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|. RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria que fija nitrégeno, presenta flagelos peritricos y forma quistes
resistentes a la desecacion. Al entrar en enquistamiento deja de fijar nitrégeno, pierde sus flagelos, y
produce, entre otras cosas, alginato, alquilresorcinoles (ARS) y poli -hidroxibutirato (PHB), que son
polimeros de interés industrial. Por su participacion en la formacién del quiste y su importancia
economica, se ha estudiado la regulacién genética de la biosintesis del alginato en A. vinelandii. Se
identifico el operdn algUmucABCD, el gen algU codifica para el factor of (AlgU), que se requiere en
la transcripcion de los genes algC y algD, ambos genes codifican para enzimas que participan en la
sintesis de alginato, mientras que las proteinas MucA, MucB, MucC y MucD modulan de manera
negativa la actividad de of, siendo MucA un anti-sigma. Por otra parte, en observaciones
preliminares al microscopio 6ptico, se notd que of también afecta la locomocién de A. vinelandii y al
parecer lo hace de manera negativa. El objetivo de este trabajo fue determinar como el factor of
modula la locomocidn de A. vinelandii.

En Escherichia coli, para iniciar la expresién de genes flagelares se requiere del activador
transcripcional FIhDC junto con o70. En Pseudomonas aeruginosa, bacteria relacionada
filogenéticamente a A. vinelandii, el que inicia la expresidn de genes flagelares es FleQ y 0%, FleQ
es regulado negativamente por FleN. Lo primero que se document6 en este trabajo, fue que el efecto
negativo de of sobre la locomocion de A. vinelandii, es por la represion de la generacion del flagelo.
Después mediante alineamientos del tipo tblastn, se identificaron alrededor de 60 genes flagelares
en A. vinelandii. Encontramos que, a pesar de que contiene los homoélogos a fIhDC, y a fleN-fleQ,
solo el sistema FIhDC es el que inicia la expresion de los genes flagelares en A. vinelandii. Los
genes flnDC forman un operdn y su expresion es afectada negativamente por of. Mediante un
andlisis en silico, de la region de regulacién del operon flhDC, se encontré unas secuencias
consenso para la unién de FnR. FnR es homéloga a CRP y puede actuar como un represor en E.
coli. En A. vinelandii existe un homoélogo a FnR que es CydR, CydR reprime la transcripcidn de los
genes cydAB, que codifican para el citocromo bd, este citocromo es importante en la fijacién de
nitrbgeno en crecimiento aerdbico. Las secuencias de unién de CydR que estan en la regién de
regulacion del operdn flnDC son muy similares a las que estan en la zona de regulacion de los genes
cydAB. Por su parte el gen cydR, presenta secuencias consenso de promotores dependientes de oF,
ademas el factor o tiene un efecto positivo en la transcripcidn de cydR, por otra parte la mutante en
cydR, presenta mayor nado que la silvestre. Esto sugiere que CydR es el intermediario de of para
reprimir el nado de A. vinelandii. Con estos datos y los que existen en la literatura proponemos una
cascada de regulacion negativa por parte de of en la generacién del flagelo y la fijacion de nitrégeno
al entrar al enquistamiento en A. vinelandii, donde of esta por encima de CydR, el cual a su vez
actia como represor de la expresion de los operones cydAB y fIhDC.



II. INTRODUCION

2.1 LOCOMOCION EN BACTERIAS.

En la naturaleza, los organismos que
presentan locomocion, tienen una ventaja
evolutiva, porque les permite esquivar las
condiciones adversas y dirigirse hacia
condiciones mas favorables para su
propagacion. EI mundo microbiano no es la
excepcion. Los procariontes han desarrollado
una gran variedad de mecanismos con los
que se desplazan a través de medios liquidos
0 sobre superficies himedas. Estos
mecanismos de locomocién son el
‘swimming”, “swarming”, “gliding”, “twiching” o
“floating” [Jarrel y McBride 2008]. La
locomocién puede involucrar apéndices de
superficie, como el flagelo, el Pili y la “pierna”
en Mycoplasma. Las estructuras internas
como el citoesqueleto y vesiculas de gas,
estdn involucradas en algun tipo de
locomocién, mientras que el mecanismo de
algunos otros tipos de movimientos aun se
desconocen [Jarrel y McBride 2008].
Independientemente del mecanismo que
empleen para el movimiento, muchos

A

microorganismos que tienen locomocién, usan
un complejo sistema sensorial que controla
sus movimientos en respuesta a un estimulo,
el cual le permite migrar a ambientes mejores
[Jarrel y McBride 2008]. Anteriormente,
Henrichsen en 1972 reporto una clasificacion
de los tipos de locomocion en bacterias, en
base al andlisis durante un cuarto de siglo, de
cientos de cepas de 40 especies que
pertenecen a 18 géneros de bacterias, los
diferentes tipos de locomocion que describid
son el “swiming’, “swarming”, “twiching
motility”, “gliding”, “sliding” y “darting”, pero en
los tres ultimos, el conocimiento sobre los
mecanismos que emplean, es casi nulo.

El flagelo lo utilizan las bacterias para realizar
movimientos conocidos como “swiming” y
‘swarming”.

“‘Swimming” (nado), es el desplazamiento en
forma individual y al azar en medios liquidos
con baja viscosidad, generando una forma de
halo (fig. 1A) [Henrichsen, 1972], en el
laboratorio se obtiene en medios con
concentraciones de agar < 0.3 %.

B

Figura 1. Tipos de locomocién mediada por flagelo en bacterias. A) “Swimming” (nado), se da en medios semiliquidos,
las células se mueven individualmente y al azar, formando un halo. B) “Swarming” se da en superficies semisélidas las
células se mueven colectivamente y en forma coordinada, generando una especie de ramificaciones.

‘Swarming” (enjambrado), es el
desplazamiento de células en grupo (colonial)
y de manera coordinada para cruzar
superficies semisolidas, observandose en

muchas especies un fenotipo como
ramificaciones (fig. 1B) [Henrichsen, 1972], en
el laboratorio se da en medios con agar > 0.4
%. En el “swarming” ademas de flagelos, se



requiere de agentes humectantes, para
lubricar y disminuir la tension superficial,
como suelen ser los biosurfactantes (Sharma
y Anand 2002). Algunas especies de
bacterias que poseen un solo flagelo, para el
‘swarming” se hiperflagelan y se alargan las
células, este proceso de diferenciacion celular
se conoce como células “swarming” [Fraser y
Hughes 1999].

“Twitching motility”, este tipo de locomocion
se describié por primera ves en Acinetobacter
calcoaceticus por Lautrop en 1961 y en 1965
le dio este nombre. Para este tipo de
movimiento se requiere del pili tipo 1V, el cual
se extiende, se fija en la superficie, después
se contrae, este tipo de locomocion, es el
principal para colonizar rapidamente nuevas
superficies donde existen muchos nutrimentos
[Mattick 2002]. EI “twitching motility” es un
movimiento colonial del tipo “gliding”, y las
bacterias patdgenas, lo emplean en la
colonizacion de sus hospederos como plantas
y animales, también lo usan en la formacién
de “biofilms” y de cuerpos fructiferos como es
el caso de Mycoplasma [Mattick 2002)].

2.2 ESTRUTURAS PARA LA LOCOMOCION
EN BACTERIAS.

El pili (del latin cabello), conocido también
como fimbria (del latin fleco), se observa
generalmente en bacterias Gram-negativas,
mientras que en Gram-positivas es escaso. El
pili tipo IV, es una estructura que usan las
bacterias para el “twitching motility”, el pili se
implanta en la membrana celular. Para la
generacion y funcionamiento del pili, en P.
aeruginosa, se requieren de al menos 40
genes [Mattick 2002]. Otra de las estructuras
que usan las bacterias para su locomocion, es
el flagelo. En este trabajo nos enfocaremos a
esta fascinante nanoméaquina bioldgica.

2.2.1 Flagelo.

El flagelo bacteriano, es el mas estudiado de
todas las estructuras de locomocion en
procariontes [Macnab 2004; Macnab 2003;

Aldridge y Hughes 2002]. Mas del 80 % de las
especies de bacterias conocidas poseen esta
estructura,  incluidos  varios  Archeae
flagelados [Moens y Vanderleyden, 1996;
Thomas et al., 2001]. Es usado para el
‘swimming” (nado), en ambientes acuosos y
la velocidad que alcanzan con estas
estructuras puede variar mucho entre
especies, ejemplos: Bacillus licheniformis 21.4
pUm/seg, Sporosarcina ureae 28.1 um/seg, P.
aeruginosa 558 pum/seg, Thiospirillum
jenense 86.5 um/seg [Ordal 1985; Vaituzis et
al., 1969]. E. coli nada a un promedio de 25-
35 um/seg [Lowe et al., 1987], A. vinelandii
alcanza los 74uum/seg [Haneline et al., 1991].
Bdellovibrio bacteriovorus puede alcanzar 160
um/seg [Lambert et al, 2006]. Es
sorprendente la velocidad que adquiere B.
bacteriovorus, a pesar de que su flagelo tiene
una cubierta (forro) membranosa [Thomashow
y Rittenberg, 1985; Seidler y Starr 1968].

En la comparacion a escala, de la velocidad
de las bacterias con animales, como los
grandes felinos, incluso con vehiculos
disefiados por el hombre como los
‘monoplaza”, generalmente la velocidad de
las bacterias es con gran sorpresa mayor. Por
ejemplo, hay bacterias que alcanzan a nadar
a una velocidad 0.00017 km/h, mientras que
el Guepardo (Acinonyx jabatus) puede
alcanzar una velocidad maxima de 110 Km/h,
aparentemente el Guepardo es mas veloz
pero, esa velocidad solo significa que se
desplaza 25 longitudes de cuerpo/segundo,
mientras que las bacterias pueden
desplazarse a 60 longitudes de
célula/segundo. Cuando se toman en cuenta
los tamarios, observamos que las bacterias
son extraordinariamente mas rapidas, a pesar
de que las comparaciones no son equitativas,
porque los depredadores y los autos, su
desplazamiento es terrestre, mientras que las
bacterias lo hacen en medios acuosos, donde
el medio ofrece mayor resistencia.
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Figura 2. El flagelo se encuentra en los tres dominios bioldgicos: A) arqueas, B) Bacterias, C) Eucariontes. Esta

estructura es comin en los tres dominios bioldgicos, pero su estructura y funcionamiento es diferente en cada dominio.
Imagenes tomadas de Jarrel y McBride 2008 (Ay B).



Ademas de tener propiedades de locomocion,
el flagelo bacteriano juega un papel crucial en
la adhesion, formacién de biopeliculas
(“biofilms”) y colonizacién, como son los casos
de P. aeruginosa [Stanley, 1983], E. coli [Pratt
y Kotler, 1998], Vibrio cholerae [Gardel y
Mekalanos, 1996], Salmonella typhimurium
[Ciacci-Woolwine et al., 1998] y Helicobacter
pylori  [Eaton et al, 1996]. En
microorganismos patdgenos, la locomocion
generalmente es considerado como un factor
de virulencia, esencial para la colonizacion del
organismo hospedero u drgano blanco
[Ottemann y Milar, 1997; Josenhans vy
Suerbaum, 2002]. Sin embargo, el filamento
flagelar tiene una fuerte propiedad antigénica
en animales y vegetales hospederos [Hayashi
et al., 2001; Dangl, 2001; Smith y Ozinsky,
2002].

2.3 El flagelo esta presente en los tres
dominios biologicos (Arquea, Bacteria y
Eucaria).

El flagelo es un apéndice mavil, en forma de
latigo, que generalmente es usado para la
locomocion, esta estructura no es exclusivo
de bacterias, esta presente en los tres
dominios de los seres vivos: Arquea, Bacteria
y Eucaria (fig. 2). A pesar de que el flagelo se
encuentra en los tres dominios bioldgicos,
presenta diferente estructura, funcionamiento
y origen evolutivo en cada grupo. Solo el
flagelo de Bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas es esencialmente idéntico, excepto
que el flagelo del primer grupo de bacterias
atraviesa la segunda membrana (externa),
membrana que en las Gram-positivas esta
ausente. El flagelo de arqueas es el menos
estudiado de los tres dominios bioldgicos, por
lo que hasta la década de los 80 del siglo XX
se pensaba que era homodlogo con el de
bacterias [Cavalier-Smith 1987]. Sin embargo,
estudios de los siguientes 10 afios, pusieron
de manifiesto diferencias para considerarlos
como un caso clasico de evolucién
convergente. Las principales diferencias del

flagelo en estos tres grupos se mencionan a
continuacion:

2.3.1 Filamento

El filamento flagelar de bacteria es hueco, en
promedio tienen 20 nm de diametro, esta
constituido de subunidades de una sola
proteina, conocida como flagelina. Al
ensamblarse las subunidades de flagelina
pasan por el hueco y se van depositando
distalmente. Las flagelinas carecen de péptido
sefial y son secretadas por el sistema de
secrecion flagelar tipo lll. La glicosilacion de
flagelinas es rara, los casos que se conocen
son de la forma O-glicosilados [Logan 2006].
En arquea, el filamento tiene 10-12 nm de
grosor [Thomas et al., 2001], esta constituido
por flagelinas pero, son distintas a las de
bacterias. Las flagelinas de arqueas tienen un
péptido sefial, similar al del pili tipo IV de
bacterias [Faguy et al., 1994]. Las flagelinas
de arqueas son procesadas por la preflagelina
peptidasa FlaK/PibD, un homélogo de la
prepilina peptidasa tipo IV de bacteria [Bardy
y Jarrell 2002; Albers et al., 2003; Bardy y
Jarrell 2003]. Otras proteinas que son
esenciales para el flagelo arqueal tienen
homologia con el sistema del pili tipo IV, como
la ATPasa (Flal) y una proteina conservada
de membrana (FlaJ) [Ng et al., 2006]. En
arqueas, no se han encontrado genes
homdlogos a los de bacterias, involucrados en
la estructura o ensambleaje del flagelo [Faguy
y Jarrell 1999; Nutsch et al., 2003]. El interior
del flagelo de arqueas forma estructuras
homoélogas a los del pili tipo IV, carece del
hueco por donde pueda pasar los monémeros
de flagelina [Cohen-Krausz y Trachtenberg
2002; Cohen-Krausz y Trachtenberg 2008].
La falta de un canal central y las similitudes al
pili tipo IV, se propone que el flagelo de
arqueas crece por la base [Jarrell et al., 1996;
Jarrell et al., 2007]. En el arquea
Methanococcus maripaludis, mutantes en
flaB3 no generan la estructura similar al
gancho, pero producen filamentos [Chaban et
al., 2007]. Esto puede ser posible si las



proteinas del filamento se agregan antes que
los c omponentes del gancho, deserasi, la
forma de ensamblar el flagelo en arqueas, es
diferente el de bac terias. Las flagelinasde
arqueass onal tamente N -glicosiladas
[Lechner y Wieland 1989; Sumper 1987].

El filamento de eucarionte es mas grueso que
los ant eriores, con un didmetro de 20 0 nm,
esta f ormado por m asdeun centenarde
proteinas di ferentes (200), s u nucleo e s un
cilindro constituidodenu eve paresd e
microtubulos quer odeanad ospa res
centrales (fig. 2), este arreglo se conoce como
‘9+2" [ Mitchell 2006] ,y s eden omina
axonema. El nucleo se encuentra cubierto por
la membrana plasmatica, para que el interior
del flagelo sea accesible al citoplasma de la
célula. En la base del flagelo se encuentra un
cuerpo ba sal ( también conocidoc omo
bleferoblasto o cinetosoma), que es el centro
de or ganizacion de | os m icrotibulos
flagelares.

2.3.2 Mecanismo de accion.

Elf lagelode bacterias f unciona poru n
mecanismo de r otacién que gen erat orca
[Berg 1974; S ilverman y S imon 1974] ,1 a
rotacion se da porun motorque estaen! a
base del flagelo y puede girar en sentido (CW;
‘clockwise”) o enc ontra( CCW,;

A) —-"'"_‘_“'--a._w B)

C)

“counterclockwise”) de las manecillas del reloj
[Silverman y Simon 1974], para ello posee un
interruptor. El flagelo eucarionte se mueve en
forma de latigo, es decir bate.

2.3.3 Fuente de energia.

La f uente de ene rgiaparal ar otacion d el
flagelo  bacteriano,es ungr adiente
transmembranal de pr otones (H*) o de i ones
Na* en ba cterias al calofilas [ Manson et al.,
1977]. Mientras que | os flagelos de arqueas
se propone que son impulsados por ATP. El
flagelo eucarionte es impulsado por ATP.

2. 4 Distribucion y tipos de flagelo en
bacterias. Elar reglo del flagelos obrel a
célula difiere de especie a e specie, y parece
estar relacionadoc onl osam bientes
especificos en el cual viven las células [Joys,
1988; Wilson y Beveridge, 1993]. El patrén de
flagelacion (tipos de di sposicion de flagelos;
fig. 3),es dei nterésenl| adet erminacién
taxondmica, ya que es caracteristico de cada
especie. Estos patrones son:

1) Monotrica en bacterias que tienen un solo
flagelo en posicién polar o subpolar (fig. 3a),
ejemplo: P. aeruginosa, Vibrio cholerae,

Idiomarina loihiensis y Caulobacter
crescentus.
/’L ..-'-'—'_-"_"'--.,_\_‘_‘_H_‘_‘_'/

Figura 3. Patrones de la distribucion de flagelos en Bacterias. A) Polar, B) Anfitrica, C ) Lofotrica, D) Peritrica o lateral.

2) Anfitrica en bacterias que posee un flagelo
en am bos p olos ( fig. 3b). E jemplo, Spirillum
ostrae.

3) Lofétrica en bacterias que tienen dos 0 mas
flagelos formando un pen acho, nor malmente
en un polo, pero también puede ser en puntos

opuestos ( fig. 3c ), ej emplo: Vibrio fischeri,
Ectothiorhodospira moblis y Spirillum volutans
la cual tiene 80 flagelos en el penacho.

4) Peritrica o Lateral en bacterias que tienen
los flagelos repartidos por toda | a s uperficie
(fig. 4d; ej emplo: E. coliquepos ee1 0



flagelos, mientras que Proteus mirabilis posee
cientos, dando aspecto muy denso a la
disposicion de éstos. También existen
flagelos dispuestos en posicion lateral
agrupados en  penachos como en
Selenomonas.

5) Periplasmicos, estos flagelos se
encuentran localizados en el espacio
periplasmico, como es el caso de las
espiroquetas  (Borrelia,  Treponema vy
Leptospira). La rotacion de estos flagelos
causan un movimiento a toda la célula y se
mueva hacia delante como un sacacorcho. En
estas bacterias el flagelo no solo le sirve para

Gancho

Cuerpo
basal

la locomocion, el flagelo también funciona
como un citoesqueleto que le da forma a la
célula, en mutantes que carecen de flagelo
ademas de no moverse tienen una morfologia
distinta a las células silvestres [Wolgemuth et
al., 2006]

6) Algunas bacterias tienen sus filamentos
cubiertos por una “funda”, la composicién de
esta cubierta puede ser membranosa, como
en Bdellovibrio bacteriovorus [Thomashow y
Rittenberg, 1985], Vibrio cholerae, V.
Parahaemolyticus, y Helicobacter [Geis et al.,
1989] o proteica como en el caso de las
espiroquetas.

Filamento

annn

[T Pp—
e e PR LT ARl

Figura 4. Componentes del flagelo de Bacterias. El flagelo esta constituido de tres principales subestructuras, dos
externas a la célula que son el filamento y el gancho, la tercera estructura se denomina el cuerpo basal y esta embebida

en la(s) membrana(s).

2.5 Componentes del flagelo en bacterias.

El flagelo de bacterias esta formado por tres
subestructuras o componentes (fig. 4), de los
cuales el filamento y el gancho son

estructuras externas a la célula, mientras que
el cuerpo basal estd embebido en las
membranas celulares. El filamento es una
estructura helicoidal que funciona como



propela para impulsar a la bacteria. El
gancho, es una estructura corta, curvada (0
recta como en el caso de Rhodobacter
sphaeroides) y flexible, funciona como un
adaptador universal [Samatey et al., 2004], en
un extremo une al filamento y por el otro al eje
(fig. 4). El cuerpo basal contiene al motor,
esta subestructura esta conformada por un
tubo cilindrico o eje, con cuatro anillos (L, P,
MS y C; fig. 4) [DeRosier 1998]. Los anillos
son: dos externos denominados L (en el plano
de los lipopolisacaridos de la membrana
externa) y P (en el plano de los
peptidoglucanos), estos  anillos  estan
ausentes en bacterias Gram-positivas, el
anillo interior conocido como MS, se ubica por
encima y dentro de la membrana citoplasmica
[Jarrel 'y McBride 2008]. EI anilo C
(citoplasmico) se prolonga al citoplasma y
esta conformado por tres proteinas: FliG, FliM
y FliN, las cuales se requieren para la rotacion
y el control de la direccion de la rotacion del
flagelo [Jarrell y McBride 2008]. Conectados
al cuerpo basal se localizan varias proteinas
importantes para la funcién del motor y para
el sentido del giro [Macnab 1996]. La
direccion de la rotacién del flagelo es
controlada por un sistema de transduccion de
sefiales que monitorea los cambios
ambientales [Jarrel y McBride 2008].

2.6 Proteinas involucradas en el
ensamblaje del flagelo en bacterias.

Para el ensamblaje del flagelo en bacterias,
participan varias proteinas diferentes (fig. 5).
Sin embargo, algunos componentes estan
constituidos por varias subunidades de una
sola proteina, como el filamento, el cual esta
formado por miles de subunidades de la
proteina FIiC (flagelina; fig. 5), el filamento
funciona como propela para impulsar a la
bacteria. La proteina FIiD es como una tapa
del filamento (fig. 5) y es necesaria para el
adecuado ensamblaje de las subunidades de
flagelina.

El gancho (codo), esta formado por decenas
de subunidades de una sola proteina, de

FIgE. Entre al gancho y el filamento existen
proteinas que funcionan como adaptadores o
proteinas asociadas al gancho (HAPs: hook
assiated proteins) estas son FlgK (HAP1) y
FlgL (HAP3), FIiD también es una HAP
(HAP2). El gancho permite que se transmita la
fuerza de rotacion o torca al filamento en
varias direcciones. En el cuerpo basal, el eje,
en su parte proximal, esta compuesto por
FlgB, FIgC, FIgF y FliE, la parte distal se
conforma por copias de FlgG; con respecto a
los anillos, el MS esta constituido por FIiF,
este anillo forma parte del rotor del motor
flagelar, donde se genera la torca. Los anillos
Py L se crean por mondmeros de Flgly FigH
respectivamente, los anillos L y P forman un
cilindro generando un espacio, para permitir la
rotacion del eje sin friccion. Esta estructura
funciona como una flecha conductora que se
une al rotor y que se encarga de transmitir la
torca, generada por el motor hacia el gancho
y filamento, por lo que, el anillo MS, el eje, el
gancho y el filamento constituyen una sola
pieza de rotacién, mientras que los anillos L y
P forman la parte estacionaria o estator.

El motor flagelar consiste de cinco proteinas:
MotA y MotB se localizan en la membrana
celular rodeando al anillo MS, funcionan como
un estator y conducen el paso de protones
para dirigir la rotacion flagelar; las proteinas
FliG, FliM y FliN, controlan el sentido del giro
del motor. MotB estd unido fisicamente a la
capa de peptidoglicanos mediante un dominio
de unién al peptidoglicano y de este manera
fijla a el estator en su lugar, mientras que
MotA interactia directamente con el C-
terminal de FliG y forma un anillo de
moléculas de FliG. Datos bioquimicos
sugieren que el paso de protones a través de
los canales de MotA y MotB causa un cambio
conformacional en MotA (el poder de la
remada o palada), el cual empuja a FliG y gira
al rotor [Kojima y Blair 2001]. [Blair 2003]. Los
motores flagelares de las bacterias son
increiblemente rapidos, con reportes de
velocidades superiores a 18,000 y 100,000
rpm para motores impulsados con H* y Na*



respectivamente  [Chen y Berg 2000; Magariyama et al., 1994].
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Figura 5. Proteinas involucrados en el ensamble del flagelo de ba

En el ensamble del flagelo las proteinas de
exportacion salen por su propio sistema de
secrecion (del tipo Ill) y las proteinas que se
conoce que participan en este aparato
exportador son: FIhA, FIhB, FIliF, FliH, Flil,
Flid, FliO, FliP, FliQ, y FIiR, de estas, siete son
proteinas de membrana (FIhA, FIhB, FIiF,
FIiO, FliP, FliQ, FIiR) y estan localizadas
dentro de el cuerpo basal del flagelo [Fan et
al., 1997; Minamino y Macnab 1991]. Las
otras tres son proteinas solubles y conforman
el complejo de la ATPasa: Flil es la ATPasa
que dirige la exportacion, FliH es un regulador
negativo de la ATPasa [Chevance y Hughes
2008], y FliJ es la chaperona general de

I-'1'i.n-r-rgll modu: consarved
" Elmosd Bl Syslems

cterias. Tomado de Pallen et. al. 2005.

secrecion flagelar [Minamino y Macnab 1991].
Las proteinas Flgl, y FIgE funcionan como las
tapas del eje (cuerpo basal) y gancho
respectivamente, mientras que FliK controla
longitud del gancho [Muramoto et al., 1999].

2.7 Sistemas que se requieren para que
una bacteria tenga locomocion mediante el
flagelo.

Para que una bacteria se pueda desplazar
con la ayuda de un flagelo, ademas de esta
estructura, se requiere de otros sistemas (fig.
6). Por ejemplo la célula necesita de
elementos que monitoreen la(s) sefial(es) del
medio  (como  gradientes  quimicos),



posteriormente que esta(s) sefial(s) se
transmita(n) a través de la célula hasta que
llegue a la base del flagelo, para que este rote
y dirija la bacteria hacia el estimulo si le
favorece o la aleje si le perjudica. En
bacterias entéricas, el rotor tiene tres estados:
giro en sentido contrario a las manecillas del
reloj, en sentido a las manecillas del reloj y
breves pausas. El flagelo per se, gira en
sentido contrario a las manecillas del reloj, lo

Chad

Flik ™

__my ,"n, :

que provoca que nade en linea recta, pero de
vez en cuando el motor gira a favor de las
manecillas del reloj, se producen breves
pausas, lo que hace que la célula este dando
vueltas y su desplazamiento es casi nulo, este
ultimo movimiento se conoce como “tumbling”.
En la presencia de un estimulo la bacteria
nada casi en linea recta y en la ausencia de
este su nado es con direccidén aleatoria
(tumbling).

TETICH
ks, Al

=

Figura 6. Sistemas que se requieren para la locomocion de una bacteria mediante el Flagelo. El estimulo es detectado
por receptores que se encuentran en la membrana, posteriormente ese estimulo se transmite a través de la célula
mediante las proteinas Che, estas transmiten el estimulo hasta el interruptor del flagelo que controla el sentido del giro.

Tomado de Bren y Eisenbach 2000.

Los estimulos son detectados por receptores
transmembranales (fig. 6), conocidos como
proteinas quimiotacticas que aceptan grupos
metilo (MCPs: methyl accepting chemotaxis
proteins), las cuales varian en las moléculas
que detectan. Estos receptores pueden unir
atrayentes o repelentes directa o
indirectamente. Las sefiales de estos
receptores son transmitidas a través de la
membrana plasmatica hacia el citoplasma, y
en el citoplasma la sefial se lleva hasta el
control del sentido de giro del flagelo. Las
proteinas Che son las encargadas de
transmitir esta sefial. CheA es una histidina
cinasa que cuando se une simultaneamente a
un receptor activado y CheW, se autofosforila

en un residuo de histidina e inmediatamente
transfiere el fosfato a un residuo de aspartico
de CheY. La fosforilacién de CheY, activa a la
proteina que su une al motor flagelar (FliM),
causando que gire en el sentido de las
manecillas del reloj y hace “tumbling”. CheZ
inactva a CheY desfosforilandola. Los
estimulos que percibe la célula para dirigir su
nado se conocen como taxis y se clasifican
en:

Quimiotaxis, cuando reaccionan a estimulos
quimicos y se dirigen al lugar (o al extremo
opuesto) donde se encuentra la sustancia.
Las Dbacterias con esta taxia poseen
quimiorreceptores sensibles a la sustancia
que la origina.
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Aerotaxis, cuando se dirigen al lugar con la
concentracion de oxigeno adecuada a su
metabolismo.

Fototaxis, se presenta en las bacterias
autotroficas que dependen de la luz para la
obtencién de energia.

Magnetotaxis, es la capacidad de muchas
bacterias de orientarse en un campo
magnético y nadar en la direccion de las
lineas de campo, las bacterias con esta
propiedad contienen hierro en forma de oxido
de hierro ferromagnético o magnetita (mezcla
de hierro Il y Ill, FesO4) y se encuentra en
forma de granulos (magnetosomas), cerca del
anclaje de los flagelo.

2.8 REGULACION GENETICA DE LA
BIOGENESIS DEL  FLAGELO  EN
BACTERIAS.

La locomocién mediante el flagelo y la
quimiotaxis ofrece a las bacterias una gran
ventaja evolutiva, pero esta maquinaria de
locomocion demanda una gran cantidad de
energia de la célula, por ejemplo en E. coli se
requiere de aproximadamente 2 % de la
energia biosintetica [Macnab 1987], por lo
tanto, no es una sorpresa, que la expresion
de las proteinas, que participan en la
generacion y funcionamiento del flagelo en
bacterias, sea un proceso altamente regulado
tanto a nivel transcripcional  como
postranscripcional, incluso la regulacion
también estd modulada por la divisién y/o
diferenciacion celular [Hughes et al., 1993;
Karlinsey et al., 1998]. Hasta principios de
esta década solo se conocia algunos
aspectos de la regulacién de la expresion de
los genes flagelares en E. coli y S.
thiphimurium, pero con el paso de los afios de
esta decada, se han publicado datos acerca
de la regulacion de la locomocion en bacterias
con flagelos polares y laterales. Sin embargo,
el mecanismo del control de la locomocion por

factores ambientales y por algunas proteinas
de regulacién es aun desconocido, pero los
datos experimentales recientes sugieren que
los genes que codifican para los reguladores
maestros ubicados en el primer nivel de la
cascada, son el blanco principal de muchos
factores ambientales (fig. 7). Este mecanismo
puede requerir alteraciones en la topologia
del DNA en sus regiones de regulacion.
Finalmente, muestran algunas diferencias
entre los flagelados polares y laterales, pero
las cascadas de regulaciéon funcionan de
manera muy  similar, incluyendo la
organizacion jerarquica.

En bacterias entéricas como E. coli y S.
thiphimurium, la jerarquia de genes flagelares
tiene tres niveles ( fig. 7y 8) y todos los genes
son expresados por factores sigma
pertenecientes a la familia de o’ [Aldridge y
Hughes, 2002]. En bacterias no entéricas se
ha observado que por lo general participan
sigmas de la familia 670 y o %, para expresar
los genes flagelares. El primer gen que se
expresa en estas bacterias es el gen maestro
y casi siempre lo transcribe o 79, el producto
del gen maestro en la mayoria de las
ocasiones es un activador transcripcional que
actla junto con o % para continuar con la
expresion de los genes flagelares (fig. 7 y 9),
como es el caso de P. aeruginosa [Dasgupta
et al., 2003], C. crescentus [Brun y Shapiro
1992] V. cholerae [Klose y Mekalanos 1998,
Rhodobacter sphaeroides [Poggio et al.,
2005], Helicobacter pylory [Spohn y Scarlato
1999]. Pero los ultimos genes en ser
expresados, incluyendo el gen de la flagelina,
los del motor, los de quimiotaxis y los
receptores, son transcritos de promotores
dependientes de o2 [Ritchings et al., 1995;
Milcamps et al., 1996; Spohn y Scarlato,
1999; Dasgupta et al., 2003; Millikan y Ruby,
2003; MaKarter, 2004; Poggio et al., 2005].
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Figura 7. Elementos que regulan a los genes flagelares en bacterias con flagelos polares y peritricos (laterales). Tomado

de Soutourina y Bertin 2003.

2.8.1 Regulacion genética de genes
flagelares en enterobacterias como
Escherichia coli y Salmonella typhimurium.
En bacterias Gram-negativas, |a jerarquia de
lar egulacion de | os gen esf lagelares s e
caracterizo primero en microorganismos c on
flagelos pe ritricos ( laterales), t ales como E.
coliy S typhimurium [Komeda 1982; Komeda
1986; Kutsukake et al., 1990]. Estas bacterias
tienen cerca de 50 genes para la biogénesis y
funcionamientodes  usf lagelos, e stan
organizados en15y 17 oper ones
respectivamente [ Komeda et al., 1980;
Kutsukake et al., 1988; M acnab, 1996], | os
cuales s e expresan yregulanenun orden
jerarquico de t res ni veles ( fig. 8) [ Macnab,
1996).

El primerni vels dloi ncluyeel o peron
bicistronico flhDC, el c ual codificaal as
proteinas FIhDy FIhC, que funcionan ¢ omo
activadores transcripcionales de los operones
de s egundo nivel (fig. 8),paraestefin,se
tenial apr opuestaque F IhC yF IhD

conformaban heterotetrameros (FIhD2Cy) [Liu
y Matsumura 1994; Y anagihara, 1999], pero
Wang y colaboradores 2006, al determinar la
estructura cristalografica del complejo FIhDC
(3.0A°en E. coli,obs ervaron que forman
heterohexameros, ¢ onstituidode ¢ uatro
subunidadesde F IhD yd os deF IhC
(FIhD4Co). FIND4C> actua en conjunto con o’
para activar |a expresion de | os genes de la
clase Il. Por andlisis de “ footprinting”no s e
identifico una secuencia ¢ onsenso par al a
union de FIhD4C> en los promotores flagelares
de E. coli [Liuy Matsumara 1994], peroun
estudio s obre| auni 6nde F |hDsCoa | os
promotores f lagelares delac lasellde P.
mirabilis ¢ ombinados con anél isis de v arias
secuencias de las regiones de los promotores
dela clasellde E. coliy S. typhimurium
[Clarety  Hughes 2 002]i dentificaronu n
palindrome i mperfecto ¢ ondo si nvertidas
repetidas de 17-18 pb (TNAA(C/T)G(C/G) N3
AAATA (A/G)CG) s eparadas por un e spacio
de 10-11pb. El segundo nivel incluye la mayor
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parte de los genes que codifican para las
proteinas estructurales del cuerpo basal, del
sistema de secrecion tipo lll y del gen fliA que
codifica para el factor sigma flagelar (6% o
FliA). FliA participa en la expresion de
operones del tercer nivel (fig. 8) [Ohnishi et
al., 1990]. En el tercer nivel se encuentran los
genes que codifican para los componentes
finales y las proteinas que se requieren para
que sea funcional el flagelo, los genes son
fliC, el cual codifica para la flagelina,
componente del filamento, los operones que
codifican para las proteinas de quimiotaxis
(che), las proteinas del motor (mot), y los
receptores transmembranales (tar) [Aldridge
et al., 2002]. Los operones de la clase Il son
regulados  positvamente por o% 'y
negativamente por FlgM. FlgM es un factor

anti--02® [Kutsukake et al., 1994; Ohnishi et
al., 1992]. El factor anti-o? es retenido dentro
de la célula hasta que el cuerpo basal y el
gancho flagelar se terminan de ensamblar
[Chadsey et al., 1998; Hughes et al., 1993;
Karlinsey et al., 1998]. Al mismo tiempo que la
proteina FIgM es exportada se activa 6?2 y se
inicia la transcripcién de los genes de la clase
lll. En estos organismos, se ha visto que para
activarse la transcripcion de los genes del
nivel 3, dependen de la expresion de los
genes del primer y segundo nivel, si alguno
de los genes de los dos primeros niveles,
expresa proteinas no funcionales, la
transcripcion de los genes del nivel tres no se
realiza.

Clase | Clase Il Clase Il
| I |
flgNMA flgBCDEFGHIJ : fIgMN motAB cheAW
_I-— L ?
fliL MNOPOR 3 fIgKL tar-cheRBYZ
A flIFGHIJK 5 fliB Isr
"FRCD U 4 4
- v B N e N oo
fIhBAE 5 fliC ) aer )
. 3 . . . )
flIAZY flIDST )
S e
fliE i fliBA

4

4

Figura 8. Genes involucrados en la biogénesis y funcionamiento del flagelo en E. coli y S. typhimurium. Existen
aproximadamente 50 genes flagelares formando 15 y 17 operones en cada uno, se clasifican en tres niveles de acuerdo
al orden de su expresion. El primer nivel lo conforman los genes maestros flhDC. El segundo nivel esta constituido por
genes del cuerpo basal, los genes de regulacion fliA y flgM, entre otros, fliA codifica para el sigma flagelar (o28), FIgM es
su antisigma. El tercer nivel lo forman los genes que se requieren al final de la generacion del flagelo, como fliC
(flagelina), motAB (proteinas motoras) y los genes de los sistemas de transduccion de sefiales (che) [Macnab, 1996;

Aldridge y Hughes, 2002].
*Genes solo de S. typhimurium.

2.8.2 Regulacion del operdn fInDC.

La expresién del operdn flhDC, es controlado
por numerosas sefiales ambientales, como
pueden ser, temperatura, osmolaridad y pH [Li
et al., 1993; Shi et al., 1993; Soutourina et al.,
2002] y por proteinas de regulacion global
como H-NS y el complejo CAP-AMPc
(catabolite gene activator protein) [Bertin et

al., 1994; Soutourina et al.,1999]. El factor 70
también modula la expresion de este operdn y
lo hace de manera positiva (fig. 8 y 9). Sin
embargo, la estabilidad de su RNAm es
controlado por CsrA, un regulador de union a
RNA (fig. 9) [Romeo 1998; Wei et al., 2001].
Por su parte la actividad de FIhDC puede ser

13



inhibida p or una proteina flagelar c omo F IiT
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Figura 9. Elementos que regulan la expresion de los genes maestros del sistema flagelar en enterobacterias. Tomado de

Soutourina y Bertin 2003.

2.8.3 Regulacion genética de los genes
flagelares en Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa presenta un solo flagelo (polar),
existen 53 genes divididos e n 18 operones
para la generacién y funcionamiento de esta
estructura, es tosgene ss een cuentran
agrupados en tres regiones de su genoma, y
se transcriben en un circuito de regulacion de
cuatro grupos (fig. 10) [Dasgupta et al., 2003],
la transcripcion de e stos genes es modulada
por varias proteinas de regulaciéon como FleR,
FleS, FleQ, FleN, Vfr, AmrZ (AlgZ), FliA (o%),
0%y Algu (of).

En|a c ascada or questada de r egulacién d e
genes flagelares en P. aeruginosa, el gen fleQ
representala clase 1 (fig. 10). Elgen fleQ
codifica par a | a pr oteina F leQ, que es un
activador t ranscripcional, per teneceal a
familia N trC/NifA. F leQ ac tua j unto con el
factor o%par at ranscribira | osg enes
flagelares de clase 2 (fig. 11y 12a) [Arora et
al., 1997, D asgupta et al., 2003, Jito et al.,

2002]. En la clase 2 hay genes que codifican
para las proteinas del cuerpo basal, asi como
los ge nes de regulacion fleSR (fig. 10). P or
“footprinting” se ha d emostrado que F leQ se
une a r egiones p romotoras de | 0s operones
que encabezan los genes flagelares flhA, fliE,
fleSy fliL (pertenecen ala clase 2), perono
hay s ecuencias ¢ onservadas c laras para la
unién de F leQ en e stos promotores [ Jyot et
al., 2002], y la activacién de | a transcripcion
de estos genes la realiza de dos formas: 1) en
los gen es fleSR, 0 hace de m anerat ipica
como actlan los activadores de o, es decir
a distancia y con un do blamiento en el DNA,
para el dobl amiento del DNA se pos tula la
participacién del f actor dei ntegracién del

hospedero ( IHF; integration host factor), la

propuestas eh ace porl apr esenciad e
secuencias consenso parala union de e sta
factor en la region de regulacion de los genes
fleRS (fig. 11a). 2) La activacion de los genes
flnA, fiEy fliL 1a realiza de una f orma poco
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ortodoxa, po rque el sitio de uni énde F 1eQ
estac ercay ha ciaabaj odel pr omotor
dependiente de o4, por lo que no requiere del
doblamiento del DNA (fig. 11b), por lo tanto, la

activacion de gene sf lagelaresen  P.
aeruginosa, por parte de FleQ, parece ser de
dos formas [Jyot et al., 2002].

!
‘W FleRP
m . 54

o | i
7 | ECMEEMEM

FleQ | (R

P

==

Clasel Clase2

FliA-FIgM

FiiA| G
=

Clase3 Clase4

Figura 10. Genes involucrados en la biogénesisy funcionamiento del flagelo en P. aeruginosa. Existen 53 genes

divididos en 18 operones formando cuatro clases. Clase 1 conformado por el gen maestro fleQ y fliA. Clase 2 constituido
por varios genes entre los que se encuentra fleN (anti-FleQ), figM (anti-FliA), genes del cuerpo basal, y fleRS (sistema de
dos componentes), donde FleR y o5 se requieren para transcribir genes de la clase3. Clase 4 esta constituida por genes

que su transcripcién dependen de o2 [Dasgupta, et. al., 2003].

Los genesd el a clase 3 ¢ odifican par a
proteinas del resto del cuerpobasaly d el
sistema de secrecion, para la transcripcion de
estos genes, intervienen los productos de los
genes fleRS que se transcribieron en |a clase
2 (fig. 10).

Las pr oteinas F IeR y F leS, per tenecen al
sistema de r egulacion de do s c omponentes
donde FleS eslacinasay FleR el regulador
de r espuesta [ Ritchings et al., 1995] , F leR
acttaj untoc on o*par a activarl a
transcripcion de | os genes de | a clase 3 ( fig.
10). Para el caso del gen fliA se sabe que se
transcribe en la clase 1 (fig. 10), perono se
conocena da sobres ur egulacién

transcripcional. Aunque fliA se transcribe en la
clase 1, su producto (028 o FliA) se encuentra
inactivado por su antisigma FlgM, cuando se
requiere de la actividad de o2, el anti-sigma
FIgM se separa de 02y es expulsado por el
aparato de s ecrecion flagelar, de esta forma
o2 es funcional.

Finalmente | a ex presién de los genesdel a
clase 4 depe nden del factor 0%, enes te
grupo e stan | os gene s ¢ uyos p roductos s e
requieren para terminar de generar el flagelo,
como la flagelina (fliC) y de las proteinas que
permiten el funcionamiento de esta estructura,
como son los genes mot, che y tsr(fig. 10).
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A) Unién de forma tipica

(P

Gen Sitio de union de FleQ -24 o

-12 +1

o leSR

fleSR  ACAGCCTACTAACTGTC (N),, AGGCACGGGTATTGC (N),, G (N),, ATG

B) Unién de forma no tipica

Q) (70

flhA

X f1iE

nie \ "IN

)

Gen -24 o* -12 +1 Sitio de union de FleQ

flnA TGGAACGGTTCCTGC (N),, A (N), CCGGCGTCAAAAGTTTGTT (N),, GTG

flnE TGGCACCCTTGTTGC (N),, A (N),, AAAAGCCGCGGCTGTT (N),, ATG

fliL TGGCACAACCCTTGC (N), C (N), AAACCCTTCATTTGACGCTATAGCGACGGATTTTTGGCATGG

Figura 11. La un ién de F 1eQ en | os promotores de genes flagelares de P. aeruginosa se da de dos formas, una de
manera tipica, como en el operdn fleRS, donde se une a distancia y por arriba del promotor %, el doblamiento del DNA
para la interaccion entre FleQ y 0% se propone que lo hace IHF (A). En los operones encabezados por flhA, fIhE y fliL,
FleQ se une cerca y por abajo del promotor o, la unioén de F leQ en es tos genes, es de una manera atipica para un
activador transcripcional de 0% (B) [Arora et. al., 1997; Jyot et. al., 2002].

2.8.4 Regulacion del gen maestro del
sistema flagelar de P. aeruginosa.

La expresion del gen fleQ de P. aeruginosa,
puede serregulada a nivel transcripcional y
postraduccional. A ni vel pos traduccional | a
actividad del r egulador m aestro F leQ es
modulada por la proteina FleN, la cual actua
comounant i-activadorat ravésdel a
interaccidn directa proteina-proteina (fig. 12a)
[Dasguptay Ramphal 20 01]. M utaciones en
fleN oc asiona que | a ¢ élula tenga un m ayor
numero de flagelos, pero el mayor numero de
flagelos afecta de distinta manera al nado en
las di ferentes cepas de Pseudomonas, por
ejemplo en | as cepas PAK'y PAO1, al mutar
fleN se abate el nado, como sila célulano
coordinaral osf lagelosy noha yun
desplazamiento neto [Dasgupta et al., 2000],
mientras que en | a cepa W51D la v elocidad
de nado es mayor que la silvestre [Campos-
Garcia et al., 2000].

En la regulacion transcripcional del gen fleQ
intervienen el factor 670, Vfry AmrZ (fig. 12b).
El fa ctor 70 activa | a transcripcion del gen
fleQ de P. aeruginosa [Dasgupta et al., 2002],
mientras que | as pr oteinas Vfry AmrZ
reprimen sut ranscripcion. Lap roteina V fr
(“virulence  factor  regulador”) de P.
aeruginosa, es homoélogaa C RP de E. coli.
Vfr actia como un activador transcripcional en
genes como lasR [Albus et al., 1997], regAy
toxA [Wes et al., 1994], la proteina LasR esta
involucradaen els istemade r egulacion
conocido ¢ omo “ quérum s ensing”, m ientras
que RegA e s un regulador pos itivo para la
transcripcion del gen toxA, que c odifica para
la ex otoxina A (una A DP-ribosil transferasa),
considerada como un f actor de v irulencia de
P. aeruginosa. Sin embargo, Vfr regula al gen
fleQ de m anera negativa, uniéndoseen! a
secuencia AATTGACTAATC GTTCACATTTG
[Dasgupta et al., 2002] , es ta s ecuencia s e
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traslapa conl ar egion -10 del promotor
dependiente de o0 (fig. 12b). AmrZ es otro
regulador que reprime la transcripcion del gen

A)
RNApo Y
T
™ Genes flagelares ,
Activacion transcripcional
g P
@ .
-
K2
v

[T

-35 o’ -10

fleQ (fig. 12b) [T art et al., 2005; Tart et al.,
2006].

O 0
@)

RNApo
Genes flagelares

[

I
— i

4

No hay activacioén transcripcional

GGAAACAGCA AAAAAAACAC GCCATAAAAT TGACTAATCG TTCACATTTG ACTT (N)eo ATG

Sitio de unién a Vifr

Figura 12. Regulacién de la transcripcion y actividad de FleQ de P. aeruginosa. A) FleQ junto con o expresan los genes
flagelares pero, FleQ es inactivado cuando interactua con FleN [Arora et al., 1997; Dasgupta y Ramphal 2001]. B) En la
transcripcion de fleQ, el factor 670 lo regula de m anera positiva, mientras que AmrZy Vfrla reprimen [Ramsey et al.,

2005; Tart et al,. 2005; Baynham et al., 2006; Tart et al,. 2006]

AmrZ es una proteina de uniéon a DNAde | a
familia  listdn-hélice-hélice (‘ri  bbon-helix-
helix”), es homologa a | os represores Mnt del
bacteriéfago P22y a A rcde S. typhimurium
[Raumann et al,1994] .A mrZde P.
aeruginosa or iginalmente f uei dentificada
como AlgZ, esta proteina se une a 280 pb por
arriba del pr omotor de algD [ Baynhamy

Wozniak 1996] , el gen algD enc abeza el

operonde | osgene si nvolucradosen! a
sintesis de alginato [Wozniak y Ohman 1994],
AlgZ ( AmrZ) es un a ctivador t ranscripcional
esencialde| osgene ses tructurales del

alginato[ Baynham et al,1 999]
Posteriormente se observo que AlgZ (AmrZ),
tambiénr eguladem anerapo sitival a

expresion del gen pilA [Baynham et al., 2006],
pilA codifica para |a proteina que conforma el
pilit ipol V,es tructurai nvolucradaen el
“Twitching m ofility”, al ob servarque A lgZ
modula los genes involucrados en | a sintesis
deal ginatoy enl al ocomocion,| a
renombraron como A mrZ ( “alginate and

motility regulador Z”) [Baynham et al., 2006].
La pr oteina A mrZ ademas de regular| os
genes a ntes m encionados, aut orregula s u
propia ex presion per o, de m anera negat iva
(fig. 13). Se han identificado | as s ecuencias
de uni 6n de AmrZen su propio pr omotor
[Ramsey et al., 2005],y en el promotorde
algD [Baynham y Wozniak 1996], con ello se
ha ded ucido| a secuenciade union par a

17



AmrZ, s iendo aG GCCATTACCAGCC, es ta
secuencia no se encuentra en el promotor de
fleQ, pero por geles de retardamiento se ha
observado que A mrZseuneen!| azonade
regulacion de fleQ [Tart et al., 2006]. Aunque

Consenso GGCCATTACCAGGCC
algba GGCCATTACCAGCC
amrZ1> GGCAAAACGCCGG
amrZ2°b GGCCATCATCCAAC
fleQc Desconocidas

Flagelo

falta por ¢ onocer | a s ecuencia de uni 6n de
AmrZ en el promotor de fleQ, AmrZevitala
expresion de los genes del sistema flagelar de
P. aeruginosa, al reprimir la expresion de fleQ.

Figura 13. A) En P. aeruginosa la biogénesis del flagelo y la sintesis del alginato son inversamente regulados por el
factor of y AmrZ. Los genes estructurales del alginato (encabezados por algD) son regulados positivamente por of y
AmrZ, pero AmrZ tiene un papel dual y puede reprimir su propia transcripcion y la de fleQ el regulador muestro flagelar.
of también activa la transcripcion del gen amrZ y AmrZ modula de manera positiva la expresion de pilA [2Baynham y
Wozniak 1996; Baynham et al., 2006; "Ramsey et al., 2005; cTart et al., 2006].

En P. aeruginosael factor of ( Algu; o2
AlgT), ac tiva | a t ranscripcion d e | 0s g enes
estructurales del alginato, lo hace a partir del
promotor algD, y al igual que A mrZes un
elemento esencial para activar la transcripcion
de es tos ge nes. E | factor of t ambién es ta
involucrado en | a modulacién de la expresion
del gen fleQ [Tart et al., 2005], peroestolo
hace de manera indirecta a t ravés de AmrZ
(fig. 13). La transcripcién del gen de amrZ se
realiza a partir de u n promotor que de pende
del factor of [Wozniak et al., 2003], después
la proteina AmrZ s e une en el promotor de
algDy fleQ, al primero lo regula de m anera
positiva y al segundo de manera negativa, de
esta forma el factor oF regula inversamente la

sintesis de alginato y la generacién de flagelo
en P. aeruginosa.

2.9 GENERALIDADES DE A. vinelandii.

A. vinelandii es una bac teria G ram-negativa,
pertenece al grupo de y-proteobacterias, vive
de manera libre en el suelo, fija nitrégeno en
condiciones aerobias [Kennedy y Toukdurian,
1987],y f ormaqui stesr esistentesal a
desecacion. E s u n o rganismo p oliploide, en
medio rico durante |a fase estacionaria llega a
tener80om 4&sc opiasde suge noma|

Nagpal, et al., 1989; Mannay Das, 19 93;
Maldonado, et al., 1994] ,el c uales de

5,034,073 pb. P roduce pol imeros ¢ omo el

alginato, el pol i-p-hidroxibutirato ( PHB) y

18



lipidos f  endlicos conocidosc ~ omo
alquilresorcinoles (ARS). Estos polimeros son
de interés econémico, el alginato es utilizado
como agent e gel ificante y viscosificante en
diferentes industrias como la de alimentos, el
PHB puede ut ilizarse p ara elaborar pl asticos
biodegradables [ Liny S adoff1 968]. Los

Crecimiento
Vegetativo 4

alquilresorcinoles (ARS) t ienen p ropiedades
de antimicrobianos y antiparasiticos [Kozubek
y Tyman 1999]. EI P HB | o producen v arias
especies de ba cterias, m ientrasque el
alginato s olo| op roducen b acterias que
pertenecen a | os gé neros de Azotobactery
Pseudomonas.

- Enquistamiento

@

Inina . |
i Exina
D -
Quiste
5 e

2

; = Germinacion
-

Ciclo de vida de A. vinelandii. 1 Fase de crecimiento vegetativo, presenta flagelos peritricos. 2 Inicio del enquistamiento,
pierde sus flagelos, sufre una divisién, engruesa sus paredes y acumula PHB. 3 Formacién de la exina e intina. 4 Quiste
maduro. 5 P roceso de ger minacién. 6 D ivisidn celular. 7 E mergen dos células por quiste. 8 P rimera di visién celular

después de la germinacion, produce flagelos. Sadof 1975.

2.9.1 Ciclo de vida de A. vinelandii.

El ciclo de vida de e ste organismo presenta
unaf ase vegetativay una fasel atente en
forma de qui ste. Enlafasev egetativa | as
células son ovoides de 2 x 5 um, presentan
locomocion po r m edio de f lagelos p eritricos,
cuando sedi vident ienenf ormade
‘cacahuate” [ Wilsony K night, 1952] .Enla
fase de quiste las células son esféricasy su
volumen se reduce casi a la mitad de la célula
vegetativa (1.5 x 2.0 um). La f ormaci6n del
quiste dur a apr oximadamente ¢ incodi as
[Winogradsky, 1938, W yss et al., 1961;
Tchan, 196 2], par ae ntrara es taf asel as
células dejandef ijar nitrogeno, pi erden | a
locomocion y tienen una division, adquiriendo
una f orma es férica [ Sadoff, 1975] , hay una
acumulacion de pol i-B-hidroxibutirato ( PHB),

se forma una capsula de dos capas alrededor
de la célula, llamadas intina (capa interna) y
exina (capa externa), ambas cubiertas es tan
compuestas p rincipalmente de alginato,
lipidos y proteinas [Winogradski, 1938]. En el
enquistamiento | os f osfolipidosd el as
membranas s on r eemplazados por | ipidos
fendlicos (ARS) y al quilpironas ( otro tipo de
lipidos), incluso los ARS son un componente
mayoritario de la exina, pero en la intina estan
practicamente au sentes [ Reush y S adoff,
1979; Reush y Sadoff, 1981; Reush y Sadoff,
1983]. C on es te p roceso d e di ferenciacion
celular ( quiste),| as célulasp ueden
permanecer en el suelo en estado de latencia
por largos periodos, hasta que s e vuelvan a
dar| asc ondiciones f avorablespar as u
propagacion [ Liny S adoff, 1968] .E nl a
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germinacionde | os quistes, pi erden
gradualmente la capsula por el hinchamiento
del cuerpo central, ocupando el volumen de la
intina [ Loperfidoy S adoff, 1973] , des pués
sufren una divisién, las células crecen dentro
del aex inahas taquef racturan| ac apa
externa de | a c dpsula, al final em ergen dos
células sin locomocion por cada quiste, enla
primera di visién después d e | a ge rminacion
recobran s u locomocion ( generan flagelos)
[Sadoff, 1973].

2.10,REGULACION GENETICA DE LA
BIOSINTESIS DEL ALGINATO EN A.
vinelandii.

Pors ui mportanciae conémicay por s u
participacion en |la formacion del quiste de A.

A. vinelandii

P. aeruginosa

E. coli

vinelandii, en nuestro grupo nos interesamos
por el estudio de |a regulacién genética de la
biosintesis del al ginato en es ta bac teria. En
estudios previos se identificaron genes cuyos
productos estan involucrados en la regulacion
o sintesis del al ginato, como es el caso del
operon algUmucABCD ( fig. 14), el producto
de estos genes participan en la regulacién de
los gene s e structurales del al ginato, el gen
alguc odificapa raunf  actors igma,
denominado of (A lgU) [ Martinez-Salazar, et
al., 1996], mientras que | os productos de | os
genes mucABCDm odulandem  anera
negativa | a ac tividad d el f actor oF, s iendo
MucA un anti-sigma [Martinez-Salazar, et al.,
1996, Nufiez et al., 2000].

Figura 14. El operon algUmucABCD de A vinelandii y sus homologos en E. coli y P. aeruginosa.

Elfactor oF se requiere parael iniciode | a
transcripcion de los genes algC [Gaona et al.,
2004] y algD [Campos et al., 1996]. Aunque
en algD, su promotor, no presenta secuencias
consenso para el factor of, se propone que lo
regulade m anerai ndirecta ( fig. 15) . Los

genes algC y algD codifican para enzimas que
participan en la ruta de biosintesis de alginato,
por lo tanto mutaciones en el gen mucA de A.
vinelandii aumentan la produccién de alginato
[Nufiez et al., 2000]. El factor of es esencial
para |la formacion de quistes en A. vinelandii,
independientemente de s upapel enl a
regulacion de la sintesis del alginato [Moreno
et al., 1998]. Existen otras bacterias como E.
coliy P. aeruginosa que también presentan
los gene s hom 6logos a algUmucABCD (fig.

14).E n P. aeruginosat ambién f orman un
operon y tienen los mismos nombres. En E.
coli c ontiene cuatro de | os cinco genes en
forma de oper On (rpoE, rseABC),y htrAe |
homoélogo a mucD se encuentra separado de
este oper 6n(fig. 14) . En E. coli, el genque
codifica para el factor of es rpoE, mientras
que rseA, rseBy rseC son los homologos a
mucA, mucBy mucC.P orm étodos
experimentales y bioinforméaticos también s e
hav isto q ue ortélogos delf actor ofs e
encuentran am pliamente di stribuidos en
muchas bacterias, particularmente en el grupo
de las y-protobacterias [Rowley et al., 2 006].
Elfa ctor ofy s ushom o6logoss on
considerados como m iembros de una
subfamilia de factores sigma alternativos que
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generalmente regulan las funciones del estrés
extracitoplasmico  (ECF; “extracitoplasmic
funtion”), a través de controlar la expresion de
genes cuyos productos actian fuera del
citoplasma [Lonetto et al., 1994; Missiakas y
Reina 1998; Helmann 2002]. Estos sigmas
estan relacionados con la familia de o™ que
presentan las siguientes caracteristicas: 1) de
las cuatro regiones conservadas que tienen
los miembros de la familia 679, la regién 3 y
gran parte de la regién 1 generalmente estan
ausentes, a esto se debe su tamafio pequefio

(entre 20-30 KDa). 2) Los promotores
activados por los sigmas de este subgrupo

son muy similares (tabla |), especialmente en
la regiéon -35 con el motivo GAACTT
conservado [Lonetto et al, 1994]. 3) su
actividad se regula generalmente por factores
antisigma especificos, codificados por genes
ubicados hacia abajo del gen que codifica
para el factor sigma [Missiakas y Raina 1998],
como es el caso de las tres especies que aqui
se mencionan (fig. 14).

Tabla I. Promotores dependientes del factor oF en bacterias Gram-negativas

-35 +1
Consenso GAACTT 16/17pb TCTGA Referencia
A. vinelandii
algu P1 GAACTT TTGCTTAATACCCATG TCAAT GAAAAC A Nufiez et al., 2000.
algC GAACTC CGCGCCGTCCCGGCCA TCCAA TCTGGCGG Gaona et al., 2004.
P. aeruginosa
algu P1 GAACTT TTGCAAGAAGCCCCGAGTCTAT CTTGGC A Schurr et al., 1995.
algu P3 GAACTT TCTTAGACGCATCGGT TCCAA AGCAGG A Schurr et al., 1995.
rpoH GAACTT ATACACCCGCTTGCAG TCAGA TATCCG A 5
algb GAACTT CCCTCCGCAGAGAAAACTCCTA TCACC G 4
algR GCACTT TTCGGGCCTAAAGCGAGTICTCA GCGTC G 5
amrZ GAACGG CTAGCGGAAATCGTGG TCATA GGECCC G Wozniat, et al., 2003.
E. coli
rpoE GAACTT TACAAAAACGAGACAC TCTAA CCCTTT G Ericsson et al., 1987.
htrA GAACTT CAGGCTATAAAACGAA TCTGA AGAAC A Ericsson y Gross 1989.
rpoH GAACTT GTGGATAAAATCACGG TCTGA TAAAAC A Ericsson y Gross 1989.

Para el caso de E. coli, of es un sigma
esencial para el crecimiento en laboratorio [De
las Pefias et al., 1997], mientras que para A.
vinelandii y P. aeruginosa, como ya se ha
mencionado se requiere para transcribir los
genes estructurales del alginato. Por otra
parte, of en E. coli y P. aeruginosa, también
esta involucrado en la expresién de sistemas
para dar respuesta a diferentes tipos de
estrés, como el de salinidad, temperatura y
oxidativo [Missiakas y Raina 1998; Martin et
al., 1994]. En A. vinelandii oF también esta
involucrado en la respuesta al estrés oxidativo
[Martinez-Salazar et al., 1996]. En E. coli y P.

aeruginosa, se ha demostrado que RseB
(MucB) es una proteina periplasmica,
mientras que RseA (MucA) es una proteina de
membrana interna con un dominio en el
periplasma que interactua con RseB (MucB) y
otro dominio en el citoplasma que se une al
factor of y funciona como un factor antisigma
[De las Pefias, et al., 1997, Missiakas, et al.,
1997; Xie, et al., 1996]. En estas bacterias
cuando no se requiere de la actividad del
factor of, éste se encuentra unido al
antisigma RseA (MucA), formando wun
complejo proteico con RseB (MucB), pero
cuando se requiere de la actividad del factor
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of, este es liberado de RseA (MucA) por una
cascadad epr oteasas,c onocidac omo
regulacion de p roteolisis i ntramenbrana (Rip;
"regulated intramembrane proteolysis”) [ Ades
2004]. E ste m ecanismo de r egulacion, es
ampliamente di stribuido en pr ocariontes y
eucariontes, s e usa par a cruzar s efiales a
través de un am embrana, en don de una
proteasa recibe una sefialdeun| adodel a

membrana yc onc ortes secuenciales en
proteinas integrales de membrana, se liberan
efectores s olubles al | adoopu estode | a
membrana [Brown et al., 2000]. En el caso de
mamiferos, | ar egulaciond ep roteolisis
intramembrana, s eem pleapar apa sar
sefiales del citoplasma, a algunos reguladores
transcripcionales en el nucleo, para modular
la expresion de genes.

ill{.wmm

@@

IS e

Figura 15. Regulacién de la biosintesis de alginato en A. vinelandii. El factor oF se requiere para transcribir a los genes
estructurales del alginato algC y algD. La actividad de of es modulada negativamente por MucA y MucB.

DegS Proteasa (tripsina)

-

Figura 16. Proteasas involucradas en la separacion of de su antisigma en E.coli. DegS una proteasa de periplasma, de
la familia serin proteasas HtrA, Yael es una metaloproteasa de Zinc citoplasmica. Los rombos representan las regiones
transmembranales para anclar la proteasa a la membrana. Tomada de Walsh et al., 2003.

2.11 LA SEPARACION DEL FACTOR of DE
SU ANTI-SIGMA RseA EN E. coli ES
MODULADO POR PROTEASAS.

En E. coli, se tiene bien caracterizado que el
factor of responde a una a una gran variedad
de c ambios ambientales, | os cuales p ueden
ocasionarun estrésen lae nvolturadel a
célula, es pecialmente en el de splegamiento
de porinas de membrana externa. Para liberar
al factor of de R seA es tainvolucrada una

cascada d e pr oteasas, ent re el las DegSy
Yael/RseP ( fig. 16), am bas estan anc ladas
en|lamembranainterna ( fig. 17) , per o s us
sitios cataliticos estan en diferentes regiones
de la célula [Clausen et al., 2002; Kanehara et
al., 2001].

Deg$S es una proteasa de periplasma, anclada
a la membrana interna, pertenece a la familia
serin proteasas H trA [Clausen et al., 2 002].
DegSt ienel osd ominiosde wunidénal a
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membrana, el sitio catalitico (proteasa) y PDZ citoplasmica, em bebidaen| am embrana

(fig. 16), el dominio PDZ al igual que el sitio interna (fig. 17), tiene dos dominios PDZ, uno
catalitico se encuentran en el periplasma (fig. de el los e n el periplasma [ Kanehara et al.,
17) [Walsh et al., 2003; Wilken et al., 2004]. 2001; Kanehara et al., 2002; Kanehara et al.,
YaeLes unam etaloproteasad eZ inc 2003; Koide et al., 2007].

|i> Transcripcion de genes

dependientes del factor o€ Citoplasma

Figura 17. La liberacion del factor oF de su anti-sigma, es regulado por una cascada de proteasas, |la sefial que induce
esta | iberacién, es la presencia de pr oteinas de m embrana ex terna (PME) m al p legadas, e n e | periplasma. Enla
ausencia de PME mal plegadas, DegS es inactivo y RseB interactua con RseA (1). DegS, RseB, la regién de glutaminas
(Q) de RseA y el dominio de PDZ de YaelL, inhiben a YaeL, por lo tanto of se encuentra unido a RseA (1). En presencia
de PME mal plegadas, el dominio PDZ de DegS interactia con un motivo del C-terminal de las PME (2), esto activa a
DegS para que corte a RseA en la regién del periplasma (3). El primer corte de RseA, induce a la proteasa Yael a
generar un segundo corte a RseA (4), liberando asi, el complejo de inhibicidn oE-RseA en el citoplasma, al cual se le une
SspB (5), para dirigir este complejo a | as proteasas ClpX'y CIpP (6). CIpXP degrada Unicamente la porcién de R seA,
generando la liberacion del factor of (7). P osteriormente of se une ala RNA polimerasa para transcribir genes que
dependen de el (8). ME (Membrana externa), Ml (Membrana interna). Tomado de Rowley et. al., 2006.
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El proceso para liberar el factor of de su
antisigma, inicia cuando en el periplasma
existe una sefial, generada por la
acumulaciéon de proteinas de membrana
externa (OMPs; outer-membrane proteins)
mal plegadas o inmaduras, estas proteinas
exponen su secuencia consenso YXF del C-
terminal que interactuan con el dominio PDZ
de DegS (fig. 17). La interaccién del C-
terminal de las OMPs con el dominio PDZ de
DegS, ocasiona que se libere la inhibicién
alostérica de DegS, para activar su dominio
catalitico de proteasa [Sohn et al., 2007], en
consecuencia DegS corta a RseA en el
periplaspla (entre V148-S149), en una region
de glutaminas (Q) (fig. 17) [Walsh et al,
2003]. El corte que realiza DegS sobre RseA,
induce a que RseA sufra un segundo por
parte de la proteasa Yael/RseP (fig. 17)
[Mecsas et al., 1993; Ades et al., 1999; Alba
et al., 2001; Alba et al., 2002; Kanehara et al.,
2002; Kanehara et al., 2003]. El corte que
hace YaelL sobre RseA, libera el complejo
RseA-oF en el citoplasma, posteriormente se
une la proteina SspB al complejo RseA-oF,
para dirigiflo a proteasas dependientes de
ATP, como ClpP y ClIpX para terminar de
degradar a RseA vy liberar el factor ofF.
Posteriormente of transcribe los genes que
dependen de el (fig. 17), como los genes que
codifican para chaperonas periplasmicas,
proteasas y enzimas de biosintesis [Alba y
Gross, 2004; Chaba et al., 2007; Flynn et al.,
2004; Rowley et al., 2006].

2.11.2 Separacion del factor of de su anti-
sigma MucA en P. aeruginosa

En P. aeruginosa, una forma de separar a of
de MucA, es por la pérdida de funcion de este
ultimo. En aislados clinicos de pacientes con
fibrosis quistica, las cepas de P. aeruginosa
son muy mucoides por la sobreproduccién de
alginato, en el laboratorio también se obtienen
espontaneamente fenotipos mucoides, el
fenotipo mucoide se debe principalmente a la
perdida de funcion del anti-of (MucA) ylo

MucB. La perdida de funcién de MucA y MucB
es porque los genes que lo codifican (mucAB)
tiene regiones con alta frecuencia de
mutacién (‘hots spots”), principalmente en
mucA, las mutaciones en mucA generan la
perdida de fragmentos en el C-terminal, en
consecuencia MucA es inestable y no puede
inactivar a of, por lo tanto of tiene una alta
actividad provocando la sobreproduccién de
alginato [Anthony et al., 2002; Boucher et al.,
1997]. La degradacion de las formas truncas
de MucA lo realizan las proteasas ClpXP y
ClpP2 [Qiu et al., 2008]. En P. aeruginosa
existe otra via para separar al factor of (AlgU)
de su antisigma MucA, el mecanismo es
similar al de E. coli, donde también participan
proteasas y OMPs, [Wood et al., 2006; Qiu et
al., 2007]. La diferencia que existe, es en la
secuencia de los tres aminoacidos del C-
terminal de las proteinas de membrana
externa (OMPs) que interactian con el
dominio PDZ de la primer proteasa. Las
proteasas de P. aeruginosa son AlgW, que es
homéloga a DegS, y MucP una
metaloproteasa homéloga a Yael/RseP. En
P. aeruginosa, las OMPs mal plegadas en el
periplasma, como MucE, interactuan a través
de tres aminoéacidos (WVF) del C-terminal con
el dominio PDZ de AlgW, activando asi a esta
proteasa, posteriormente el segundo corte de
MucA (del lado del citoplasma) lo realiza
MucP [Qiu et al., 2007]. Para degradar el
fragmento de MucA que se libera en el
citoplasma, posiblemente lo realicen las
proteasas ClpXP y ClpP2, dado que son las
que degradan los formas truncas de MucA
[Qiu et al., 2008], esta es la segunda forma de
liberar al factor of de su anti-sigma en P.
aeruginosa.

En A. vinelandii, el mecanismo para liberar al
factor of de su antisigma MucA, posiblemente
sea muy similar al de E. coli y P. aeruginosa.
Esta propuesta es porque, A. vinelandii
presenta los homdlogos a las proteasas DegS
y YaelL y tienen un alto porcentaje de
identidad (fig. 18 y 19), en si, este sistema
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para liberar los homélogos a of, puede estar
conservado en varias bacterias que tienen
este sigma de estrés extracitoplasmico y los
homologos a las proteasas DegS y Yael. En
A. vinelandii, la proteasa homéloga a DegsS,
aqui la denominamos proteasal (Prot1),
presenta 75y 40 % de identidad con AlgW de
P. aeruginosa (PAO1), y DegS de E. coli. Por
su parte la proteasa homéloga a Yael, que
aqui se menciona como proteasa2 (Prot2),
tiene 77 y 46 % de identidad con MucP y

Yael, de P. aeruginosa (PAO1) y E. coli
respectivamente. Los mas altos porcentajes
de identidad y similitud de las proteasas de A.
vinelandii, las presenta con sus homélogas de
P. aeruginosa. Aunque A. vinelandii no tiene
el homélogo a OmpC de E. coli, ni a MuckE de
P. aeruginosa, seguramente tiene otras
proteinas de membrana externa (OMPs) y
alguna(s) de ellas pudiera(n) activar a la
primer proteasa, para liberar el factor of de
MucA.

DegS MF- - VKLL- R SVAI GLI VGA | LLVAMPSLR SL---- - NPL STPQFDSTDE 42
Al gW MPKALRFLGW PVLVGVLLAL LI | QRNPELV GLPRQEVHVE QAPLLSRLQ- 50
Prot 1 MLKALRFLGW PLAVGVLLAL LI | QRYPEW/ GLPRQLADEQ QLSRSI LAPO 50
Consensus M KALRFLGW PVAVGVLLAL LII QR PELV GLPRQ . ... QP...... 50
DegS TPASYNLAVR RAAPAVWNVY NRGLNTNSHN QL- === ======-- | 76
Al gW GPVSYANAVS RAAPAVANLY TTKMVSKPSH PLFDDPMFRR FFGDNLPQCK 100
Prot 1 GPVSYANAVS SAAPAVANLY TTKVWKKSNQ PLFDDPLLQQ YFGNSLPSCR 100
Consensus  GPVSYANAVS RAAPAVANLY TTK.V.KS.. PLFDDP.... .FG.LP.Q 100
DegS R--- TLGSGV | MDQRGYI | T NKHVI NDADQ | | VALQDGRV FEALLVGSDS 123
Al gW RVESSLGSAV | MSAEGYLLT NNHVTAGADQ | | VALRDGRE Tl AQLVGSDP 150
Prot 1 RLESSLGSAV | MRRDGYLLT NNHVTAGADQ | \WALRDGRE VLARVI G\DS 150
Consensus R ESSLGSAV | M ..GYLLT NNHVTAGADQ | | VALRDGRE .. A. LVGSDS 150
DegS LTDLAVLKI N ATGGLPTI Pl NARRVPHI GD WLAI GNPYN LGQTI TQR | 173
Al gW ETDLAVLKI D - LKNLPAMIL GRSDG RTGD VCLAI GNPFG VGQTVTMG | 199
Prot 1 ETDLAVLKI D - LDELPVMHL GRSDSI Rl GD VALAI GNPFG VGQTVTMG | 199
Consensus  ETDLAVLKI D -L..LP.ML GRSD.|RI GD V. LAl GNPFG VGQTVTMG | 200
DegS SATGRI GLNP TGRONFLQTD ASI NHGNSGG ALVNSLGELM G NTLSFDKS 223
Al gW SATGRNQLGL NTYEDFI QTD AAI NPGNSGG ALVDAAGNLI G NTAI FSKS 249
Prot 1 SATGRNQLGL NTYEDFI QTD AAI NPGNSGG AL| DANGYLI G NTAI FSKS 249
Consensus  SATGRNQLGL NTYEDFI QTD AAI NPGNSGG ALVDA. G. LI G NTAI FSKS 250
DegS NDGETPEG G FAI PFQLATK | MOKLI RDGR VI RGYI Gl GG REI APLHACG 273
Al gW -GG - SOG G FAI PTKLALE VMCSI | EHGQ VI ROALGVEV KALTPELAES 296
Prot 1 -GG - SOG G FAI PAKLALE VMEEI | KHGQ VI ROALGLEV QPLTKELAES 296
Consensus -GG -SOG G FAI P. KLALE VM . I 1. HGQ VI RBALG EV .. LTPELAES 300
DegS GG DQLQE V VNEVSPDGPA ANAG QVNDL | | SVDNKPAI SALETMDQVA 323
Al gW LGLGETAG V VAG/YRDGPA ARGGLLPGDV | LTI DKQEAS DGRRSM\QVA 346
Prot 1 FGLEGRPG V VAG YRDGPA QRAGLQPGDL | VS| DGQPAT DGRHAMNQVA 346
Consensus . GL....G V VAG/YRDGPA ARAGLQPGDL |.SID. QPA. DGR. . MMQVA 350
DegS El RPGSVI PV WIVRDDKQLT L-- QV/TI QEY PATN------ 355
Al gW RTRPGQKI SI VWL RNGQKVN LTAEVGLRPP PAPAPQOKQN GGE 389
Prot 1 QTRPGETI El EVLRNGQALT LSAEI GLRPP PTAVQQP- - - - -- 383
Consensus . TRPG. .|.| WLRNGQ LT L.AEVGLRPP PA...Q --- --- 393

Figura 18. Alineamiento de la proteasa 1 (Prot1) de A. vinelandii

aeruginosa), presenta 75 y 40 % de identidad con AlgW y DegS respectivamente.

con sus homélogas DegS (E. coli) y AlgW (P.
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Figura 19. Alineamiento de la proteasa2 de A. vinelandii con sus homélogas YaeL (E. coli) y MucP (P. aeruginosa),
presenta 77 y 46 % de identidad con YaeL y MucP respectivamente.
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lIl. ANTECEDENTES

Al estar estudiando el papel del factor oE en la
sintesis de alginato y enquistamiento en A.
vinelandii, se descubri6 que oF, también
modula la locomocion. En observaciones
preliminares al microscopio Optico, se notd
que la mutante algu (of), presenta
locomocién, aln después de ser inducida al
enquistamiento. Por su parte la mutante mucA
(anti-of), es inmévil en  crecimiento
vegetativo. La cepa silvestre presenta
locomocion en estado vegetativo y al entrar al
enquistamiento es inmdvil. La mutante algU
no produce alginato y no se enquista [Moreno

et al., 1998], por su parte la mutante mucA
incrementa la produccién de alginato [NUfiez
et al., 2000]. Los resultados preliminares con
respecto al movimiento indicaban que, en A.
vinelandii, uno de los multiples elementos que
pueden estar regulando la locomocién, es el
factor of. Si al mutar el gen algu, las células
tienen locomocién aun después de inducir el
proceso de enquistamiento y por otra parte, al
mutar el gen mucA se observa que las células
vegetativas no tienen locomocion, esto
sugeria que en A. vinelandii el factor of
regula negativamente el movimiento.

IV. HIPOTESIS

En A. vinelandii, el posible mecanismo por el
cual el factor of puede estar regulando
negativamente la locomocién, es mediante la
activacién de la transcripcion de un gen cuyo
producto (represor o anti-activador) pudiera
estar regulando negativamente la expresion
de genes involucrados en la biogénesis y/o
ensamble de los componentes del flagelo (fig.
20). La otra posibilidad es que el factor of se
este uniendo directamente en las regiones de
regulacion de algin gen flagelar y que
reprima su expresion, aunque esta Ultima

posibilidad es poco probable porque el factor
of es un miembro de la familia 67 y hasta
ahora no se conoce que un factor sigma de
esta clase, pueda reprimir la expresién de un
gen. El factor 6% es el Unico sigma que se ha
demostrado que puede tener una funcion dual
(activador y represor) [Boucher et al., 2000], el
factor o® es un elemento estructural y
funcionalmente diferente a los miembros de la
familia de o70.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto del factor sigma AlgU (of)
en la locomocion de células vegetativas y al
entrar al proceso de diferenciacion celular de
A. vinelandi.

Objetivos particulares:
1.- Documentar el efecto del factor of en la
locomocion de A. vinelandii .
a) Realizar ensayos de nado.
b) Determinar la presencia de flagelos
(microscopia electrénica).

2.- ldentificar genes homoélogos a los genes
flagelares descritos en otras bacterias en el
genoma de A. vinelandii.

3.- Analizar la expresién de algunos genes
flagelares que se encuentran en el genoma de
A. vinelandii, y determinar el efecto del factor
oF sobre su transcripcion

4.- Mutar genes flagelares de interés para
comprobar su participaciéon en la biogénesis
del flagelo en A. vinelandii.

5.- Proponer un mecanismo por el cual el

factor of reprime la locomocion en A.
vinelandii.

™

: algU | mucA | mucB :

™

—— genes flagelares -
[ S ————

F

v v

Figura 20. Mecanismo por el cual el factor of (AlgU) puede estar regulando inversamente la sintesis de alginato y la
locomocién en A. vinelandii. El factor of regula positivamente la sintesis de alginato (algC y algD) pero, también puede
estar regulando de manera negativa la locomocion, mediante la transcripcion de un gen (gen?) que codifica para un
represor o un anti-activador(P?), si P? es un represor posiblemente se une a la regién de regulacién de algun gen
flagelar, si es un anti-activador estaria secuestrando un activador involucrado en la expresién de genes flagelares y de
esta manera por cualquiera de las dos vias oF estaria reprimiendo el movimiento en A. vinelandii. La otra posibilidad,
pero poco probable, es que el factor oFf reprima directamente a un gen flagelar.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tabla Il. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepas Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
A. vinelandii
AEIV Cepa Silvestre. Nal". Mucoide. Coleccién
UW 136 Mutante natural en algU. Rifr, Nal". No mucoide
SW UW 136 con algU* cointegrado. Rifr, Nal". Mucoide Moreno
JWA SW mucA::Gm en la orientacién no polar. Gmr, Nal". Mucoide. Este trabajo
ATCC 9046 Cepa Silvestre. Nal". Mucoide. Coleccién
SMU 88 ATCC 9046 algU::©2Km. Kmr, Nal". No mucoide Moreno et al., 1998
JRA4 ATCC 9046 mucA::Gm en la orientacion no polar. Gmr, Nal". Mucoide. Nufiez et al., 2000
SRA4 ATCC 9046 mucA::Km en la orientacion no polar. Gmr, Nal". Mucoide. Este trabajo
JM3 ATCC 9046 gacA::Gm. Gmr, Nal". Mucoide. Castafieda et al., 2001
CN10 ATCC 9046 rpoN::Gm. Gmr, Nal". Mucoide. Gama-Castro et al., 2001
AQ 20 ATCC 9046 fleQ::Gm, en la orientacién no polar. Gmr, Nal". Mucoide. Este trabajo
AQ 21 ATCC 9046 fleQ::Gm, en la orientacién polar. Gmr, Nal". Mucoide. Este trabajo
AC 30 ATCC 9046 flhC::Tc, en la orientacion no polar. Tcr, Nalr. Mucoide. Este trabajo
AC 31 ATCC 9046 flhC::Tc, en la orientacion polar. Tc', Nal. Mucoide Este trabajo
AC 30/Gm UC 30 complementada con el plasmido pLRGm. Gmr, Kmr, Nal". No mucoide. Este trabajo
AC 30/DC UC 30 complementada con el plasmido pLRGm-DC. Gmr, Kmr, Nal". No mucoide. Este trabajo
ATCR ATCC 9046 cydR::gusA::Gm. Gmr, Nal". Mucoide. Este trabajo
AACR ATCC 9046 mucA::Km, cydR::gusA::Gm. Gmr, Nal". Mucoide. Este trabajo
E. coli
DH5a SupE44 AlacU169 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 RelA1
Plasmidos
pMOSBIue Plasmido usado para clonar los productos de PCR. Ampr. Amersham
pJB3Km1 Plasmido usado para complementar en trans a A. vinelandii. Blatny et. al., 1997
pRK2013 Plasmido usado para hacer cruzas triparentales en A. vinelandii. Hedges y Baumberg. 1973
pHP45C2-Tc Plasmido usado para obtener el casete de Tc'. Fellay et al., 1987
pBSL141 Plasmido usado para obtener el casete de Gmr. Alexeyev et al., 1995
pMS40 Plasmido usado para obtener el gen de gusAy Gnr. Peralta-Gil et al., 2002
pLRQ pMOSBIue con el PCR (2.1-kb) del gen fleQ de A. vinelandii. Este trabajo
pLRQ30 Derivado del pLRQ con la interrupcion del gen fleQ::Gm en la orientacion no polar. Este trabajo
pLRQ31 Derivado del pLRQ con la interrupcion del gen fleQ::Gm en la orientacion polar. Este trabajo
pLRDC pMOSBIue con el PCR (1.6-kb) de los genes flnCD de A. vinelandii. Este trabajo
pLRDC50 Derivado del pLRDC con la interrupcién del gen fInC::Tc en la orientacion no polar. Este trabajo
pLRDC51 Derivado del pLRDC con la interrupcién del gen fInC::Tc en la orientacion polar Este trabajo
pMUC pMOSBIue con el PCR (0.9-kb) del gen mucA de A. vinelandii. Este trabajo
pSRA4 Derivido del pMUC con la interrupcion del gen mucA::Km en la orientacién no polar.  Este trabajo
pLRGm Derivado del pJB3Km1 reemplazando el marcador de Km (Hind Ill-BamH 1),
por el de Gm que proviene del pBSL141. Este trabajo
pJBDC Derivado del pJB3Km1 reemplazando el gen de Km (Hind Ill-BamH I), por los
genes flhDC de A. vinelandii que se obtuvieron del plasmido pLRDC. Este trabajo
pLRGm-DC Derivado del pJBDC con el casete de Gm (obtenido del PBSL141), que se clono
el sitio Bam HI. Este trabajo
pCYDR pMOSBIue con el gen cydR interrumpido con el gen gusAy el casete de Gm,

introducidos en el sitio Cla I.

Moreno
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6.2 Tabla lll. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

PCR

fletQa TTA TGC CTT GCT GGG GIT CC
fleQb TTC ACC CGI TCG TAG GCA TC
finDC1 AAT GCT TCC CAG GCG AGA TC
finDC2 GAC AAC GAT GAG ACC CAG AG
mucA-1U GAA ATC GAG GCC ACT GTIG
mucA-1L CAA CCA ATT CTG CGC ATC
GmU1 GAT ATC GAC CCA AGT ACC
cydR-IT CCG AAC CGA AAG CAT CAC CC

RT-PCR

cydR-RTA GCC TTG TGC CTA

cydR-RTB GGA AAT GGT TGG CGG AGA AG
fleNa CGA GGC ATG AAT GIG GAA CGC
eND ,

Los oligonucleétidos que se utilizaron en este
trabajo, fueron disefiados usando la
secuencia del genoma de A. vinelandii OP y el
programa “oligo 4”, posteriormente fueron
sintetizados en la unidad de sintesis del
Instituto de Biotecnologia, UNAM.

6.3 Condiciones de crecimiento de las
cepas de A. vinelandii y E. coli.

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB
a 37° C por 12 hrs. Las cepas de A. vinelandii
se crecieron en medio Burk-Sacarosa (BS),
CM, B-OH y PY a 30° C por 48 hrs., cuando
se crecieron en medio liquido, el medio
ocupaba 1/5 del volumen total del matraz y se
incubo en agitaciéon a 250 rpm. El medio BS
tiene la siguiente composicion (g/L): sacarosa
0.2, K2HPO4 0.8, KH2PO4 0.2, Na2SO4 0.183,
MgClo.6H,0  0.16, FeSO4.7H,O  0.005,
Na;MoQOs.2H.0 0.0002, CaCl,..2H,O 0.073.
Los medios CM y B-OH son similares al BS,
solo que el CM carece de fierro y molibdeno,
mientras que el B-OH contiene 0.2 % de n-
butanol en lugar de sacarosa. El medio PY
contiene (g/L): Bacto peptona 5.0 y extracto
de levadura 3.0. Los antibioticos usados para
E. coli y A. vinelandii  (ug/ml) fueron:
Ampicilina (Amp) 200.0 : 0.0; Kanamicina
(Km) 0.0 : 5.0; Tetraciclina (Tc) 20.0 : 15.0,

fleQ1 CGA CGA GCA ATA CCT GGC
fleQ-TR2 TTG TAG GAG GGT GGT GCC
fiInC1 GIG CTG GAA ACC GAG ACC

flnC2 CGC CAG CAA CTC GAT CTC
fliA1 ACG CCC TGT CAC GCT ACG
fliA2 ACC GCC TGG CTG TGC AAC
fiC.RT1 GCC CGT CAT CAA TAC CAA CA
ficRT2 TCA GGI CTT CGG AGG AGT TG

RT-PCR tiempo real
flnDC-TR1 GAA CAT CCA TTC CTC GCT
flnDC-TR2 ATA GAG CCG GAA AGC CT
cydR-TRa GGC TGT CGA GAC CGT
R-TR ¢ Gl

A A A A A
OR-1 R ALA N AA A

Gentamicina (Gm) 12.0 : 1.5en cajay 0.25 en
matraz.

6.4 Ensayos de nado.

Para los ensayos de nado, las cepas de A.
vinelandii se crecieron en BS liquido en fase
exponencial, posteriormente con un palillo
estéril se transfirieron a cajas de BS, CM, PY
0 B-OH con 03 y 05 % de agar para
determinar “swimming”, 0.7 y 0.9 % de agar
para determinar “swarming”, las cajas fueron
incubadas de 36 a 48 hrs, a 30° C. Cuando se
requirié de transferir las células a cajas de B-
OH, las células se lavaron previamente con
MgSO4 10.0 mM.

6.5 Microscopia electronica.

Para la Microscopia Electrénica de
Transmisién (TEM; “Transmission Electron
Microscopy”), las células se crecieron en BS a
una densidad éptica de 0.4-0.8 a 600 nm. La
microscopia se realizo como se describe
previamente por Gaona et al., 2004.

6.6 Manipulacion de acidos nucleicos.

Los protocolos usados en la purificacion,
electroforesis 'y modificacion de &cidos
nucleicos, asi como la hibridacién tipo
Southern y transformacion de E. coli se

30



realizaron conforme a
Sambrook et al 1989.

lo descrito por

6.7 RT-PCR y RT-PCR Cuantitativo (PCR
tiempo real)

Para los RT-PCR las células se crecieron en
BS a una densidad éptica de 0.4-0.8 a 600
nm, la extraccion de RNA total se hizo como
lo describe Barry et al., 1992. Para eliminar la
contaminacién de DNA en las muestras de
RNA, fueron tratadas con DNAsa |
(Amersham), la DNAsa | se removi6 con una
extraccién de fenol/cloroformo. La integridad
del RNA se confirmo por electroforesis en gel
de agarosa con 1.3 % de formaldehido.
Posteriormente las muestras de RNA se
usaron para realizar los RT-PCR con el
estuche “SuperScript Il one-step RT-PCR
with platinum Taq” (Invitrogen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para confirmar
que las muestras de RNA no estaban
contaminadas con DNA se realizaron PCR sin
transcriptasa reversa. Los oligos que se
emplearon fueron fleNa y fleNb para fleN;
fleQ1y fleQ-TR2 para fleQ; flhC1 y flnC2 para

A
POLAR
fleQ Gm
733 pb ) !
B
NO POLAR
(™ ™
fleQ G/l
N 7 L

1533 pb

fnC; fliA1 y fliA2 para fliA; fliC.RT1 y fliC.RT2
para fliC.

RT-PCR Cuantitativo (PCR tiempo real). Este
protocolo se realizo como se reporta en
Noguez et al., 2008. Para la extraccion de
RNA se hizo de células que se crecieron en
medio BS liquido durante10 horas (fase
exponencial) para el caso de flnC y a 37 horas
para cydR. Los oligos que se emplearon
fueron flhDC-TR1 y fIhDC-TR2 para flhC;
cydR-TRay cydR-TR2 para cydR.

6.8 Clonacion de los genes fleQ y flhDC de
A. vinelandii.

Los genes fleQ, y flhDC de A. vinelandii se
amplificaron por PCR, usando como molde el
DNA genémico de la cepa ATCC 9046 y los
siguientes oligonucleotidos: fleQa y fleQb para
el gen fleQ; flhDC1-fIhDC2 para fIhDC. El
tamafio de los productos de PCR fueron de
2157 pb para fleQ y 1667 pb para flhDC. Las
bandas de PCR fueron clonados en el vector
pMOSBIlue (2887 pb) generandose los
plasmidos pLRQ (fleQ; 5044 pb) y pLRDC
(finDC; 4554 pb) (datos no mostrados).

C

123 45

1533 pb

733 pb

Figura 21. Mutacion del gen fleQ de A. vinelandii. El gen que codifica para la resistencia a gentamicina se utilizo para
interrumpir el gen fleQ de A. vinelandii, en los sitios Xhol. Al caer el gen de gentamicina en sentido opuesto a la
transcripcion del gen fleQ genera una mutacién polar, originando el plasmido pLRQ31 (A), que al digerirlo con la enzima
Eco RV produce una banda de 733 pb (carril 2 y 3; panel C). Al caer el gen de gentamicina en el sentido de la
transcripcion del gen fleQ ocasiona una mutacion no polar, generando el plasmido pLRQ30 (B) y al digerirlo con EcoRV
libera una banda de 1533 pb (carriles 4 y 5; panel C). C) Gel de electroforesis de las digestiones de los plasmidos
pLRQ30 (carril 2'y 3) y pLRQ31 (carril 4 y 5) con la enzima Eco RV, carril 1 marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA

ladder).
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6.9 Mutacion de los genes fleQ, flIhC y
cydR de A. vinelandii.

La mutacién de los genes fleQ, flhnC y cydR de
A. vinelandii, se hizo interrumpiéndolos con
‘cassettes” que codifican para la resistencia a
antibioticos. Los  “cassettes”  estan
flanqueados con sefales de terminacion de la
transcripcion del gen 32, del bacteriéfago TD4
[Prentki y Krisch 1984], pero estas sefiales, no
son funcionales en A. vinelandii, solo existe
un efecto polar, cuando el “cassette” cae en
sentido opuesto al sentido de la transcripcion
del gen de interés, esto se ha demostrado
tanto a nivel de ARN como de proteina [Mejia-
Ruiz, etal., 1997 a'y b; Mouncey, et al., 1995].
Para interrumpir el gen fleQ, se digiri6 el
plasmido pLRQ con Xhol, con esta enzima
ademas de interrumpir el gen, le quito un
fragmento de 138 pb, el cual fue reemplazado
por el gen de gentamicina (800 pb) ), que se
obtuvo con Xho | del plasmido pBSL141
[Alexeyev et al, 1995], generandose asi las
construcciones pLRQ30 (no polar, fig. 21b) y
pLRQ31 (polar, fig. 21a). Para interrumpir el

A
POLAR
Tc flhC
N~
1000 pb
NO POLAR
B
Tc flhC
N 25— F
2000 pb

gen fInC se hizo con el gen de tetraciclina
(2000 pb), este ultimo gen se aisld con Sma |
del plasmido pHP45-Tc [Fellay et al, 1987], y
se clono en el sitio Stu | del plasmido pLRDC
generando los plasmidos pLRDC50 (no polar,
fig. 22b) y pLRDC51 (polar, fig. 22a). Para el
caso del gen cydR, en nuestro laboratorio se
tenia el plasmido pCYDR, este se origino al
clonar en el plasmido pMOSBIue un producto
de PCR de 1171 pb que porta el gen de cydR
de A. vinelandii, para realizar el PCR se uso
como molde el DNA de la cepa ATCC 9046,
después de clonar el gen cydR en el plasmido
pMOSBIue, se interrumpié en el sitio Cla |
donde se le ligo el gen gusA (pB-
glucoronidasa) y el gen que codifica para la
resistencia a gentamicina (0.8 Kb), que se
obtuvieron con la enzima Cla | del plasmido
pMS40 [Peralta-Gil et al., 2002], generandose
asi el plasmido pCYDR.

Los sitios de restriccion de los genes fleQ,
flnC y cydR de A. vinelandii, se obtuvieron con
el programa “Gene works”.

T 2000 pb

1000 pb_|

Figura 22. Mutacién del gen flhC de A. vinelandii. El gen que codifica para la resistencia a tetraciclina se utilizo para
interrumpir el gen flnC de A. vinelandii, en el sitio Stul. Al caer el gen de tetraciclina en sentido opuesto a la transcripcién
del gen flhC produce una mutacion polar, generando el plasmido pLRDC51 (A), al digerir este plasmido con la enzima
Eco RV origina una banda de 1000 pb (carril2; panel C). Al caer el gen de tetraciclina en el sentido de la transcripcion del
gen flhC provoca una mutacién no polar, produciendo el plasmido pLRDC50 (B), al digerir esta construccién con la
enzima Eco RV, libera una banda de 2000 pb (carril 5; panel C). C) Gel de electroforesis de los plasmidos pLRDC50
(carril 5) y pLRDC51 (carril 2) digeridos con la enzima Eco RV, carril 3 marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA
ladder)
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6.10 Transferir las mutaciones de los
genes fleQ, flhC y cydR al genoma de A.
vinelandii.

La t ransferencia de | as m utacionesd e | os
genes fleQ, flhCy cydR al g enoma de A.
vinelandii, se r ealizo transformando c élulas
competentes de es tabac teria, conl os
plasmidos que tienen | as mutaciones de | os
genes fleQ, flhCy cydRde acuerdo al
protocolo r eportado por [ Bali et al., 1992 ],
estos plasmidos no se pueden replicar en A.
vinelandii. Los plasmidos pLRQ30 y pLRQ31
se usaron para generar las cepas AQ20 (no
polar) y AQ21 (polar) con la mutacién en fleQ,
la confirmacion de la mutacion del gen fleQ al
genomade A. vinelandii, s e hi zopo ru n
analisis de hi bridacion de tipo “Southern blot”
(dato no mostrado). Los plasmidos pLRDC 50
y pLRDC51 se emplearon para mutar el gen

Doble recombinacién
homologa

Chal

rm

Genoma

400 pb

flnC generando las cepas AC30 (no polar) y
AC31 polar), la confirmacién de | as mutantes
también se hizo por “Southern blot” (dato no
mostrado). Finalmente el plasmido pCYDR, se
utilizo para generar la mutacién del gen cydR
en el genoma de A. vinelandii. El interés fue
mutar ala cepa ATCC 9046 y alamutante
mucA, como la mutante en mucA (JAR4) que
veniamos t rabajando, t iene interrumpido el

gen mucAc onel g end er esistenciaa

gentamicina, el m ismoq ue seu sopar a
interrumpiral g en cydR, segen eroot ra
mutante en mucA con el gen de resistencia a
kanamicina. E n el pl asmido pM OSBlue, s e
clono un productode PCRde 910 pbque
contieneal gen mucAde A. vinelandi,
generando el plasmido pMUC, para el PCR se
uso comomoldeel D NAtotalde!l a cepa
ATCC 9046 y los oligos mucA-1U y mucA-1L.

600—
500—
400—

1) ATCC 9046 (oligos cydR-RTA-cydR-RTB) 496 pb
2) Marcador de Peso Molecular

3) ATCC 9046 (oligos GmU1-cydRIT) 0 pb

4) ATCC 9046 (oligos GmU1-cydRIT) 550 pb

5) ATCC 9046 (oligos GmU1-cydRIT) 550 pb

Mutante (ATCR) ﬂé’]m

Figura 23. Mutacion de | gen cydR de A. vinelandii. A) Plasmido pC YDR derivado del pM OSBlue con el gen cydR
interrumpido en el sitio Cla I, con los genes gusA y gm, este plasmido se utilizo para mutar al gen cydR en el genoma de
A. vinelandii a través de un evento de doble recombinacion homéloga. B) Electroforesis de los productos de PCR del gen
cydR Silvestre y mutado en diferentes cepas de A. vinelandii.

Posteriormente enel sitode Xhol sele al., 1995] , gener ando el pl asmido pS RA4,

inserto el gen de k anamicina que se obtuvo
con Xho | del Plasmido pBSL99 [Alexeyev et

este pl asmido se ut ilizo par at ransferir | a
mutacion del g en mucAal genom ade A.
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vinelandii, esta cepa se le llamo SRA4, la
mutacién se confirmo por PCR (dato no
mostrado).

En la seleccion para obtener la mutante de
cydR en la cepa ATCC 9046, se obtuvieron
colonias que presentaron un mal crecimiento,
para comprobar que se tenia la mutacién del
gen cydR se hizo por PCR de colonia, usando
los oligos GmU1, que se une en el “cassette”
de gm en la regién 3" y el oligo cydR-IT, que
alinea en la region cadificante de cydR
abarcando de 62-82 pb después del sitio Cla
[, con estos oligos obtenemos una banda de
550 pb y como podemos ver en la figura 23,
en la mutante cydR derivada de la ATCC
9046 esta la banda esperada. La mutante
mutante cydR- en la cepa ATCC 9046 se le
denomino ATCR. Por su parte la mutacion del
gen cydR en la cepa SRA4 no fue posible
obtenerla después de dos eventos
independientes de transformacion.

6.11 Construccion de los plasmidos
pPLRGmM Yy pLRGm-DC.

El plasmido pJB3Km1 [Blatny et al., 1997],
que se puede replicar en A. vinelandii, fue
digerido con Hind Il y Bam HI (1 Kb del gen
de resistencia a kanamicina), y se le clonaron
los genes fIhDC con su promotor de A.
vinelandii (1.6 Kb), que se obtuvieron con las
enzimas Hind Il y Bam HI del plasmido
pLRDC, generandose asi el plasmido pJBDC
de 6660 pb (fig. 24a). Posteriormente el
plasmido pJBDC fue digerido con Bam HlI
para introducirle el gen de resistencia a
gentamicina (0.8 Kb), que se obtuvo con Bam

HI del plasmido pBSL141 [Alexeyev et al
1985] generandose asi el plasmido pLRGm-
DC con 7460 pb (fig. 24a).

El plasmido pLRGm (5800 pb; 24b), se
genero a partir del plasmido pJB3Km1 al cual
se le reemplazo el gen de resistencia a
kanamicina por el gen de resistencia a
gentamicina (800 pb), que se obtuvo del
plasmido pBSL141, ambos plasmidos de
digirieron con Hind Il y Bam HI.

Los plasmidos pLRGm y pLRGm-DC se
transfirieron por separado a la cepa AC 30 de
A. vinelandii, mediante una cruza triparental,
utilizando al plasmido de ayuda pRK2013
como lo describe [Kennedy et al., 1986].

6.12 Northern blot.

Para la extraccion del RNA total, las células
se crecieron en medio BS liquido y se
colectaron a las 8 hrs (fase logaritmica) para
el Northern blot de fIhC, y a las 37 hrs para el
caso de cydR. Las células se lavaron con
MgSO4 10 mM, la extraccién de RNA total se
hizo como lo describe Kawano, et al., 2002, y
fue cuantificado en el espectrofotometro a 260
nm. Para el analisis de Northern blot se puso
10 mg de RNA de cada muestra por carril. Los
fragmentos de DNA que se usaron como
sondas se obtuvieron por PCR, para el gen
flnC se amplifico una regién interna de 456
pb, usando los oligonucleétidos flnC1 y fIhC2
(tabla 2), como molde se empleo el plasmido
pLRDC. Para el caso de cydR se amplifico
una region interna de 496 pb, usando los
oligos cydR-RTA y cydR-RTB (tabla 2), y el
plasmido pMCYDR como molde.
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1000 pb
BamH | Hind Il pLRDC pBSL 141
(PMOSBIue + flhDC)
\ / Gm (800 pb)
BamH | BamH |

fInDC (1660 pb)

BamH | Hind Il

Gm (800 pb) fIhDC (1660 pb)
BamH I amH | . Hind 1l

flhDC (1660 pb)

\

pLRGm-DC
pJBDC > 7460 pb
6660 pb
B C
Km (1000 pb)
BamH I :
Hind 1l
\ " 1 2 3 |
pBSL141 & m —
/ H 5000 pb
. s —
/ \ t llj".'
Gm 1 B
LGmy PR e
BamH I Hind I i . i 800 pb
|
BamH | Z E <z} .
\ \ Hind 1Nl ' - |
PLRGm
5852 pb

Figura 24. Construccion de los plasmidos pLRGm y pLRGm-DC. A) El plasmido pJB3Km1 se digirid con las enzimas
Bam HI 'y Hind Il para reemplazar el gen de resistencia a kanamicina (1 Kb) con los genes flhDC de A. vinelandii (1.6 Kb)
que se obtuvieron del plasmido pLRDC con las mismas enzimas de restriccion, generandose el plasmido pJBDC de 6.6
Kb. El gen de resistencia a gentamicina (0.8 Kb) se obtuvo con una digestién con Bam HI del plasmido pBSL141,
posteriormente se ligo en el plasmido pJBDC que previamente fue digerido Bam HI, el plasmido resultante fue el
pLRGm-DC de 7.4 Kb. B) El plasmido pLRGm (5.8 Kb) se obtuvo al reemplazar el gen de kanamicina (1 Kb) del
plasmido pJB3Km1 por el gen de gentamicina (0.8 Kb) que se obtuvo del plasmido pBSL141, ambos plasmidos se
digirieron con las enzimas de restriccion Hind Ill-Bam HI. C) Electroforesis de los plasmidos pLRGm-DC (carril 2) y
pLRGm (carril 3), digeridos con Hind Ill-Bam Hl, carril 1 A-Hind Il marcador de peso molecular.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 DOCUMENTAR EL EFECTO DEL
FACTOR of EN LA LOCOMOCION DE
A.vinelandii

7.1.1 A. vinelandii presenta “swimming”
solo en medios minimos.

En la bacteria A. vinelandii se conoce que
tiene flagelos peritricos y existe un solo
trabajo sobre quimiotaxis en esta bacteria,
Haneline y colaboradores 1991, observaron
que el gluconato, manosa, glucosa, sacarosa
entre otros funcionan como atrayentes,
mientras que la xilosa y galactosa actuan
como repelentes, también determinaron que
A. vinelandii, puede alcanzar velocidades de
74 um/seg, estos datos se obtuvieron en
columnas con los distintos compuestos y agar
al 0.13 %, pero no se determin6 si presenta
locomocion en cajas  (‘swimming” y/o
‘swarming”), tampoco se conoce en que
condiciones se activa y en cuales se inhibe.
Por otra parte también se desconoce que
genes estan involucrados en la biogénesis y
funcionamiento del flagelo en esta bacteria, ni
que decir de la regulacién de estos genes.
Para estudiar el efecto del factor of en la
locomocién de A. vinelandii, primero se
determind si presenta “swimming” yl/o
‘swarming” en cajas y en que condiciones se
presentan.

Para determinar el “swimming” y “swarming”
se utilizo la cepa ATCC 9046 (Silvestre). Los
medios que se emplearon, son los que
generalmente se usan en nuestro laboratorio
para crecer a A. vinelandi, que son los
siguientes: medios minimos Burk-Sacarosa
(BS) y CM; medio rico (PY); y el medio que
induce al enquistamiento Burk-Butanol (B-
OH). A estos medios se les adicion agar en
las siguientes concentraciones: 0.3 y 0.5 %
para determinar “swimming” y 0.7 y 0.9 %
para determinar el “swarming”. Los resultados
muestran que el “swimming” estuvo ausente
en el medio PY (tabla IV), mientras que en los

medios BS y CM al 0.3% de agar si se
presentan (tabla V), por lo tanto el
‘swimming” en A. vinelandii se da en medios
minimos con concentraciones de agar al 0.3
%. Una posibilidad del porque la bacteria que
estudiamos no presenta “swimming” en el
medio PY, puede ser porque hay un
componente del medio que inhibe el
movimiento de la bacteria o como tiene los
nutrimentos  disponibles, no  requiere
desplazarse, mientras que en el medio
minimo tiene que moverse hacia donde esta
su fuente de carbono. Por su parte el
‘swarming” no se detecto en ninguna de los
condiciones que probamos (tabla IV). A partir
de este momento para la prueba de
“swimming” la vamos a referir como nado.

Tabla IV. Determinacién de “Swimming” ylo
“Swarming” en A. vinelandii.

Medio “Swimming”  “Swarming”
Agar (%) 03 05 0.7 09
Burk-Sacarosa (BS)

Sacarosa al 1 % +

Sacarosa al 2 % +

CM

Sacarosa al 1 % +

Sacarosa al 2 % +

PY

Sin sacarosa

Sacarosa al 1 % +

Sacarosa al 2 % +

7.1.2 El factor of regula negativamente el
nado en A. vinelandii.

Una vez que se determin6 en que condiciones
se da el nado, se procedi6 a analizar el efecto
de of en este evento. Se usaron las cepas
ATCC 9046; SMU 88 la cual tiene mutado el
gen algu que codifica para el factor of; JRA4
que tiene inactivado el gen mucA que codifica
para el anti-of, ambas mutantes son
derivadas de la cepa ATCC 9046. Los
resultados son muy interesantes, como se
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puede observar en el ensayo de nado en el
medio BS (crecimiento vegetativo, fig. 25 A),
la mutante algU (SMU 88) presenta un hal o
de locomocion mayor que | a silvestre (ATCC
9046), m ientras que en| am utante mucA
(JRA4) no presenta nado. Las células de | as
cepas que se utilizaron en el ensayo de nado,
se ob servaron e n el microscopio el ectronico
(fig. 25 C ),y loque observamoses que,la
cepa silvestre al igual que la mutante en algu
presentan flagelos, mientras que | a m utante

A

algu-
Silvestre

MUucA-

Silvestre

mucA (la cual no pr esento nado) c arece de
ellos.

Enunens ayoden adoenel m edioB urk-
Butanol ( B-OH),el ¢ wuali nduce el
enquistamiento s e obs ervdquel a cepa
SMU88 sigue presentando nado ( menor que
en ¢ recimiento v egetativo), m ientras que | a
cepa silvestre lo pierde en este medio, por su
parte la cepa JRA4 también carecié de nado
en este medio (fig. 25 B).

algu-
Silvestre

MUucA-

mucA- algu-

Figura 25. Ensayos de nado y microscopia electrénica de d iferentes cepas de A. vinelandii. A) Nado en medio de
crecimiento vegetativo (BS). B) Nado en medio de induccion al e nquistamiento (B-OH), ambos con 0.3 % de agar. C)
Microscopia e lectrénica de las células vegetativas (BS), de las cepas utilizadas en los ensayos de nado; ATCC 9046
(silvestre), JRA4 (mucA-) y SMU 88 (algU-). La barra representa 1 um.

Estos datos apoyan la hipétesis de que en A.
vinelandii e | fa ctor of inhibe | a | ocomocién
porque en |as cajas de nado, en el medio BS
la m utante que ¢ arece del factor of (algu-,
SMU 88) ,n adam asque | a silvestre yla
mutante que no t iene el antisigma para of
(mucA-, JRA4) carece de nado, por otra parte
enel medioB-OH,lacepaSMUB88s igue
presentando nado mientras que la silvestre no

lo presenta en e sta condicion al igual que | a
mutante JRA4. Ademas en el ensayo de nado
en B -OH, es tamos ¢ orroborando o quey a
habia descrito Sadoff (1975), que cuando esta
bacteria i nicia el proceso d e enqui stamiento
pierde sus flagelos, en consecuencia también
pierde su locomocion. La regulacion negativa
del nado por parte del factor of puede s er
mediante | a r epresion de | a g eneracion d el
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flagelo porque en la microscopia electronica
las células de la cepa JRA4 que no nadd, no
se le observan flagelos mientras que las
células de la cepa SMU 88 si los presenta.
Los datos que se obtuvieron en este punto
nos indican que:

1.- En A. vinelandii el “swarming” esta ausente
en las condiciones que nosotros probamos.
2.- A. vinelandii presenta nado (‘swimming”)
en medios minimos y en el medio PY (rico) no
se presenta.

3.- Las cepas SMU 88 (algU) y silvestre
presentan flagelos, por su parte la mutante
JRA4 (mucA-; sin movimiento) carece de
flagelos.

4.- En A. vinelandii el factor of inhibe la
locomocién mediante la represion de la
generacion del flagelo.

72 GENES INVOLUCRADOS EN LA
BIOGENESIS Y FUNCIONAMIENTO DEL
FLAGELO EN A. vinelandii.

7.2.1 En el genoma de A. vinelandii existen
los genes necesarios para la biogenesis y
funcionamiento del flagelo.

Una vez analizado que en A. vienelandii, el
factor of tiene un efecto negativo en el nado,
a través de la represion de la generacion del
flagelo, lo siguiente fue determinar como el
factor of afecta la expresion de los genes
flagelares, para esto lo primero que se
necesita saber es, cuantos y cuales son los
genes flagelares en esta bacteria. Cuando se
inicio este trabajo, el sistema flagelar de E.
coli, era el Unico sistema que se tenia bien
estudiado, se sabia que existen alrededor de
50 genes para la generacion y funcionamiento
del flagelo [Macnab 1996; Kutsukake 1997;
Kutsukake et al., 1988], estos genes se
clasifican en tres clases de acuerdo al orden
de su expresion, y el operon fInDC es el que
inicia la expresion de estos genes (fig. 8). Por
su parte en P. aeruginosa se conocia muy
poco de su sistema flagelar, lo que se conocia
es que los genes maestros, eran diferentes
estructural y funcionalmente a los de E. coli.

También se habia determinado que el
producto de los genes fleR y fleS de P.
aeruginosa, codifican para un sistema de dos
componentes, que participaban en la
expresion de genes flagelares [Ritchings et
al., 1995], por abajo de FleQ. Aunque se
tenian caracterizados varios genes flagelares
en P. aeruginosa, no se conocia como estaba
ordenada la jerarquia de la expresion de
estos, ni como era la regulacion de la
expresion del gen maestro fleQ, actualmente
se ha elucidado mucho de estos puntos (ver
introduccién). Utilizamos los productos de los
genes flagelares de E. coli y P. aeruginosa,
para buscar los ortdlogos de A. vinelandii, los
de E. coli, porque como ya se ha mencionado,
es el sistema mas estudiado y los de P.
aeruginosa porque es una bacteria que esta
relacionada filogenéticamente con
Azotobacter [Reiders et al., 2004].

Los alineamientos del tipo tblasn (blast de
proteina contra nucleétidos), se realizaron
utilizando el algoritmo que esta en la pagina
Web donde se reportaron las primeras
secuencias del genoma de A. vinelandii OP
(http://lwww.azotobacter.org/blast.html).

Los resultados de estos alineamientos nos
permiti6 identificar aproximadamente 60
genes flagelares en el genoma de A.
vinelandii, los productos de estos genes son
los necesarios para orquestar el ensamblaje y
funcionamiento de un flagelo (tabla V). Los
genes flagelares de A. vinelandii, a excepcion
de fleQ y fleN, se encuentran agrupados en
tres regiones de su genoma (fig. 26), el grupo
mas grande (39,717 pb) contiene 43 genes,
mientras que los otros dos tienen 13 y 4
genes respectivamente (fig. 26). En A.
vinelandii los genes fleN y fleQ, se encuentran
separados entre ellos y de los deméas genes
flagelares (fig. 26). Los productos de los
genes flagelares de A. vinelandii, la mayoria
presenta homologia con E. coli y P.
aeruginosa, solo unos cuantos presentan
homologia Unicamente con E coli o P.
aeruginosa, la diferencia de proteinas
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flagelares que e  xisteent rees tast res
bacterias se muestran en la tabla VI.

7.2.2 En A. vinelandii existen genes de dos
sistemas maestros diferentes que inician
la expresion de genes flagelares: flhD-flnC
(E. coli) y fleQ-fleN (P. aeruginosa)
Enlabus queda de gene s flagelares en el
genomade  A. vinelandi,adem &sd e
encontrar| 0s ge nesn ecesariospar al a
biogénesis y funcionamientode e sta
estructura, también se encontraron los genes

cuyos productos pudieran iniciar la expresion
de la cascada de genes flagelares, peroen
este punt o,ex istibunhal lazgom uy
interesante, s e enc ontré los hom 6logos a
flnD, flhC, fleQ y fleN (fig. 26). El producto de
los gene s hom 6logos a flhDC s onlos qu e
inician la expresion de genes flagelares en E.
coli [Macnab, 1996], mientras que el producto
del hom 6logoa fleQ hacelomismoen P.
aeruginosa [Arora et al., 1997] y fleN codifica
para una proteina que modula la actividad de
FleQ [Dasgupta y Ramphal, 2001].

Figura 26. Genes flagelares en el genoma de A. vinelandii. Existen alrededor de 60 genes flagelares en A. vinelandii
agrupados en cinco regiones del genoma. Regién 1, contiene el mayor numero de genes flagelares (43), estan en ambos
sentidos, en los extremos estan flgN y cheR. Region 2, ubicada a 48 kb de la region 1, contiene Unicamente a fleN.
Regién 3, conformada por 12 genes flagelares en las dos direcciones, flanqueados por cheB y flaG. Region 4, localizada
a 17.8 kb de la regién 3, tiene el gen fliC y de manera divergente los genes motX, motC y motD. Region 5 constituida

solo por el gen fleQ.

Los numeros arriba de | os genes indican las bases entre uno y otro gen, los que t ienen asterisco (*) significa bases

traslapadas.
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Tabla V. Genes flagelares ubicados en el genoma de A. vinelandii.

Gen Funcion

flgA Anillo P (componente del ensamble) Gen Funcion

flgB Cuerpo basal varilla fliP Aparato de exportacion flagelar tipo III*

flgC Cuerpo basal varilla fliQ Aparato de exportacion flagelar tipo III*

flgD Capucha del gancho fliR Aparato de exportacion flagelar tipo III*

flgE Gancho fliS Elongacion de filamento*

flgF Cuerpo basal varilla fliT Chaperona de FliD y Regulador negativo de

flgG Cuerpo basal varilla FIhDC (Ec)

flgH Anillo L Cuerpo basal

flgl Anillo P Cuerpo basal flhA Aparato de exportacion flagelar tipo III*

flgd Muramidase especifica de flagelo flnB Aparato de exportacion flagelar tipo III*

flgK Unién del gancho-filamento flhnC Activador transcripcional (junto con o)

flgL Union del gancho-filamento flnD Activador transcripcional (junto con g9

flgM Anti-g% flhE Proteina flagelar

flgN Inicio del ensamble del filamento. Sistema de flnF Determinacion del sitio para el flagelo polar*
secrecion de tipo Ill (chaperona) flaG Control de longitud de filamento

fliA Sigma flagelar (o28)

fliB flagelina

fliC flagelina

fliD Capucha del filamento

fliE Adaptador anillo MS/varilla*

fliF Anillo MS

fliG Interruptor/motor, anillo C MS *

fliH Sistema de secrecion del tipo Il Regulador
negativo de Flil*

flil ATPasa. Sistema de secrecion del tipo III*

fliJ Exportacion de proteinas de gancho (chapero)

fliK Control de longitud de gancho

fliL asociado al cuerpo basal

fliM Interruptor del motor*

fliN Interruptor del motor*

flio Aparato de exportacion flagelar tipo III*

motA Motor
motB Motor
motC Motor
motD Motor

cheA Quimiotaxis
cheB Quimiotaxis
cheR Quimiotaxis
cheV Quimiotaxis
cheW  Quimiotaxis
cheY Quimiotaxis
chez Quimiotaxis

fleQ Activador transcripcional (s%)
fleN Anti-FleQ

Tabla VI. Genes flagelares que no estan presentes en E. coli (Ec), A. venelandii (Av) y P. aeruginosa (Pa).

Gen Ec Av Pa Funcion

flnDC  si si - Activadores transcripcionales (junto con ¢)

fleQ - si si Activador transcripcional (o)

fleN - si si Anti-FleQ

fliT si si - Chaperona de FliD y Regulador negativo de FIhDC (Ec)
flhE si - - Proteina flagelar

flnF - - si Determinacion del sitio para el flagelo polar*

flaG - si si Control de longitud de filamento

motCD - si si Motor

chev - - si Quimiotaxis

fleR - - si Proteinas de regulacién del sistema dos componentes
fleS - - si Cinasa (sistema de dos componentes)

flnX - si - Paralogo del dominio citoplasmatico de FIhB

flny - si - Desconocida

fliu - si - Desconocida

motX - Si - Desconocida

En el genoma de P. aeruginosa, no estan
presentes los genes homologos a flhDC, de
igual manera, en el genoma de E. coli, no se
encuentran los genes homologos a fleQ y

fleN. Actualmente no hay reporte alguno en el
cual se indique que una bacteria presente dos
sistemas “de genes maestros” diferentes, por
lo que A. vinelandii, es el primer caso donde
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se descubre la presencia de genes
homoélogos que codifican para dos sistemas
diferentes  de  reguladores  maestros,
involucrados en el inicio de la expresiéon de
genes flagelares. El arreglo fisico en el
genoma, de los genes maestros del sistema
flagelar en bacterias que poseen flagelos,
generalmente se encuentran flanqueados por
otros genes flagelares, por ejemplo flhDC en
E. coliy S. typhimurium, o el caso de fleQ-fleN
en algunas Pseudomonas. En A. vinelandi,
los genes fIhDC también se encuentran
flanqueados por genes flagelares (fig. 26),
mientras que los genes fleQ y fleN estan en
zonas donde no existen genes flagelares (fig.
26), fleN esta flanqueado por genes que estan
involucrados en la sintesis de grupos hemo
(fig. 26), por su parte fleQ esta en una region
donde hay genes que codifican para posibles
reguladores, 4 genes hacia arriba de fleQ esta
el ortélogo a amrZ de P. aeruginosa, mientras
que hacia abajo de fleQ, esta un posible anti-
anti-sigma, después un par de proteinas que
pertenecen al sistema de regulacion de dos
componentes (fig. 26).

7.2.3 Las zonas de regulacion de los genes
flagelares de A. vinelandii presentan
secuencias conservadas para la union de
los factores 079, 2y el activador FIhD4C,.
Identificados y localizados los  genes
flagelares en el genoma de A. vinelandii, lo
siguiente que se realizo, fue un anélisis de las
regiones intergénicas para buscar secuencias
conservadas donde se unen los factores 70
(RpoD), o2 (FliA), of (Algu) y el
heteronexamero ~ FIhD4C,. Para  buscar
posibles promotores dependientes de o7, en
las zonas de regulacion de los genes
flagelares de A. vinelandi, se uso un
programa que predice promotores
dependientes de 70 en bacterias con un 80%
de eficacia (www.softberry.com). Por su parte
la identificacion de posibles promotores
dependientes de 6%, of y los sitios de unién
de FIhD4Co, en los genes flagelares de A.

vinelandii, se hizo por inspeccion ocular (a
“0j0”), buscando las secuencias canénicas de
DNA para la unién de estos elementos de
regulacion, las cuales son: para of, GAACTT
(N)1e-17 TCTgA; para o2, CTAA (N)ss
GCCGATAG; y para FIhDsC, AATGGCAG
AAATAGCG (N)10-12 CGCTAT
TTCTGCCATT. Después de analizar las
regiones intergénicas de los genes flagelares
de A. vinelandii, no se encontraron posibles
promotores dependientes del factor of, este
resultado nos comenzaba a sugerir que en A.
vinelandii, el factor of no puede regular
directamente la  expresion de genes
estructurales y/o genes de regulacién del
sistema flagelar. Sin embargo, si se
encontraron secuencias conservadas para los
factores sigma o’ y o2 (tabla VII). Para el
factor 670 son doce los posibles operones que
estaria modulando (tabla VII), entre los cuales
incluyen a los genes fInDC, fleN y fleQ. Por su
parte el factor 0%, son ocho los posibles
operones que puede estar regulando (tabla
VIl), estos operones que presentan las
secuencias consenso para la unién de FliA,
contienen genes ortélogos que en otros
sistemas generalmente se expresan al final de
la cascada del sistema flagelar y también
dependen de o2 (clase 3 en E. coli, clase 4
en P. aeruginosa). El operén cheM-mcp-mcp-
cheR y el gen flaG presentan secuencias
consenso para ambos promotores (670 y 028).
También se localizaron secuencias candnicas
de DNA, para la union del activador
transcripcional FIhD4Co, estas se ubican en
las zonas de regulacion de lo genes flagelares
flgA y flgB, genes que se encuentran de
manera divergente (fig. 26), y cada uno posee
su propia secuencia para la posible
interaccion con FIhD4C., ademas una parte de
estas secuencias se traslapan con las
regiones -35 de posibles promotores
dependientes de o’ (tabla VII). Los genes
flgA y flgB, en P. mirabilis, S. typhimurium y E.
coli, estan al inicio de sus operones y también
son activados por FIhDsC, junto con o,
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también tienen un traslape entre las
secuencias de union a FIhDsC2 y o™ [Claret y
Hughes 2002; Kutsukake e Ide 1995; Stafford
et al., 2003]. Las conclusiones hasta aqui son:
1.- En A. vinelandii existen aproximadamente
61 genes flagelares, los necesarios para el
ensamblaje y funcionamiento de un flagelo.

2.- A. vinelandii presenta en su genoma los
genes homdlogos a dos sistemas maestros
diferentes (fleQ-fleN y flhDC), siendo el primer

reporte de una bacteria que presenta dos
sistemas maestros para el posible inicio de la
expresion de genes flagelares.

3.- En los genes flagelares de A. vinelandii, no
hay promotores dependientes del factor oF.
4.- Los genes flagelares de A. vinelandii
contienen secuencias conservadas para
promotores dependientes de 670, 628 y para la
union al activador FIhD4Co.

Tabla VII. Posibles promotores de los genes flagelares de A. vinelandii.

-35

-10

Consenso de o™ TTGACA 16-18bp TATAAT

PfleQ CTATCG AGCGGCTGACATCCTTTG TAGAAT (N) ,3, ATG
P2flhnDC TTCACG ATTTACGTGCCAACCATT TCTAAC (N),, ATG
P1flhDC (yo) ATGATA AAGTTCAAAAAATGATGC TCGAAA (N) 1,6 ATG
PfliA CTTTCA GGITTCTGCCGCAAGGT GAGAAT (N)o; ATG
PcheM-mcp TTGCCA GGACCGCGCTGCGAAGG  TCTCAT (N) .5 ATG
PflaG TTGACA TACGCCTTCACTTCGT TAAAAC (N) 50 ATG
PyegR TGGACG AGCTGATCCAGGCCGG  TACCAT (N) 50 ATG
fleQ (yo) TCGAGC GGCTGACATCCTTTG 15 TAGAAT (N),, ATG
PHiIFGHIIJK TTTAGG CACAGGGCCGCCCCGF 15 GATAAT (N) 1,6 GTG
PflgA TTGTCC CGGCGCCGGACTCCCF 15 TAGAAT (N),a ATG
PflgB TTGCCC CGAAAGGCATCCTGT* 15 TACTTT (N) s ATG
PfiLMNOPQR TCGGAC CCGAGCCCCCATCGGF 15 CATACT (N),, ATG
Porf-motCD TTGGCC TGCTCACGITCGCA* 14 TAGAAT (N) g ATG
PfleN TGCECTT GCTGGECGTGIGGT* 13 TATCCT (N)5, ATG
Consenso de 0% (FIIA) CTAAA 15 bp GCCGATAA

PflgNM CTCAA GITTGTCCATGGAGG GCCGATAG (N) 33 GTG

PfliC CTAAA GCTCCCACGCCCGCC GCCGATAG (N) g9 ATG
PfliDSTorfflnX CTAAA GTCCTGGTCGGCGAG GCCGATAT (N) g3 ATG

PmotAB-cheA-cheW
PcheM-mcp
PcheB-(mcp)2-cheYZ
PflgJKL

PflaG

Consenso de FIhD4Cz

CTCAA
CTCAA
CTAAA
CTCAA
CTCAA

>

GCCGAGTTCATTCCT GCCGATAT (N) 5, GTG
GTTCGTCCACCATTT GCCGATAA (N) 5 ATG
GTTCGACGCCGATCG GCCGATAT (N) o5 ATG
GTCCCGGCCGOCGCG GCCGATAA (N) 50 ATG
GTTTCCACCCCCCCA TCCGATAA (N) 5, ATG

¢ -35

-10

AATGGCAGAAATAGCG  (N) 1012

CGCTATTTCTGCCATTGACA

16- 18bp TATAAT

PflgB AAAGCGTGGAATTGCTTGGTAATGCGA GCCTGI TTCCGCCT TTGCCCCGAAAGGCATGCTGTI TACTTT
PflgA AAAGGCCGGAAACAGGCTCGCATTTACCAAGCAATTCCACCCT TTTGT CCCGGCGCCGGACT CCCTAGAAT
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7.3 ANALIZAR LA EXPRESION DE GENES
FLAGELARES DE A. vinelandii.

7.3.1 La cepa UW 136 de A. vinelandii
carece de nado por la ausencia flagelos.

Se eligieron algunos de los genes flagelares
que se encuentran en el genoma de A.
vinelandii, para determinar si se estan
expresando. Los genes que se analizaron son
los homélogos a los que se encuentran en los
diferentes niveles de expresiéon de bacterias
entéricas (E. coli y S. typhimurium) y P.
aeruginosa, los cuales son: fleQ, fleN, flhC,
fliA y fliC. En P. aeruginosa, el producto de los
genes fleQ y fleN modulan la expresion de
genes flagelares, siendo FleQ un activador
transcripcional (fig. 12a) [Arora et al., 1997] y
FleN inhibe la actividad de FleQ (fig. 12a)
[Dasgupta y Ramphal, 2001]. Las proteinas
codificadas por el operén flhnC flhD, son
necesarias para activar la biogénesis del
flagelo en E. coli y S. typhimurium (fig. 8)
[Macnab, 1996]. El gen fliA, codifica para el
factor 02 (sigma flagelar) [Starnbach y Lory
1992], el cual se requiere para seguir
expresando genes flagelares una vez
activada la cascada en bacterias entéricas y
P. aeruginosa. Por ultimo, el gen fliC, codifica
para la flagelina y generalmente es de los
genes que se expresan al final de los genes
flagelares (P. aeruginosa, fig. 8; y bacterias
entéricas, fig. 10) [Dasgupta et al., 2003,
Macnab, 1996].

Para analizar la expresion de los genes
flagelares fleQ, fleN, flhC, fliA y fliC de A.
vinelandii asi como la continuacion del
proyecto se decidié hacerlo con la cepa UW
136, porque es una cepa derivada de la OP y
la cepa OP es la que se utilizo para
secuenciar el genoma de A. vinelandii, la
cepa OP también es conocida como UW, CA
o ATCC 13705. La cepa UW 136 es una
mutante natural que tiene inactivado el gen
algu, por unas secuencias de insercion IS
[Martinez-Salazar et al., 1996]. En nuestro
laboratorio, para otros estudios, se genero la
cepa SW la cual es una derivada de la UW

136, con el gen algU* funcional [Moreno datos
no publicados], en este trabajo se transfirio la
mutacién del gen mucA a la cepa SW,
generando la cepa JWA (datos no
mostrados), de esta manera se generaron las
cepas equivalentes a las derivadas de la
ATCC 9046 (SMU 88, algU ; JRA4, mucA'). Al
generar la cepa JWA se realizaron los
ensayos de nado para tener los datos que ya
se habian obtenido en la cepa ATCC 9046.

En nuestros resultados del ensayo de nado
observamos que la cepa mutante en mucA
(JWA) no nada (fig. 27A ), similar a lo que se
obtuvo en la cepa JRA4 (Fig. 27A), pero,
sorprendentemente notamos que las cepas
SW y UW 136 no nadan (fig. 27A), estos
ultimos datos no eran los esperados, porque
la cepa UW 136 tiene inactivado el gen algu,
en consecuencia carece del factor of, por lo
tanto se esperaba un comportamiento similar
a la cepa SMU 88 (algU- derivada de la ATCC
9046) y en la cepa SW se pretendia obtener
el fenotipo semejante a la ATCC 9046. Las
células de estas cepas se analizaron por
microscopia electronica, para determinar si la
inmovilidad era porque sus flagelos no son
funcionales o porque carecen de ellos. Los
resultados de la microscopia electronica se
muestran en la figura 27B, como se puede
observar las tres cepas carecen de flagelo,
por lo tanto la cepa UW 136 y en
consecuencia las cepas derivadas de esta,
son inmaviles por la falta de flagelo, nosotros
desconocemos la(s) causa(s) por la cual la
cepa UW 136 dejo de generar el flagelo. La
cepa UW 136 como ya se menciono es
derivada de la OP (UW o CA). En el manual
de Bergey’s 2001, se describe a la cepa OP
como una bacteria que tiene locomocion, por
otra parte, la cepa OP es la que se uso para
los estudios de quimiotaxis [Haneline et al.,
1991]. En lo referente a la cepa UW 136, es
ampliamente utilizada para el estudiar la
biologia molecular de la fijacién de nitrégeno,
pero no hay reportes sobre la perdida de su
locomocion. Estos datos nos muestran el
poco o nulo estudio sobre la locomocion de
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esta bac teria. Alobservarquel acepaUW atrabajaren| ac epaA TCC9046 y sus

136 no presento locomocion, nos regresamos mutantes isogénicas.
A B
UW 136 (algU") JWA (mucA?) Sw

Figura 27. Ensayo de nado y microscopia electrénica de A. vinelandii de la cepa UW 136 y sus mutantes isogénicas. A)
Nado en medio BS con 0.3 % de agar. B) Microscopia electronica de las células empleadas en el ensayo de nado. Las
cepas que se usaron fueron la UW 136 (algU-), SW (UW 136, algU*) y JWA (SW, mucA-). La barra representa 1 um.

7.3.2 Los genes flagelares fleQ, fleN, fIhC, ensayos de RT-PCR, u sando R NAtotal de
fliA'y fliC se transcriben en A. vinelandii. células v egetativas e n fase exponencial (10
Elanél isisde| ae xpresion del os g enes hrs), de | as c epas ATCC 9 046 ( silvestre) y
flagelares de A. vinelandii s e hizo m ediante SMU88 (algu-).

500

400

300

200

100

Figura 28. Analisis de ex presion de los genes flagelares de A. vinelandii. El estudio de a expresion de |os genes
flagelares se hizo por RT-PCR, los tamafios esperados de los fragmentos son los siguientes: fleN-169 pb (carril 1y 2),
fleQ-255 pb (carril 3 y 4), flInC-456 pb (carril 5 y 6), fliA-514 pb (8 y 9), fliC-323 pb (carril 10-12).

*Marcador de peso molecular-“1 Kb plus DNA ladder” (carril 7). Cepas ATCC 9046 (S), SMU 88 (U) y JRA4 (A).
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Los resultados de este experimento nos
mostraron que los genes que desencadenan
la expresion de genes flagelares en P.
aeruginosa y E. coli (fleQ-fleN, flnD-fIhC), se
transcriben en ambas cepas de A. vinelandii
(fig. 28), al igual que los genes fliA, y fliC. Por
otra parte en la cepa JRA4 (cepa que no
nada; mucA’), solo analizamos la expresion
del gen fliC y también se transcribe (fig. 28),
aunque detectamos transcrito del gen fliC en
la cepa JRA4 (mucA) desconocemos si se
genera la proteina FIiC. Con excepcién del
gen fliA, estos datos no muestran diferencias
en la expresion de genes flagelares entre las
cepas ATCC 9046 y SMUS88, ni en la
expresion de fliC (en las tres cepas).

Los resultados de RT-PCR, nos muestra que
en A. vinelandii, los genes flagelares que
elegimos se estan expresando pero, como no
son cuantitativos estos resultados, no nos
proporcionan informacion si el factor of
modula la expresién de estos genes, para
determinar esto se tendria que realizar
fusiones transcripcionales con un gen
reportero y cuantificar su expresién en los
diferentes fondos genéticos o analizar el
problema usando la técnica de RT-PCR
tiempo real que es cuantitativo. Por otra parte
los resultados de estos experimentos no nos
permiten saber si se requiere de uno o de
ambos sistemas maestros para iniciar la
expresién de genes flagelares en A.
vinelandii, para contestar esta Ultima
interrogante se procedi6 a mutar genes de
ambos sistemas. En esta parte concluimos
que:

1.- La cepa UW 136 de A vinelandii, carece
de nado y de flagelos.

2.- En células vegetativas de A. vinelandii, se
estan expresando los genes flagelares fleQ,
fleN, fInC, fliA y fliC.

3.- Con anélisis de RT-PCR se desconoce si
en A. vinelandii se requiere de uno o ambos
sistemas maestros para iniciar la expresion de
genes flagelares.

7.4 MUTACION DE GENES FLAGELARES
DE INTERES PARA COMPROBAR SU
PARTICIPACION EN LA BIOGENESIS DEL
FLAGELO EN A. vinelandii.

7.4.1 La expresion de genes flagelares en
A. vinelandii es modulado por el sistema
FIhD-FIhC y no por FleQ-FleN.

Para determinar cual de los dos sistemas
maestros se requiere para el inicio de la
expresién de los genes flagelares en A.
vinelandii, se procedié a mutar un gen de
cada sistema. En el sistema homélogo a P.
aeruginosa se inactivo el gen fleQ, quitandole
un fragmento interno de 138pb que se obtiene
con Xho | y se reemplazo con un “cassette”
de resistencia a gentamicina, esto sirvi6 para
generar las mutantes AQ20 (no polar) y AQ21
(polar; véase materiales y métodos), mientras
que en el sistema ortélogo a fInDC, se muto el
gen fIhC, introduciendo en el sitio Stu I, un
gen que codifica para la resistencia a
tetraciclina, con esto se generaron
posteriormente las cepas AC30 (no polar) y
AC31 (polar; véase materiales y métodos). El
ensayo de nado de las mutantes en fleQ de A.
vinelandii, se hizo en medio de crecimiento
vegetativo (BS), el resultado nos mostré que
ambas mutantes siguen nadando, el tamafio
del halo es muy similar a la cepa parental (fig.
29A). Por ofra parte, en los resultados de
microscopia electrénica de las mutantes en
fleQ (fig. 29B), no se aprecian diferencias en
el numero de flagelos de estas con respecto a
la cepa parental (fig. 29B). Si FleQ participara
en la regulacion de genes flagelares en A.
vinelandii, al mutar este gen, el numero de
flagelos y/o el nado de estas mutantes tendria
que disminuir o abatirse. Sin embargo, estos
datos nos muestran que en A. vinelandii, FleQ
no controla la expresién de genes flagelares,
al menos en las condiciones que estudiamos
aqui, que es el estado vegetativo.

En las mutantes en flnC de A. vinelandii, el
ensayo de nado también se hizo en medio
BS. En el resultado se puede apreciar que las
cepas AC30 y AC31 no nadan en agar suave
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(fig. 30A),adem &senl am icroscopia
electrénica de estas m utantes, s e observa
que las células carecen de flagelo (fig. 30B).
En ot ras bac terias do nde | a e xpresiond e
genes f lagelares, t ambién es m odulada po r
FIhDC, se ha demostrado que estas proteinas
para que pu edan activar | a transcripcién d e
genes f lagelares, s e r equiere que f ormen
heteromultimeros ( FIhD4Cz), s i f alta una de

A

Parental -

AQ20 AQ21

AQ21

estas proteinas, no s e pue den ex presar | 0s
genes flagelares. El activador transcripcional
(FIhD4Co) actia junto con el factor o’ para
iniciar la expresion de genes flagelares. Estos
resultados n os m uestranq ue el s istema
maestro que inicia la expresion de la cascada
de genes flagelares en A. vinelandii es FIhD-
FIhC.

Paréhtal AQ20

Figura 29. Ensayo de nado y microscopia electronica de las mutantes en fleQ de A. vinelandii. A) Placa del ensayo de
nado de la cepa parental y las mutantes en fleQ, AQ20 (fleQ::Gm no polar), AQ21 (fleQ::Gm polar), en medio BS con 0.3
% de agar. B) Microscopia electronica de las mutantes en fleQ de A. vinelandii. La barra representa 1 um.

A

AC 30
Parental

AC30 AC31

B

e
Rarental”»¢

Figura 30. Ensayo de nado y microscopia electronica de las mutantes en flnC de A. vinelandii. A) Placa del ensayo de
nado de la cepa parental y las mutantes en flhC, AC30 (flhC::Tc no polar), AC31 (flnC::Tc polar), en medio BS con 0.3 %
de agar. B) Microscopia electronica de las mutantes en flhC de A. vinelandii. La barra representa 1 um.
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74.2 Los genes flnDC de A. vinelandii
complementan el fenotipo de nado de la
mutante en fIhC y forman un operén.

Los genes flhD y flnC de A. vinelandii pueden
estar formando un operon, estos genes se
encuentran sobrelapados por dos nucleétidos
entre el coddn de paro de FIhD y el codon de
inicio de FIhC, en los extremos de estos
genes hay regiones intergénicas. Hacia arriba
de fIhDC, hay un espacio de 228 pares de
bases entre el codon de paro de FIhX y el
codon de inicio de flhD, ademas 74
nucleotidos antes del coddn de inicio de FIhD
hay unas secuencias consenso de un posible
promotor dependiente del factor o™ (tabla
VIl), por el otro lado, entre el codon de paro
de FIhC y el codén de inicio de MotA existe
una regiéon de 147 bases y 34 nucleétidos
antes del codén de inicio de MotA existen las
secuencias de un posible  promotor
dependiente del factor sigma o, (FliA; tabla
VIl), esto nos sugiere que los genes fInDC se
estan expresando en forma de operdn
bicistronico y podrian depender del factor 6™
para el inicio de su transcripcion. Para
verificar que la pérdida de nado en las
mutantes en flhC fue causado Unicamente por

AC30/Gm

la ausencia de la proteina FIhC, y para
confirmar que el operén flhDC de A. vinelandii
es funcional, se transfirieron por cruza
triparental, los plasmidos pLRGm y PLRGm-
DC a la cepa AC30, generando las cepas
AC30/Gm y AC30/DC respectivamente. En los
ensayos de nado de estas cepas se observa
que la cepa AC30/DC recupera el nado (fig.
31), mientras que la cepa AC30/Gm sigue
inmavil (fig. 31). La cepa AC30/DC contiene el
plasmido pLRGm-DC el cual porta los genes
flnDC con su secuencia promotora, por su
parte la cepa AC30/Gm porta Unicamente el
vector donde fue clonado el operén flhDC,
con estos datos podemos decir que la
inmovilidad de la cepa AC30 se debe a la falta
de la proteina FIhC y aunque en esta cepa se
produce FIhD, no es suficiente para iniciar la
transcripcion de los genes flagelares,
indicando que también funciona como un
heteromultimero como ya se tiene reportado
para otras especies. Por otra parte al
complementar con el plasmido pLRGm-DC y
reestablecer el fenotipo de nado en la cepa
AC 30, estamos aportando evidencias de que
los genes flhDC son funcionales y se
transcriben como un oper6n bicistronico.

Parental

AC30

AC30/DC

Figura 31. Complementacién de la cepa AC 30 con los genes fIhDC de A. vinelandii. Placa del ensayo de nado de las
cepas: parental, AC 30 (flhnC), AC 30/Gm (vector donde se clonaron los genes flhDC) y AC 30/DC (AC 30
complementada con los genes fIhDC de A. vinelandii con su propio promotor), en medio BS con 0.3% de agar.
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74.3 En las zonas de regulacion de los
genes flagelares no presentan promotores
dependientes de o5 y el NHy4 inhibe el
nado en A vinelandii.

La hipdtesis de que en A. vinelandii, en
alguna fase de su ciclo de vida, la expresion
de genes flagelares también pudiera ser
regulada por el sistema FleQ-FleN, es porque
estd relacionada filogenéticamente con P.
aeruginosa [Reiders et al., 2004], y FleQ es el
regulador positivo de la biogénesis del flagelo
en esta ultima bacteria, mientras que FleN es
un regulador negativo de FleQ. Ademas el
porcentaje de identidad de FleQ y FleN entre
A. vinelandii y P. aeruginosa es de 64 %y 71
% respectivamente, por lo que existia la
pregunta si el sistema FleQ-FleN de A.
vinelandii puede estar modulando la
expresion de genes flagelares en condiciones
distintas al crecimiento vegetativo (por
ejemplo al germinar los quistes). En P.
aeruginosa y Rhodobacter sphaeroides, se ha
observado que el activador transcripcional
FleQ (de la familia NtrC), actua en conjunto
con ¢ para expresar los genes flagelares
[Totten et al, 1990; Jyot et al, 2002; Poggio et
al, 2002]. Aunque no hay una clara secuencia
consenso para la union de FleQ, en los
genes flagelares de estas bacterias, sin
embargo, si se conocen las secuencias
consenso de promotores dependientes de
0%, las cuales son YTGGCACGr NNN TTG
CW, se inspeccionaron ocularmente las
secuencias de las regiones intergénicas de
los genes flagelares de A. vinelandii, para
buscar posibles promotores dependientes de
0%,

En el resultado de este analisis, no se
encontré ningn promotor de esta naturaleza.
Como ya se ha mencionado, en bacterias
donde el regulador maestro del sistema
flagelar es FleQ, también se requiere del
factor 0%, en consecuencia cuando se muta
el gen que codifica para el factor 0%, las
células carecen de nado, tal como sucede en
P. aeruginosa [Totten et al, 1990; Jyot et al,

2002] y Rhodobacter sphaeroides, aunque en
esta Ultima bacteria hay cuatro copias del gen
que codifica para este sigma, solo la copia
que se localiza hacia abajo del gen fliC
(rpoN2), es la encargada de activar la
transcripcion de los genes flagelares y no
puede ser substituida por los otros
activadores [Poggio et al, 2002]. En nuestro
laboratorio se tiene la mutante en o (rpoN-)
[Gama-Castro et al., 2001], por lo que se
procedid a hacer un ensayo de nado de esta
mutante, esta cepa no puede fijar nitrégeno,
por lo que se tiene que crecer en un medio
suplementado con amonio (NH4). Los
ensayos de nado se hicieron en medio CM
suplementado con NHsCl 10mM. En el
resultado del ensayo de nado se observa que
la mutante en rpoN de A. vinelandii, no nada y
que la cepa silvestre (ATCC 9046) tampoco
nada (fig. 32). Este experimento nos muestra
que la ausencia del nado en la mutante rpoN,
no es por la falta de actividad del factor ¢
exclusivamente, la ausencia de nado es por la
presencia del amonio, porque tanto la cepa
rpoN- como la silvestre carecen de nado en
presencia de este compuesto. Estos datos
sugieren que, en A vinelandii, el nado puede
ser inhibido por el NH4. Si en A. vinelandii al
mutar el gen fleQ, no afecta parcial o
totalmente el nado, ni el numero de flagelos.
Si no se encontraron posibles promotores
dependientes de o en las regiones
intergénicas de los genes flagelares. Ademas
de que los genes fleQ y fleN se encuentran en
un contexto donde no hay genes flagelares,
nos sugiere que en A. vinelandii, los genes
flagelares no pueden ser modulados (al
menos directamente) por el sistema FleQ-
FleN en ninguna fase del ciclo de vida de esta
bacteria, sélo el sistema maestro FIhD4Co
estaria regulando la expresién de los genes
flagelares. Es importante mencionar que los
genes fleQ y fleN de A. vinalandii, codifican
para proteinas funcionales, esto se determino
al expresarlos de manera ectopica en P.
aeruginosa. Al sobreexpresar el gen fleQ de
A. vinelandii, en la cepa PAO1 de P.
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aeruginosa, los halos de nado son mayores y
la mayoria de las células presentaron mas de
un flagelo, comparados con el control (PAO1)
[Rosas, 2008]. Por otra parte, la
sobreexpresion de FleN de A. vinelandii, en la
PAO1 de P. aeruginosa, tiene un efecto
parcial en la inhibicion del nado y generacion
de flagelo [Rosas, 2008]. Si los genes fleQ y
fleN de A. vinelandii generan proteinas
funcionales y no estdn regulando genes
flagelares, seria interesante investigar: ;Qué

A

ATCC 9046

rpoN

gacA

gacA

gen(es) regula el sistema FleQ-FleN en esta
bacteria?. Conclusiones en esta parte:

1) En A. vinelandii el sistema maestro que
inicia la transcripcién de genes flagelares es
FIhDC y no FleQ.

2) Los genes fIhDC de A. vinelandii, forman
un operon.

3) Los genes fleQ y fleN de A. vinelandii,
afectan el nado y la biogénesis del flagelo en
P. aeruginosa.

4) EI NH4 reprime el nado en A. vinelandi.

B

ATCC 9046

rpoN

gacA

gacA

Figura 32. Efecto de la mutacion de rpoN en el nado de A. vinelandii. Ensayo de nado en medio CM con (A) y sin (B)
NH4Cl 10 mM de las mutantes en rpoN y gacA, asi como de la cepa parenta.

7.5 POSIBLE MECANISMO POR EL CUAL
EL FACTOR of (Algu) REGULA LA
EXPRESION DE  LOS  GENES
FLAGELARES EN A. vinelandi.

7.5.1 El factor of afecta la expresion del
operon flnDC en A. vinelandii.

Para explorar de que manera el factor oF,
afecta la expresion de genes flagelares en A.
vinelandii, y una vez que se determino que
FIRDC es el sistema maestro que controla la
cascada de expresion de genes flagelares en
esta bacteria, se procedié a analizar si el
factor of tiene un efecto en la expresién de
los genes flhDC. Esto se hizo mediante un
experimento de “Northern blot” con las cepas
ATCC 9046, SMU 88 y JRA4, usando RNA de
células que se crecieron en medio BS por 8
hrs (fase exponencial), como sonda se utilizo

un fragmento interno de 456 pb del gen fIhC.
En los resultados del Northern blot,
observamos una banda de alrededor de 1,100
bases en la cepa silvestre (ATCC 9046 fig.
33A, carril 1) y la mutante algu (SMU 88; fig.
33A, carril 2) pero, en la mutante en mucA
(JRA4) no detectamos sefial de la expresion
de los genes flhDC (fig. 33A, carril 3). Aunque
en el experimento de “Northern blot” se ve
claramente un efecto negativo del factor of
sobre la transcripcion de los genes fIhDC, se
procedié a cuantificar la expresion de flnDC
en estas cepas mediante un experimento de
RT-PCR cuantitativo (PCR tiempo real), para
este experimento se uso RNA de células
vegetativas colectadas a las 10 horas. Como
se puede ver en la figura 33B, la expresién de
flnDC en la cepa SMU88 es 50 % mas que en
la cepa parental, mientras que en la cepa
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JRA4 | a ex presion no e s s ignificativa. E stos
experimentos nos aportan evidencias de qu e
elf actor ofes tar egulandodem anera
negatival at ranscripciondel osgene s
maestros del s istema flagelar (flnDC) de A.
vinelandii, por queen| ac epaJ AR4qu e
carece del antisigma (la cual no nada, ni tiene
flagelos), no se estan e xpresando | os genes
maestros, mientras que en la mutante algu
(que c arece del factor of), estos genes se
expresanun 50% masqueenla cepa
silvestre. E stas do s ul timas cepast ienen

A)
ATCC9046  SMU8S8 JRA4

flagelosy nad an.P orot rapar tees tos
resultados ¢ onfirmal oqu ey a seh abia
observado en | os ex perimentos d e R T-PCR,
que el gen fIhC se expresaen A vinelandii
(fig. 28,c arriles5y 6).P orotrapar teel
experimento de “Northern bl ot” nos ¢ onfirma
que los genes fInDC de A vinelandii, forman
un oper 6n bi cistronico porque el tamafio del
transcrito es de apr oximadamente 1, 100
bases, ese tamafio corresponde a la suma de
losgenes flhDy flnCm &sl ar egiéond e
regulacion.

B)

Figura 33. Efecto del factor of en la expresién del gen fInC de A. vinelandii. A) Northern blot, en la parte superior se
muestra el gel de la electroforesis de RNA y en la parte inferior la membrana de hibridacion. B) RT-PCR cuantitativo. El
RNA fue de c élulas cultivadas en m edio BS por 8 y 10 hr s respectivamente, las cepas que s e usaron fue la parental
(ATCC 9046) y las mutantes isogénicas algU (SMU88) y mucA (JRA4).

Después de observar que la expresion de los
genes maestros flnDC de A. vinelandii, s on
afectados por el factor of, surge la pregunta:
¢ Como reprime el factor of |a ex presion de
los gen es flhDC en A. vinelandii?. En A.
vinelandii s e en cuentra el gen hom ¢élogo a
amrZ (fig. 26), el producto de este gen tiene
un 84 % de identidad con el de P. aeruginosa,
ademas en| as ecuencia der egulacion de
amrZ, hay dos posibles promotores del factor
oF, pero el sistema maestro de A. vinelandii,
es FIhnDCy no FleQ como en P. aeruginosa,
por otra parte en | aregidn de r egulacion de
los gene s flnDC de A. vinelandii, no es tan
presentes | as s ecuencias de uni 6na A mrZ,

por lo que el intermediario de |a represion de
los ge nes flagelares en A. vinelandii, puede
ser un represor diferente a AmrZ.

7.5.2 En la region de regulacion del operén
flhDC de A. vinelandii se presentan las
secuencias consenso para los factores
032,00y el represor CydR (Fnr).

Para i dentificar | os el ementos que pu dieran
estar r egulando ne gativamente, | a e xpresién
del operdn flnDC y por lo tanto la biogénesis
del f lageloen A. vinelandii, s er ealizo un
andlisis en “silico” de | a region de regulacién
de esteop eron( 228 pb) .P arabus car
secuencias candnicas de DNA, en el cual se
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puedanu nirp roteinasd er egulacion (www.softberry.com).

conocidas, se empled el programa SoftBerry

A)
-35 o032 -10
CAGAGCGGAT ACAACGATCC CATGATAAAG TTCAAAAAAT GATGCTCGAA AAGCTCATTT 60
-35 o’ -10
TTT GC TG GAT TTACGTGCCA ACCATTTCTA ACATGACGTT TTTTT (N)e1 ATG
B) * k k
TTCA C TGC TT GGTCACTACC GATCGACAGT AAATCTTGAT TTAT CT CG
-10
TGTT (N)2s7 ATG
)
-35 of -10
GAGCTTCCCA AGGGTAAGAC TTTTTGTCAG TTAACTGAGG CCTGGGGTAT TATCTCCGGT 60
-35 o’ -10

AAAGCGCACC ACAAGTCAGA GAAAGTTGCC TATG

Figura 34. Elementos que pueden estar regulando al operén flhnDC y al gen cydR de A. vinelandii. A) El operén fIhDC de
A. vinelandii, presenta secuencias consenso para la unién de los factores 670, 32 (RpoH) y el represor FnR (CydR),
datos obt enidos con e | pr ograma s trawberry. B) S ecuencia de |a region | ider del oper én cydAB de A. vinelandii,
mostrando los sitios de unién a CydR y los inicios de transcripcién determinados por Wu et al., 2000 (*) y por Moshiri et
al., 1991 (&). C) Secuencia de DNA de la regién de r egulacién del gen cydR de A. vinelandii, presentando las cajas
canénicas de los posibles promotores de of y ¢70. Secuencias consenso: o32 (RpoH) CCCTTGAA (N)131s CCCGATNT,
070 TTGACA (N)16118 TATAAT, oF GAACTT (N)1e17 TCTGA,

Sitios de pegado de CydR en genes de A. vinelandii:

cydAB1 CTGC
cydAB2 CTGG
flnDC GCTG
Fnr (E. coli) (N),

El resultado de este analisis mostro que, en la
zona d e r egulacion del operén flnDC de A.
vinelandii, hay s ecuencias consenso parala

citocromo d o xidasa. [Tseng et al., 1996]. En
A. vinelandii existe una proteina homéloga a
FnR, se conoce como CydR (‘regulation of the

unién de las proteinas RpoH (0%2) y FnR (fig.
34). De estas, la que fue candidata a reprimir
este ope ron, f ue F nR. F nR ( “fumarate a nd
nitrate reduction r egulator”), es hom 6loga a
CRP,c onstituyendoun af amiliad e
reguladores transcripcionales conocidos como
CRP-FNR, en el C -terminal t iene el m otivo
hélice-vuelta-hélice p aral a unibna DNA.
Cuandoc rece E. coli enc ondiciones
anaerobicas, Fnr reprime | a transcripcion d e
los ge nes cydAB, que c odifican para el

cyd operon”). Esta proteina tiene un 53 % de
identidadc on FnR. Elg en cydRde A.
vinelandii, estaa 1 000 pb h acia a rriba d el
operon cydAB[W u et al., 1997,y seha
demostrado que CydR,r eprimel a
transcripcion de los genes cydAB como ocurre
en E. coli. En A. vinelandii los genes cydAB,
también codifican para el citocromo bd, el cual
se ne cesita para la fijaciéon d e nitrogeno en
crecimiento aer dbico [ Wu et al., 2000].Las
secuencias de union a CydR que estan enla
region de regulacion de los genes cydAB (fig.
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34B), son muy similares a las que estan en la
zona de regulacion del operon flnDC (fig.
34A), incluso la caja de pegado de CydR en
flnDC se traslapa con la region -35 de un
posible promotor dependiente de o™ (fig.
34A), parecido a lo que sucede en el operdn
cydAB. Aunque en el operén cydAB, no hay
una region -35 clara para o', pero por los
inicios de transcripcion que se han
determinado por “primer extension” [Wu et al.,
2000] y por ensayos de proteccion de
ribonucleasa [Moshiri et al., 1991], se deduce
que las cajas de CydR estan cerca del

promotor (fig.134B). Por otra parte, al revisar
la secuencia de la region de regulacién del
gen cydR de A. vinelandii, observamos que
en esta region existe un posible promotor
dependiente del factor of (AlgU) (fig. 34C;
tabla VIII). Estos datos sugieren que CydR es
el intermediario del factor of para reprimir la
expresion del operon de los genes maestros
flnDC. Para apoyar esta hipdtesis se procedié
a analizar, el papel del factor of, en la
expresion de cydR y mutar al gen cydR para
ver su efecto en el nado de A. vinelandii.

Tabla VIII. Promotores dependientes del factor of (AlgU) en A. vinelandii.

35 +1
Consenso GAACTT 16/ 17phb TCTGA 5/ 6 nt
algCa GAACTC CGCGCCGTCCCGGCCA TCCAA TCTGG CGE(N) 155 ATG
#algUb GAACTT TTGCTTAATACCCATG TCAATGA AAACA(N) 5, ATG
#eydR GAGCTT CCCAAGGGTAAGACTT TTTGTCAGTTAACTG( N) 4sATG
amrZ P1 CAACTG CATGCGATTAATCGAT TCAGA (N)g4 ATG
amrZ P2 GAACCA CTTCAGCAAGACGAGG TCATA (N) 55 ATG

4Gaona et al., 2004; "Nufez et al., 2000

753 ElI factor of (AlgU) regula Ila
expresion del gen cydR de A. vinelandii.

Para determinar si el factor of tiene un efecto
en la expresion del gen cydR de A. vinelandi,
se hizo un “Northern blot”, usando RNA de
células cultivadas por 37 hrs en medio BS
liquido, de las cepas ATCC 9046, SMU 88 y
JRA4, como sonda se utilizo una region
interna de 496 pb del gen cydR. En los
resultados de este experimento (fig. 35A), se
puede  observar  una banda de
aproximadamente 1000 bases en la cepa
ATCC 9046 (Silvestre; fig. 35A, carril 1) y la
JRA4 (mucA; fig. 35A, carril 3), mientras que
la expresion de cydR esta significativamente
reducida en la cepa SMU 88 (algU-; fig. 35A,
carril 2).La cuantificacion de la expresion de
cydR en estas tres cepas se hizo por RT-PCR
cuantitativo, este ensayo confirma que, en la

cepa JRA4 (mucA) se expresa mas que en la
cepa silvestre, siendo cuatro veces mayor,
mientras que en la mutante en algu solo se
expresa un 15% comparado con la cepa
silvestre (fig 35B). Tanto las secuencias del
posible promotor dependiente del factor oF en
la regién de regulacién del gen cydR, como
estos resultados, sugieren que, el factor of
modula la expresion del gen cydR de A.
vinelandii. Si en A. vinelandii, el factor of
regula positivamente la expresiéon de cydR y
en la regién promotora del operén flnDC hay
unas secuencias de unién a CydR, nosotros
proponemos que al mutar el gen cydR en la
cepa silvestre, el halo de nado aumente,
posiblemente al mismo nivel 0 mas que la
cepa SMU 88, por su parte la mutacion del
gen cydR en la mutante en mucA, se espera
que recupere el fenotipo de nado.
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A
ATCC SMU 88 JRA4

Figura 35. Efecto del factor of en la expresion del gen cydR de A. vinelandii. A) “Northern blot”, en la parte superior se
muestra el gel de el ectroforesis del RNA'y en | a parte inferior la membrana de hibridacién. B) RT-PCR cuantitativo. El
RNA fue de células cultivadas en medio BS por 37 hrs en ambos experimentos, las cepas que se usaron fueron la
parental (ATCC 9046) y las mutantes en of (SMU88) y en el anti- of (JRA4).

7.5.4 CydR regula negativamente el nado
en A. vinelandii.

En nuestro laboratorio, ya se habia inactivado
el gen cydR de A. vinelandii, con el gen de la
[-glucoronidasa y el gen de r esistencia a
gentamicina ( fig. 23), por |0 q ue utilizamos
esta ¢ onstruccion ( plasmido p CYDR), par a
mutar el gen cydR enla cepa ATCC 9046y
en la mutante mucA, a través de un evento de
doble r ecombinaciéon hom o6loga. P erol a
mutante mucA ( JAR4),ques e venia
trabajando, t enia i nterrumpido el gen mucA,

A

Parental

algu-
cydR-

con el gen de resistenciaa gentamicina, el
mismo que S € u so par a i nterrumpir al gen
cydR, por lo que s e genero otra mutante en
mucA, con el gen de resistencia a kanamicina,
generando la cepa SRA4 (véase materiales y
métodos). Lac epaqu e obt uvimosc onl a
mutacién en el gen cydR derivada de la ATCC
9046 de A. vinelandii | a nom bramos A TCR
(fig. 23), es ta m utante ¢ rece m uy p oco en
medio BS. Sin embargo, la mutante de cydR
en la cepa SRA4 no se logro obtener, debido
posiblemente a que la doble mutacion (mucA
y cydR), no es viable.

B

Parental

cydR"
algu-

Figura 35. Efecto de la mutacién del gen cydR en el nado de A. vinelandii. Ensayo de nado de la cepa parental y sus
mutantes isogénicas ATR (cydR-) y SMU 88 ( algU-), en el medio: vegetativo BS (A) y de i nduccion al enquistamiento

Burk-Butanol (B), ambos medios con 0.3 % de agar.
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Enl osr esultados del ens ayodenad o
podemos observar que, la cepa ATCR (cydR-
), tiene un h alo de nado mayor que la cepa
silvestre, siendo similar al de la cepa SMU 88
(Fig. 36A). En el medio de enquistamiento (B-
OH), la mutante en cydR sigue presentando
nado al igual que la cepa SMU 88, mientras
que la cepa silvestre (ATCC 9046) como ya
se ha dem ostrado, en este medio | o pi erde
(Fig. 36B).

Estos datos nos muestran que CydR tiene un
efecto negativo sobre el nado de A. vinelandii.
La presencia de secuencias consenso para la

unionde C ydRe nel oper 6n fIhDC,| a
existencia de un posible promotor de of en el
gen cydR, y por otra parte, el efecto positivo
de of en la expresion de cydR y negativo en
el operon flnDC; ademas el efecto negativo de
CydR sobre el nado, son datos que s ugieren
que en A. vinelandii, el factor o transcribe al
gen cydR, después la proteina CydR va y se
uneal ar egionder egulacion del oper 6n
flnDC, ev itando a si,que s et ranscriba el

operoén fIhDC, en consecuencia esta bacteria
carece de nado (fig. 37).

Figura 37. Propuesta del mecanismo por el cual el factor of regula negativamente la locomocion de A. vinelandii. El
factor of participa en la activacion de la transcripcion del gen cydR, después CydR se une en la region de regulacion del
operén flnDC, evitando asi la transcripcién de los genes maestros del sistema flagelar de esta bacteria.

La perdida del flagelo y de la capacidad para
la fijacion de nitrégeno que se observaenla
induccion del enqui stamiento [ Sadoff 1975;

Hitchins y S adoff 1973] , ahor a puede s er
explicado a ni vel molecular, e sto se debe al
efecto negativo de CydR sobre | a e xpresion
delos genes cydABYy flhDC. Los datosde

estet rabajo ydel os quee xistenenl a
literatura, i ndican| apr esenciadeun a
cascada de regulacion, donde of (AlgU) esta
por encima de C ydR, el cualasuvezactia
como represor de la expresion de flnDC. Un
modelo de la cascada de regulacién de AlgU-
CydRpar ael controld el as intesisd e
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alginato, la biogénesis del flagelo, respiracion
y fijacion de nitrdgeno en el proceso de
enquistamiento de A. vinelandii se muestra en
la figura 38. Ademas de estas dos bacterias
en S. enterica también se regula
inversamente la sintesis de exopolisacaridos
y la locomocién. En S. enterica el gen igaA,
codifica para un regulador pleiotropico que
controla de manera positiva al operon flhDC e
inhibe la expresion de los genes wca
involucrados en la sintesis de acido colanico
[Cano et al., 2002]. Mutaciones en igaA activa
los genes del sistema de regulacion de dos
componentes (RscB-RscC), el cual a su vez
reprime la expresién del operén flhDC, y
desreprime los genes wca, generando células
mucoides y no mdviles. Aqui también se
muestra que otro elemento que esta
regulando la locomocion en A. vinelandii, es
GacA, un regulador global. GacA es un
regulador de respuesta que pertenece a un
sistema de dos componentes [Castafieda et
al., 2001]. GacA modula de manera positiva la
locomocion de A. vinelandii (fig. 32), aunque
desconocemos el mecanismo por el cual lo
hace. GacA y sus ortologos, uno de los
primeros eventos que han regulado en su
historia  evolutiva, es la locomocion,
posteriormente fue modulando otros sistemas,
como el metabolismo secundario y en el caso
de bacterias patogenas, algunos agentes de
virulencia [Goodier y Ahmer 2001].

El factor of es un elemento en comin, en la
regulacion de la locomocion y sintesis de
alginato en A. vinelandii y P. aeruginosa,
regulando de manera negativa la locomocion
y positiva la sintesis de alginato, pero hay una
diferencia en el intermediario que utiliza este
factor sigma, para reprimir la generacion de
flagelo en estas bacterias, siendo CydR para
A. vinelandii y AmrZ para P. aeruginosa. A su
vez, los blancos que reprimen, también son
diferentes, el cual es flnDC para A vinelandii y
fleQ en P. aeruginosa. Estas diferencias
pueden ser explicadas por la necesidad de A.
vinelandii para coordinar la pérdida de las
funciones como locomocién, alta tasa de
respiracion y fijacion de nitrégeno que ocurren
cuando se induce el enquistamiento, proceso
que no presenta el genero Pseudomonas.
Entre A. vinelandii y P. aeruginosa en la
sintesis de alginato, también existen
diferencias en la activacion de los genes
estructurales por parte de of, en P.
aeruginosa of requiere de AmrZ y de AlgR
para activar al gen algC y el operén algD
(donde estan todos los genes estructurales),
AlgR es un regulador de respuesta que
pertenece a un sistema de dos componentes.
Por su parte en A. vinelandii, el factor oF no
requiere de AIgR para activar la transcripcion
del gen algC, y al gen algD parece que lo
transcribe indirectamente pues no contiene
las secuencias consenso de este sigma.
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VIIl. CONCLUSIONES

1.- En A. vinelandii el “swarming” esta ausente
en las condiciones que probamos.

2.-En A. vinelandii el nado (“swimming”) se
presentaen m edios m inimos perono en
medios ricos como PY.

3.-El fa ctor of inhibel al ocomocién de
células vegetativasy enc élulasques e
inducen al enquistamiento de A. vinelandii.

4.- La cepa UW 136 de A vinelandii, carece de
flagelos y en consecuencia s no movil.

5.- En A. vinelandii existen aproximadamente
61 genes flagelares, entre los cuales estan los

homologos a | os reguladores maestros de E.
coli (flnDC) y P. aeruginosa (fleQ).

6.- En A. vinelandii solo el sistema FIhDC y no
FleQes el quer egulal at ranscripcion de
genes flagelares.

7.- El factor of activa la transcripcion del gen
cydR en A. vinelandi.

8.-CydR regula negativamente la expresion de
los genes fIhDC en A. vinelandii.

9.-En A. vinelandiiel nadoes r egulado
negativamente por N Hs y po sitivamente por
GacA.

Alginato

Respiracion y Fijacion de N2

Arquilresorcinoles

Flagelo PHB

Figura 38. Sistemas que regula el factor of de A. vinelandii. Elfactor of regula positivamente la transcripcion de | os
genes estructurales del alginato (algD y algC), y al gen cydR. A su vez CydR, regula negativamente la expresion de los
operones flnDC, cydAB y la sintesis de PHB. El gen arsB que participa en la produccién de alquilresorcinoles, tiene las

secuencias consenso de un promotor dependiente del factor of.

*Propuesta de este trabajo; 1Gaona et al., 2004; 2Campos et al., 1996; 3Wu et al., 2000.; “Wu et al., 2001; Vite 2003.

IX. PERSPECTIVAS.

1.- Confirmarque el p osible pr omotor
dependiente oFf del gen cydR, sea funcional.
2.- Determinar si CydR se pega e n la region
de regulacién del operén flnDC.

3.- I dentificar la(s) s efial(es) que modulan |a
actividad de AlgU.

4.- B uscar gene s qu e s ean r egulados po r
FleQ
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fIhDC, but not fleQ, regulates flagella biogenesis in
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Azotobacter vinelandii is a nitrogen-fixing soil bacterium that undergoes differentiation to form
cysts resistant to desiccation. Upon encystment, this bacterium becomes non-motile. As in enteric
bacteria, motility in A. vinelandii occurs through the use of peritrichous flagella. Pseudomonas
aeruginosa, a phylogenetically close relative of A. vinelandii, possesses a single polar flagellum.
The FIhDC proteins are the master regulators of flagella and motility in enterobacteria, whereas
FleQ is the master regulator in P. aeruginosa, and it is under AlgU (sigmaE) negative control.
At present, nothing is known about the organization and expression of flagella genes in A.
vinelandii. Here, we identified the flagella gene cluster of this bacterium. Homologues of the
master regulatory genes flhDC and fleQ are present in A. vinelandli. Inactivation of f/hDC, but not
fleQ, impaired flagella biogenesis and motility. We present evidence indicating that a negative
effect of the AlgU sigma factor on flhDC expression causes loss of motility in A. vinelandii, and
that CydR (a homologue of Fnr) is under AlgU control, and has a negative effect on flhDC
expression. Taken together, these results suggest the existence of a cascade consisting of Algu
and CydR that negatively controls expression of flhDC; the results also suggest that the block
in flagella synthesis under encystment conditions centres on flhDC repression by the Algu-CydR
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INTRODUCTION

Azotobacter vinelandii, a Gram-negative bacterium belong-
ing to the gamma subdivision of proteobacteria, is closely
related to bacteria of the genus Pseudomonas (Rediers et al.,
2004), and undergoes a differentiation process to form cysts
resistant to desiccation. In A. vinelandii, motility occurs
through the use of peritrichous flagella. When induced for
encystment, this bacterium becomes non-motile (Sadoff,
1975). To the best of our knowledge, studies on the genes
involved in motility in this organism have not been carried
out. Genes involved in the biogenesis and function of flagella
have been extensively studied in Escherichia coli and
Salmonella, where motility also occurs by peritrichous
flagella. In those bacteria, flagella and motility genes
comprise a large and complex regulon, with more than 50
genes organized in at least 17 operons (Macnab, 1996). The
flagella operons are classified into three hierarchical
transcriptional classes, where the class 1 fIhDC operon is

Abbreviation: qRT-PCR, quantitative RT-PCR.... is available with the
online version of this paper.

Tables of A. vinelandii flagellar and motility genes, and consensus
sequences recognized by FIIA and RpoD sigma factors present
upstream of A. vinelandii flagellar genes are available with the online
version of this paper.

the master regulator of flagella and motility (for a review see
Aldridge & Hughes, 2002). FIhDC proteins are activators of
the class 2 genes, which include those encoding proteins
involved in the formation of the hook basal body, the flagella
sigma factor FliA, and its anti-sigma factor FlgM. FliA is
necessary to activate transcription of the class 3 genes, and
these include fliC, which encodes the structural component
of the filament, the flagellin. Transcription of fIiDC is
initiated at six start sites, and its regulation is very complex
(Clarke & Sperandio, 2005; Francez-Charlot et al., 2003;
Kutsukake, 1997; Soutourina et al., 1999; Wei et al., 2001;
Yanagihara et al., 1999).

In Pseudomonas aeruginosa, motility occurs through the
use of a single polar flagellum. Flagella genes are clustered
in three regions of the chromosome. Transcription of the
flagella genes requires a number of regulatory proteins,
including FleQ (Arora et al., 1997) and the two-component
system FleSR (Ritchings et al., 1995), acting in a four-tiered
transcriptional regulatory circuit (Dasgupta et al., 2003).
The master regulator FleQ, an NtrC-like transcriptional
activator, belongs to the top tier of the flagella hierarchy,
and is required to activate all other flagella genes, with the
exception of fliA (Arora et al., 1997; Dasgupta et al., 2003;
Jyot et al., 2002). The anti-activator protein FleN negatively
controls the activity of FleQ (Dasgupta & Ramphal, 2001).

2008/017665 © 2008 SGM  Printed in Great Britain

1



< paper no. mic2008/017665 charlesworth ref: mic2008/017665 >

R. Ledn and G. Espin

In P. aeruginosa and A. vinelandii, the alternative sigma
factor AlgU (also named AlgT) controls alginate biosyn-
thesis. The mechanism by which AlgU exerts this control is
well understood (Martinez-Salazar et al, 1996; Nunez
et al., 2000; Ramsey & Wosniak, 2005). The anti-sigma
proteins MucA and MucB negatively control AlgU activity
(Mathee et al., 1997; Schurr et al., 1996; Xie et al., 1996).
External stresses affecting the folding of periplasmic
proteins initiate the cleavage of MucA, and the release of
AlgU (Qiu et al., 2007) In P. aeruginosa, this sigma factor is
required to activate the alginate biosynthesis operon
(Martin et al., 1993; Wozniak & Ohman, 1994). In A.
vinelandii, AlgU is required for activation of the alginate
biosynthesis genes algD and algC (Campos ef al, 1996;
Gaona et al., 2004). Thus, in both P. aeruginosa and A.
vinelandii, mutations inactivating algU abrogate alginate
synthesis (Moreno et al, 1998), whereas mutations in
mucA produce an alginate-overproducing phenotype
(Martin et al., 1993; Nunez et al., 2000).

In P. aeruginosa, AlgU activity has a negative effect on
flagellum synthesis (Garrett et al., 1999). Tart et al. (2005)
showed that the flagella regulon is significantly downregulated
in the presence of AlgU, and that increased expression of fleQ
reverses the AlgU-mediated inhibition, and thus they
concluded that AlgU inhibits expression of FleQ. The
mechanism of this inhibition has been shown to be indirect,
and it acts by promoting the expression of the transcriptional
regulator AmrZ (AlgZ), which interacts directly with the fleQ
promoter as a repressor (Tart et al., 2006).

When vegetative motile cells of A. vinelandii are induced
for encystment, they lose motility (Sadoff, 1975). We show
here that this loss is caused by the activity of the sigma
factor AlgU. Thus, similar to the findings for P. aeruginosa,
we found a negative effect of AlgU on motility and flagella
synthesis.

The organization and expression of flagella genes in A.
vinelandii are unknown. A search of the A. vinelandii
genome for the flagella regulon was carried out in this
study, and revealed the presence of homologues of fIlhDC
and fleQ, which are the master regulators in E. coli and
Pseudomonas, respectively. Inactivation of these genes
indicated that flhDC, but not fleQ, is required for flagella
biogenesis and motility in A. vinelandii. We also show that
AlgU and CydR have a negative effect on fIhDC expression.

METHODS

Microbiological procedures. The bacterial strains and plasmids
used in this work are shown in Table 1. A. vinelandii was grown at
30 °C in Burk’s nitrogen-free salts (Kennedy et al, 1986), supple-
mented with either sucrose at 2% (BS medium), or 0.2 % n-butanol
(BB encystment medium). E. coli DH50 was grown on Luria—Bertani
(LB) medium (Miller, 1972) at 37 °C. Antibiotic concentrations used
for A. vinelandii and E. coli, respectively, were as follows: ampicillin,
not used and 200 pg ml % gentamicin, 1.5 and 10 pg ml %
kanamycin 6 pg ml ! and not used; tetracycline, 15 and 20 pg ml L
Triparental matings were carried out as reported by Kennedy et al.

(1986). A. vinelandii transformation was carried out as described by
Page & von Tigerstrom (1978), as modified by Bali et al. (1992).

DNA techniques. DNA isolation, cloning, Southern blotting, and
nick translation procedures, were carried out as described by
Sambrook et al. (1989).

Cloning of flhDC, fleQ, mucA and cydR genes. The A. vinelandii
fleQ and fIhDC genes were amplified by PCR using ATCC 9046
chromosomal DNA as a template and the following oligonucleotides:
fleQ, upper primer 5'-TTATGCCTTGCTGGGGTTGC-3; fleQ, lower
primer 5'-TTCACCCGTTCGTAGGCATC-3'; flhDC, upper primer
5'-AATGCTTCCCAGGCGAGATC-3'; and flhDC, lower primer 5'-
GACAACGATGAGACC CAGAG-3'. For mucA and cydR, oligonu-
cleotides mucA-1U 5'-GAAATCGAGGCCACTGTG-3’, mucA-1L 5'-
CAACCAATTCTGCGCATC-3', cydRf 5'-GTTCGTTCGATCTGCA-
TGC-3" and cydRr 5-TTACTGGAAGCGGACATGCG-3" were used.
Primers were designed on the basis of the OP strain draft genome
sequence available at http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi.
The resulting 2157 (fleQ), 1667 (fIhDC), 910 (mucA) and 1173
(cydR) bp PCR products were cloned in pMOSBIlue, producing
plasmids pLRQ, pLRDC, pMUC and pMCYDR, respectively (Table 1).
Restriction mapping and partial sequencing confirmed the identity of
the inserts (data not shown).

Construction of fleQ::Gm, flhC::Tc, mucA::Km and
cydR::Gm mutations. Plasmid pLRQ was digested with Xhol to
eliminate a 230 bp Xhol internal fleQ fragment. The 0.8 kb Xhol
fragment containing a gentamicin-resistance cassette isolated from
plasmid pBSL141 (Alexeyev et al., 1995) was ligated into the pLRQ
Xhol-digested plasmid. Plasmid pLRQ30, containing the fleQ::Gm
mutation was isolated. For inactivation of the flhC gene, a 2.0 kb
Smal fragment, containing a tetracycline-resistance cassette isolated
from plasmid pHP45Q-Tc (Fellay et al., 1987), was inserted into the
Stul site within gene flhC in plasmid pLRDC. Plasmid pLRDC50
containing the fIhC::Tc insertion was isolated. A kanamycin-
resistance cassette from plasmid pBSL99 (Alexeyev et al, 1995) was
introduced into the Xhol site of mucA in plasmid pMUC, producing
plasmid pSRA4. For inactivation of cydR, a 3.0 kb Clal fragment,
containing a gentamicin-resistance cassette from plasmid pMS40
(Peralta-Gil et al., 2002), was introduced into the Clal site present
within cydR in pMCYDR, producing plasmid pMCYDR-Gm

Plasmids pLRQ30 and pLRDC50, which are unable to replicate in A.
vinelandii, were used to introduce the fleQ::Tc and flhC::Gm
mutations into strain ATCC 9046. Transformants were selected using
the corresponding antibiotic, and confirmed by Southern blot analysis
to carry the desired mutations (data not shown). Plasmid pSRA4 was
transformed into strain ATCC 9046 to generate strain SRA4. The
presence of the mucA:: Km mutation in strain SRA4 was confirmed
by PCR analysis. Plasmid pMCYDR-Gm was introduced into strains
ATCC 9046 and SRA4. A gentamicin-resistant transformant derived
from ATCC 9046 was isolated, and named ATCR. No gentamicin
transformants derived from strain SRA4 were obtained in three
different experiments. The cydR:: Gm gene replacement in ATCR was
confirmed by PCR analysis (data not shown).

Construction of plasmid pLRGm-DC. Plasmid pJB3Km! (Blatny
et al., 1997), which was able to replicate in A. vinelandii, was digested
with HindIIl and BamHI restriction enzymes to remove a 1 kb
fragment that included the kanamycin-resistance gene. This fragment
was replaced by a 1.6 kb BamHI-HindIII fragment containing the
fIhDC genes, including their promoter sequences. A 0.8 kb BamHI
fragment encoding the gentamicin-resistance gene was introduced
into the plasmid to produce plasmid pLRGm-DC, which was
transferred by conjugation into strain AC30 in a triparental mating
using plasmid pRK2013.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this work

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference
A. vinelandii
ATCC 9046 Wild-type ATCC
SMU88 ATCC 9046 with an algU::Km mutation Moreno et al. (1998)
JRA4 ATCC 9046 with mucA:: Gm mutation Nuiez et al. (2000)
SRA4 ATCC 9046 with a mucA::Km mutation This work
AQ 20 ATCC 9046 with a fleQ:: Gm mutation This work
AC 30 ATCC 9046 with a fIhC:: Tc mutation This work
ATCR ATCC 9046 with a cydR:: Gm mutation This work
E. coli
DH5x supE44 lacU169 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thil relAl Gibco-BRL
Plasmids
pMOSBlue Plasmid used for cloning PCR products Amersham
pLRQ pMOSBIlue derivative carrying a 2.1 kb DNA fragment containing A. vinelandii This work

fleQ gene amplified by PCR
pLRDC pMOSBlue derivative carrying a 1.6 kb DNA fragment containing A. vinelandii This work

flhCD genes amplified by PCR
pLRQ30 PLRQ derivative containing a fleQ:: Gm mutation This work
pLRDC50 pLRDC derivative containing a flhC:: Tc mutation This work
pMUC pMOSBIlue derivative carrying a 0.91 kb DNA fragment containing A. vinelandii This work

mucA gene amplified by PCR
pSRA4 pMUC derivative containing a mucA:: Km mutation This work
pMCYDR pMOSBIlue derivative carrying a 1.17 kb DNA fragment containing A. vinelandii This work

cydR gene amplified by PCR
pMCYDR-Gm pCYDR derivative containing a cydR:: Gm mutation This work
pJB3Km1 Blatny et al. (1997)
pRK2013 Hedges & Baumberg (1973)
pHP45Q-Tc Source of the Tc" cassette Fellay et al. (1987)
pBSL141 Source of the Gm" cassette Alexeyev et al. (1995)
pBSL99 Source of the Km" cassette Alexeyev et al. (1995)
pSM40 Source of the Gm" cassette Peralta-Gil et al. (2002)
pLRGm-DC pJB3Km1 derivative carrying a 1.6 kb DNA fragment containing A. vinelandii flhiCD  This work

genes and the Gm™ gene from pBSL14

Motility assay. To test the motility of A. vinelandii, bacterial strains were
grown on BS medium at 30 °C until exponential phase. Samples of the
cells were then transferred to BS or BB encystment medium, containing
0.3 % agar. These plates were incubated at 30 °C for 36 or 48 h.

Electron microscopy. Transmission electron microscopy to visualize
flagella was carried out as previously reported (Gaona et al., 2004)

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR). qRT-PCR was performed as
reported (Noguez et al., 2008). For RNA extraction, the cultures were
grown in BS liquid medium. Cells were collected at the exponential
phase of growth for fIhC, and at 37 h for cydR. The sequences of the
primers used for the qRT-PCR assays were: for cydR, 5-GGC
TGTCGAGACCGTATCC-3" and 5'-ATTCGACGGGATTGAGAATG
-3"; for fliDC, 5'-GAACATCCATTCCTCGCTGT-3'" and 5'-ATAG-
AGCCGGAAAGCCTTGA-3'".

RESULTS

AlgU activity causes loss of flagella in A.vinelandii

In P. aeruginosa, AlgU has a negative effect on transcription
of the flagella regulon by downregulating fleQ. To

determine whether AlgU affected flagella synthesis in A.
vinelandii, we performed motility assays in BS medium for
strains ATCC 9046, SMUS88 (algU mutant derivative of
ATCC 9046) and JRA4, a derivative carrying a mucA
mutation that results in high AlgU activity (Nuanez et al.,
2000). As shown in Fig. 1(a), the mucA mutant strain was
non-motile, as indicated by the absence of a motility zone.
In contrast, the algU mutant produced a motility zone
larger than that produced by the wild-type strain. When
observed under the light microscope, cells of the wild-type
strain ATCC 9046 growing on BB encystment medium
were non-motile. Therefore, swimming assays were also
performed in BB encystment medium for the wild-type,
and the mucA and algU mutants (Fig. 1b). No swimming
was observed for the wild-type and mucA strains, whereas
the algU mutant produced a swimming zone. Using
transmission electron microscopy, we examined the mucA
and algU strains harvested from cultures growing expo-
nentially on BS medium to determine the presence of
flagella. In agreement with the swimming phenotype, no
flagella were present for the mucA strain, whereas the algU
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Fig. 1. Motility phenotype of algU and mucA
mutants. Swimming assays of A. vinelandii
wild-type strain ATCC 9046 (WT), algU
mutant SMU88, and mucA mutant JRA4,
carried out on motility agar plates with BS
medium (a) and BB encystment medium (b).
(c) Electron micrographs of negatively stained
preparations of strains ATCC 9046, SMU88
and JRA4. Bars, 1.0 um. Cells for transmission
electron microscopy were harvested from
cultures growing exponentially on BS medium.

mutant, similar to the wild-type, produced numerous
flagella (Fig. 1c).

Flagella and motility genes found in the
A. vinelandii genome

The flagella gene system of E. coli is one of the best studied,
and is composed of over 50 genes for flagella assembly and
function (Kutsukake & Nambu, 2000; Macnab, 1996). In
order to identify A. vinelandii genes involved in flagella
biogenesis and motility, and the possible targets for the
AlgU-negative effect, we carried out an in silico analysis to
search the draft genome sequence of A. vinelandii OP for
genes homologous to bacterial flagella and motility genes.
The A. vinelandii genome sequence data were obtained
from http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi. Putative
flagella and motility genes were identified by TBLASTN
searches using E. coli genes. Because of to the close
phylogenetic  relationship between Azotobacter and
Pseudomonas species (Rediers et al., 2004), we also used
P. aeruginosa genes in the analysis.

Three regions containing putative flagella and motility
genes were identified in the A. vinelandii genome. These
genes and the putative proteins they encode are listed in
supplementary Table S1 (available with the online version
of this paper). The genes include homologues of the fIhDC
master regulators in E. coli, and the Pseudomonas master
regulator fleQ and its anti-activator fleN. In contrast to
Pseudomonas spp., where these genes are present in the
neighbourhoods of other flagella genes, the A. vinelandii

fleQ and fleN genes are not linked to flagella genes. A
representation of the regions, as well as the position and
orientation of these genes in the A. vinelandii genome, is
presented in Fig. 2. Region 1 consists of 39717 bp, and
contains 42 genes. Region 2 harbours four genes, including
fliC, and region 3 consists of 12 genes.

A BLAST search of A. vinelandii FIhDC proteins revealed the
absence of homologues in Pseudomonas spp.. A summary
of flagella genes present or absent in A. vinelandii, P.
aeruginosa and E. coli is presented in supplementary Table
S2 (available with the online version of this paper). Most A.
vinelandii flagella genes showed the highest identity to
genes from Chromohalobacter salexigens and Cupriavidus
necator (Table S1). Chr. salexigens is a gamma proteobac-
terium that is closely related to Pseudomonas spp. and E.
coli. Motility in Chromohalobacter occurs by means of
peritrichous flagella (Holt et al., 1994).

We also carried out a search for AlgU-, RpoD- and FliA-
recognized consensus sequences within intergenic
sequences of flagella genes larger than 80 nt. For putative
RpoD (sigma 70)-recognized promoters, we used BPROM
(http://www.softberry.com/berry.phtml), which is a pro-
gram for the prediction of bacterial RpoD promoters that
has an accuracy of about 80 %. The search for putative FliA
and AlgU promoters was carried out by ocular inspection.
The results are presented in supplementary Table S3
(available with the online version of this paper) and Fig. 2.
The AlgU GAACTT-16/17 bp-TCTgA-recognized sequence
(Gaona et al, 2004) was not identified. The FIliA-
recognized sequence CTAA-15 bp-GCCGATAG was found
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Fig. 2. Schematic representation of the A.
vinelandii flagellar and motility regulon. Filled
and open circles represent the presence of
FliA- and RpoD-recognized consensus
sequences, respectively. Genes in region 1
are contiguous. In region 2, motD is located
408 kb downstream of cheR. The fliC gene in
region 2 is separated from flaG by 15.3 kb.
fleQ and fleN are not linked to flagella genes.

upstream of eight putative operons. Twelve genes,
including the master operon fIhDC, were found to possess
putative RpoD promoters The putative cheM-mcp—mcp—
cheR operon, and the flaG gene, were found to possess both
FliA and RpoD consensus sequences.

Inactivation of the flhDC genes, but not fleQ,
impairs motility

In contrast to E. coli and Pseudomonas spp., A. vinelandii
was found to possess fIhDC and fleQ regulatory genes. To
determine the functionality of the fIhDC and fleQ
homologues, which are located in the top hierarchy of
flagella gene regulation in E. coli and P. aeruginosa,
respectively, we constructed, as described in Methods,
strain AC30 carrying a flhC:: Tc mutation, and strain
AQ20 carrying a fleQ:: Gm mutation. The AC30 and AQ20
mutants were tested for their swimming phenotype. As
shown in Fig. 3(a), inactivation of flhC completely
inhibited motility. In contrast, the mutant carrying the
fleQ mutation showed a motility phenotype similar to the
wild-type strain. Electron microscopy revealed the absence
of flagella in the flhC mutant, but not in the fleQ mutant
(Fig. 3b). These results indicate that fIhDC positively
controls flagella synthesis and motility in A. vinelandii.

Motility is restored by complementation with the
flhDC genes

The fIhD and fIhC genes overlap by 1 nt, and they are
separated from the downstream motAB genes by an
intergenic region containing a consensus FliA-recognized
sequence (Fig. 2, Supplementary Table S3), thus the fIiDC

genes appear to constitute a bicistronic operon, and the flhC
mutation was not expected to affect motAB transcription. To
confirm that the swimming defect in strain AC30 was caused
by the lack of the FIhC protein, and not by polar effects on
downstream genes, and to confirm functionality of the
flhiDC genes, plasmid pLRGm-DC, containing only the
fIiDC genes including the promoter sequences, was
introduced into strain AC30 by conjugation. The resultant
strain AC30/pLRGm-DC showed a swimming phenotype
similar to that of the wild-type strain (Fig. 3a).

Effect of AlgU on expression of flhDC

To determine whether AlgU affected flagella synthesis by
downregulation of the master operon flhDC, we carried out
qRT-PCR analysis to quantify the levels of flhbDC mRNA in
cells of mutant SMUS88 lacking AlgU activity, and in the
mucA mutant JRA4, in which the absence of the anti-AlgU
protein MucA results in high AlgU activity (Nanez et al.,
2000) (Fig. 4). RNA was isolated from cultures of the A.
vinelandii strains grown exponentially on BS medium. In
the SMUS88 algU mutant strain, fThiDC mRNA was 40 %
higher than in the wild-type. In contrast, lhbDC mRNA
levels were very low in the non-motile mucA strain JRA4.
Based on these results, we conclude that the expression of
the master flhDC operon is under the negative control of
AlgU, although this control might not be direct.

CydR is under AlgU control, and is likely to be a
repressor of flhDC expression

We inspected the 228 nt fIiDC promoter region for the
presence of putative binding sites for known regulators. A.
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AQZ0
= v
: Fig. 3. Motility phenotype of flhC and fleQ
mutants. (a) Swimming plate assay carried out
g in BS medium for: ATCC 9046 (WT), flIhC
v mutant AC30, fleQ mutant AQ20, and AC30/

WAL pLRGm-DC. (b) Electron micrographs of

AC30 and FleQ mutants. Bars, 1.0 um.

vinelandii CydR is an Fnr homologue that represses
transcription of the oxidase genes cydAB by binding at
the CydR boxes located in the cydAB promoter region (Wu
et al., 2000). A sequence highly similar to the CydR boxes is
present in the flhDC promoter region, and it overlaps the
putative —35 sequence (Fig. 5). The presence of a putative
CydR box within the flhDC putative promoter led us to
hypothesize that CydR might mediate repression of fliDC
by AlgU. In order to determine whether cydR transcription
was dependent on AlgU, we carried out qRT-PCR analysis
to determine the levels of cydR mRNA in cells of the wild-
type, the algU mutant SMU88, and the mucA mutant JR4.
RNA was isolated from cultures of the A. vinelandii strains
grown on BS medium. As shown in Fig. 4(b), in the algU
mutant strain, the cydR mRNA level is significantly reduced
compared to the wild-type, whereas the levels in the mucA
mutant are threefold higher, indicating that AlgU is indeed
required for CydR expression. Based on this result, and on
the presence of CydR boxes in the flhD promoter,
inactivation of cydR was expected to produce a hyper-
motility phenotype similar to that of the algU mutant, and
to restore the motility phenotype in the mucA mutant. We
constructed, as described in Methods, strain ATCR, which
is an ATCC 9046 derivative carrying a cydR mutation.
Strain ATCR grew very poorly on Burk’s medium (data not
shown), but produced a motility zone larger than that
produced by the algU mutant (Fig. 5¢). The swimming of
ATCR on BB encystment medium was similar to that of the
algU mutant (Fig. 5d). Efforts to construct a mucA—cydR

Fig. 4. Effect of AlgU on expression of fl/hDC and cydR. gRT-PCR
analysis of fIhDC (a), and cydR (b) gene expression from BS
cultures of the wild-type strain ATCC 9046, the algU mutant
SMU88 and the mucA mutant JRA4. The level of flhDC and cydR
transcripts was normalized according to the levels of gyrA mRNA,
and data are presented as -fold changes of mRNA levels of
SMU88 and JRA4 mutant strains relative to those of the wild-type
ATCC 9046.
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(a)

TGAGGGAGOG GAAGOCTOTC GTOOCOGOTG CTOCTACGAC TTTOOGUGAG

TCCGOCAGAG COGATACAAC GATCCCATGA TAAAGTTCAA AAAATGATGC

=35

TCGAAAAGCTCATTTTTTTTGACGCTGTTCACGATTTACGTGCCAACCA

-10

TTTCTAACATGACGTTTTTTTAGGAAATCTTCATGGGCGTTOCGGGTOCGH

GGTGCTTGTOGTTGOAGTTACAGGAGTACC AATG

(b) fIDC CydR box  TTGAC-4N-TTCAC
evdAR CydR box | TTGAC-4N-ATCAA
eydAB CydR box 2 TTGAC-4N-GTCAA

(a) {d}

Fig. 5. Motility phenotype of cydR mutant. (a)
DNA sequence of the 5’ region of flhDC. The
putative CydR-binding site is underlined. The —
10 and —-35 regions are shown in bold. (b)
Sequence alignment of the CydR boxes. (c, d)
Swimming plate assay carried out in BS
medium (c), and BB encystment induction
medium (d), for ATCC 9046 (WT), and the
cydR (ATCR), and algU (SMU88) mutants.

double mutant strain were unsuccessful, probably because
of the detrimental effects on growth caused by the cydR
mutation, and also because of the effects of the mucA
mutation, which reduces the growth rate due to alginate
overproduction (Nufez et al., 2000). Taken together, these
results indicate that AlgU exerts a positive control on CydR,
and that this in turn is a repressor of flhD expression.

DISCUSSION

A. vinelandii undergoes differentiation to form a metabo-
lically dormant cyst resistant to desiccation. A mature cyst
consists of a contracted cell known as the central body,
which is surrounded by a capsule containing a high
proportion of alginate (Page & Sadoft, 1975). Encystment
can be induced in laboratory conditions by transferring
vegetative motile cells grown in liquid BS medium to
Burk’s medium supplemented with 0.2 % n-butanol or f3-
hydroxybutyrate as the sole carbon source. This induction
results in loss of flagella (Sadoff, 1975).

The alternative sigma factor AlgU is required for
expression of the alginate biosynthesis genes in A.
vinelandii (Gaona et al., 2004; Moreno et al, 1998).
Alginate is essential for the formation of mature cysts, and
mutations in the alginate biosynthesis genes, or in algU,
impair alginate synthesis and encystment (Campos et al,

1996; Mejia-Ruiz et al., 1997; Moreno et al., 1998). A link
between alginate synthesis and flagellum expression, which
are inversely regulated by the alternative sigma factor AlgU,
has been shown in P. aeruginosa (Tart et al., 2005, 2006),
which is a close relative of A. vinelandii.

We have shown here that loss of motility upon encystment
induction in A. vinelandii is caused by AlgU activity. Thus,
as in the case of P. aeruginosa, alginate synthesis and flagella
biogenesis, are inversely controlled by AlgU. In order to
identify possible targets for AlgU among the flagella genes,
we identified the A. vinelandii gene homologues of bacterial
flagella and motility genes. Most of these genes share the
highest identity with the genes of Chr. salexigens; this
bacterium is phylogenetically closely related to A. vinelandii,
since their 16S rRNA shares 90.86 % similarity, and this level
of identity is second only to Pseudomonas spp., for which the
similarity is around 95-96 %.

An important finding of this study was the presence in A.
vinelandii of fleQ and fIhDC, which are the master regulators
of flagella biogenesis. fIhDC, but not fleQ, is located in the
context of other flagella genes. Inactivation of the fliDC and
fleQ genes indicated that the FIhDC proteins are the master
regulators of flagella biogenesis in A. vinelandii.

The lack of FleQ involvement in flagella biogenesis is in
agreement with the absence of the fleRS genes (Table S2),
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Fig. 6. Model for the control by AlgU of:
motility, alginate synthesis, respiration, and
nitrogen fixation upon encystment induction in
A. vinelandii. Induction of encystment, which is
likely to be caused by a stress condition,
results in the release of AlguU by MucA. AlgU in
turn activates transcription of alginate biosyn-
thesis genes and CydR, which is the repressor
of FIhDC and CydAB.

which are the targets of FleQ regulation in P. aeruginosa
(Dasgupta et al., 2003). It is possible that, in A. vinelandii,
FleQ participates in regulating the expression of other
genes that are not involved in flagella biogenesis.

This study showed that in A. vinelandii, AlgU activity
inhibits flagella synthesis in vegetative cells and under
encysting conditions. A negative effect of AlgU on
transcription of the fIiDC operon was also shown here.
In P. aeruginosa, negative regulation of flagella synthesis by
AlgU is carried out by activating expression of the
transcriptional regulator AmrZ, which in turn represses
fleQ transcription (Tart et al, 2005, 2006). Interestingly,
binding sites for CydR (CydR boxes) within the fliDC
promoter region were identified, suggesting that CydR is a
repressor of fIiDC expression. In agreement with this
proposal, inactivation of c¢ydR conferred a hyper-swimming
capacity to the wild-type strain. In addition, we showed
that the levels of cydR mRNA are significantly reduced in
the algU mutant, indicating that AlgU is required for cydR
expression, and that CydR mediates the negative effect of
AlgU. Inactivation of cydR was therefore expected to
restore motility in the mucA mutant. Unfortunately, our
efforts to isolate a mucA—cydR double mutant were
unsuccessful.

CydR is a homologue of Fnr. In A. vinelandii, CydR has
been shown to act as a repressor of the cydAB genes
encoding cytochrome bd, which is required for aerotoler-
ant nitrogen fixation (Wu et al., 2000). The loss of flagella
and nitrogen fixation activity observed upon induction of
encystment (Sadoff, 1975; Hitchins & Sadoff, 1973) can
now be explained by the negative effect of CydR on
expression of the cydAB and flhDC genes. Taken together,

the results presented in this study, indicate the existence of
this regulatory cascade consisting of AlgU upstream of
CydR, which in turn acts as a repressor of flhCD
expression. A model for the control of alginate synthesis,
motility, respiration and nitrogen fixation, upon encyst-
ment induction by the AlgU-CydR regulatory cascade in A.
vinelandii, is shown in Fig. 6.

This study also showed that the common feature in the
regulation of motility in both P. aeruginosa and A.
vinelandii is the negative effect of AlgU, but that there is
a difference in the repressor controlled by AlgU (AmrZ for
Pseudomonas, and CydR for Azotobacter), and the targets of
these repressors (fleQ for Pseudomonas, and flhDC for A.
vinelandii). These differences may be explained by the need
of A. vinelandii to coordinate loss of functions such as
motility, high respiration rate and nitrogen fixation that
occur upon encystment induction, which is a process not
carried out by Pseudomonas species.
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