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RESUMEN

El flagelo bacteriano se divide para su estudio en tres partes: el filamento, el
gancho y el cuerpo basal. La estructura conocida como cuerpo basal se extiende desde el
citoplasma hasta la membrana externa, el gancho es la primera estructura flagelar
extracelular. Sobre el gancho se forma el filamento, formado por subunidades de una sola
proteina denominada flagelina. Mas de cincuenta genes estan involucrados en la
formacion y funcionamiento del flagelo. En general, estos genes se expresan siguiendo un
patron jerarquico; sin embargo, los mecanismos moleculares implicados en el control de
dicha jerarquia varian entre las diversas especies bacterianas. Rhodobacter sphaeroides
es una o-proteobacteria que se desplaza gracias a la accion de un flagelo subpolar. La
formacion de este flagelo es absolutamente dependiente de la presencia del activador
transcripcional, FleQ.

Anteriormente en el laboratorio, se trato de identificar el promotor responsable de
la transcripcion del gen fleQ, en dicho trabajo se llevé a cabo un ensayo de proteccion a
RNAsas A partir de ese experimento se identificaron dos fragmentos resistentes a
RNAsas. Uno de los fragmentos corresponderia a un mensajero cuyo +1 se ubicaria 150
pb rio arriba del codon de metionina iniciadora de FleQ, mientras que el otro iniciaria 300
pb rio arriba del ATG. En este trabajo nos propusimos identificar la region minima
necesaria para la expresion del gen fleQ mediante un analisis de delecion. La expresién
de este gen fue valorada a través de ensayos de complementacion.

El mapeo por delecion de la region regulatoria y el andlisis in silico realizados en
este trabajo sugieren que el sitio de inicio de la transcripcion (+1) se encuentra
aproximadamente a -81 pb rio arriba de la metionina iniciadora de fleQ y la transcripcion
iniciaria aproximadamente 11 pb rio arriba de una posible caja -10.



EL FLAGELO BACTERIANO

La motilidad es requerida para responder a estimulos ambientales a través de
varios tipos de taxis, entre las que destacan: la quimiotaxis, aerotaxis, magnetotaxis; entre
otras, sin embargo, la motilidad también se encuentra involucrada en procesos mas
complejos como son la formacion de biopeliculas, la virulencia, el desarrollo celular, la
colonizacion bacteriana, etc. El flagelo tiene una funcion de locomocion e impulsa a las
bacterias a través de medios liquidos (swimming o nado) y, sobre superficies o medios
viscosos (swarming movimiento en enjambre) (McCarter, 2006; Maes et al., 2013).
Dicha estructura esta compuesta de un cuerpo basal, un gancho (o HBB, Hook Basal
Body) y un filamento (fig. 1). (Jacobi & Heuner, 2004; Smith & Hoover, 2009).

) ﬁ Filamento
SN

Gancho

Cuerpo basal

HBB

Figural Esquematizacion del flagelo bacteriano



La motilidad dependiente de flagelos estd ampliamente distribuida en el mundo
bacteriano y méas del 80% de las especies conocidas de bacterias poseen estos organelos,
incluyendo varias arqueas flageladas. La motilidad flagelar representa una ventaja muy
importante para las bacterias, ya que les permite moverse hacia donde haya condiciones
favorables; asi como evitar ambientes perjudiciales, lo que permite a las bacterias

flageladas competir exitosamente con otros microorganismos (Fenchel, 2002).

Las bacterias flageladas producen diferentes patrones de flagelacion caracteristicos
de cada especie. Estos modelos van desde la flagelacion peritrica (produccion de muchos
flagelos a lo largo de toda la célula), hasta la flagelacion polar (produccion de flagelos
exclusivamente en los polos). Entre las bacterias que presentan una flagelacion polar
existe otro patron dependiendo del nimero de flagelos y del lugar en donde se
encuentren. Estas pueden ser monétricas (un flagelo en un polo de la célula), anfitricas
(un flagelo en cada polo de la célula) o con una flagelacién lofétrica (pocos flagelos en
un solo polo) (Kazmierczak & Hendrixson, 2013). La estructura y arreglo del nimero de
flagelos en las células difiere de especie a especie y ambas caracteristicas parecen estar
relacionadas al ambiente especifico en donde las células residen (Soutourina & Bertin,
2003) (fig. 2).

A B C D

Figura 2 Tipos de flagelacion en bacterias (A) Monétrica, (B) Polar, (C) Lofétrica, (D) Peritrica



Independientemente del patron de flagelacion, en condiciones homogéneas el nado

bacteriano sigue un movimiento aleatorio en tres dimensiones, el patrén que se observa

consiste en una serie de trayectorias de desplazamiento sin una direccion determinada,

interrumpida por breves eventos de reorientacion. Sin embargo, en presencia de un

estimulo atrayente (habitualmente alimento), la frecuencia de los eventos de reorientacion

disminuye y la bacteria muestra un desplazamiento neto a favor del gradiente de

concentracion de estos atrayentes quimicos (fig. 3). La frecuencia con la que ocurre el

cambio en la direccion del nado estd regulada por una cascada de fosforilacion de

proteinas citoplasmaticas denominada, en conjunto, como sistema quimiotactico (Ping,

2010).
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Figura 3 Nado bacteriano en un medio homogéneo (izquierda) y nado en un medio en gradiente

quimico (derecha)
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La motilidad bacteriana por medio de flagelos requiere de la expresion de una gran
cantidad de genes que son necesarios para el completo ensamblaje flagelar (Macnab,
1996); es por ello que el flagelo es la estructura mas compleja en bacterias y la
transcripcion de estos genes necesita ser finamente regulada (Armitage, 2009). En
Escherichia coli y Salmonella spp, cerca de 50 genes agrupados en al menos 17 operones
necesitan expresarse para el ensamblaje y funcionamiento del flagelo bacteriano; estos
incluyen a aquellos que codifican para las subunidades estructurales, proteinas
reguladoras, las proteinas que forman parte de la maquinaria quimiosensora y a los
motores generadores de la fuerza motriz (Kutsukake et al., 1990; Chilcott & Hughes,
2000; Aldridge & Hughes, 2002; Poggio et al., 2005; McCarter, 2006; Armitage, 2009).

GENERALIDADES DE LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCION EN
BACTERIAS

La iniciacion de la transcripcion en bacterias estd mediada por el niucleo de la
RNA polimerasa (E) asociado a un factor sigma determinado (Osterberg et al., 2011).
Aunqgue el nucleo catalitico de la RNA polimerasa (E) contiene todos los componentes
necesarios para la transcripcion, éste sélo se puede unir débilmente y de forma
inespecifica al DNA. Para iniciar la transcripcion de forma especifica, E debe primero
unirse a una subunidad reguladora disociable, llamada factor sigma (o), con lo cual se
forma la holoenzima (referida como Ec), que es capaz de llevar a cabo la iniciacion de la
transcripcion a partir de una secuencia especifica en el DNA denominada promotor (Beck
et al., 2007; Ghosh et al., 2010) (fig. 4).
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Figura 4 llustracion esquematica del ciclo de la transcripcion en donde cada factor sigma

compite para asociarse con E para dirigir la holoenzima hacia los promotores (Modificado de Osterberg
etal., 2011).

Todas las especies bacterianas tienen un factor sigma principal, que es responsable
de la transcripcién de la mayor parte de los promotores presentes en el cromosoma;

ademas, las bacterias poseen uno o mas factores sigma alternativos.

Los factores sigma alternativos son utilizados para redirigir a la RNA polimerasa
hacia conjuntos de genes especificos que son requeridos para dar lugar a una respuesta
adaptativa (Osterberg et al., 2011). Por lo tanto, la capacidad de la mayoria de las
bacterias para adaptarse a los cambios de las condiciones de su entorno se sustenta en la
variacioén entre los diferentes factores sigma que dictaminan cuando y en qué medida las

diferentes clases de genes pueden ser transcritos (Osterberg et al., 2011) (tabla 1).
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Tabla 1. Tipos de factores ¢ presentes en E. coli

Funcién Gen Factor sigma
Factor ¢ principal, (Housekeeping) RpoD o0
Regulacién del gen fec para el transporte de hierro Fecl ol?
Estrés por calor extremo RpoE o
Genes flagelares RpoF c%8
Choque térmico RpoH o
Inanicion / fase estacionaria RpoS o
Limitacion de nitrégeno RpoN o>

Los factores o, ademas de unirse a E para reconocer e interactuar de forma
especifica con el promotor, son también dianas para algunos activadores
transcripcionales; también estan involucrados en la desnaturalizacion del promotor cerca
del sitio del inicio de la transcripcién y regulan la transcripcion temprana, desactivando y

liberando al promotor (Ghosh et al., 2010).

Los factores ¢ de la familia de o’® son capaces de llevar a cabo la
desnaturalizacién del promotor (formacidn de complejo abierto) de forma espontanea; sin
embargo, el factor 6°* no es capaz de llevar a cabo la formacion del complejo abierto, y
para ello es indispensable la asistencia de proteinas activadoras, usualmente denominadas
bEBPs (Bacterial Enhancer Binding Proteins). Estas proteinas se unen a sus secuencias
blanco en el DNA llamadas UAS (Upstream Activation Sequences) ubicadas a 100 o 150
pb rio arriba del sitio en el cual el complejo Ec>* se encuentra unido al promotor, y de ahi

que fueron nombradas como EBPs.

Muchos activadores transcripcionales bacterianos estimulan la transcripcion
uniéndose a sitios cerca del promotor y subsecuentemente reclutando a la RNA

polimerasa al promotor (Rhodius & Busby, 1998). Sin embargo, los activadores del

13



complejo Ec®* (c>*-holoenzima) se unen a gran distancia del promotor y mediante la
formacidon de un asa en el DNA interactian con Ec54 para estimular la formacion del
complejo abierto a través de una reaccion que requiere la hidrolisis de ATP (Xu &
Hoover, 2001; Burrows et al., 2009) (fig. 5).

(a)

(b)

Complejo cerrado Complejo cerrado

— 00

Activador

!

%

Activador

ATP
ATP u
ADP + ®u ADP + (P)

Complejo .
Complejo
! abierto

abierto

L ? DNA

R R R

Figura 5 Activacion transcripcional con el complejo Ec®. (a) En la activacion enhancer-
dependiente, el activador (mostrado en morado) se une al enhancer (mostrado en amarillo)
ubicado rio arriba del promotor (mostrado en verde) como un anillo oligomérico activo. La
oligomerizacién es desencadenada por la activacién de la proteina (e. g. fosforilacion del
dominio regulatorio), pero también es estimulada por la unién del enhancer. A través de un bucle
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de DNA el activador contacta al complejo Ec®* uniéndo al promotor. El bucle de DNA es a
menudo facilitado por una proteina auxiliar, como el factor de integracion huésped (IHF
Integration Host Factor), el cual se une a un sitio localizado entre el promotor y el enhancer. La
hidrolisis de ATP por el activador se acopla a la conversion del complejo cerrado del promotor a
uno abierto, que es capaz de iniciar la transcripcién. (b) Para un promotor carente de un dominio
de unién a DNA, el activador debe de ensamblarse en un anillo oligomérico y contactar con el
complejo Ec™ (c) Esquematizacion del complejo abierto (Imagen modificada de: Beck et al., 2007).

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES FLAGELARES Y
BIOGENESIS DEL FLAGELO.

La formacion del flagelo involucra una combinacion de mecanismos regulatorios a
nivel transcripcional, traduccional y postraduccional (Aldridge & Hughes, 2002). Todos
estos niveles de regulacion son necesarios para tener un control en el orden en el cual se
expresan y se ensamblan los componentes individuales del flagelo (Dasgupta et al.,
2002).

En términos generales, la expresion de los genes flagelares se activa durante la
fase exponencial de crecimiento, en la cual la expresion de los genes se lleva a cabo de
una manera ordenada y formando una jerarquia, en donde la expresion de un determinado
gen requiere de la transcripcién de otro gen de nivel superior. Esta regulacion de genes
flagelares controla la expresion de un gran numero de operones flagelares, los cuales en
conjunto se denominan como, reguldn flagelar (Kalir et al., 2001; Soutourina & Bertin,
2003; Smith & Hoover, 2009).

Esta cascada o jerarquia de regulacion es sensible a “checkpoints” (puntos o sitios
de regulacidn) especificos de la biosintesis flagelar, que ayudan a coordinar la regulacion
de genes flagelares con el ensamblaje, este punto varia entre las diferentes especies
bacterianas (Smith & Hoover, 2009).
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En general, en las diferentes jerarquias flagelares los primeros genes que se
transcriben codifican para proteinas que controlan la expresion del resto del regulon. A
continuacién, se expresan los genes cuyos productos incluyen a los componentes
estructurales del HBB (fig. 1), el TTSS (sistema de secrecion tipo Ill), asi como las
proteinas reguladoras que acoplan la formacion del HBB con la expresion génica tardia
necesaria para la terminacion del flagelo. Los ultimos productos génicos en ser
sintetizados, incluyen el filamento, los generadores de la fuerza motriz y la maquinaria
quimiosensora (Chilcott & Hughes, 2000; Aldridge & Hughes, 2002).

En las enterobacterias E. coli y Salmonella enterica, los genes flagelares se
agrupan en tres regiones del cromosoma bacteriano, denominadas regiones I, 11 y Ill. En
la cascada de expresion, los operones flagelares se dividen en clases en funcion de su
jerarquia transcripcional. Los genes de la Clase | codifican para el o los activadores
transcripcionales de los operones de la clase II que son dependientes de Ec’°. En la clase
Il se encuentran los genes que codifican para los componentes estructurales tempranos,
los cuales dan lugar a la formacion del gancho y del HBB. En esta misma clase se
expresan los genes fliA y flgM, los cuales codifican para el factor 6% y su correspondiente
factor anti-sigma. La expresion de los genes de la clase 11l es dependiente de FliA y es
blogueada por FIgM, que impide la transcripcion de los promotores dependientes de FIiA
hasta que se ha formado completamente el HBB (fig. 6). Una vez formada la estructura
flagelar que comprende el gancho y el cuerpo basal, el factor anti-sigma, FIgM se secreta
fuera de la célula a través del aparato de exportacion flagelar y en consecuencia, el factor
o2 o FliA inicia la transcripcion de los genes de Clase 111, entre los que se encuentran los
genes que codifican para los componentes involucrados en la formacion del filamento
flagelar y para el sistema quimiotactico (Chilcott & Hughes, 2000; Aldridge & Hughes,
2002) (fig. 6).
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Figura6 Formacion del HBB vy el filamento flagelar indicAndose la expresion temporal de los
genes involucrados.

La expresion de las jerarquias flagelares involucran la participacion de uno o
varios factores sigma alternativos. En las bacterias entéricas, la jerarquia flagelar tiene
tres niveles, y todos los genes son transcritos por holoenzimas asociadas a factores sigma
de la familia ¢%; esto es, por 6’0 y 62 (Komeda, 1986; Kutsukake et al., 1990; Spohn &
Scarlato, 1999; Kalir et al., 2001; Aldridge & Hughes, 2002; Smith & Hoover, 2009).

Como se menciond, el flagelo se subdivide basicamente en al menos tres
subestructuras: el HBB que se extiende a través de las membranas bacterianas, el gancho

y el filamento (fig. 1).

El ensamblaje del flagelo es un proceso secuencial (fig. 7) que comienza con la
insercion en la membrana interna de las subunidades de la proteina FliF, las cuales

forman el anillo MS. Se ha postulado que en el centro del anillo MS se ensambla el
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aparato de exportacion flagelar, el cual es necesario para la secrecion de las subunidades
flagelares extracitoplasmaticas. Este sistema esta formado por proteinas membranales y
algunos componentes solubles citoplasmicos que son caracteristicos de los sistemas de
secrecion de tipo Il (TTSS). En el lado citoplasmico del anillo MS, se forma el anillo C,
que esta formada por tres diferentes proteinas (FIiM, FIIN y FliG) y se encuentra
involucrada en estabilizar el aparato de exportacion y en controlar la rotacién del flagelo.
Una vez que el aparato de exportacion es funcional, la primera proteina en ser secretada
es la proteina FIiE, la cual se une al lado periplasmico del anillo MS y es indispensable
para formar la siguiente estructura denominada eje. El eje esta formado por cuatro
diferentes proteinas, FlgB, FIgC, FIgG y FlgF, y se requiere de la proteina FlgJ para
ensamblar esta estructura. Los anillos L y P se forman en la pared de peptidoglicanos y
en la membrana externa, respectivamente y rodean al eje, formando una especie de forro
que permite la libre rotacion del flagelo. Vale la pena mencionar que las proteinas Flgl y
FIgH que forman los anillos L y P son secretadas por el sistema de secrecion general
dependiente de Sec. Una vez formado el eje, con la ayuda de FlgH se libera la proteina
FlgJ y se ensambla la proteina de andamiaje denominada FlgD, proteina necesaria para
ensamblar las subunidades de la proteina FIgE, que dan lugar a la estructura conocida
como gancho. Mediante un mecanismo no del todo conocido, el gancho adquiere una
longitud determinada, que es de aproximadamente 55 nm y en este momento cambia la
especificidad del aparato de exportacion, esto es, dejan de ser exportados sustratos tipo
eje-gancho e inicia la exportacion de las subunidades del filamento y de las proteinas

acopladoras denominadas HAPs (hook-associated proteins).
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Figura 7 Via morfoldgica de la construccién del flagelo. El anillo MS aparece al principio de
la construccion del flagelo. Después, del lado citoplasmico del anillo MS se forman el anillo C
(complejo interruptor) y el aparato de exportacion. Las estructuras posteriores se forman por la
adicion secuencial de las proteinas de las subunidades del eje en el extremo en crecimiento. El
gancho y el filamento requieren para su ensamblaje de la ayuda de las proteinas ‘cap' o proteinas
de coronamiento. OM, la membrana externa; PL, capa de peptidoglicano: CM, la membrana
citoplasmatica (Imagen modificada de: Aizawa, S., 1996)
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Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria Gram-negativa, pertenece al subgrupo a de las
proteobacterias, caracterizado por un alto contenido de G+C en su DNA (>60%) y que
incluye a microorganismos encontrados en un amplio rango de ambientes naturales (por
ejemplo Agrobacterium, Azospirillum, Caulobacter y Sinorhizobium). Ademas, R.

sphaeroides es una bacteria movil y con una gran plasticidad metabolica, ya que puede
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crecer en una gran variedad de compuestos de forma fotoheterotr6fica, mediante

respiracion aerdébica o anaerdbica y también es capaz de fijar nitrégeno y COa.

R. sphaeroides fue inicialmente descrita como una bacteria con un solo flagelo de
localizacion subpolar (Armitage & Macnab, 1987) (fig. 8); posee bacterioclorofila a y

esferodeno (pigmento carotenoide) y forma colonias con un caracteristico color purpura.

500 nm

Figura 8 Micrografia electronica de R. sphaeroides, donde se muestra su unico flagelo subpolar.

Los eventos de reorientacion en esta bacteria ocurren cuando el flagelo deja de
rotar y el movimiento browniano modifica, al azar, la trayectoria de nado de la célula
(Armitage & Macnab, 1987). El paro de rotacion trae como consecuencia la relajacién
del filamento flagelar desde la forma normal, con amplitud pequefia y longitud de onda
larga usada en la propulsion, a una forma enrollada, con amplitud de onda grande y
longitud de onda corta. Se ha observado que las células de R. sphaeroides crecidas en
condiciones fotoheterotr6ficas nadan mas activamente en la fase logaritmica tardia para
después perder el nado en la fase estacionaria junto con el flagelo (Kobayashi et al.,
2003).
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La forma en la cual se expresan los genes flagelares de R. sphaeroides ha sido
ampliamente estudiada (Poggio et. al.,, 2000, Poggio et al., 2005). Se sabe que la
expresion de los genes que codifican para el HBB es dependiente del factor 6> y de las
proteinas activadoras o EBPs (Enhancer Binding Proteins) denominadas FleQ y FleT.
Los genes flagelares se encuentran organizados en una jerarquia de expresion de cuatro
niveles. En la clase | se encuentra el regulador maestro FleQ, la expresién de los genes de
la clase II es dependiente de > y de FleQ. En esta clase se expresa el operon fleT-
fliEFGHIJ, cuyos productos dan lugar a la proteina activadora FleT, al anillo MS y a
algunos componentes solubles necesarios para la exportacion de los componentes axiales.
La expresion de los genes de clase 11l requiere de ambas EBPs (FleQ y FleT), las cuales
parecen formar un complejo necesario para la activacion de dichos promotores. Dentro de
la clase 111 se expresan los genes que codifican para el resto de las proteinas involucradas
en completar el HBB vy los reguladores FliA (6%) y su factor anti-sigma FIgM. De la
misma forma en la que ocurre en E. coli y Salmonella spp, al completarse el HBB, el
factor anti-sigma es secretado y 6?8 inicia la expresion de los genes de la clase IV, entre

los cuales se encuentra el gen de la flagelina (fliC) (fig. 9).
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Figura 9 Representacion esquematica de los pasos en la regulacion de la expresion de los genes
flagelares de R. sphaeroides ME, membrana externa; P, capa de peptidoglicano; MI, membrana
interna. Imagen modificada de: Poggio et al., 2005

EL GEN fleQ

El gen fleQ codifica una proteina que pertenece a la subfamilia NtrC de

reguladores de respuesta, y forman parte de un sistema de transduccion de sefiales de dos

componentes. En esta familia el dominio REC (signal receiver domain) esta asociado al

dominio de EBP, por lo que generalmente en estas proteinas su actividad como

activadores transcripcionales esta regulada por la fosforilacion del dominio REC. Sin
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embargo, la proteina FleQ carece del dominio REC y so6lo conserva el dominio
caracteristico de las EBPs y el dominio de union al DNA (HTH, Helix-Turn-Helix); por
lo tanto, la actividad de FleQ no esta sujeta a control postranscripcional por fosforilacién
(Poggio, et al., 2005).

El control postranscripcional es una forma eficiente de activar o inactivar de forma
inmediata una proteina ya sintetizada. Dado que FleQ es el regulador maestro de la
jerarquia flagelar, y no se ha observado ningun tipo de control postranscripcional, se ha
propuesto que basta con que la proteina se encuentre presente para lograr la expresion del
resto de los genes flagelares. De ahi surge la hip6tesis de que la expresion de dicho gen
debe estar de alguna forma regulada para llevar a cabo la activacion de los genes
flagelares s6lo cuando las bacterias estan en condiciones adecuadas para ensamblar un
nuevo organelo. Una hipotesis aduce que su expresion podria estar controlada, de algun
modo, por (o durante) el ciclo celular, de tal forma que se sintetice un solo flagelo por

célula.

Anteriormente (Poggio, et al, 2007), se trato de identificar el promotor responsable
de la transcripcion del gen fleQ e inicialmente se aislé una cepa que llevaba en el
cromosoma la fusion de fleQ con el gen reportero uidA (fleQ::uidA-aadA), reemplazando
al alelo silvestre fleQ. La introduccion de los alelos rpoN2::kan, o fleTA::kan, no
modificaron el nivel de expresion del gen reportero, indicando que la expresion de fleQ
es independiente de las proteinas RpoN2 (¢°¥), FleQ o FleT, y por ende no tiene un
promotor dependiente de ¢°* (Poggio, et. al., 2005). Dado que la bisqueda in silico de una
posible secuencia promotora ubicada rio arriba de fleQ no proporciond resultados
significativos, se llevd a cabo un ensayo de proteccion a RNAsas utilizando RNA total
aislado de la cepa silvestre, y como sonda un RNA sintético que se extendia desde el
coddn de inicio de la traduccion de FleQ hasta 1200 pb rio arriba. A partir de ese
experimento se identificaron dos fragmentos resistentes a RNAsas. Uno de los
fragmentos corresponderia a un mensajero cuyo +1 se ubicaria 150 pb rio arriba del

coddn de la metionina iniciadora de FleQ, mientras que el otro iniciaria 300 pb rio arriba
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del ATG. Este resultado sugiere la presencia de dos promotores, 0 la existencia de un
s0lo mensajero con una larga region 5' no traducida, la cual seria procesada
postranscripcionalmente (Poggio, et. al., 2005) (fig. 10). Dado que en bacterias, no es
comuan la presencia de regiones no traducidas tan extensas, consideramos necesario
utilizar otro enfoque experimental para confirmar estos resultados. Es por ello que nos
hemos propuesto como primer paso, para una posterior caracterizacion mas detallada, el

identificar la region minima necesaria de la region promotora para la expresion del gen

fleQ.

-300 pb -150 pb

I

2DV L

"z

flal. 1i:46193489 ﬁ fleQ)

Figura 10 Mapeo del inicio de la transcripcion de fleQ por ensayo de proteccion a RNasas. Los
carriles 1 y 2 indican experimentos independientes. En el esquema de la izquierda se sefiala la

posicién de los posibles inicios de la transcripcion en el contexto genémico de fleQ (Tomado de
Poggio et al., 2005).
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OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar la regidn minima necesaria para la expresion del gen fleQ mediante un analisis

de delecion. Valorar la expresion del gen fleQ mediante el analisis de complementacion
de la cepa SP13 (AfleQ::kan).

OBJETIVOS PARTICULARES

- Obtener mediante PCR fragmentos que reduzcan de forma secuencial la region
regulatoria de la del gen fleQ

- Clonar en pTZ19R los fragmentos de PCR obtenidos.

- Subclonar los fragmentos en un plasmido estable en R. sphaeroides (pRK415).

- Introducir por conjugacion a la cepa SP13 (AfleQ::kan) cada una de las clonas

obtenidas.

- Analizar el fenotipo de nado de cada cepa en cajas de agar suave
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOQTIDOS UTILIZADOS.

Las cepas de Escherichia coli, y de Rhodobacter sphaeroides utilizadas en la realizacion

de este trabajo se encuentran en la tabla 2 y la lista de oligonucledtidos en la tabla 3.

Tabla 2. Cepas, vectores y plasmidos

Cepa, vector o plasmido

Genotipo o descripcion

Referencia o fuente

Cepas R. sphaeroides

WS8

SP13

SP13 pRK415 Actll 3

SP13 pRK415 Actll 7

SP13 pRK415 Actll 8

Cepa silvestre

Derivado WS8 AfleQ::kan

Derivado SP13 que lleva el plasmido
pRK415 con la delecion desde -234
del promotor de fleQ

Derivado SP13 que lleva el plasmido
pRK415 con la delecién desde -83 del
promotor de fleQ

Derivado SP13 que lleva el plasmido
pRK415 con la delecién desde -142
del promotor de fleQ

(Simon et al., 1983)

(Poggio et al., 2005)

Este estudio

Este estudio

Este estudio
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SP13 pRK415 Actll 9

SP13 pRK415 Actll 10

Derivado SP13 que lleva el plasmido
pRK415 con la delecion desde -174
del promotor de fleQ

Derivado SP13 que lleva el plasmido
pRK415 con la delecién desde -111
del promotor de fleQ

Derivado WS8 ArecA::aadA

Este estudio

Este estudio

SF1 Este estudio

SF2 Derivado SP13 ArecA::aadA Este estudio

Cepas E. coli

TOP 10 recA endA thi hds RP4-2 (Invitrogen™)

S17 RP4-2 (Tc::Mu) (Kn::Tn7) (Simon, et al., 1983)
Plasmidos

PRKA415 Vector de clonacion TcR (Keen et al., 1988)
pJQ200mp18 Vector movilizable suicida (Quandt & Hynes 1993)
pTOPO (pCR 2.1) Vector de clonacién (Invitrogen™)
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Tabla 3. Lista de oligonucleétidos

Nombre del oligo | Secuencia Posicion

Actll
Actll 3 5'-GAATTCGAGGCGGACCTTCCGCAGCG-3' -234
Actll 7 5-GAATTCAAGCCATTGATGCAGTTGC-3' 83
Actll 8 5'-GCGAATTCGTCCAAAAGGATAGTGCCTCT-3' -142
Actll 9 5-GCGAATTCCTGCTCGCAATGCAACCGTG-3' -174
Actll 10 5-GGAATTCCGTGACCCCTGCTTTTATCCG-3' -111

Actll CO Xba | 5-TCTAGATCACGCCGCGCTGCACCGCATG-3 652

fleQ

SITF up 5'-GCGATATCCAGAGGCACTATCCTTTTGGA-3

SITF down 5'-CGGAATTCCATACCCGAGGGGCTGAT-3

FIiD up 5'-GCGATATCACGACGCTGATCGAGAAGAT-3

FIiD down 5'-CGGAATTCCGAGAAACCGGTCTACCTCTC-3'
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recAA

rec Al

rec A2

5-GCTCTAGAGCTTCCACGACATCTTCCCGC-3'

5-GCTCTAGACTTGGTCAGCAACTCCCAGGC-3’

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

R. sphaeroides fue cultivada aerébicamente en medio minimo Sistrom (Sistrom 1962)

adicionado con 1 mL/L de una disolucién stock de vitaminas (donde 100 mL contienen: 1

g de &cido nicotinico; 0.5 g de tiamina y 0.01g de biotina. La disolucion se esteriliza por

filtracion (Poggio 2007)) bajo condiciones de oscuridad y agitacion constante (200 rpm) a

30°C. Cuando se requirio, se afiadié al medio de cultivo kanamicina (25 pg/mL),

espectinomicina (25 pg/mL), y tetraciclina (1 pug/mL), acido nalidixico (25 pg/mL).

Las cepas de E. coli se cultivaron aerobicamente en medio de Luria-Bertani (LB)

(Ausubel et al., 1987) a 37°C en agitacion constante (200 rpm). Para cultivos en medio

solido se afiadid 15 g/L de bacto-agar. En caso necesario los antibiéticos que fueron

utilizados se agregaron en las siguientes concentraciones: espectinomicina 100 pg/mL,

gentamicina 1 pg/mL, tetraciclina 10 pg/mL y ampicilina 100 pg/mL.
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TRANSFORMACION DE E. coli (CELULAS COMPETENTES QUIMICAS).

Se creci6 el cultivo de E. coli hasta la fase exponencial media (D.O 550 nm 0.5), se
enfrié en hielo por 10 min., antes de que las células se cosecharan por centrifugacion a
5000 rpm en un rotor tipo SS34 (Sorvall). El botdn celular se resuspendio6 en la mitad de
volumen utilizado en una disolucion fria y estéril de CaCl, 100 mM. Las células se
incubaron en el hielo durante 20 min. Posteriormente se centrifugd nuevamente y se
resuspendié en 1/10 del volumen original con CaCl, 100 mM. Las células se incubaron
en el hielo por un periodo de 1 hr. EI DNA que se desea transformar es mezclado con 200
puL de las células competentes y se incubd en hielo por 30 min. Pasado ese tiempo las
células se incuban a 42°C por 2 min. e inmediatamente son puestas en hielo por 10 min.
Se agregan entonces 0.8 mL de medio LB y se incuban a 37°C por 30 min. con el objeto
de permitir que los genes de resistencia sean expresados. Después las células se plaguean

en medio selectivo y se incuban a 37°C por 8 hrs.

PURIFICACION DE PLASMIDOS EN PEQUENA ESCALA (MINIPREP).

Se cosecharon células de un cultivo de 3mL crecido durante 12 h, y se resuspendieron en
300 pL de disolucion SET (8% sacarosa, 5% triton, 50 mM EDTA pH 8, 50mM Tris-HCI
pH 8). Se afiadid 25 pL de lisozima (10 pug/mL), se agitd en vortex 2seg. y se incubd en
un bafio de agua hirviendo por 45 seg. Se centrifugd a temperatura ambiente por 20 min.
Se recuperd el sobrenadante y se mezclo con 230 pL de isopropanol. Se precipito el DNA
incubando a -70°C y se centrifug6 por 15 min. a 4°C. El pellet se resuspendi6é en 40 pL

de agua y posteriormente se utilizaron 5 uL para su analisis en un gel de agarosa.
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PURIFICACION DE PLASMIDOS Y RECUPERACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR
DE GELES DE AGAROSA.

Se utilizaron columnas de Qiagen (P-20 o P-100) para la purificacion de grandes
cantidades de DNA plasmidico. Se siguieron las instrucciones del fabricante en todos los
pasos. Para la purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se utilizé
el kit de Qiagen QIAEXII

CONJUGACION

Las cepas de E. coli y de R. sphaeroides se crecieron hasta fase exponencial media. Las
células se lavaron con medio LB, se mezcld en proporcion 1:1 y se concentré 10 veces.
Dicha mezcla se depositd en un rectangulo de nitrocelulosa estéril colocado sobre una
caja petri con medio LB solido. Se incub6 por 6 hrs. a 30°C. Las células se cosecharon y

se plaguearon en medio selectivo.

CONSTRUCCION DE LAS CEPAS ArecA

Para la creacion de las mutantes ArecA::aadA, se hizo una amplificacion por
medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) del
gen recA con los oligos Rec Al y Rec A2, con sitios de reconocimiento para EcoRI que
fueron incluidos en el final 5' de cada oligonucledtido. Se digirié con EcoRI y se purifico
el producto resultante del PCR. Se clond en el vector pTOPO, y posteriormente se digirid

con Xbal, obteniéndose los fragmentos esperados. El plasmido resultante fue purificado.

Para interrumpir el gen (recA) el plasmido purificado pTOPO se digirio con Sall y
posteriormente se tratd con una fosfatasa (SAP shrimp alcaline phosphatase). El

plasmido linearizado se ligd a un casete de resistencia a espectinomicina, que lleva la
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porcion interna del omega-Spc (aadA). Este cassette fue obtenido mediante PCR y

digerido previamente con Sall.

Los productos de la reaccion de ligasa fueron introducidos a las células TOP10 por
electroporacion, se verifico la construccién con las enzimas correspondientes y el
plasmido fue purificado. A partir de este se obtuvo el fragmento ArecA::aadA, se trato
con la T4 DNA polimerasa para generar extremos romos Yy dicho fragmento se subclono
en pJQ200mp18 digerido con Smal e introducido en R. sphaeroides WS8 y SP13. Las

mutantes resultantes fueron Illamadas SF1 y SF2 respectivamente.

El vector suicida pJQ200mp18 fue usado para la construccion de mutantes por
genética inversa. Este plasmido contiene el gen sacB de Bacillus subtilis. La resistencia
en las colonias a sacarosa y la sensibilidad a gentamicina surge después de un

intercambio alélico con la consiguiente pérdida del vector (Ballado et al., 2001).
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RESULTADOS

Con el propésito de identificar la o las regiones de control necesarias para expresar
el gen fleQ, se decidi6 realizar un andlisis de delecion a partir de una clona que lleva un
inserto de 1753 pb, de los cuales 652 pb corresponden a la region rio arriba de la posible
metionina iniciadora de FleQ vy el resto a la region codificadora (fig. 12). Esta clona es
capaz de complementar el fenotipo Fla- de la cepa SP13 (fleQ::kan), independientemente
del promotor presente en el vector, indicando que la informacion presente en la region
regulatoria es suficiente para lograr la expresion de FleQ, a un nivel adecuado para

permitir el nado de la cepa mutante.

Se decidid, reducir el tamafio de la region reguladora eliminando cada vez un
fragmento de mayor tamafo correspondiente al extremo 5’ de fleQ. Los fragmentos se
obtuvieron por PCR utilizando oligonucleétidos especificos y el DNA de la clona original
como sustrato. Con el fin de facilitar la clonacion inicial de los fragmentos de PCR, éstos
fueron insertados inicialmente en el plasmido pTZ19R, el cual es un plasmido de alto
namero de copias y de tan solo 2.9 kb. Una vez confirmada la presencia del inserto y
verificado su tamafio, se purifico el inserto y se subcloné en el vector pRK415, el cual es
un plasmido de bajo nimero de copias, con un origen de replicacion funcional en E. coli
y R. sphaeroides, y sobre todo incapaz de expresar el gen clonado cuando éste se

encuentra orientado en direccion opuesta al promotor plac (fig. 11).
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Figura 11 Vector pRK415 con el promotor plac (en azul) seguido de las deleciones de fleQ
(Act I1) (en rojo) en direccion al sentido de transcripcion de plac.

Se inici6 el proyecto eliminando 418 pb (ubicandose el limite del fragmento a
-234 pb a partir del codon de inicio de fleQ) (penaltima construccion en fig. 12) y 569 pb
(en este caso el limite del fragmento se ubica a -83 pb) (primera construccién en flecha
negra, fig. 12), mediante PCR. Los fragmentos amplificados, fueron purificados y
clonados en pTZ19R, y posteriormente subclonados en pRK415. La orientacion de los
insertos en el vector fue confirmada mediante digestiones con las enzimas EcoRI, Xbal y
EcoRI-Xbal. Las clonas apropiadas para cada construccion fueron denominadas
pPRK_Actll -234 y pRK_Actll -83, respectivamente (Fig. 12).
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Figura 12 Esquema del mapeo por delecion de fleQ realizado en este trabajo

Ambas construcciones fueron introducidas a la cepa SP13 mediante conjugacion y
se observo el fenotipo de nado en una caja de agar suave. Como se puede observar en la
figura 13, la cepa silvestre al ser sembrada en estas condiciones mostré la formacion de
un halo alrededor del punto de inoculacién; la formacién de éste se debe al nado continuo
de las células, permitiendo la expansién radial de la poblacién hacia el exterior, como una
monocapa (Kearns 2010). En R. sphaeroides una colonia al ser sembrada se difunde
uniforme y continuamente desde el punto de inoculacién hacia la periferia. Sin embargo,
al observar los halos de nado producidos por la cepa SP13/pRK_Actll -83 se observa un
nado irregular, donde se notan halos irregulares en tamafio y densidad alrededor del punto

de inoculacion.
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Figura 13 Cajas de nado de las construcciones SP13 Actll -234 (izquierda) y SP13 Actll -83
(derecha)

La formacion de halos irregulares en la cepa SP13/pRK Actll -83 nos llevo a
proponer que dicha cepa no era capaz de nadar pero que a lo largo del periodo de
incubacion aparecian células mdtiles a diferentes tiempos. La aparicion de dichas células
podria deberse a la recombinacion entre el segmento de fleQ presente en el plasmido y la
region homdloga cromosomal. Para evitar dicho inconveniente se decidié eliminar por
completo el gen fleQ, sustituyendo esta region del cromosoma por un casete de
resistencia. Desafortunadamente, los fragmentos de PCR de las zonas aledafias a fleQ no
pudieron obtenerse, quizd por un disefio inapropiado de los oligonucledtidos. Por lo
anterior se decidié realizar todas las pruebas de complementacion en un fondo genético
ArecA.

Para la obtencién de la cepa con la mutacién ArecA::aadA, inicialmente se hizo

una amplificacién por PCR del gen recA y parte de sus regiones aledafas, utilizando los
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oligonucledtidos recAl y recA2. El fragmento de 2,124 pb fue purificado y clonado en el
vector pTOPO. El plasmido purificado pTOPO_recA se digirio con Sall, cuyo unico sitio
de reconocimiento en este plasmido se encuentra dentro de la regién codificadora del gen
recA. El plasmido linearizado se ligo a un casete de resistencia a espectinomicina (aadA)
el cual, se sabe, no ejerce un efecto polar (Ballado et al., 2001). El plasmido presente en
las células transformadas (ApR SpcR) fue verificado por restriccion. Posteriormente, una
de estas cepas fue utilizada para obtener el plasmido puro pTOPO_recA::aadA. El inserto
con el fragmento recA interrumpido fue purificado y subclonado en el vector suicida
pJQ200mp18. El plasmido pJQ200mp18 fue utilizado para la obtencion de las mutantes
mediante un evento de doble recombinacion. Este plasmido es incapaz de replicarse en R.
sphaeroides, y ademas contiene el gen sacB de Bacillus subtilis, el cual al ser expresado
en bacterias Gram-negativas, es letal y de este modo es posible contra-seleccionar la

presencia del vector (Quandt & Hynes 1993).

Utilizando el plasmido pJQ200_recA::aadA, se llevo a cabo la sustitucion alélica
del gen recA en las cepas de R. sphaeroides WS8 y SP13. Las mutantes fueron

verificadas por PCR (fig. 14) y se denominaron SF1 y SF2 respectivamente.
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Figura 14 Comprobacion de la mutante mediante PCR. (a) Gel con el producto de PCR del gen
recA en la cepa WS8 y WS8 recA::aadA. (b) Esquema del gen interrumpido recA::aadA.

Con el fin de probar la pérdida de la funcion de RecA en la cepa SF2, se procedio
a realizar una curva de sobrevivencia a la irradiacion con luz UV de onda corta. La luz
UV induce dafios en el DNA (fundamentalmente dimeros de timina) que son reparados
por las enzimas uvrA, uvrB y uvrC, siendo los genes uvrA y uvrB parte de la respuesta
SOS que es inducida gracias a la accion de RecA. En ausencia de RecA, las enzimas
responsables de la respuesta SOS no son inducidas, y en consecuencia las bacterias

mueren debido a que su DNA no puede ser reparado.

Las cepas SP13 y SF2 fueron irradiadas con luz UV y fue determinado el nimero
de células sobrevivientes a este tratamiento. En la figura 15 A se muestran resultados
representativos de este experimento, en donde se observa que la irradiacion disminuyo el
numero de UFC (unidades formadoras de colonias) respecto a la cepa silvestre (recA+),
sujeta al mismo tratamiento. La proporcion relativa de sobrevivientes para ambas cepas

se muestra en la figura 15 B.
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Figura 15 (A) Fotografias de diluciones de células no irradiadas (izquierda) y de diluciones de
células irradiadas (derecha). (B) Gréafica de la diferencia de sobrevivencia de dos diluciones de

células SP13 y SF2 irradiadas vs. SP13 y SF2 sin irradiar.
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ANALISIS DE DELECION DE LA REGION REGULATORIA DE fleQ

Una vez comprobada la deficiencia de RecA en la cepa SF2, se procedio a obtener
versiones de fleQ con limites en las posiciones -111, -142, -174 (fig. 12) y las cuales
fueron introducidas en la cepa SF2, al igual que las construcciones con limites en -83 y -
234. El fenotipo de nado de las cepas fue evaluado en un ensayo de movilidad en cajas de

agar suave.

Como se puede observar en la figura 16, la cepa SP13/pRK Actll -83 (marcada
con el nimero 4) es incapaz de restablecer el fenotipo de nado, lo cual apoya la idea de
que los halos inicialmente observados eran producto de eventos de recombinacion entre
el plasmido y el cromosoma. De este modo, al utilizar la cepa SF2, tenemos la certeza de
que el fenotipo de nado en verdad representa la expresion de FleQ a partir de la regién de

control presente en el plasmido.

SF2 Act Il -111

1 SF1 5

2 SP13 Act Il WT -652 6 SF2 Act Il -142
3 SF2 7 SF2 Act Il -174
4 SF2 Act 11 -83 8 SF2 Act Il -234

Fig. 16 Ensayo de movilidad de la cepa SF2 (recA::aadA fleQ::kan) con las
construcciones Act Il -83 (4); Act 1l -111 (5); Act Il -142 (6); Act Il -174 (7) y Act Il -234 (8).
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Al probar el resto de las construcciones en la cepa SF2 (Fig. 16), nuestros
resultados demuestran que la secuencia rio abajo de la posicion -142 es esencial para

lograr la recuperacion del fenotipo.

El analisis bioinformatico de dicha region se discute en la siguiente seccion.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo revelan la importancia de los eventos de
recombinacion para promover la restauracion del alelo silvestre fleQ, utilizando como
sustratos los fragmentos del gen presentes en el cromosoma y en el plasmido. En este
caso, la presencia de las células que sufrieron los eventos de recombinacion es facilmente
detectable ya que en la caja de nado, las células con el gen fleQ silvestre se alejan
rapidamente del punto de inoculacion, mientras que otras células de la poblacion en las
cuales se retrasa la aparicion de dicho evento o son no recombinantes, permanecen en el
centro del indculo, generando un nado desigual. En este sentido, el ensayo en una caja de
nado también ejerce una cierta presion de seleccion, ya que el 6ptimo crecimiento de las
bacterias requiere de una apropiada concentracion de nutrientes, los cuales se encuentran

en la periferia de la zona de crecimiento.

Una cepa mutante en el alelo recA es mas sensible a la irradiacion UV y otros
agentes que causen dafio al DNA, por lo tanto tendran una menor sobrevivencia en el
medio ambiente. Es por ello que la expresion de un fenotipo mutante creado en
laboratorio es més estable en una mutante de fondo ArecA (Sander et al., 2001), por lo
tanto se tomd la decision de hacer pruebas de complementacion en este trabajo, en dicho

fondo genético.

Dado que la presencia del alelo recA::aadA no afecta la capacidad de nado de las
cepas, a partir de este trabajo podemos concluir que el uso de este alelo es una
herramienta Util para evitar la complementacion con secuencias de DNA clonadas en
plasmidos con los alelos gendmicos. Del mismo modo, siempre que existan dos versiones
del mismo gen serd posible obtener variantes derivadas de la recombinacion que

enturbien la interpretacion de los resultados obtenidos.

A pesar de que s6lo se hizo una repeticion del experimento de cuantificacion de

UFC sobrevivientes a la irradiacion UV, los dos experimentos muestran que en la cepa
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SF2 hay menos UFC sobrevivientes después de la irradiacion, en ambos casos

presentando una diferencia logaritmica.

Los ensayos de movilidad de la cepa SF2 con las deleciones Act Il -142; -174 y
-234 mostraron que éstas son capaces de complementar la deficiencia del alelo
AfleQ::kan cromosomal, y por lo tanto deben permitir la expresion del gen clonado a un
nivel suficiente para que la bacteria lleve a cabo dicha funcion. El plasmido con el
fragmento Actll -111 pierde la capacidad de complementar el fenotipo de la cepa SF2 y
de ahi se puede inferir que en la region entre -142 a -111 deben existir elementos
importantes para la correcta transcripcion del gen fleQ. Estos elementos pueden
corresponder a la secuencia del promotor o0 a la secuencia blanco de unién de algun

activador transcripcional.

La secuencia de 31 pb ubicada entre las posiciones -142 a -111 junto 20 pb
adyacentes a cada lado fue analizada con el programa Bprom (“Softberry”) para la
busqueda de promotores dependientes de 6’°, pero el resultado arrojé que en dicha region
no existe secuencia parecida al consenso propuesto para los promotores de ¢’® de E.
coli. No obstante, analizando una region de 81 pb que ademas de los 31 pb incluye 44 pb
rio abajo de la posicion -111 y 6 pb rio arriba de la posicion -142, el mismo programa
encuentra un promotor potencial en el cual la regién -35 (CTGTCT) que estaria a 20 pb
rio abajo del limite de la construccion -142 y 15 pb rio abajo de ésta se encuentra la caja -
10 (TGCTTTTAT). Por lo tanto la construccion -111 incluye la caja -10 predicha pero no
la caja -35. Esta prediccion requiere ser confirmada experimentalmente ya que otros
programas que identifican posibles promotores como por ejemplo, el programa “Virtual
footprinting V.3”, al utilizar la matriz de probabilidades para la caja -10 de E. coli, no
identifica el promotor predicho por el programa “Softberry”, en su lugar sélo identifica
como posible -10 a la secuencia previamente propuesta como caja -35 y una segunda caja
pero en la cadena complementaria. Claramente, las predicciones de este ultimo programa

no coinciden con los resultados experimentales.
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Por lo anterior, es razonable proponer que las cajas identificadas por el programa

“Softberry”, podrian representar el promotor funcional de fleQ.

En caso de que la secuencia propuesta represente al promotor, nuestros resultados
no arrojaron evidencia al respecto de posibles regiones que pudieran participar en la
activacion del promotor de fleQ (fleQp) que puedan estar ubicadas mas alla de 20 pb rio
arriba de la caja -35. Sin embargo, en estos 20 pb bien podria unirse algin activador
transcripcional que directamente pueda interactuar con la RNA polimerasa. En E. coli y
otras bacterias es comun identificar el sitio de unién de ciertos FT (factores de
transcripcion) a aproximadamente -50 pb del sitio de inicio de la transcripcion, esto es, a
tan s6lo unas pocas bases rio arriba de la caja -35 (Collado-Vides et al., 1991; Diniz MM
et al., 2011). Para probar esta posibilidad, el primer paso consistiria en corroborar la
ubicacion del promotor, y posteriormente mutar algunas de las bases rio arriba de la caja

-35 para determinar si estos cambios afectan la fuerza del promotor in vivo.

En un estudio previo a este trabajo (Poggio et al., 2005) se realizé ensayo de
proteccion a RNAsas, este método es Util para definir el sitio de inicio de transcripcion y
puede ser usado también para la delimitacion de finales 3' y uniones de empalme (Carey
et al., 2013). Este ensayo requiere de mas tiempo que la técnica de extension del iniciador
(o primer extension), con la excepcion del 5' RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends),
es a menudo el método mas sensible para la localizacion del sitio de inicio de la
transcripcion. La desventaja principal del procedimiento es que el ensayo puede ser
dificil de establecer para un nuevo gen debido a las condiciones de hibridacion y las
condiciones de digestién deben de ser determinadas empiricamente. Ademas la sonda
radiomarcada es susceptible a la formacion de estructuras secundarias estables que

pueden generar productos resistentes a la RNAsa (Carey et al., 2013).

Los resultados obtenidos en dicho estudio contrastan con los obtenidos en este

trabajo, ya que se propuso la existencia de dos sitios posibles para el inicio de la
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transcripcion (+1) de fleQ, ubicados a -300 y -150 nt rio arriba del inicio de fleQ (Poggio
et al., 2005).

En contraste, el mapeo por delecion de la region regulatoria y el analisis in silico,
realizados en este trabajo sugieren que el sitio de inicio de la transcripcion (+1) se
encuentra aproximadamente a -81 pb rio arriba de la metionina iniciadora de fleQ y la

transcripcion iniciaria aproximadamente 11 pb rio abajo de la caja -10.

La discrepancia entre ambos trabajos podria ser explicada si se considera que el
ensayo de proteccion a RNAsas pudo haber detectado un producto de procesamiento de
un transcrito mayor. Dado que fleQ se encuentra rio abajo de los genes flagelares flgLK y
sltF, es posible que parte del transcrito de estos genes pudiera penetrar hacia fleQ, para
dar lugar a un transcrito policistronico de fleQ. Alternativamente, es posible que se
hubiese formado una estructura secundaria resistente a la degradacion por RNasas que

interfiriera con la deteccidn del verdadero inicio de la transcripcion.
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CONCLUSIONES

1. El mapeo por delecion indica que la expresion de fleQ requiere de las secuencias
ubicadas rio abajo de la posicion -142, con respecto al coddon de inicio de la
traduccion de fleQ.

2. El analisis in silico de esta region sugiere que la caja -35 del promotor se encuentra
ubicada a —123 pb, mientras la caja -10 a -102 pb, con respecto al codon de inicio
de fleQ. Por lo tanto, el sitio de iniciacién de la transcripcion estaria ubicado a -81
pb.
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PERSPECTIVAS

Hacer el mapeo del inicio de la transcripcion del gen fleQ mediante la técnica
de RACE.

Hacer mutagénesis dirigida y al azar de la regién comprendida entre -142 a -111
pb para observar si hay algun cambio significativo en el nado y determinar si
existen pares de bases determinantes en el promotor putativo para la correcta
transcripcion de FleQ.
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APENDICE

Secuencia de fleQ utilizada en este trabajo con la posicidn de cada oligonucleétido
indicado con color:

>g11552535527 |ref|[NC _007493.2]:1778852-1780226 Rhodobacter sphaeroides
2.4.1 chromosome 1, complete sequence

CCCGGCAGGATCGGCGCCCCTCACGCCGCGCTGCACCGCATGATGCCGAACTTCTTCATCTTCTCGATCA
GCGTCGTGCGGCGCAGGCGCAGCGCATCGGCCGCACGGCTCACGCAGCCATCGCGCTTGGCCAGCGCCGL
CTCGATCAGCGCCACCTCGATGTCGCGCAGATAGCCGCGCAGGTCGAGGTCGGCCCGCCCCTCGAGCATG
TCATGGAACTGGCTCGGTTCGGGCAGTCCCTGCGCCTCTGGCGCAGCCGCCGGTTGCTGGCCCGCGGGELL
CCTCGGGATCGGGCATGGCGAGCTGCAGAAGGTTCTCGCGCACATGGCGCGCGGTCACGATCCGGCCCGG
AAAGAGCACGATGGCGCGGGCAAGCACGTTGCGCAATTCGCGCACATTGCCCGGCCACGAATGCCCGGCG
AGCGCCCGCAGCGCGCTGGTGTCGAAATGCGGCAGATCCAGTGCCGGATCCCGCGCCAGCTGATCCTCCA
GCATCCGCGCGAGGATCAGCGGAATGTCCGAGGCGCGCTCGCGCAGGTCGGGCAGTTCGAGCGGAAAGAC
GTTGATGCGGTAGTAGAGATCGCAGCGAAAGCCGCCCGCCGCCACCTGCGCGTCGAGGTTGCGGTGCGTG
GCCGTCACGAGGCGGAAATCGACCTCGATCTCGCTGGTGCCGCCCACGCGCGAGATGCGGCGGCTTTCGA
GAACGCGGAGCAGCTTGGCCTGCAGCGCCAGCGGCATGTCCCCGATCTCGTCGAGAAAGAGCGTGCCGCC
GTGGGCCATCTCGATCCGGCCGATCCGCTGCCGGTCGGCGCCGGTAAAGGCGCCCTTCTCATGGCCGAAA
AGCTCGGATTCGAGCAGGTCCGCCGGAATGGCGGCGCAGTTGACCGCGATCAGCGCCCCGLCCGLGGLLCCG
AGGCCCGGTGCAGCGCCTCGGCGGCCAGTTCCTTGCCGGTGCCGGTCGATCCCCGCACGAGGACGGGLGC
ATCGCTGACGGCGACCGCGGCGATCAGTTGCTTCACCCGGCAGATCGAAACCGACTCGCCCGGGATCACC
CGATTGATGAGGCCGGCAGGAGGGGGAAGCGGGCGGGAGCGGGCGCCCTCGGGCGAGAAGTGACTGGTCA

TGCGGCGGGGCCATGCCTCAAAAATGGTTAACTGATCCTCAAGATCGTCGACCTGCGCCCATGCT
CTTGTCCGA ACGCCCGAGAGACA

CAGGTATGCGCCT GGTCGCGGAAGGACTGGACCGCGTGGAACCGGGCGL
GCAGGCGCTGCGGAAGGTCCGCCTCGGCGAGGAGGTCCGGGGLCGG

Actll 3 5 GAATTCGAGGCGGACCTTCCGCAGCGS 234
_ 5 GAATTCAAGCCATTGATGCAGTTGC-3' 83

_ 5 GCGAATTCGTCCAAAAGGATAGTGCCTCT-3' 142
- 5-GCGAATTCCTGCTCGCAATGCAACCGTG-3' 174
_ 5-GGAATTCCGTGACCCCTGCTTTTATCCG-3' 111

Actll CO Xba
5'-TCTAGATCACGCCGCGCTGCACCGCATG-3'
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