad enzimática promovida por los promotores fliOp, 

fliGp y motAp, en la cepa SP13/pRS210 muestra que FleT también puede funcionar por sí misma 

como activador transcripcional a pesar de no tener un dominio de unión al DNA (Fig. 12B). 

 Ya que la transcripción del operón fleT es dependiente únicamente de FleQ, y la 

transcripción de los promotores flagelares del grupo dos es dependiente de FleQ y FleT, nosotros 

concluimos que el operón fleT representa la Clase II, mientras el resto de los promotores 

flagelares dependientes de σ54, representan la Clase III de la jerarquía flagelar en esta bacteria. 

 Con el fin de obtener evidencia directa que apoye la idea de que los promotores fliCp y 

fliSp, representan la Clase IV de la jerarquía flagelar, se determinó la actividad enzimática de 

todas las fusiones transcripcionales en la cepa SP15 (fliA∆::kan). Como se observa en la figura 

15E, los promotores fliCp y fliSp, son los únicos incapaces de expresar el gen reportero en esta 

cepa, lo cual sugiere que ambos promotores son reconocidos por el factor σ28 (codificado por el 
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gen fliA). Asimismo, la falta de actividad de estos promotores en las cepas SP12 y SP13, indica 

que su expresión se encuentra controlada indirectamente por los genes de la clase superior de la 

jerarquía.  

  

Mapeo del Sitio de Inicio de la Transcripción de Promotores Pertenecientes a las Clases I, II 

y IV. 

 

 Previamente, se habían reportado los sitios de inicio de la transcripción de los promotores 

fliOp, fliKp y flgB (131); ya que estos promotores formarían parte de la Clase III en la jerarquía, 

se procedió a identificar los sitios de inicio de la transcripción para algunos de los promotores 

representativos de otras clases. 

  Como se describió en la sección anterior, los promotores fliCp y fliSp son incapaces de 

promover la expresión del gen reportero en la cepa SP15 (fliA∆::aadA), lo que sugiere que ambos 

promotores son reconocidos por el factor σ28. Para confirmar este resultado se decidio mapear el 

sitio de inicio de la transcripcion de fliCp (Fig. 16B). Por otro lado para obtener evidencia 

experimental de al menos uno de los promotores dependientes de σ28 predichos se mapeo el sitio 

de inicio de la transcripción del promotor fliDp (Fig. 16B).  En ambos casos el sitio de iniciación 

se encuentra a la distancia apropiada de una secuencia similar al promotor consenso reconocido 

por el factor σ28 (Fig. 16C).  Adicionalmente, no se observó ninguna señal correspondiente a esta 

población de mensajeros, al utilizar RNA total extraído de la cepa SP15 (fliA∆::aadA)  (Fig. 16B 

comparar carriles a y b). Estos resultados apoyan la idea de que los promotores fliCp, fliSp y 
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fliDp, son expresados a partir de promotores dependientes del factor σ28, conformando así la 

Clase IV de la jerarquía de expresión flagelar en R. sphaeroides. 

  

Fig. 16 Sitios de inicio de la transcripcion del promotor de Clase II fleTp y de los promotores de 
clase IV fliCp y fliDp. A, Experimento de extensión del cebador para determinar el inicio de la 
transcripcion del promotor fleTp. B, Experimentos de extensión del cebador para determinar el 

sitio de inicio de la transcripción de los promotores fliCp y fliDp (“a” el RNA utilizado fue 
obtenido de la cepa SP15; “b” el RNA utilizado fue obtenido de la cepa silvestre WS8). C, 

Secuencia de los promotores caracterizados. Las cajas -12 y -24 del promotor dependiente de σ54 
de fleTp asi como las cajas -10 y -35 de los promotores dependientes de σ28 de fliC y fliD estan 

subrayadas. El posible promotor dependiente de σ70 de fleT se indica con puntos negros sobre las 
bases. Los inicios de la transcripcion identificados se indican con asteriscos. 
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Por otro lado, los resultados obtenidos de la fusión fleTp-uidA, sugirieron que en dicha 

región regulatoria podían existir dos diferentes promotores; uno dependiente de σ54 y otro 

constitutivo, probablemente dependiente de σ70. De acuerdo con esta posibilidad, se observaron 

dos posibles sitios de inicio de la transcripción para fleT (Fig. 16A), uno de ellos se encuentra 13 

nt río abajo del dinucleótido GC, presente en la caja -12, de los promotores dependientes de σ54 

(Fig. 16C asterisco 1). Mientras el otro mensajero, que corresponde a una señal mucho más débil, 

inicia 10 nt río arriba del transcrito anterior (Fig. 16C asterisco 2). La búsqueda de posibles 

promotores en esta región, reveló la existencia de una posible secuencia promotora similar a la 

reportada para otros promotores dependientes de σ70; así como una secuencia altamente similar al 

consenso reconocido por el factor σ54. 

 Finalmente, con el objeto de identificar el promotor responsable de la transcripción del 

gen fleQ, inicialmente aislamos una cepa que en el cromosoma lleva la fusión transcripcional 

fleQ::uidA-aadA, remplazando al alelo silvestre fleQ. La introducción de los alelos rpoN2::kan, o 

fleT∆::kan , no modificaron el nivel de expresión del gen reportero, indicando que la expresión de 

fleQ es independiente de las proteínas RpoN2, FleQ o FleT (datos no mostrados). 

 La búsqueda de una posible secuencia promotora ubicada río arriba de fleQ, no 

proporcionó resultados significativos; por lo tanto, se llevó a cabo un ensayo de protección a 

RNAsas, utilizando RNA total aislado de la cepa silvestre, y como sonda, un RNA sintético que 

se extiende desde el codón de inicio de FleQ, hasta 1200 nt río arriba. A partir de este 

experimento, se identificaron dos fragmentos resistentes a RNAsas de cadena sencilla (Fig. 17). 

Uno de los fragmentos correspondería a un mensajero cuyo +1 se ubicaría 150 nt río arriba de la 

metionina iniciadora de FleQ, mientras el otro iniciaría 300 nt río arriba del ATG. Este resultado 
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sugiere la presencia de dos promotores, o la existencia de un solo mensajero con una larga región 

5´no traducida, la cual sería procesada postranscripcionalmente.  

 

 

 Por otro lado, una analisis de complementacion de la cepa SP13 (fleQ::kan) con distintos 

fragmentos que contienen el gen fleQ y regiones consecutivamente mas pequeñas a partir de 1200 

pb río arriba del codon de inicio de este gen, nos permitió identificar el fragmento mínimo 

necesario para lograr a complementación de la cepa SP18 (resultados no mostrados). Los 

resultados obtenidos indican que es necesaria la presencia de 780 pb río arriba del codón de inicio 

Fig. 17 Mapeo del inicio de la transcripcion de fleQ
por ensayo de proteccion a RNasas. Los carriles 1 y
2 indican experimentos independientes. El doble de
RNA total fue usado en el experimento 1 que en el 
experimento 2. En el esquema de la izquierda se
señala la posición de los posibles inicios de la
trancripcion en el contexto genomico de fleQ.  
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de fleQ para observar complementación. Este resultado sugiere que el promotor del gen fleQ 

puede requerir de una extensa región regulatoria, que podría ser blanco de unión de factores 

transcripcionales indispensables para la expresión de fleQ. Alternativamente, el promotor puede 

estar ubicado en una región río arriba del punto distal identificado en los experimentos de 

protección a RNAsas, y promover la síntesis de un mRNA inestable que posteriormente sería 

procesado a otros productos estables.  

 

Purificación y determinación de la actividad enzimática de las proteínas FleT y FleQ. 

 

 Con el propósito de purificar las proteínas FleQ y FleT, la región codificadora de los 

genes fleQ y fleT fue clonada en el plásmido pBAD-HisB, tal y como se describe en la sección de 

Material y Métodos. Los plásmidos resultantes una vez introducidos a la cepa de E. coli 

LMG174, expresan la proteína de interés fusionada a una serie de seis histidinas ubicadas en la 

región NH2-terminal.  

 

 

Fig. 18 Purificación de FleQ y 
FleT. 1 y 14, extracto total 
(fracción soluble); 2 y 13, primer 
lavado; 3 y 12, tercer lavado; 4 y 
11, quinto lavado; 5 y 10, 
primera elución; 6 y 9, segunda 
elución; 7 y 8, tercera elución. 
PM, marcador de peso. 
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Las proteínas His-FleT y His-FleQ fueron purificadas por cromatografía de afinidad a partir de la 

fracción soluble de un extracto celular (fig. 18). 

 Dado que la hidrólisis de ATP es esencial para el funcionamiento de las EBPs, se procedió a 

determinar la actividad ATPasa de ambas proteínas. Como se muestra en la figura 19, ambas 

proteínas son capaces de hidrolizar ATP, y por ende, ambas proteínas podrían llevar a cabo la 

activación de la transcripción.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Unión de las proteínas FleT y FleQ a la región regulatoria del operón fleT. 

 

 Con el fin de determinar la capacidad de FleT y FleQ de unirse a las regiones regulatorias 

de los promotores flagelares, se procedió a llevar a cabo experimentos de retardo (EMSA, 

electrophoretic mobility shift assay), utilizando las regiones regulatorias correspondientes a los 

promotores fliOp, flgGp y fleTp. 

 En estos ensayos, FleQ causó un cambio en la movilidad del promotor fleTp (fig. 20 lineas 

xx), pero no afectó la movilidad de fliOp ni flgGp (datos no mostrados). Dado que los promotores 

Fig. 19 Actividad de ATPasa de los
activadores FleQ y FleT. Cromatografía
de placa fina de las reacciones de
hidrólisis de ATP de FleQ y FleT. Se
estimo una actividad especifica de 1.93 y
43.98 pmol de ATP
hidrolizado/min/pmol de proteina para
FleT y FleQ respectivamente. En el
ensayo que se muestra se utilizaron
distantas cantidades de FleQ y de FleT. 

Pi 

ATP

Tiempo

FleT                        FleQ 
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de la Clase III requieren de la presencia de ambos activadores, se realizaron ensayos mezclando 

diferentes proporciones de las proteínas FleQ y FleT. Sorpresivamente los fragmentos 

correspondientes a fliOp y flgGp no mostraron un cambio en su movilidad electroforética (datos 

no mostrados). Estos resultados pueden ser causados por una baja afinidad del complejo por el 

DNA, o a la baja estabilidad del complejo FleQ/FleT. Por otro lado, la proteína FleT sola fue 

incapaz de unirse a cualquiera de los tres fragmentos probados (datos no mostrados). 

Fig. 20 Experimento de cambio de la 
mobilidad del promotor de fleT por la unión de 
la proteina FleQ. Las siguientes cantidades de 
proteina fueron utilizadas: linea 1, 0.75 pmol; 
linea 2, 1.5 pmol; linea 3, 2.25 pmol; linea 4, 3 
pmol; linea 5 3.75 pmol; linea 6 4.5 pmol; 
linea 7, 7.5 pmol; linea 8, sonda libre.  
  

 

 

 

 

Al utilizar concentraciones crecientes de FleQ, se observó que el fragmento fleTp produce 

tres diferentes complejos (Fig. 20), lo cual puede representar la unión de FleQ a tres diferentes 

sitios en el DNA, o quizá sea evidencia de la transición a diferentes estados multiméricos de 

FleQ. Finalmente, se analizó el cambio en la movilidad de fleTp, al utilizar una concentración fija 

de FleQ, y concentraciones crecientes de FleT; como se observa en la (Fig. 21), la presencia de 

FleT promueve la aparición de nuevos complejos con movilidad reducida. Dado que FleT no es 

capaz de unirse a fleTp, este resultado sugiere que la formación de heteromultímeros desplaza el 

equilibrio de la reacción y nuevos complejos pueden ser formados. Alternativamente, es posible 
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considerar que FleT pudiera afectar la conformación del dominio HTH de FleQ y aumentar o 

modificar así, su afinidad por DNA.  

Cabe mencionar que la especificidad de la interación FleQ-fleTp fue probada al incluir en 

la reacción un exceso de DNA no marcado radioactivamente. La adición de DNA inespecífico no 

produjo alteración de los complejos detectados, mientras que la adición de fleTp no marcado, 

produjo la desaparición de los complejos retardados (datos no mostrados).  

Fig. 21 Cambio de mobilidad del promotor fleTp por la 
union de FleQ y FleT. Las siguientes cantidades de 
proteina fueron utilizadas: linea 1, sonda libre; lineas de la 
2 a la 5, 1.5 pmol FleQ; linea 3 7.5 pmol FleT; linea 4, 15 
pmol FleT; linea 5, 22.5 pmol FleT. 
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Discusión 

 

En este trabajo se investigó la jerarquía flagelar de R. sphaeroides. Previamente, fue 

demostrado que los genes flagelares involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal 

son expresados a partir de promotores reconocidos por el factor σ54 (131) (ver anexo I). Las 

proteínas necesarias para activar este tipo de promotores muestran una región central altamente 

conservada (112), esta región ha permitido identificar a las proteínas activadoras de σ54 en la 

secuencia genómica de varios microorganismos (28, 67, 165); así como deducir su posible 

función en base al análisis de la región NH2-terminal y del contexto genómico. Utilizando esta 

aproximación, nosotros buscamos posibles activadores de σ54 en el genoma completo de R. 

sphaeroides. En base al contexto genético, se identificaron dos genes que codifican para posibles 

EBPs involucradas en la expresión de los genes flagelares. Utilizando técnicas de genética 

reversa, se aislaron mutantes en cada uno de estos genes; dichas cepas fueron incapaces de nadar, 

por lo tanto dichos genes fueron denominados fleQ y fleT. 

 Basados en evidencia obtenida por análisis de complementación, fusiones 

transcripcionales, y caracterización bioquímica de las proteínas FleQ y FleT, este trabajo postula 

la organización de la jerarquía transcripcional y los posibles mecanismos regulatorios 

involucrados en la expresión de los genes flagelares en R. sphaeroides (Fig. 22). 
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Fig. 22 Modelo propuesto de la jerarquía flagelar en R. sphaeroides. ME, membrana 
externa; P, pared de peptidoglicanos; MI, membrana interna; HBB, hook-basal body (gancho 

cuerpo basal). 
 

Clase I 

El analisis de la dependencia de los promotores flagelares dependientes de s54 por los dos 

activadores caracterizados en este estudio mostro que para alcanzar un nivel de transcripción 

similar o mayor al observado en la cepa silvestre, todos son dependientes de la proteína FleQ. Por 

esta razón se propone que el gen fleQ, es el regulador maestro de la jerarquía transcripcional de R. 

sphaeroides.  

La secuencia de aminoácidos de FleQ, posee aproximadamente 65 aminoácidos en el 

extremo NH2-terminal, antes de iniciar la secuencia representativa de las AAA+-ATPasas. Ya 
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que los aminoácidos de la región NH2-terminal, no muestran similitud con ningún dominio 

regulatorio conocido, consideramos que FleQ es activa constitutivamente. Esta posibilidad 

sugiere que la biogénesis flagelar estaría controlada únicamente por el nivel de expresión de fleQ.  

La expresión de fleQ no fue afectada por la ausencia de RpoN2, indicando que la 

transcripción de fleQ no requiere de la expresión de ningún otro gen del regulón flagelar. 

Experimentos de protección a RNAsas sugirieron que fleQ podría expresarse a partir de dos 

promotores o quizá a partir de un promotor distal que podría ser procesado 

postranscripcionalmente. En cualquiera de estos casos, el estudio de los mecanismos que 

controlan la expresión de fleQ brindará información relevante sobre la coordinación entre la 

biogénesis flagelar con otros aspectos de la fisiología bacteriana. 

 

Clase II y Clase III 

 

 La expresión de los promotores flagelares dependientes de σ54 en la cepa SP12 

(fleT∆::aadA) reveló dos patrones de expresión. El promotor del operón fleT, mostró una 

actividad mucho mayor en la mutante SP12 y en la cepa SP14/pRS211 (Fig. 15), que en la cepa 

silvestre. En contraste, el resto de los promotores flagelares mostraron mucho menos actividad en 

estas cepas que en la cepa silvestre. Estos resultados indican que FleQ es suficiente para activar la 

expresión de fleTp  pero no del resto de los promotores flagelares dependientes de σ54. En 

consequencia, el operón fleT, el cual incluye los genes fliEFGHIJ, sería el primer operón en ser 

transcrito una vez que FleQ empieza a acumularse en el citoplasma, constituyendo la Clase II. 
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 En los ensayos de retardo se observó una mayor afinidad aparente, con respecto al resto de 

los promotores flagelares probados, de FleQ por el promotor fleTp, ya que a pesar de que FleQ 

participa en la expresión de todos los promotores flagelares dependientes de σ54, únicamente 

fleTp fue retardado por la proteína FleQ. 

 Es interesante que el primer operón transcrito en la jerarquía contenga los genes que 

codifican para las proteínas FliI, FliH y FliJ, y FliE. Como se mencionó en la sección de 

Introducción, FliI es la ATPasa específica del aparato de exportación flagelar y FliH es un 

componente regulatorio de la actividad de hidrólisis. La proteína FliJ se ha propuesto como 

chaperona general y FliE es el primer sustrato de exportación del aparato de exportación flagelar. 

Se ha demostrado que FliI, FliH y FliE interactúan y que FliJ previene la agregación de FliE. Por 

ello, es factible suponer que cuando el operón de Clase II es expresado, estas cuatro proteínas 

forman un complejo en el citoplasma hasta que el resto de las proteínas del aparato de 

exportación son expresadas. Por otro lado, en este primer estadio, la proteína FliF podría dar 

lugar a la formación del anillo MS y FliG se asociaría a esta estructura (Fig. 22).  

 En la Clase III de la jerarquía se encuentran el resto de los operones dependientes del 

factor σ54 y de las proteínas FleQ y FleT. Los genes involucrados en la formación del cuerpo 

basal, aquellos involucrados en la formación del aparato de exportación así como el factor σ28 y 

su factor antisigma FlgM pertenecen a esta clase. En contraste a la jerarquía flagelar de otras 

bacterias, en donde los genes motA y motB son expresados junto con el gen fliC (flagelina) en la 

última clase de la jerarquía (33, 91, 99), en R. sphaeroides los genes mot son expresados junto 

con los genes del cuerpo basal, como ocurre en H. pylori (121, 156).  
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Clase IV 

    

 En una gran cantidad de bacterias los últimos genes requeridos para la síntesis del flagelo, 

son dependientes del factor σ28. En este trabajo nosotros aislamos una mutante en el gen fliA para 

verificar que los posibles promotores que pertenecen a la Clase IV, sean dependientes de este 

factor sigma. Nuestros resutados indican que fliCp, FliSp y FliDp son promotores dependientes 

del factor σ28. El mapeo del sitio de inicio de la transcripción correspondiente a los promotores  

fliCp y fliDp mostró una secuencia altamente similar al consenso reportado para los promotores 

reconocidos por σ28 (130); dicha secuencia se ubica a una distancia apropiada de la posición +1 

identificada en nuestros ensayos. Estos resultados en conjunto nos llevan a concluir que los genes 

fliC, fliS y fliD representan la Clase IV de la jerarquía. De acuerdo a nuestros resultados, 

previamente había sido observado que la expresión del gen fliC, requiere de la correcta expresión 

de los genes de la Clase III (131), sugiriendo que FlgM requiere ser exportado para dar lugar a la 

expresión de los promotores dependientes del factor σ28, tal y como ocurre en S. enterica. Los 

genes ubicados río abajo de los otros dos promotores dependientes de σ28 identificados (flgKp y 

flgMp, ver Figs. 14 y 22), son transcritos como parte de la Clase III asi como de la Clase IV. 

 

Regulación de la jerarquía por FleQ y FleT 

 

 Usualmente la actividad de las EBPs se encuentra regulada por diferentes estímulos, los 

cuales son detectados a través del dominio NH2-terminal, o por otras proteínas que se unen a la 

EBP. La actividad de los activadores de σ54 generalmente ocurre controlando el estado de 
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oligomerización, cambiando de dímeros inactivos a oligómeros activos (136). Las dos EBPs 

flagelares de R. sphaeroides carecen de un dominio NH2-terminal, sugiriendo que ambas son 

constitutivamente activas. El hecho de que los promotores de Clase III requieren de ambas 

proteínas sugiere que éstos son activados por heterooligómeros compuestos por FleQ y FleT. 

Nuestros resultados muestran que FleT posee actividad ATPasa y es capaz de promover un bajo 

nivel de expresión de los promotores flagelares, implicando que FleT es una EBP funcional. 

Dado que FleT carece del dominio HTH sería lógico suponer que FleT llevaría a cabo la 

activación de la transcripción al asociarse con FleQ. Evidencia de la posible interacción de FleT y 

FleQ se infiere a partir del cambio en la movilidad del complejo FleQ-DNA, al añadir 

concentraciones crecientes de la proteína FleT.  

A la fecha, el único caso previamente reportado de EBPs capaces de formar heterooligómeros 

corresponde a las proteínas HrpS y HrpR de Pseudomonas syringae. La evidencia experimental 

sugiere que la completa activación de los promotores del sistema de exportación tipo III 

denominado hrp requiere de ambas proteínas (62). Sin embargo, aún no ha sido posible establecer 

la razón por la cual se requieren heterooligómeros para llevar a cabo la activación, más aún 

cuando ambas proteínas cuentan con un dominio de unión a DNA. Al igual que las EBPs 

flagelares de R. sphaeroides, HrpS y HrpR no cuentan con un dominio regulatorio, aunque ha 

sido propuesto que la proteína HrpV regula negativamente al heterooligómero (62). En la 

jerarquía transcripcional de P. aeruginosa, la actividad de FleQ es controlada negativamente por 

la poteína FleN (32). Nosotros consideramos que en R. sphaeroides la regulación de los genes 

flagelares se lleva a cabo manteniendo un bajo nivel de expresión de FleQ, el cual sería suficiente 

para llevar a cabo la activación del  promotor fleTp, el cual posee una alta afinidad por FleQ. El 

incremento de FleT trae por consecuencia el aumento de oligómeros funcionales, lo que permite 
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la transcripción del resto de los promotores flagelares.  La razón por la cual FleT regula 

negativamente la expresión de fleTp, puede explicarse invocando la presencia de sitios de baja 

afinidad en la región “enhancer”; estos sitios podrían unir el heterooligómero e interferir con la 

activación mediada por FleQ. Cabe mencionar que en el promotor glnAp2 de E. coli, la presencia 

de sitios de baja afinidad afecta negativamente la activación mediada a través de los sitios de alta 

afinidad (9). Alternativamente, la formación del heterooligómero FleQ/FleT tendría por 

consecuencia la disminución de la concentración efectiva de FleQ, lo cual afectaría 

negativamente la expresión de fleTp.  

 Finalmente vale la pena subrayar que FlgR, la única EBP sin HTH caracterizada hasta el 

momento, se requiere para la activación de los promotores flagelares de H. pylori, que son los 

únicos promotores dependientes de σ54 en esta bacteria (23). En contraste, en R. sphaeroides se 

ha determinado que tanto los promotores flagelares como los promotores involucrados en la 

fijación de nitrógeno son reconocidos por el factor σ54, lo cual hace de FleT una EBP particular; 

en este sentido, será interesante establecer los determinantes moleculares por los cuales esta EBP 

no interfiere con la activación mediada por NifA, o alguna otra EBP presente en R. sphaeroides.  

 

Conclusiones: 

 

1. La jerarquía transcripcional de R. sphaeroides consta de cuatro niveles. 

2.  El gen fleQ es el operón maestro de la jerarquía. 

3. El operón fleTEFGHIJ representa la Clase II. 

4. La expresión de los operones de la Clase III requiere de FleQ y FleT. 
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Discusión 

 

En este trabajo se investigó la jerarquía flagelar de R. sphaeroides. Previamente, fue 

demostrado que los genes flagelares involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal 

son expresados a partir de promotores reconocidos por el factor σ54 (131) (ver anexo I). Las 

proteínas necesarias para activar este tipo de promotores muestran una región central altamente 

conservada (112), esta región ha permitido identificar a las proteínas activadoras de σ54 en la 

secuencia genómica de varios microorganismos (28, 67, 165); así como deducir su posible 

función en base al análisis de la región NH2-terminal y del contexto genómico. Utilizando esta 

aproximación, nosotros buscamos posibles activadores de σ54 en el genoma completo de R. 

sphaeroides. En base al contexto genético, se identificaron dos genes que codifican para posibles 

EBPs involucradas en la expresión de los genes flagelares. Utilizando técnicas de genética 

reversa, se aislaron mutantes en cada uno de estos genes; dichas cepas fueron incapaces de nadar, 

por lo tanto dichos genes fueron denominados fleQ y fleT. 

 Basados en evidencia obtenida por análisis de complementación, fusiones 

transcripcionales, y caracterización bioquímica de las proteínas FleQ y FleT, este trabajo postula 

la organización de la jerarquía transcripcional y los posibles mecanismos regulatorios 

involucrados en la expresión de los genes flagelares en R. sphaeroides (Fig. 22). 
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Fig. 22 Modelo propuesto de la jerarquía flagelar en R. sphaeroides. ME, membrana 
externa; P, pared de peptidoglicanos; MI, membrana interna; HBB, hook-basal body (gancho 

cuerpo basal). 
 

Clase I 

El analisis de la dependencia de los promotores flagelares dependientes de s54 por los dos 

activadores caracterizados en este estudio mostro que para alcanzar un nivel de transcripción 

similar o mayor al observado en la cepa silvestre, todos son dependientes de la proteína FleQ. Por 

esta razón se propone que el gen fleQ, es el regulador maestro de la jerarquía transcripcional de R. 

sphaeroides.  

La secuencia de aminoácidos de FleQ, posee aproximadamente 65 aminoácidos en el 

extremo NH2-terminal, antes de iniciar la secuencia representativa de las AAA+-ATPasas. Ya 
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que los aminoácidos de la región NH2-terminal, no muestran similitud con ningún dominio 

regulatorio conocido, consideramos que FleQ es activa constitutivamente. Esta posibilidad 

sugiere que la biogénesis flagelar estaría controlada únicamente por el nivel de expresión de fleQ.  

La expresión de fleQ no fue afectada por la ausencia de RpoN2, indicando que la 

transcripción de fleQ no requiere de la expresión de ningún otro gen del regulón flagelar. 

Experimentos de protección a RNAsas sugirieron que fleQ podría expresarse a partir de dos 

promotores o quizá a partir de un promotor distal que podría ser procesado 

postranscripcionalmente. En cualquiera de estos casos, el estudio de los mecanismos que 

controlan la expresión de fleQ brindará información relevante sobre la coordinación entre la 

biogénesis flagelar con otros aspectos de la fisiología bacteriana. 

 

Clase II y Clase III 

 

 La expresión de los promotores flagelares dependientes de σ54 en la cepa SP12 

(fleT∆::aadA) reveló dos patrones de expresión. El promotor del operón fleT, mostró una 

actividad mucho mayor en la mutante SP12 y en la cepa SP14/pRS211 (Fig. 15), que en la cepa 

silvestre. En contraste, el resto de los promotores flagelares mostraron mucho menos actividad en 

estas cepas que en la cepa silvestre. Estos resultados indican que FleQ es suficiente para activar la 

expresión de fleTp  pero no del resto de los promotores flagelares dependientes de σ54. En 

consequencia, el operón fleT, el cual incluye los genes fliEFGHIJ, sería el primer operón en ser 

transcrito una vez que FleQ empieza a acumularse en el citoplasma, constituyendo la Clase II. 
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 En los ensayos de retardo se observó una mayor afinidad aparente, con respecto al resto de 

los promotores flagelares probados, de FleQ por el promotor fleTp, ya que a pesar de que FleQ 

participa en la expresión de todos los promotores flagelares dependientes de σ54, únicamente 

fleTp fue retardado por la proteína FleQ. 

 Es interesante que el primer operón transcrito en la jerarquía contenga los genes que 

codifican para las proteínas FliI, FliH y FliJ, y FliE. Como se mencionó en la sección de 

Introducción, FliI es la ATPasa específica del aparato de exportación flagelar y FliH es un 

componente regulatorio de la actividad de hidrólisis. La proteína FliJ se ha propuesto como 

chaperona general y FliE es el primer sustrato de exportación del aparato de exportación flagelar. 

Se ha demostrado que FliI, FliH y FliE interactúan y que FliJ previene la agregación de FliE. Por 

ello, es factible suponer que cuando el operón de Clase II es expresado, estas cuatro proteínas 

forman un complejo en el citoplasma hasta que el resto de las proteínas del aparato de 

exportación son expresadas. Por otro lado, en este primer estadio, la proteína FliF podría dar 

lugar a la formación del anillo MS y FliG se asociaría a esta estructura (Fig. 22).  

 En la Clase III de la jerarquía se encuentran el resto de los operones dependientes del 

factor σ54 y de las proteínas FleQ y FleT. Los genes involucrados en la formación del cuerpo 

basal, aquellos involucrados en la formación del aparato de exportación así como el factor σ28 y 

su factor antisigma FlgM pertenecen a esta clase. En contraste a la jerarquía flagelar de otras 

bacterias, en donde los genes motA y motB son expresados junto con el gen fliC (flagelina) en la 

última clase de la jerarquía (33, 91, 99), en R. sphaeroides los genes mot son expresados junto 

con los genes del cuerpo basal, como ocurre en H. pylori (121, 156).  
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Clase IV 

    

 En una gran cantidad de bacterias los últimos genes requeridos para la síntesis del flagelo, 

son dependientes del factor σ28. En este trabajo nosotros aislamos una mutante en el gen fliA para 

verificar que los posibles promotores que pertenecen a la Clase IV, sean dependientes de este 

factor sigma. Nuestros resutados indican que fliCp, FliSp y FliDp son promotores dependientes 

del factor σ28. El mapeo del sitio de inicio de la transcripción correspondiente a los promotores  

fliCp y fliDp mostró una secuencia altamente similar al consenso reportado para los promotores 

reconocidos por σ28 (130); dicha secuencia se ubica a una distancia apropiada de la posición +1 

identificada en nuestros ensayos. Estos resultados en conjunto nos llevan a concluir que los genes 

fliC, fliS y fliD representan la Clase IV de la jerarquía. De acuerdo a nuestros resultados, 

previamente había sido observado que la expresión del gen fliC, requiere de la correcta expresión 

de los genes de la Clase III (131), sugiriendo que FlgM requiere ser exportado para dar lugar a la 

expresión de los promotores dependientes del factor σ28, tal y como ocurre en S. enterica. Los 

genes ubicados río abajo de los otros dos promotores dependientes de σ28 identificados (flgKp y 

flgMp, ver Figs. 14 y 22), son transcritos como parte de la Clase III asi como de la Clase IV. 

 

Regulación de la jerarquía por FleQ y FleT 

 

 Usualmente la actividad de las EBPs se encuentra regulada por diferentes estímulos, los 

cuales son detectados a través del dominio NH2-terminal, o por otras proteínas que se unen a la 

EBP. La actividad de los activadores de σ54 generalmente ocurre controlando el estado de 
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oligomerización, cambiando de dímeros inactivos a oligómeros activos (136). Las dos EBPs 

flagelares de R. sphaeroides carecen de un dominio NH2-terminal, sugiriendo que ambas son 

constitutivamente activas. El hecho de que los promotores de Clase III requieren de ambas 

proteínas sugiere que éstos son activados por heterooligómeros compuestos por FleQ y FleT. 

Nuestros resultados muestran que FleT posee actividad ATPasa y es capaz de promover un bajo 

nivel de expresión de los promotores flagelares, implicando que FleT es una EBP funcional. 

Dado que FleT carece del dominio HTH sería lógico suponer que FleT llevaría a cabo la 

activación de la transcripción al asociarse con FleQ. Evidencia de la posible interacción de FleT y 

FleQ se infiere a partir del cambio en la movilidad del complejo FleQ-DNA, al añadir 

concentraciones crecientes de la proteína FleT.  

A la fecha, el único caso previamente reportado de EBPs capaces de formar heterooligómeros 

corresponde a las proteínas HrpS y HrpR de Pseudomonas syringae. La evidencia experimental 

sugiere que la completa activación de los promotores del sistema de exportación tipo III 

denominado hrp requiere de ambas proteínas (62). Sin embargo, aún no ha sido posible establecer 

la razón por la cual se requieren heterooligómeros para llevar a cabo la activación, más aún 

cuando ambas proteínas cuentan con un dominio de unión a DNA. Al igual que las EBPs 

flagelares de R. sphaeroides, HrpS y HrpR no cuentan con un dominio regulatorio, aunque ha 

sido propuesto que la proteína HrpV regula negativamente al heterooligómero (62). En la 

jerarquía transcripcional de P. aeruginosa, la actividad de FleQ es controlada negativamente por 

la poteína FleN (32). Nosotros consideramos que en R. sphaeroides la regulación de los genes 

flagelares se lleva a cabo manteniendo un bajo nivel de expresión de FleQ, el cual sería suficiente 

para llevar a cabo la activación del  promotor fleTp, el cual posee una alta afinidad por FleQ. El 

incremento de FleT trae por consecuencia el aumento de oligómeros funcionales, lo que permite 
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la transcripción del resto de los promotores flagelares.  La razón por la cual FleT regula 

negativamente la expresión de fleTp, puede explicarse invocando la presencia de sitios de baja 

afinidad en la región “enhancer”; estos sitios podrían unir el heterooligómero e interferir con la 

activación mediada por FleQ. Cabe mencionar que en el promotor glnAp2 de E. coli, la presencia 

de sitios de baja afinidad afecta negativamente la activación mediada a través de los sitios de alta 

afinidad (9). Alternativamente, la formación del heterooligómero FleQ/FleT tendría por 

consecuencia la disminución de la concentración efectiva de FleQ, lo cual afectaría 

negativamente la expresión de fleTp.  

 Finalmente vale la pena subrayar que FlgR, la única EBP sin HTH caracterizada hasta el 

momento, se requiere para la activación de los promotores flagelares de H. pylori, que son los 

únicos promotores dependientes de σ54 en esta bacteria (23). En contraste, en R. sphaeroides se 

ha determinado que tanto los promotores flagelares como los promotores involucrados en la 

fijación de nitrógeno son reconocidos por el factor σ54, lo cual hace de FleT una EBP particular; 

en este sentido, será interesante establecer los determinantes moleculares por los cuales esta EBP 

no interfiere con la activación mediada por NifA, o alguna otra EBP presente en R. sphaeroides.  

 

Conclusiones: 

 

1. La jerarquía transcripcional de R. sphaeroides consta de cuatro niveles. 

2.  El gen fleQ es el operón maestro de la jerarquía. 

3. El operón fleTEFGHIJ representa la Clase II. 

4. La expresión de los operones de la Clase III requiere de FleQ y FleT. 
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la transcripción del resto de los promotores flagelares.  La razón por la cual FleT regula 

negativamente la expresión de fleTp, puede explicarse invocando la presencia de sitios de baja 

afinidad en la región “enhancer”; estos sitios podrían unir el heterooligómero e interferir con la 

activación mediada por FleQ. Cabe mencionar que en el promotor glnAp2 de E. coli, la presencia 

de sitios de baja afinidad afecta negativamente la activación mediada a través de los sitios de alta 

afinidad (9). Alternativamente, la formación del heterooligómero FleQ/FleT tendría por 

consecuencia la disminución de la concentración efectiva de FleQ, lo cual afectaría 

negativamente la expresión de fleTp.  

 Finalmente vale la pena subrayar que FlgR, la única EBP sin HTH caracterizada hasta el 

momento, se requiere para la activación de los promotores flagelares de H. pylori, que son los 

únicos promotores dependientes de σ54 en esta bacteria (23). En contraste, en R. sphaeroides se 

ha determinado que tanto los promotores flagelares como los promotores involucrados en la 

fijación de nitrógeno son reconocidos por el factor σ54, lo cual hace de FleT una EBP particular; 

en este sentido, será interesante establecer los determinantes moleculares por los cuales esta EBP 

no interfiere con la activación mediada por NifA, o alguna otra EBP presente en R. sphaeroides.  

 

Conclusiones: 

 

1. La jerarquía transcripcional de R. sphaeroides consta de cuatro niveles. 

2.  El gen fleQ es el operón maestro de la jerarquía. 

3. El operón fleTEFGHIJ representa la Clase II. 

4. La expresión de los operones de la Clase III requiere de FleQ y FleT. 
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5. Los genes fliA y FlgM son expresados como parte de la Clase III, así como la mayoría de 

los genes involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal. 

6. Los genes fliC, fliS, fliD, flgKL y flgMRSP6087 representan la Clase IV de la jerarquía y 

son expresados del factor σ28. 

 

Perspectivas: 

 

En cuanto a los aspectos relacionados con la caracterización detallada de FleQ y FleT, será 

necesario: 

 

1. Caracterizar bioquímicamente los complejos formados por FleQ, por FleT y por 

FleQ/FleT. Determinar la cinética de hidrólisis de ATP para cada una de estas proteínas, 

el grado de oligomerización, y sí estas propiedades son alteradas por la presencia de 

DNA. 

2. Identificar a nivel molecular las regiones de FleT y FleQ involucradas en su asociación 

específica.  

3. Identificar en la region regulatoria de los promotores flagelares, los sitios de unión a FleQ 

y a FleQ/FleT. 

4. Probablemente en relación al punto anterior, será interesante investigar la razón por la 

cual FleT regula negativamente la expresión de su propio operón. 
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En cuanto a los aspectos relacionados a la jerarquía flagelar será interesante determinar: 

 

1. Sí la transcripción de fleQ se encuentra sujeta a algún tipo de control, o sí existen 

controles postranscripcionales que limiten la acumulación de la proteína. 

2. Dado que la bacteria cuenta con un solo flagelo, será interesante investigar si la 

acumulación de FleQ coincide con algún evento relacionado con el ciclo celular. 

3. Corroborar la dependencia de los promotores flgKp y flgMp por σ28. 

 

Contribuciones: 

 

• Mediante experimentos de mutagénesis dirigida de las secuencias promotoras fliOp, flgBp 

y fliKp; y por experimentos de mapeo del sitio de inicio de la transcripción, se determinó 

que los genes involucrados en la formación del gancho y del cuerpo basal flagelar en R. 

sphaeroides eran transcritos por el factor Eσ54 (131). 

• Posteriormente, se determinó que en esta bacteria existían cuatro diferentes factores σ54, 

los cuales no eran funcionalmente intercambiables.  La evidencia experimental indicó que 

el factor σ54-2 (RpoN2) es el único responsable de la expresión de los genes flagelares 

(Anexo II). 

• Se publicaron los datos correspondientes al presente trabajo de Tesis (Anexo I). 

• Finalmente, nuestros resultados nos permitieron postular un modelo para explicar la 

especificidad de los factores σ54 en esta bacteria. Esta propuesta postula la existencia de 

dos mecanismos independientes que determinan la especificidad transcripcional de estos 



• factores σ. Uno de ellos, implica un reconocimiento diferencial de la secuencia 

promotora, y el otro, la interacción específica de las EBPs con un factor sigma 

particular (Anexo III). 

• De forma  colateral, se llevaron a cabo estudios relacionados con el control de la 

rotación del flagelo de R. sphaeroides. Se determinó que los primeros 20 

aminoácidos de la proteína FliM son esenciales para llevar a cabo la rotación del 

flagelo, probablemente por su interacción con la proteína CheY (Anexo IV).  

 



Material y Metodos 

 

Cepas bacterianas y Medios de cultivo. Los plásmidos y las cepas de Escherichia coli 

y R. sphaeroides utilizadas en este estudio se encuentran enlistadas en la Tabla X. Las 

cepas de E. coli  fueron crecidas en medio LB (1% bactotriptona, 0.5% extracto de 

levadura y 1% cloruro de sodio). Para cultivos en medio sólido, se añadió 15 g/l de 

bacto-agar. En caso necesario los siguientes antibióticos fueron añadidos al medio: 

ampicilina (100 μg/ml), tetraciclina (10 μg/ml), espectinomicina (50 μg/ml), 

kanamicina (50 μg/ml). 

 Las cepas de Rhodobacter sphaeroides fueron crecidas en medio mínimo de 

succinato (152), el cual contiene: 20 mM KH2PO4; 3.78 mM NH4SO4; 34 mM ácido 

succínico; 0.67 mM ácido glutámico; 0.25 mM ácido aspártico; 8.5 mM NaCl; 1.04 mM 

ácido nitriloacético; 1.2 mM MgSO4; 0.23 mM CaCl2; 0.007 mM sufato ferroso; 0.16 

mM molibdato de amonio; 0.1 ml/lt de solución madre de elementos traza [4.7 mM 

EDTA; 38 mM ZnSO4; 18 mM sulfato ferroso; 9 mM MnSO4; 1.5 mM CuSO4; 1.8 mM 

ácido bórico]. Se ajusta el pH a 7 con KOH y se esteriliza por autoclave 20 min a 121 

οC. Finalmente se agrega 1ml/l de una solución madre de vitaminas [Para 100 ml de 

solución madre de vitaminas añadir,  1 g. de ácido nicotínico; 0.5 g. de tiamina y 0.01 g 

de biotina. Esterilizar por filtración]. En caso necesario los siguiente antibióticos fueron 

añadidos al medio de cultivo: ácido nalidíxico (25 μg/ml), tetraciclina (1μg/ml); 

espectinomicina (25 μg/ml), y kanamicina (25 μg/ml). 

 Las cepas de E. coli fueron crecidas a 37ºC, mientras que las cepas de R. 

sphaeroides a 30ºC, ya sea heterotroficamente en la obscuridad y con agitación, o 

fotoheterotroficamente, en viales llenos hasta el tope e iluminados continuamente con 

luz artificial (300W). 



 

Transformación de E. coli (10). Un cultivo de E. coli crecido hasta fase exponencial 

media (D.O. 550nm 0.5) fue enfriado en hielo por 10 min., antes de que las células fueran 

cosechadas por centrifugación a 5000 rpm en un rotor tipo SS34 (Sorvall). El paquete 

celular se resuspendió en la mitad del volumen utilizando una solución fría y estéril de 

CaCl2 100 mM. Las células fueron incubadas en el hielo durante 20 min. 

Posteriormente, se centrifugó  nuevamente y el paquete celular se resuspendió en 1/10 

del volumen original con CaCl2 100 mM. Las células se incubaron en el hielo por un 

periodo de 1 a 24 hrs. El DNA que se desea transformar, es mezclado con 200 μl de las 

células competentes y se incuba en el hielo por 30 min. Pasado este tiempo, las células 

se incuban a 42 oC durante 2 min. e inmediatamente son puestas en hielo durante 10 

min. Se agregan entonces 0.8 ml de LB y se incuba a 37 ºC durante 30 min., con el 

objeto de permitir que los genes de resistencia sean expresados. Posteriormente las 

células se platean en medio selectivo, y se incuban a 37 ºC toda la noche. 

 

Conjugación(34). Las cepas de E. coli y R. sphaeroides son crecidas hasta fase 

exponencial media. Las células se lavan con LB ,se mezclan en proporción 1:1 y se 

concentran 10 veces. Dicha mezcla se deposita en una rectángulo de  nitrocelulosa 

colocada sobre una caja de Petri con medio LB. Se incuba por 6 hrs. a 30 ºC. Las 

células se cosechan y se platean en medio selectivo.  

 

Purificación de plásmidos en pequeña escala (10). Las células de un cultivo de 2 ml, 

crecido durante toda la noche, son cosechadas y resuspendidas en 300 μl de solución 

STET [8% sacarosa, 5% tritón, 50 mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCl pH 8]. Se añaden 

25 μl de lisozima (10 μg/ml). Se agita en vortex 2 seg. y se incuba en un baño de agua 



hirviendo durante 45 seg..  Se centrifuga a temperatura ambiente durante 20 min. Se 

recupera el sobrenadante y se mezcla con 230 μl de isopropanol. Se precipita el DNA 

incubando a –70 ºC y se centrifuga durante 15 min. a 4 ºC. La pastilla se lava con etanol 

al 70% y se seca al vacío durante 10 min. La pastilla se resuspende en 40 μl de agua y 

se utilizan 5 μl para su anáisis en gel. 

 

Purificación de plásmidos a gran escala y recuperación de fragmentos de DNA a 

partir de geles de agarosa. Se utilizaron columnas de Qiagen (P-20 o P-100) para la 

purificación de grandes cantidades de DNA plasmídico. Se siguieron las instrucciones 

del fabricante en todos los pasos. Para la purificación de fragmentos de DNA a partir de 

geles de agarosa, se utilizó el kit de quiagen QIAEXII. 

 

Determinación de β-glucuronidasa (GUS) (68). Las células de R. sphaeroides 

provenientes de un cultivo crecido hasta fase exponencial media, fueron cosechadas y 

resuspendidas en buffer de extracción (50 mM NaH2PO4 pH7, 10 mM β-

mercaptoetanol, 10 mM EDTA, 0.1% Tritón X-100)  a 1/7 de su volumen original. 

Estas muestras fueron entonces sonicadas y centrifugadas brevemente para eliminar los 

restos celulares. La mezcla de reacción (buffer de ensayo conteniendo 1 mM 4-metil 

umbeliferil-β-D-glucuronido) fue mezclada con el extracto celular e incubada a 37 ºC. 

A diferentes tiempos, a partir de este momento, fueron tomadas muestras de 100 μl y 

mezcladas con 0.9 ml de buffer de paro (0.2 M NaCO3). Las muestras fueron medidas 

en un fluorómetro a exitación de 360nm y emisión de 446nm. El fluorómetro fue 

calibrado utilizando concentraciones conocidas de 4-metilumbeliferona. La actividad 

específica en los extractos celulares fue expresada como pmoles de 4-metilumbeliferona 

formado por minuto por mg de proteína. 



 

Ensayo de Protección a Ribonucleasas. EL RNA total de R. sphaeroides fue extraído 

mediante lisis de las células en presencia de 0.5% SDS y fenol caliente (65°C), el lisado 

se extrajo tres veces más y posteriormente fue precipitado con acetato de sodio 0.3 M y 

etanol (1). La integridad del RNA se verificó en un gel de agarosa al 1.5%.El ensayo de 

protección fue llevado a cabo usando el estuche de reactivos RPAIII (Ambion) de 

acuerdo a las instrucciones del proveedor. La sonda de RNA se obtuvo utilizando la 

RNA polimerasa del bacteriófago SP6 y las condiciones de reacción incluidas con los 

rectivos del estuche MAXIscript (Ambion). 

 

Mapeo del sitio de inicio de la transcripción mediante la técnica de extensión del 

cebador (10). El RNA total de R. sphaeroides (50-100 μg) fue alineado con el cebador 

o prímero específico a 42ºC, en presencia de formamida al 50%. Los oligonucleotidos 

usados como cebadores para la síntesis de cDNA, fueron marcados en su extremo 5’ 

utilizando T4 polinucleotido quinasa y 20 μCi de γ-P32ATP. La reacción de 

transcripción reversa fue llevada a cabo a 42ºC, durante 2 hrs, utilizando 40 U de 

transcriptasa reversa AMV. Al término de la reacción el cDNA fue extraído con fenol y 

precipitado con acetato de sodio y etanol. El cDNA fue sometido a electroforesis en un 

gel de acrilamida al 5%. 

 

Purificación de Proteína.  Las cepas LMG174/pBAD-HisBFleT o LMG174/pBAD-

HisBFleQ fueron crecidas en 30 ml de LB hasta alcanzar una D.O.600nm de 0.5. El 

cultivo fue adicionado con arabinosa al 0.02% e incubado durante 2 hr. a 37 C con 

agitación moderada (200 rpm).  Las células fueron colectadas por centrifugación y 

resuspendidas en 500 μl de buffer TGED [Tris-HCl 10 mM pH 8, glicerol 30%, EDTA 



0.1 mM, DTT 1mM]. Posterior a la adición de lisozima (100 μg/ml), las células fueron 

sonicadas utilizando cuatro pulsos de 5 sec con intervalos de 1 min. a 4 C. El lisado fue 

centrifugado a 14,000 rpm 5 min. y el sobrenadante recuperado en un tubo limpio. Con 

el fin de eliminar cualquier resto de material insoluble, este último paso fue repetido en 

dos ocasiones. Se añadió al sobrenadante 200 μl de agarosa acoplada a níquel (Qiagen)  

y se permitió la unión de la proteína durante 1 hr a 4 C, con agitación ocasional. La 

proteína acoplada a la resina fue lavada y recuperada de acuerdo a las instrucciones del 

proveedor de la resina. La proteína fue dializada contra buffer TGED pH 7, para 

eliminar el imidazol utilizado para eluir la proteína. La concentración de la misma fue 

determinada mediante el ensayo de Bradford (22). 

 

Ensayo de Dicroísmo circular. Previo al ensayo, las proteínas purificadas fueron 

dializadas en buffer de fosfatos 1 mM pH7, NaCl 10 mM y glicerol 30%. Se utilizó un 

volumen 100 veces mayor al volumen de la muestra y se realizaron cuatro cambios. La 

integridad estructural de las proteínas His-FleT y His-FleQ fue analizada obteniendo los 

valores del espectro de CD y utilizando el programa CDPro 

(http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html). 

 

Determinación de la actividad de hidrólisis de ATP. Los ensayos de ATPasa se 

realizaron en base a los protocolos reportados previamente (74, 94, 149). La reacción se 

llevó a cabo en un volumen final de 20 μl a 30 °C en un buffer conteniendo: 25 mM 

HEPES pH 7, 20 mM MgCl2, 30 mM KCl, 2 mM DTT, 0.6 mM ATP y 2 μM [γ-P32] 

ATP (3000 Ci/mmol). Las proteínas fueron añadidas a una concentración final de 200 

μM y las reacciones fueron iniciadas con la adición del ATP. A diferententes tiempos se 

tomaron alícuotas de 2 μl que fueron colocadas en una placa de cromatografía de capa 



fina (PEI-celulosa). Las placas fueron lavadas con metanol y desarrolladas con 0.4 M 

K2HPO4 y 0.7 M ácido bórico. Finalmente las placas fueron cuantificadas en un equipo 

de visualización de radioactividad (Phosphorimager). 

Ensayo de retardo de la movilidad electroforetica. Las reaccionces de unión entre el 

DNA marcado y la proteína se llevaron a cabo en buffer STA (27) a pH 7.0 y 30 °C, en 

un volumen total de 15 μl. Las reacciones incluyeron 0.5 μg de poli dI-dC, la sonda de 

DNA marcada en su extremo con P32, y las concentraciones de proteína indicadas en el 

texto. Después de una incubación de 20 min. las muestras se cargaron en un gel nativo 

de poliacrilamida al 4.5%, el cual fue corrido a 10 mA en buffer MENP (20 mM MOPS, 

8 mM CH3COONa, 1 mM EDTA pH 7 a 4 °C. Posterior a la electroforesis las bandas 

radioactivas fueron visualizadas por autoradiografía.  
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