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RESUMEN 

 

Rhodobacter spheroides es una bacteria púrpura no sulfurosa, fotosintética, la cual 

utiliza para nadar un único flagelo subpolar que rota unidireccionalmente. La 

morfogénesis flagelar al igual que  transcripción de los genes flagelares son 

procesos regulados de forma jerárquica. Río arriba de los genes flagelares flhA y 

flgA se encuentran dos promotores divergentes dependientes de sigma 54 (σ54), 

separados por 53 pb. Los promotores dependientes de  σ54 son siempre regulados 

por activadores transcripcionales que pertenecen a la familia de las EPB 

(enhancer binding proteins). En el modelo clásico de transcripción dependiente de 

sigma 54, las EBPs se unen a secuencias denominadas UAS (sitios de unión de 

proteínas activadoras), localizadas generalmente de 100 a 250 pb corriente arriba 

de su promotor, lo cual les permite formar un asa de DNA facilitando el contacto 

con la holoenzima. En Rhodobacter sphaeroides el activador maestro FleQ forma 

un complejo hetero- oligomérico con el activador FleT, el cual se encarga de la 

regulación transcripcional de la mayoría de los promotores flagelares incluyendo a 

pflhA y pflgA. Es de interés poder determinar tanto el posible sitio de unión del 

activador FleQ como la regulación de estos dos promotores ya que la distancia 

entre uno y es de solo 53 pb. Para delimitar los posible sitios de unión del 

activador se hicieron diversas fusiones transcripcionales con los promotores 

divergentes pflhA y pflgA y con los promotores pflgB y pflgG en el plásmido 

pBBMCS53 que tiene el gen reportero uidA el cual codifica para la enzima β-

glucuronidasa. Las actividades obtenidas permitieron delimitar posibles sitios de 

unión de complejo activador FleQ/FleT corriente abajo de pflhA y pflgA y corriente 



arriba de pflgB y pflgG entre las posiciones +23 a +149 bp, +139 a +270 bp y -125 

a -222 pb, -99 a -180 pb  respectivamente; Análisis computacionales de las estas 

zonas junto con regiones previamente delimitadas de los promotores pfliO,  y 

pmotA permitieron identificar una secuencia que puede representar el sitio de 

unión del complejo activador FleQ/FleT.  

 

 

 



1. INTRODUCCIÓN 
 

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria púrpura no sulfurosa la cual, a 

diferencia de otras bacterias como E. coli, utiliza para nadar un único flagelo 

subpolar que rota unidireccionalmente. Estructuralmente el flagelo se divide en 

tres estructuras básicas que son: el cuerpo basal, el gancho y el filamento (Fig 1). 

En el caso de Salmonella enterica serovar Typhimurium la biogénesis del flagelo 

depende de la expresión de más de 40 genes los cuales codifican para proteínas 

estructurales o para proteínas involucradas en el control de la formación del 

flagelo a nivel transcripcional o postranscripcional. Entre las proteínas no 

estructurales, se encuentran por un lado,  factores sigma alternativos, activadores 

transcripcionales, etc. y por otro lado, proteínas involucradas en la exportación de 

los componentes flagelares 1. En la mayoría de los microorganismos a la fecha 

estudiados, la transcripción de los genes flagelares se encuentra controlada 

siguiendo un patrón jerárquico de expresión. En enterobacterias, hay tres niveles 

en la jerarquía transcripcional, los dos primeros niveles (clase I y II) dependen del 

factor sigma 70. Sin embargo, en algunas bacterias no entéricas como es el caso 

de Vibrio cholerae y R. sphaeroides  el factor sigma 54 es necesario para la 

transcripción de los genes flagelares tempranos (clase II y III) 2-4. A pesar de esta 

divergencia, en todas ellas, la expresión de los genes tardíos, incluyendo el gen de 

la flagelina, depende del factor sigma 28 5-9. 

 

 

1.1 Estructura y función del factor δ54 

 
En bacterias, el factor sigma (δ) le confiere especificidad al núcleo catalítico de la 

RNA polimerasa, lo que da por resultado el reconocimiento específico de la 

secuencia promotora. En una misma bacteria, existen factores sigma alternativos 



al factor sigma principal o de mantenimiento (δ70). Los factores sigma alternativos 

permiten que el núcleo catalítico de la RNA polimerasa (E) pueda reconocer 

diferentes secuencias promotoras 10. Existen dos familias de factores sigma: σ70 y 

σ54  los cuales se diferencian entre sí tanto por su secuencia como por la forma en 

la cual controlan los eventos tempranos durante la iniciación de la transcripción. El 

factor σ70 reconoce la secuencia del promotor en las posiciones -35 y -10 con 

respecto al sitio de inicio de la transcripción y generalmente la regulación de la 

transcripción se da por proteínas que  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. Representación  gráfica de la estructura flagelar  

 

obstruyen o reclutan a la holoenzima Eσ70. El factor sigma σ54 reconoce las 

secuencias localizadas en las posiciones -24  y -12 con respecto al sitio  de inicio 

de transcripción, donde permanece asociado al promotor (complejo cerrado) en 

ausencia de activador 11-14. La secuencia consenso de los promotores reconocidos 

Filamento 

Cuerpo basal 

Gancho 



por Eσ54 es TGGCAC N5 TTGCA/T, siendo los nucleótidos GG y GC, así como la 

distancia entre ellos prácticamente invariable 15. 

El factor σ54 fue reconocido originalmente en bacterias entéricas y su papel 

principal se ha descrito en la regulación de la transcripción de genes que 

participan en el metabolismo del nitrógeno especialmente en  proteobacterias 16. 

Estudios posteriores han identificado la presencia de este factor en otras especies 

bacterianas, en las cuales su función sigue siendo la de mediar respuestas 

transcripcionales de acuerdo a las necesidades fisiológicas. La participación de σ54 

en la regulación de la motilidad se ha descrito en diferentes bacterias Gram-

negativas como Pseudomona putida, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, 

Helicobacter pylori, Caulobacter crescensus, Campylobacter jejuni y Rhodobacter 

sphaeroides 4, 17, 18. En general σ54 se ha asociado a funciones como: la utilización 

de varias fuentes de nitrógeno y carbono, el metabolismo energético, la 

quimiotaxis, la formación del flagelo, el transporte de electrones, la respuesta al 

estrés calórico, y con la expresión de otros factores sigmas alternativos19. 

 
Fig. 1.1 Representación esquemática de los dominios de σ54. La proteína se divide en tres 
regiones ( I, II, III) 12. En la región I se encuentran las secuencias de respuesta a la proteína 
activadora. La región II es acídica y variable. La región III tiene un motivo HTH (hélice vuelta hélice) 
relacionado con la unión al DNA, cerca se encuentran secuencias que modulan la unión al DNA. La 
caja RpoN se encuentra en el COOH-terminal. Los determinantes de unión al núcleo catalítico de 
la RNA polimerasa, van del aminoácido 120 al 215 20. Figura modificada de  Buck y colaboradores 
20.  
 

 

La mayoría de las bacterias cuentan con una sola copia del gen rpoN el cual 

codifica para el factor σ54
 ó RpoN 19.  En Rhodobacter sphaeroides se han 

identificado cuatro factores σ54 21
, los cuales no tienen funciones intercambiables.  

RpoN1 y RpoN2  son requeridos específicamente para la transcripción de los 
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genes de la fijación de nitrógeno y para la expresión de los genes flagelares, 

respectivamente 22.  
 

El factor sigma 54 se divide estructuralmente en tres regiones: 1. La región I se 

encuentra en el dominio amino-terminal y participa en la inhibición de la  

isomerización de la RNA polimerasa en ausencia de la proteína activadora 23-25, 

así como en la iniciación de la transcripción en respuesta a la activación24-26. 2. La 

región II se caracteriza por ser una región acídica y no muy conservada, su 

función se ha relacionado con la separación de las dos hebras de DNA durante la 

formación de complejo abierto 23. La región III se ubica en la porción carboxilo 

terminal de la proteína y en ella se encuentran los determinantes de unión al DNA. 

En particular, el motivo conocido como caja RpoN el cual se asocia a la región -24 

del promotor. De forma adicional a estos elementos, en la región que abarca de 

los aminoácidos 120 al 215,  se encuentran elementos de unión al núcleo catalítico 

de la RNA polimerasa (Fig.1.1). A diferencia de sigma 70, sigma 54 se puede unir 

a ciertos promotores en ausencia del núcleo catalítico de la RNA polimerasa 27. 

 

1.2 Activadores del factor sigma 54 

Los promotores dependientes de σ54 son siempre regulados por activadores 

transcripcionales que pertenecen a la familia de las EBPs (enhancer binding 

proteins), estos activadores estimulan la transición de complejo cerrado a 

complejo abierto 13. Los activadores σ54 pertenecen a la familia de proteínas 

denominadas  AAA+ ATPasas (triple A: ATPasas Asociadas con varias 

Actividades celulares). Las proteínas que pertenecen a esta familia muestran una 

gran similitud en las secuencias involucradas en la unión e hidrólisis de ATP 28.  

En algún punto de su funcionamiento las proteínas AAA+ existen como oligómeros 

que frecuentemente se organizan en una estructura hexamérica en forma de anillo 
29, 30. Se ha visto que la unión de nucleótidos afecta el estado oligomérico de los 

activadores de σ54.  Asimismo se ha observado que en el caso del activador NtrC,  

la unión de éste con el DNA favorece la formación de oligómeros (Fig.1.4) 31. 



 

Los activadores sigma 54 generalmente están compuestos por tres dominios 

funcionales: un dominio amino-terminal involucrado en la recepción de señales, un 

dominio central o de activación de la transcripción y un dominio carboxilo-terminal 

de unión al DNA (Fig 1.2) 32, 33.  

 

La región  amino terminal es la menos conservada, es de longitud variable y se le 

conoce como el dominio sensor de la proteína ya que controla la actividad del 

dominio central en respuesta a señales particulares 34-36. Las EBPs que no tienen 

este dominio son constitutivamente activas y generalmente son controladas por 

otra proteína que se une a ellas 37-39. 

 

 
 
Fig. 1.2 Representación esquemática de los dominios del activador σ54 DmpR. A. Las cajas 
grises representan la localización de los motivos implicados en la hidrólisis de ATP. B. 
Representación de las 7 cajas del dominio central. La C1 ó Walker A tiene un motivo de unión a 
ATP, C3 tiene un motivo GAFTGA  conservado el cual está involucrado en el contacto con σ54. 
Modificado del artículo de Xu 43. 
 

La región central es altamente conservada y se encuentra relacionada con la 

activación transcripcional. En esta región se encuentran los determinantes 

necesarios para la unión e hidrólisis de ATP, así como para la interacción con σ54. 

Mediante comparaciones con otras EBPs, en esta región se han identificado 7 

NH2 COOH Dominio sensor Dominio activador Unión a 
DNA 

   C1            C2          C3            C4            C5             C6             C7 

GAFTGA 

WALKER A WALKER B 

A. 

B. 



regiones o cajas conservadas (C1 a C7)11. La caja 1 se  denomina Walker A, y 

tiene el motivo de unión a ATP (G-G-GK), la caja 4 o Walker B permite la unión del 

Mg+ el cual es necesario para la hidrólisis de ATP. La caja 3 tiene un motivo 

altamente conservado entre los activadores σ54 (GAFTGA) (Fig 1.2). Estudios del 

motivo GAFTGA en los activadores NtrC, DctD, y NifA sugieren que éste 

interactúa con el factor δ54 durante la formación del complejo abierto (evento que 

se encuentra acoplado a la hidrólisis de ATP) 40, 41. El dominio C-terminal de la 

mayoría de los activadores de σ54 contiene un motivo hélice vuelta hélice de unión 

al DNA, el cual es análogo a los encontrados en numerosos activadores y 

represores transcripcionales (Fig 1.2). El papel de este dominio de unión es 

proporcionar especificidad a la EPB por un determinado sitio en el DNA. La zona a 

la cual se une la proteína activadora se conoce con el nombre de UAS (upstream 

activating sequence) o región “enhancer”. Se ha propuesto que esta región ejerce 

una influencia positiva en el proceso de activación y se sugiere que esto se debe 

al incremento de la concentración local del activador cerca de su promotor 31, 42.  

Recientemente, se identificó la presencia de dos activadores flagelares en 

Rhodobacter sphaeroides denominados FleQ y FleT. Estas proteínas pertenecen 

a la familia de las EBPs y ambas son necesarias para activar la expresión de los 

genes flagelares. La evidencia experimental sugiere que estas proteínas forman 

un complejo hetero-oligomérico para llevar a cabo su función. Análisis de 

predicción de dominios revelaron que ninguno de estos activadores tiene domino 

sensor y que FleT no tiene dominio HTH (hélice vuelta hélice) de unión a DNA4. 

En la región central de estos activadores se encontró que FleQ tiene bien 

conservadas las 7 cajas características de las EBPs a diferencia de FleT, que 

presenta algunas variaciones; específicamente, se encontraron dos aminoácidos 

que no son iguales al consenso y se encuentran  ubicados hacia la mitad de la 

región amino-terminal de la caja C3 (Fig 1.2.1) 4. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
Fig 1.2.1. Motivos conservados de la región central de los activadores FleQ y FleT según lo 
reportado por Poggio y colaboradores (2005)4. Los motivos del C1 al C7 se encuentran 
subrayados, Las cajas grises representan los motivos reportados previamente por Xu y Hoover 
(2001)43, los asteriscos indican los aminoácidos que empatan con el consenso y las X indican 
posiciones para las cuales no hay preferencia para la secuencia consenso, mientras los 
aminoácidos no conservados carecen de símbolo. 
 

1.3 Jerarquía  transcripcional de los genes flagelares de Rhodobacter 

sphaeroides 

 
1.3.1 Clase I 
 
A esta categoría pertenece el activador maestro FleQ el cual, de acuerdo a las 

actividades obtenidas utilizando fusiones transcripcionales del reportero ‘uidA  a 



los diferentes promotores flagelares, demostró ser indispensable para la expresión 

de toda la jerarquía flagelar. Como se mencionó en la sección anterior, FleQ 

carece de la región amino-terminal presente en otras EBPs, lo que sugiere que 

este activador transcripcional es constitutivamente activo.  En consecuencia,  la  

biogénesis flagelar es regulada exclusivamente por el nivel de expresión de FleQ 

(Fig 1.4) 4.  

 

1.3.2 Clase II y Clase III 
 
Las actividades obtenidas de fusiones transcripcionales de varios promotores 

flagelares dependientes de sigma 54 que fueron probados en cepas con 

mutaciones en los genes fleQ, fleT y en la doble mutante fleQ/fleT permitieron 

identificar la presencia de dos tipos de promotores. Uno es el promotor del operón 

que incluye a los genes  fleT, fliE, fliF, fliG, fliH, fliI, y fliJ. En este promotor la 

presencia de FleQ fue suficiente para observar un aumento en la expresión del 

gen reportero; pero FleQ no es suficiente para activar completamente el segundo 

tipo de promotores, los cuales dependen tanto de la presencia la proteína 

activadora FleT como de FleQ.  Por tanto, el operón fleT se transcribe una vez que 

FleQ se empieza a acumular en el citoplasma. Se han asignado diversas 

funciones a las proteínas codificadas en el operón fleT.  Por ejemplo, FliI es una 

ATPasa flagelar específica 44-46, cuya actividad es modulada por FliH. FliJ es una 

chaperona flagelar 47. FliF es la primera proteína flagelar que se inserta en la 

membrana y FliE se ubica en la cara periplásmica del anillo formado por las 

subunidades de FliF 48. 

 



 
Fig 1.3 Representación esquemática de la regulación transcripcional y la biogénesis flagelar 
de Rhodobacter sphaeroides. Promotores divergentes pflhA y pflgA –clase III (estrella roja), 
promotor flgB y pflgG (estrella negra) 4. 
 

Por lo tanto a partir de la expresión del operón de clase II, en el citoplasma se 

forma un complejo que contiene a las proteínas FliH, FliI y FliJ, las cuales son 

indispensables para la exportación del resto de los componentes del flagelo 48, 49.  

 

Los operones que pertenecen a la clase III de la jerarquía flagelar tienen 

promotores dependientes de sigma 54 que requieren para su completa expresión 

de la presencia tanto de FleQ como de FleT. A este grupo pertenecen la mayoría 

de los genes que codifican para las proteínas que dan lugar al cuerpo basal y al 

aparato de exportación flagelar. En esta jerarquía se encuentran dos promotores 

divergentes separados por 53 pb denominados pflhA y pflgA (Fig 1.4) 9, 18.  
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Fig 1.4 Esquema de los dos posibles operones expresados a partir de los promotores 
divergentes flagelares pflhA y pflgA. Las flechas negras indican la dirección de la 
transcripción de cada promotor. 
 

 

 
 
1.3.3 Clase IV 
 

En este grupo se encuentran los últimos genes requeridos para la biogénesis 

flagelar y su transcripción depende del factor sigma 28. Evidencia obtenida por 

Poggio y colaboradores en el 2005, permitió concluir que fliC (flagelina), fliD y fliS 

son expresados en este nivel de la jerarquía transcripcional. 

 

1.4 Arreglo genético de los operones putativos flhA y flgA 

 

En el operón flhA se localiza el gen flhA seguido corriente abajo por los genes flhF 

y fliA. La función de FlhF es aún desconocida, fliA codifica  para el factor sigma 28 

(regulador positivo de la transcripción de los genes flagelares clase IV) y FlhA 

forma parte del aparato de exportación. En el operón flgA se encuentran dos 

marcos de lectura sin función conocida (RSP0035 y RSP6086) seguidos por los 

genes flgA, flgM y otro marco de lectura abierto (RSP6087) de función a la fecha 

desconocida. FlgA está involucrado en la formación del anillo P, mientras que 

FlgM es el factor anti-sigma 28. A los promotores de estos posible operones se les 

asignó el nombre  pflhA y pflgA que corresponde al gen más cercano con función 

conocida al promotor (Fig. 1.4).  

 

fliA                   flhF                         flhA             53pb     RSP0035           RSP6086           flgA             flgM         RSP6087 

                            



 
 
1.5 Modelo de regulación de la transcripción mediada por la holoenzima Eσ54 
  

La transcripción de los promotores dependientes de σ54 ocurre cuando la 

holoenzima junto con σ54 (Eσ54) se une a las secuencias promotoras, formando un 

complejo cerrado inactivo; dentro de este complejo las bases que se encuentran 

corriente abajo de la caja -12 (GC) son temporalmente distorsionadas formando 

una estructura de DNA denominada horquilla (fork junction)20, esta estructura es 

usada por  Eσ54 para establecer las interacciones que previenen la separación de 

las dos hebras del DNA en ausencia de activación. El paso de complejo cerrado a 

abierto requiere de la presencia de un activador especializado usualmente 

conocido como, EPB50. Los activadores de Eσ54, o EBPs, se unen usualmente a 

secuencias localizadas generalmente 150 pb corriente arriba del promotor; esta 

región del DNA se conoce como enhancer o UAS (upstream activating sequence). 

El contacto entre el activador y E
54 ocurre mediante la formación de un asa en el 

DNA (Fig.1.5). En algunos 

 

 



 
 

 
 
Fig. 1.5 Representación esquemática de la transcripción de promotores dependientes de σ54 
por proteínas activadoras (EBPs). A. σ54 se une a las secuencias promotoras ubicadas alrededor 
de las posiciones –24 y -12 con respecto al sitio de inicio de la transcripción y junto con el núcleo 
catalítico de la RNA polimerasa (Eσ54), forman el complejo cerrado. Las EBPs se unen a las 
secuencias denominadas UAS localizadas corriente arriba del promotor. B. Las EBPs oligomerizan 
y forman un anillo hexamérico, el cual contacta el complejo cerrado (Eσ54-promotor) a través de la 
formación de un asa de DNA. La proteína IHF en algunos promotores, ayuda a doblar el DNA. C. 
La hidrólisis de ATP del dominio activador AAA+ de la EPB se acopla al complejo cerrado 
permitiendo la transición a complejo abierto; las hebras de DNA se separan y se da el inicio de la 
transcripción. 

 
 

promotores la formación de esta asa es favorecida por la presencia de proteínas 

como IHF (factor de integración del huésped) la cual facilita el doblamiento del 

DNA en 160° y en algunos promotores, el reclutamiento de Eσ54 51
. En el complejo 

cerrado, E
54 contacta predominantemente una sola cara de la doble hélice, 
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recientemente, se reportó que la EBP interactúa con la holoenzima sobre la cara 

opuesta a esta (Fig.1.5) 52.  

 

En este trabajo nos planteamos como objetivo el delimitar el sitio de unión del 

complejo activador FleQ/FleT  tanto en los promotores divergentes flagelares pflhA 

y pflgA como en los promotores pflgG y pflgB de Rhodobacter sphaeroides. Para 

ello, se llevó a cabo un mapeo por deleción de cada una de estas regiones 

promotoras fusionadas al gen reportero uidA, el cual codifica para la enzima β-

glucuronidasa. Asimismo, se llevaron a cabo experimentos de protección, con el 

fin de detectar la zona del DNA que pudiera ser protegida de la metilación por 

DMS debido a la unión del complejo FleQ/FleT. 

 
 



 1 

1.6 Hipótesis 
 
Los promotores divergentes pflhA y pflgA comparten secuencias regulatorias en el 

sito de unión del complejo activador FleQ/FleT, ya que la distancia entre uno y otro 

promotor es de solo 53 pb.  

 
 
 
1.7 Objetivos 

1. Identificar la región necesaria para la activación de los promotores divergentes 

pflhA y pflgA. 

2.  Identificar la región necesaria para la activación de los promotores pflgB y 

pflgG. 

3. Identificar la posible zona de unión del complejo FleQ/FleT, mediante ensayos 

de protección.  

4. Analizar computacionalmente las secuencias de las regiones identificadas en 

los puntos anteriores con el propósito de determinar una posible secuencia 

consenso. 

 

 

 



 13 

2. MATERIALES Y METODOS 

 

2.1 Técnicas utilizadas para hacer las construcciones de las diferentes 
fusiones transcripcionales con el gen reportero uidA (β-glucuronidasa ) 

 

Para delimitar los posibles sitios de unión del complejo activador FleQ/FleT 

tanto en los promotores divergentes pflhA y pflgA como en pflgB y pflgG, se 

amplificaron por PCR diferentes fragmentos que delimitan la posible región 

blanco de los activadores. Los productos de amplificación fueron clonados en el 

vector pTZ19R y subclonados en el vector denominado pBBMCS53, el cual 

tiene clonado el gen reportero uidA (β-glucuronidasa). Posteriormente dichos 

plásmidos fueron transferidos por conjugación a la cepa tipo silvestre de R. 

sphaeroides (WS8) así como a las cepas SP12 y SP13. A las cepas 

exconjugantes obtenidas se les hicieron ensayos de actividad de β-

glucuronidasa utilizando como sustrato el 4metil umbeliferil β D-glucuronido. 

De cada cepa se obtuvieron tres extractos a los cuales se les midió la actividad 

de β -glucuronidasa. A continuación se describen cada uno de los materiales y 

los métodos utilizados. 

 

2.1.1 Cepas, plásmidos y condiciones de crecimiento  
 
Tanto los plásmidos como las cepas de E. coli y de R. sphaeroides se 

encuentran descritos en la Tabla 2.1. R. sphaeroides fue crecido en medio 

mínimo 53, en agitación constante de 200 rpm sin presencia de luz a 30 °C y las 

diferentes cepas de E.coli  fueron crecidas en medio Luria Bertani (LB) a 37°C 

con agitación constante de 200 rpm. Los antibióticos y las concentraciones 

utilizadas fueron: para R. sphaeroides 50 μg/ml de espectinomicina; 25 μg/ml 

de kanamicina; 1 μg/ml de tetraciclina; 5 μg/ml de gentamicina para E. coli, y 

100 μg/ml de espectinomicina; 50 μg/ml de kanamicina; 15 μg/ml de 

tetraciclina; 30 μg/ml de gentamicina; 100 μg/ml  de ampicilina. 

 

2.1.2 Extracción de DNA cromosomal de R.  sphaeroides (WS8). 
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Se dejó un cultivo de R. sphaeroides en 10 ml de medio mínimo creciendo toda 

la noche; al día siguiente se centrifugó a temperatura ambiente a 4000 rpm por 

12 min y se resuspendió en 1 ml de buffer TE (pH 8.0), posteriormente se 

añadió 60 ul de SDS al 10%, 50 ul de proteinasa K (20ug/ml) y se incubó toda 

la noche a 37°C. Al día siguiente se transfirieron entre 0.6 y 0.7ml a un tubo 

eppendorf de 1.5 ml y se añadieron 0.25 ml de fenol y 0.25 ml de cloroformo, 

seguidos por una agitación constante sin vortex de 5 min, hasta formar una 

emulsión de color blanca. Posteriormente se centrifugó a 14000 rpm por 5 min 

(este procedimiento se repitió de 2 a 3 veces hasta obtener una fase acuosa 

transparente). Esta fase acuosa se precipitó añadiendo 1/10 del volumen de 

acetato de sodio 3M y un volumen de isopropanol. La hebra de DNA que se 

formó, se tomó con una pipeta Pasteur  y se lavó con etanol al 70%. Se dejó 

secar a temperatura ambiente hasta que el DNA se tornó translúcido y se 

resuspendió en 200 ul de agua desionizada estéril. Se cuantificó en el 

espectofotómetro a una D.O de 260 nm. 

 

 2.1.3 Preparación de células competentes 

 

Este protocolo se utilizó para las cepas E.coli JM103, S17, LGM174 y TOP10. 

De un cultivo de 3ml incubado toda la noche se inocularon 200 ul en 10 ml de 

medio LB, el cual se incubó en agitación constante de 200 rpm a 37°C por 2h 

aprox. hasta alcanzar una D.O.600nm= 0.6. Luego se colocó en hielo por 10 min 

y se centrifugó a 4°C (4000 rpm) por 5 min. Se eliminó el sobrenadante y las 

células se resuspendieron en 5 ml de CaCl2 (100mM) por 20 min. Luego se 

centrifugaron nuevamente a 4°C (4000 rpm) por 5 min y se resuspendieron en 

0.7 ml de CaCl2  y se dejaron en hielo toda la noche, para su  utilización al día 

siguiente.  

 

  

2.1.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
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Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen final de 100 ul. Para la 

mezcla se utilizó 1ul de DNA Taq polimerasa de alta fidelidad (HiFi) 

(invitrogen), 1ng de DNA cromosomal o DNA plasmídico, 10ul de buffer 10X sin 

Mg2+, 4ul de MgSO4 (2mM), 1ul de primer forward (1pM) y 1ul de primer 

reverse (1pM) 13 ul de dNTPs (2mM), 10ul de DMSO. Los productos de PCR 

obtenidos se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% a 100 V y posteriormente 

fueron purificados utilizando el estuche “Gel extraction kit” (Qiagen Inc., 

Valencia Calif). La lista de las secuencias de los primers junto con la 

descripción de los mismos en cada construcción se  describen en la Tabla 2.2. 

 

2.1.5 Extracción de plásmidos  

 

Los plásmidos utilizados para las clonaciones fueron extraídos utilizando el 

estuche  “Mini column plasmid purification kit”  (Qiagen Inc., Valencia Calif.).  

 

 2.1.6 Clonación (Restricción y ligación) 

 

Todos las regiones de DNA amplificadas para hacer las fusiones 

transcripcionales fueron clonadas incialmente en pTZ19R y subclonadas en 

pBBMCS53. Tanto los plásmidos como los productos de PCR fueron digeridos 

con EcoRI y XbaI (invitrogen) para su posterior ligación con T4 ligasa.  Las 

enzimas de restricción al igual que la T4 ligasa se utilizaron de acuerdo a las 

recomendaciones incluidas en el producto. La mayoría de los plásmidos fueron 

secuenciados utilizando el estuche de termosecuencia (Amersham) sobre la 

cadena sencilla de DNA. 

 

 

 

2.1.7 Transformación 
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Los productos de ligación obtenidos fueron transformados en células 

competentes preparadas previamente de acuerdo al protocolo que se describe 

a continuación. 

Se adicionó 5ul del producto de ligación a 200ul de células competentes (las 

cuales están en hielo), se mezcló suavemente y se dejó en hielo por 30 min,  

posteriormente se colocaron las células a 42°C por 2 min y se pasaron 

inmediatamente a hielo por 3 min. Después se agregó 1 ml de medio LB y se 

dejó  a 37°C por 45 min.  El cultivo fue centrifugado a 6000 rpm y resuspendido 

en 50 ul de LB para ser sembrado posteriormente en cajas de agar preparadas 

previamente con las concentraciones de antibiótico requeridas. 

 

2.1.8 Tamizaje de las clonaciones 

 

Los plásmidos de las colonias obtenidas en los diferentes medios de selección 

fueron extraídos por la técnica descrita anteriormente, para ser posteriormente 

digeridos con las enzimas de restricción correspondientes, en el caso de las 

fusiones transcripcionales se hicieron restricciones con EcoRI y XbaI, con el fin 

de liberar los fragmentos de DNA clonados inicialmente, tanto en las 

construcciones hechas en pTZ19R como en pBBMCS53. Los productos 

restringidos fueron visualizados en geles de agarosa  al 0.8%.  

 

2.1.9 Conjugaciones 

 

Se crecieron durante toda la noche las cepas de E. coli S17 (50 μg/ml de 

kanamicina) transformadas con las diferentes fusiones en pBBMCS53. La cepa 

silvestre, WS8 y las cepas SP12 y SP13. Al día siguiente se inocularon 200ul 

de cada E.coli  y 1 ml de las cepas de Rhodobacter en 10 ml de medio LB para 

la E. coli y 10 ml de medio mínimo para las últimas. Se dejaron a 37°C y 30°C 

respectivamente en agitación constante de 200 rpm hasta alcanzar A600nm=0.5 

posteriormente se puso 1ml de cada cultivo en tubos eppendorfs de 1.5 ml y se 
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centrifugaron 3 min a 6000 rpm. Se retiro el sobrenadante de cada tubo y se 

homogenizó suavemente en 500 ul de medio LB; se centrifugó nuevamente en 

las mismas condiciones, se eliminó el sobrenadante de cada tubo y se 

mezclaron la cepa donadora con la cepa receptora (Rhodobacter) en 500 ul de 

LB en un tubo eppendorf de 1.5, se centrifugó y el producto obtenido fue 

resuspendido en 50 ul de medio LB para ser posteriormente ser transferido a 

un soporte sólido (sobre una membrana de nitrocelulosa estéril, colocada sobre 

una caja de LB) e incubado toda la noche a 30 C. La mezcla de conjugación, se 

resuspendió en 500 ul de LB y 100 ul fueron plateados en cajas de LB con los 

correspondientes antibióticos. Las cajas de agar con las células se incubaron a 

30°C  aprox por 72h. 

 

2.10 Determinación del fenotipo en cajas de nado y mediante observación 
en el microscopio óptico. 

 

Tanto las colonias de la cepa silvestre WS8, SP13/fleQ∆::kan obtenidas de las 

conjugaciones con las diferentes fusiones transcripcionales como las colonias 

obtenidas de la mutante WS8/flhA,flgA::hindIII::aad fueron crecidas en 10 ml de 

medio mínimo en presencia de los antibióticos apropiados, hasta alcanzar A600 

entre 0.5 y 0.6. Posteriormente se colocaron 4ul de cada cultivo en laminillas de 

vidrio con su correspondiente cubre laminillas y se observaron en el 

microscopio utilizando el objetivo de 40X,  con el cual se pudo observar el nado 

de las bacterias. Adicionalmente se inoculó 1ul de cada cultivo en cajas 

preparadas con medio mínimo y agar al 0.21%.  Se determinó el fenotipo de las 

cepas después de ser incubadas 72 h a 30°C en la oscuridad. Las bacterias 

que nadan forman un halo concéntrico alrededor del punto de inoculación de 20 

mm de diámetro aprox, esto puede variar dependiendo de la concentración y 

del tiempo de incubación, pero se diferencia claramente de las células que no 

nadan  ya que en estas no se observa un halo de desplazamiento sino  

acumulación celular en un punto fijo. 

2.1.11 Ensayos de β-glucuronidasa 
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De la conjugación de R. sphaeroides con las diferentes fusiones 

transcripcionales en el plásmido pBBMCS53 se escogieron las colonias que 

nadaban después de ser observadas en cajas de nado y al microscopio óptico. 

Posteriormente se crecieron en medio mínimo  hasta alcanzar A600 entre 0.5 y 

0.6. Se tomó 1ml de cada cultivo, se centrifugó a 14000 rpm, se eliminó el 

sobranadante y el paquete celular se resuspendió en 300ul de buffer de 

extracción (50 mM Na2HPO4 pH7.0, 10 mM β mercaptoetanol, 10 mM EDTA,  

0.1%  triton X-100) estos extractos se congelaron inmediatamente en hielo 

seco para su posterior sonicación. Luego de ser sonicados tres veces por 5 seg 

se centrifugaron a 4°C por 2 min, se colocaron 80 ul del sobrenadante en 320 

ul de buffer de extracción en presencia del substrato de la enzima. Las 

condiciones de reacción han sido descritas previamente por Jefferson y 

colaboradores 54. Para finalizar la reacción, 100 ul de las muestras se 

mezclaron con 0.9 ml de buffer de paro (0.2 M Na2CO3) a 10, 20 y 30 min. La 

fluorescencia de las muestras se determinó utilizando una onda de excitación 

de 360nm y de emisión de 446nm). El fluorómetro fue calibrado con una curva 

hecha previamente utilizando  4-methyl-umbelliferona. El contenido de proteína 

fue determinado utilizando el reactivo de Bradford adquirido de forma comercial 

(BioRad protein assay) el cual utiliza albúmina como estándar. Las actividades 

son expresadas como pmoles de 4-methyl-umbelliferona formada por minuto 

por miligramo de proteína. 

 

 
2.2 Diseño de la mutante por inserción de un casete de espectinomicina 
entre las 53 pb que separan a los promotores pflgA y pflhA de R. 

sphaeroides  
 

Inicialmente se clonó en pTZ19R una secuencia de DNA de 1514pb 

(flanqueada con sitios EcoRI en ambos extremos), que contenía los promotores 

divergentes pflhA y pflgA, asi como parte de las secuencias del gen flhA y del 

marco de lectura correspondiente a RSP0035. A esta construcción por medio 

mutagénesis dirigida se  le insertó la secuencia (AGCTT), 64pb corriente abajo 

de la caja -12 de pflhA. La inserción de esta secuencia genera un sitio HindIII, 
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el cual sería utilizado posteriormente para insertar el casete aadA de 

resistencia a espectinomicina (2083 pb), el cual contiene en sus dos extremos 

el sitio HindIII. Posterior a la inserción del casete, se obtuvo una secuencia de 

3597 pb  la cual fue liberada del pTZ19R mediante el corte con EcoRI para 

posteriormente ser subclonada en el plásmido suicida pJQ200mp18. Este 

último plásmido fue introducido a la cepa WS8 y las cepas en las cuales ocurrió 

un evento de doble recombinación, fueron seccionadas por su fenotipo SpcR 

GmS. El fenotipo de la mutante, denominada,  JP1/WS8/pflhA,pflgA::hindIII::aad 

se determinó por observación en el microscopio óptico y por cajas de nado (Fig 

2.2). 

 

 
 

 

Fig.2.1. Diseño de la mutante PJ1. Inserción de un casete (aadA) de espectinomicina (color morado)  
entre las 53 pb que separan a los promotores pflgA y pflhA de R. sphaeroides 

 

 

 

 

 

2.2.1 Mutagénesis dirigida 
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La mutagénesis fue realizada de acuerdo al método descrito por Kunkel en 

1985 67 utilizando como templado la cadena sencilla de DNA conteniendo 

uracilo. El oligonucleótido utilizado se describe en la Tabla 2.2 

 

2.2.3 Footprinting in vivo 
 

Se pusieron a crecer cultivos de las cepas WS8, SP12 y SP13 (las cuales 

contenían el plásmido BBMCS53/pmotA) en 15 ml medio mínimo con sus 

correspondientes antibióticos, hasta alcanzar una densidad óptica A600=0.6, 

posteriormente se adicionaron 5 ul de Dimetil sulfato (DMS 1M) y se incubaron 

a temperatura ambiente por 5 minutos, después de este tiempo los cultivos se 

pusieron en hielo y se centrifugaron rápidamente en tubos corex de 30 ml a 

4°C, 10,000 rpm por 2 min con el fin de colectar las células. La extracción del 

plásmido se hizo por medio de la técnica de lisis alcalina, utilizando el estuche 

“mini Kit” de purificación de plásmidos de (Qiagen). El DNA obtenido se 

precipitó con 1/10 del vol de AcNa (3M) y 3 volúmenes de EtOH (100%). El 

plásmido precipitado se resuspendió en 50 ul de piperidina (20%), luego se 

calentó 30 min a 90°C  El DNA cortado se paso a través de una  columna de 

cromatografía (Sephadex G-50). Se marcaron oligonucleótidos en el extremo 5´ 

con la enzima poli nucleótido kinasa T4 y ATP marcado radioactivamente [-32P] 

[3000 Ci (111000 Bq) nmol-1]. Estos oligonucleótido fueron utilizados para una 

reacción de extensión (PCR) junto con un 1ug del DNA (cortado previamente 

con piperidina), 6.5 ul dNTPs (2 mM final), 5ul (DMSO), 5ul de buffer 10X sin 

Mg2+, 3ul de MgCl2 (1.5 mM final) y 0.5 ul de Taq polimerasa, todo en 

volúmenes finales de 50 ul. La reacción se hizo por 15 ciclos y se le adiciono 5 

ul de buffer de paro que contenía urea 8 M. Se tomaron 5 ul de la reacción de 

PCR y se corrieron para su análisis en geles de secuencia. Los primers 

utilizados para esta reacción se encuentran en la tabla 2.1. 

 

2.2.4 Búsqueda de motivos por análisis computacionales 
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Las secuencias utilizadas para la búsqueda de motivos en el programa de 

algoritmos MEME se encuentran en la tabla 3.2. El mejor motivo identificado 

fue transformado en una secuencia de reconocimiento degenerada y junto con 

la secuencia consenso de δ54 se utilizó para llevar a cabo una búsqueda en el 

genoma completo de R. sphaeroides utilizando el programa de búsqueda de 

patrones en el DNA (DNA-pattern) que es una herramienta de sitio llamado 

Análisis de Secuencias Regulatoria (RSA). La búsqueda se hizo en todo el 

genoma de R. sphaeroides y el motivo utilizado fue:  

G[CA][TC][CG]G[AT][GC][AG]N[GC]N[GT][CG]N55GGCAN56TTGC[AC]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 2.1 
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Cepas, vector o plásmido Descripción o Genotipo 
 

Origen o referencia 
 

 
WS8  
 

 
Cepa silvestre 

 
(Sockett  y colaboradores., 
1990) 
 

JP1 Derivado  de WS8/flhA,flgA::hindIII::aad Este trabajo 

SP13  
 

Derivado de WS8/fleQ∆::kan (Poggio y colaboradores., 
2005) 

SP12 Derivado de WS8/fleT∆:: aad Poggio y colaboradores., 
2005) 

JM103  
 

hsdR4 ∆(lac-pro) F’ traD36 proAB 
lacIqZ∆M15 

(Ausubel y colaboradores., 
1987) 

S17-1  
 

recA endA thi hsdR RP4-2 Tc::My::Tn7,TpR 
SmR 

(Simon y colaboradores., 
1983) 

JPS17-1 S17/pJQ200mp18/ flhA,flgA::HindIII:: aad Este trabajo 

TOP 10  
 

Cepa  de clonación Invitrogen 

LMG174 
 

∆lacx74galE thi rpsL ∆phoA (PvuII)∆ara714 
leu::Tn10 

Invitrogen 

pTZ19R  
 

Vector de clonación, ApR; pUC Pharmacia 

JPpTZ1 pTZ19R/ flhA,flgA::HindIII::aad Este trabajo Este trabajo 

pJQ200mp18  
 

Vector suicida movilizable  (Quandt and Hynes, 1993) 

pBBMCS53 GmR  
 

Vector de fusión transcripcional uidA  (Girard y colaboradores., 
2000) 

pBfliOp  
 

pBBMCS53/ fliOp-uidA  (Poggio y colaboradores., 
2002) 

pBflgAp  
 

pBBMCS53 /flgAp-uidA va de la posición -
288 a la +270 de pflgA 
 

(Poggio y colaboradores., 
2005) 

pBflgAp1  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -228 a la +270 de 
pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp2  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp 
uidA va de la posición -158 a la +270 de 
pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp3  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -99 a la +270 de pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp4  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -51 a la +270 de pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp5  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -288 a la +23 de pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp6  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -288 a la +139 de 
pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp7 Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -288 a la +217de 
pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp8  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -99 a la +139 de pflgA 
 

Este trabajo 

pBflgAp9  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posición -99 a la +23 de pflgA 
 

   Este trabajo 
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pBflgAp10  
 

 pBBMCS53/flgAp-uidA::HindIII::aad  
derivado de  la fusión  pBBMCS53/flgAp-uidA 
 

Este trabajo 

 
pBflgAp11  
 

 
pBBMCS53/flgAp-uidA::HindIII derivado de la 
fusión  pBBMCS53/flgAp-uidA 
 

 
Este trabajo 

pBflhAp  
 

pBBMCS53/ flhAp-uidA va de la posición -349 
a la +209 de pflhA   
 

(Poggio y colaboradores., 
2005) 

PBflhAp1  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -147 a la +209 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp2  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -85 a la +209 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp3  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -50 a la +209 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp4  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -18a la +209 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp5  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -349 a la +149 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp6  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -349 a la +80 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp7  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -349 a la +23 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp8  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -219 a la +23 de pflhA 
 

Este trabajo 

PBflhAp9  
 

Derivado  de la fusión   pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posición -70 a la +23 de pflhA 
 

Este trabajo 

pBflhAp10  
 

pBBMCS53/flhAp-uidA::HindIII::aad derivado 
de  la fusión  pBBMCS53/flhAp-uidA 
 

Este trabajo 

pBflhAp11  
 

pBBMCS53/flhAp-uidA::HindII derivado de la 
fusión  pBBMCS53/flhAp-uidA 
 

Este trabajo 

pBflgB  
 

pBBMCS53/ flgBp-uidA  va de la posición -378 
a la +225 de pflgB 
 

(Poggio y colaboradores., 
2005) 

pBflgB1  
 

pBBMCS53/ flgBp-uidA  va de la posición -222 
a la +225 de pflgB 
 

Este trabajo 

pBflgB2  
 

pBBMCS53/ flgBp-uidA  va de la posición -125 
a la +225 de pflgB 
 

Este trabajo 

pBflgG  pBBMCS53/ flgG-uidA  va de la posición -347 
a la +274 de pflgG 
 

(Poggio y colaboradores., 
2005) 

pBflgG1  pBBMCS53/ flgG-uidA  va de la posición -180 
a la +274 de pflgG 
 

Este trabajo 

pBflgG 2  
 

pBBMCS53/ flgG-uidA  va de la posición -99 
 a la +274 de pflgG 
 

Este trabajo 

pBmotA pBBMCS53/ motA-uidA  va de la posición -422 
a la +297 de pmotA 
 

(Poggio y colaboradores., 
2005) 

 
Tabla 2.2 
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Nombre Secuencia del primer Primers 
utilizados  Construcciones 

A 5´ GGGAATTCATGTTGCCCACGAAGAAGAG A y B pBflhAp 

B 5´ GCTCTAGACCAAAGCCGATGCCGGTCAC A y B pBflhAp 

C 5´ GCTCTAGAAAGGCGGACGGAGGGCGGACGG A y C pBflhAp1 

D 5´ GCTCTAGACGGGGTGCAAGCGCCGTGCCAG A y D pBflhAp2 

E 5´ GCTCTAGATGCCTCGGGGGCCGGACGGGGC A y E pBflhAp3 

F 5´ GCTCTAGACCGCTGGCACGGCGCTTGCAGCG A y F pBflhAp4 

G 5´ GGGAATTCACCACGGCGAGGATGCCCAGCG B y G pBflhAp5 

H 5´ GGGAATTCACGGCGCTCATCCGTGAAACTC B y H pBflhAp6 

I 5´ GGGAATTCGGGTCGTTGCTGCGCCTCACGC B y I pBflhAp7 

  I y D pBflhAp8 

J 5´ GCTCTAGAGTCGGCGGGCAGCGCATCGAC I y J pBflhAp9 

  A y B pBflhAp10 

  A y B pBflhAp11 

K 5´ GCTCTAGAATGTTGCCCACGAAGAAGAG K y L pBflgAp 

L 5´ GGGAATTCCCAAAGCCGATGCCGGTCAC K y L pBflgAp 

M 5´ GCTCTAGAACCACGGCGAGGATGCCCAGC L y M pBflgAp1 

N 5´ GCTCTAGACGGCGCTCATCCGTGAAACTCG L y N pBflgAp2 

Ñ 5´ GCTCTAGATCGTTGCTGCGCCTCCCCGCTG L y Ñ pBflgAp3 

O 5´ GCTCTAGACCGGCCCCGTCCCGCCCCCGA L y O pBflgAp4 

P 5´ GGGAATTCAGCGCAGGTCTCGGCCAGCGGG K y P pBflgAp5 

Q     5´ GGGAATTCTCGGCGGGCAGCGCATCGACC K y Q pBflgAp6 
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R     5´ GGGAATTCCTTCGGCCTGCGCTCCGCCCGT K y R pBflgAp7 

  Q y N pBflgAp8 

  N y O pBflgAp9 

  K y L pBflgAp10 

S     5´ GGGAATTCATCCCGTCATCCGTTCCTCCT S y T pBflgB 

T     5´ GCTCTAGAGGTTCCTCCTCGGCATCCTC S y T pBflgB 

U     5´ GGGAATTCTGGTGCGCAGCGTGCCGTTGC U y V pBflgB1 

V     5´ GCTCTAGACGCAGGAGCGCGATCCGGGCG U y V pBflgB1 

W    5´ GCTCTAGAGGTCCAGAGGCYCGAGAAGCG U y W pBflgB2 

X    5´ GGGAATTCGACATGCATCGCATTGGT X y Y pBflgG1 

Y    5´ GCTCTAGAACGAGACGGGCCGCATCCTC X y Y pBflgG1 

Z   5´ GGGAATTCCTTTTCCGTCGAGACGACGCG Z y A1 pBflgG2 

A1   5´ GCTCTAGACGCGTGCTGCAGGGCGTGCTC Z y A1 pBflgG2 

B1   5´ GCTCTAGATTCGAGCTCAACCTCCGCATG Z y B1 pBflgG3 

C1   5´ GGGAATTCCGAGCCCGTCGCCGATCGAGAG C1 y D1 JPS17-1 

D1   5´ GGGAATTCGGCGGCCAGAGGCGCGAGGAGG C1 y D1 JPS17-1 

E1 

 

5´´TCCGCCCCCGAGGCAGGAAGCTTCCCCGCGGT 

TCTGGCACGGCG 
 

JPpTZ1 

 

motA10-243 5´ ACGGTGGAAGATCCTCCCGAG   

Sitios de restricción en itálicas: GCTCTAGA (XbaI), GGGAATTC (EcoRI), AAGCTT (HindIII) 
 

 
 
 
 
 
 
 

Tabla 2.3.  
  

Región  
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 Secuencias utilizadas para la búsqueda del motivo consenso 
 

 
>motA 

 
GTGGCTTGGCAAGGATCGGTTTCTTCAAGGCAGAACCCGTGGGCAGGCATGCCCC
GCGCAGGACGCCCGAGAGCCGCCGCGACGGGCGGGCGGCGGGCCGAAGCGGAC
GCGACTTAGCCAGAAGATCCGGAGGATACCGCGCCTCTCGATCCGCT TTGCA 
 

>flgG CGACGGCCGGATCCGGGCCGGGGGCGAGCCCCTGCCGgCGCCCGACCAGCGCG
CCCGCGTGCTGCAGGGCGTGCTCGAGGGCTCGAACGTCAATACGATGGAGGAGCT
CGTCTCCTCGATCGAACTGCAGCGCACCTTCGAGCTCAACCTCCGCATGATC 
 

>flgB GCAGGAGCGCGATCCGGGCGGCGAGCAACGCGCGTCGGGCCGGACCGGGGGCG
GCCGCGGCATGGAGGGCTTCGAGACGCGCGAGGCCCTCCCTCCGGTCCAGAGGC
TCGAGAAGCGCCAGCACGGCGCGCGCGGCCGCGTCGAGCGCGG 
 

>fliO 
 

GGCGACCCGCTCGACGTGCTGGTGAACGGCACCCCCATCGCCAAGGGCGAGGTG
GTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAGCCCGAGA
AGCGCGCCGAAAGCCTCTGACGCGGGCGGATCCTCATGCGGGCGGC ACCAT 
 

>flgA 
 

TCCGCCCTCCGTCCGCCTTGCCGGACTGGTCCTGCCGATGCTCGCAGCCTGCGCG
CCGGGGCCGCGCGCGGTCGATGCGCTGCCCGCCGACGCGGGCCCCCGCGTGGC
CGAGCTTGCGCGGATGAAGGATGCCAACGACAGGCTCGACGGGCGGAGCGCA 
 

 
Región 

 

 
Secuencias que contienen la región enhancer de acuerdo a los experimentos de 

mapeo por deleción 
 

 
>fliO 
 

 
GGTGGTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAG 
CCCGAGAAGCGCG 
 

>motA 
 

GCAAGGATCGGTTTCTTCAAGGCAGAACCCGTGGGCAGGCATGCCCCGCGC 
 

>flgG* 
 

CGCGTGCTGCAGGGCGTGCTCGAGGGCTCGAACGTCAATACGATGGAGGAGC 
TCGTCTCCTCGATCGAACTGCAGCGCACCT 
 

>flgB* 
 

CGCAGGAGCGCGATCCGGGCGGCGAGCAACGCGCGTCGGGCCGGACCGGGGGC
GGCCGCGGCATGGAGGGCTTCGAGACGCGCGAGGCCCTCCCTCCG 
 

>flgA* 
 

TGCCGGACTGGTCCTGCCGATGCTCGCAGCCTGCGCGCCGGGGCCGCGCGCG 
GTCGATGCGCTGCCCGCCGACGCGGGCCCCCGCGTGGCCGAGCTTGCGCGGATG
AAGGATGCCAACGACAGGCTCGACGGGCGGAGCGCAGGCCGAAGCGCGGGCCTC
ATCGCGGTGACGCCGAAGCCGCTCGTGACCGGCATCGGATTTG 
 

>flhA* 
 

ACCACGGCGAGGATGCCCAGCGGCAGCGTCATGCCGCCGAGCCGCGCGCCCC 
AGCCATCGCGGGCAGCGAC 
 

El * representa las regiones enhancers que se mapearon por deleción en este trabajo, las demás representan regiones 
identificadas previamente en el laboratorio.  
 
 

 

  
 

3. RESULTADOS 
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3.1 Actividad transcripcional de los promotores flagelares pflgAp y pflhAp 
en la cepa silvestre WS8 y en la cepa SP13 (fleQ∆::kan)  

 

Por medio de análisis de secuencia hechos previamente en el laboratorio del 

genoma de Rhodobacter sphaeroides, se identificaron los promotores 

divergentes flagelares clase III,  pflhA y pflgA los cuales flanquean dos posibles 

operones. Posteriormente, se midieron las actividades (Ensayos de β-

glucuronidasa) de las fusiones transcripcionales hechas previamente en el 

laboratorio con el gen reportero `uidA  correspondientes a las regiones que van 

desde la posición -349 a la +209 para pflhA y de la posición -288 a la +270 para 

pflgA tomando como punto de referencia la caja -12 (48). Las actividades de β-

glucuronidasa en la cepa silvestre WS8 que lleva las construcciones pBflhAp y 

pBflgAp fueron de 16,500 y 23,500 respectivamente. Cada uno de estos 

valores se tomó como el 100% de actividad de cada promotor y sobre este 

valor se compararon las actividades detectadas para el resto de las fusiones 

transcripcionales (Fig. 3.1 y 3.2).  

Estas mismas fusiones en la mutante SP13 tuvieron porcentajes de actividad 

con valores de cero o muy cercanos (no se muestran los datos). Este último 

resultado confirma reportes previos en los que se muestra que estos dos 

promotores son dependientes de FleQ para su expresión (Fig. 3.1 y 3.2) 4. 

 

3.2 Delimitación del sitio de unión del complejo activador FleQ/FleT en 
pflhA y pflgA 

 

Con el objeto de identificar los sitios de unión de las proteínas activadoras 

FleQ/FleT se realizaron diferentes fusiones transcripcionales con regiones que 

incluían secuencias tanto corriente arriba como corriente abajo de su 

correspondiente promotor, estas construcciones fueron introducidas a la cepa  

silvestre WS8 y a la mutante SP13 y la actividad de β-glucuronidasa fue 

determinada.  
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Se inició con el análisis de las regiones corriente arriba de los promotores ya 

que según lo reportado en la literatura la mayoría de estas proteínas 

activadoras  unen al DNA generalmente entre 100 y 250 pb corriente arriba de 

su promotor blanco. Las fusiones transcripcionales se diseñaron tomando como 

base la construcción inicial de cada promotor con actividad del 100%. Las 

cuales van de la posición -349 a la +209 para pflhA y de la posición -288 a la 

+270 para pflgA.  Teniendo en cuenta estos puntos de referencia se hicieron 

fusiones transcripcionales con fragmentos cuyos extremos 5´ arriba del 

promotor pflhA se encuentra en la posicion: -147, -85, -50 y -18 (tomando la 

caja GC de este promotor como posición +1),  y de la posición -228, -158, -99 y 

-51 para pflgA. Los porcentajes que se obtuvieron fueron de 68%, 76%, 77% y 

62% para pflhA y de 92%, 65%, 62% y 63% para pflgA.  Como estos 

porcentajes representan una disminución de la actividad a niveles moderados, 

se decidió diseñar fusiones que eliminaran regiones de DNA ubicadas corriente 

abajo de los promotores con el fin de determinar si otras regiones aledañas al 

promotor pudieran alterar el nivel de activación transcripcional de forma 

evidente (Fig 3.1 y 3.2).   

Al igual que para las fusiones anteriores, para las fusiones corriente abajo se 

tomó como referencia las construcciones de cada promotor con actividades del 

100%.  

Para el promotor pflhA se hicieron fusiones cuyo extremo 3´ se encuentra 

corriente abajo del promotor en las posiciones +149, +80 y +23. Los 

porcentajes de actividad fueron del 95%, 53% y 27% respectivamente; estos 

porcentajes  permitieron identificar una región entre la posición +23 y +149, la 

cual contiene elementos importantes para la activación por el complejo 

FleQ/FleT.  El 53% de actividad obtenido con la fusión que va desde la posición 

+80 no permitió delimitar más esta región ya que parece ser que entre la 

posición +149 y +80 hay elementos importantes y necesarios para obtener una 

actividad cercana al 100%.    
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Fig. 3.1  Diseño y porcentaje de las actividades de fusiones transcripcionales del promotor pflhA. Cajas -24, -12 de pflhA (azul), cajas -24, -12 pflgA 
(negro), 53 pb entre pflhA y pflgA (rayas diagonales color gris), dirección de la transcripción (flechas negras), posible zona de unión del complejo activador 
FleQ/FleT (rayas diagonales color verde), gen reportero de β-glucuronidasa (caja de color gris). Las distancias corriente arriba y abajo que aparecen en cada 
fusión se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pflhA. El porcentaje de las actividades se representa con barras de color gris, al frente de 
cada construcción. casete aad de resistencia a espectinomicina (color azul), sitio HindIII (ralla de color azul).Las fusiones que no incluyen las posibles 
regiones de unión del complejo activador FleQ/FleT van de la posición +23 a -219 y de la posición +23  a -70 tomando como punto de referencia la caja -12 
de pflhA.  El porcentaje de las actividades se representa con barras de color gris.      
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Fig. 3.2  Diseño y porcentaje de las actividades de fusiones transcripcionales del promotor pflgA. Cajas -24, -12 de pflgA (azul), cajas -24, -12 pflhA 
(negro), 53 pb entre pflhA y pflgA (rayas diagonales color gris), dirección de la transcripción (flechas negras), posible zona de unión del complejo activador 
FleQ/FleT (rayas diagonales color rosa), gen reportero de β-glucuronidasa (caja de color gris). Las distancias corriente arriba y abajo que aparecen en cada 
fusión se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pflgA, casete aad de resistencia a espectinomicina (color azul), sitio HindIII(ralla de color 
azul).Las fusiones que no incluyen las posibles regiones de unión del complejo activador FleQ/FleT van de la posición +139 a -99 y de la posición +23  a -99 
tomando como punto de referencia la caja -12 de pflhA.  El porcentaje de las actividades se representa con barras de color gris El porcentaje de las 
actividades se representa con barras de color gris, al frente de cada construcción.        
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En el promotor pflgA se hicieron fusiones cuyo extremo 3´ corriente abajo del 

promotor se encuentra en la posición +217, +139 y +23. Los porcentajes  

obtenidos fueron del 46%,  22% y 16%. Estos valores permitieron identificar  

una posible zona de interacción del complejo FleQ/FleT  entre la posición +270 

y +139.  El 46% de actividad de la fusión que va desde la posición +217 nos 

indica que hay elementos importantes entre la posición +270 y  la +217 que son 

indispensables para una actividad del 100%.  

 

3.3 Fusiones transcripcionales de pflhA y pflgA que no incluyen las 
posibles regiones de unión de proteínas activadoras. 

 

En el análisis global de las actividades promovidas por las fusiones que llevan 

las deleciones corriente arriba de pflhA y pflgA y que muestran actividad 

moderada entre el 60 y 70 % se observó que en estas construcciones no está 

presente el posible sitio de unión del complejo activador FleQ/FleT del promotor 

contralateral, en comparación con las construcciones que presentaron 

actividades del 92%(pflgA), el 95%(pflhA) y 100%(pflgA y pflhA), donde se 

encuentran los posibles sitios de unión del complejo activador FleQ/FleT de 

ambos promotores (Fig 3.3.1 y 3.3.2). Este hecho, sugirió una probable 

corregulación a través de sus elementos regulatorios a distancia (UAS).  

Con el fin de determinar la actividad mínima que se presenta en estas regiones 

promotoras se realizaron dos construcciones adicionales que van de la posición 

+23 a la -70 para pflhA y de la posición +23 a la -99 para pflgA. Los porcentajes 

de actividad fueron del 6 % y el 3 % respectivamente para cada promotor. 

Estos porcentajes representan la actividad basal del promotor que podría 

ocurrir en ausencia de activación, o quizá mediante activación en solución (Fig 

3.1 y 3.2).  
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Fig 3.3.1 Fusiones transcripcionales de actividad moderada de pflhA  que no tienen el 
elemento regulatorio contralateral. Posible zona de unión del complejo activador FleQ/FleT 
de pflhA (rayas diagonales color verde), posible zona de unión del complejo activador 
FleQ/FleT del promotor contralateral pflgA (rayas diagonales color rosa), Las fusiones de 
actividad moderada van de la posición -147 a +209, -85 a +209, -50 a +209, -18 a +209. 
 
 

 

 
 

 

                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 3.3.2 Fusiones transcripcionales de actividad moderada de pflgA  que no tienen el 
elemento regulatorio contralateral. Posible zona de unión del complejo activador FleQ/FleT 
de pflgA (rayas diagonales color rosa), posible zona de unión del complejo activador FleQ/FleT 
del promotor contralateral pflgA (rayas diagonales color verde), Las fusiones de actividad 
moderada van de la posición -158 a +270, -99 a +270, -51 a +270. 
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3.4 Fusiones transcripcionales de pflhA y pflgA con inserciones entre las 
53 pb que separan a ambos promotores. 

Con el fin de elucidar la existencia de un posible efecto regulatorio entre las 

UAS de los promotores pflhA y pflgA, se decidió analizar si una inserción de 

2083 pb entre los promotores afectaba la expresión del gen reportero. Como se 

muestra en la figura 3.1 y 3.2, las actividades de β-glucuronidasa fueron de 

14% para pflhA y de 17% para pflgA. De estos resultados se puede concluir 

que la inserción del casete afectó la expresión del gen reportero mas allá de lo 

esperado (30% de reducción en caso de eliminar la activación mediada por la 

UAS del promotor contralateral). Es posible que la inserción del fragmento haya 

alterado la topología general del plásmido y en consecuencia la activación 

mediada por las EBPs. De acuerdo con esta posibilidad, el fenotipo de la 

mutante que lleva esta inserción en el cromosoma, no mostró fenotipo aparente 

(ver siguiente sección). 

Finalmente se determinó el nivel de actividad del gen reportero al ser 

expresado a partir de los promotores pflhA y pflgA, cuando se insertaron 

solamente 5 pb entre los promotores. Esta inserción se realizó con el fin de 

contar con un sitio de restricción en esta zona que permitiera la clonación del 

casete de resistencia (ver material  métodos). Los porcentajes de actividad 

para estas fusiones fueron del 41% para pflhA y 30% para pflgA (Fig. 3.1 y 3.2). 

 
3.5 Determinación del fenotipo de una mutante derivada de la cepa 
silvestre WS8,  que lleva una inserción de un casete de espectinomicina 
entre las 53 pb que separan los promotores divergentes pflhA y pflgA.    
 

Para evaluar la probable corregulación de las UAS de pflhA y pflgA y el efecto 

biológico que producirían los cambios en la arquitectura de la región de 53 pb, 

se decidió insertar en el cromosoma de la cepa silvestre WS8 un casete de 

espectinomicina de 2083 pb entre los promotores pflhA y pflgA por un proceso 

de doble recombinación.  
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El fenotipo observado tanto en el microscopio óptico como en cajas de nado 

(swarm) no presentó diferencia con respecto a al fenotipo de la cepa silvestre 

(Fig 3.5). 

                                             
Fig. 3.5. Determinación del fenotipo de nado de la mutante 
JP1/WS8/flhA,flgA::hindIII::aad  en cajas de agar semisólido. El tiempo de incubación fue 
de 72 h a 30° C en oscuridad.  
 

3.6 Determinación del posible sitio de unión del complejo activador 
FleQ/FleT en los promotores pflgB y pflgG 

 

3.6.1 Fusiones transcripcionales de los promotores pflgB, pflgG  

 
Para mapear el posible sitio de unión del complejo activador FleQ/FleT en los 

promotores pflgB y pflgG, se tomaron fusiones hechas previamente en el 

laboratorio que abarcan de las posiciones +225 a la -378 para pflgB y de la 

+225 a la -347 para pflgG tomando como punto de referencia la caja -12 15. 

Estas fusiones fueron introducidas a la cepa WS8 y se obtuvieron actividades 

con valores de 261,905 y 113,712 respectivamente. Estos valores se tomaron 

como el 100% de actividad de cada promotor. Posteriormente se hicieron 

construcciones cuyos límites corriente arriba se ubicaron en las posiciones -222 

y -125 para pflgB y en -180 y -99 para pflgG, los porcentajes de actividad 

obtenidos fueron del 96% y 2% para pflgB y del 94% y 2% para pflgG.  Estos 

porcentajes de actividad permitieron delimitar posibles regiones de unión del 

complejo activador FleQ/FleT de la posición -222 a la -125 para flgB y de la 

posición -180 a la-99 para pflgG (Fig 3.6.1.1y 3.6.1.2). 
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Fig. 3.6.1.1 Diseño y porcentaje de actividades de las fusiones transcripcionales del promotor flgB. Cajas -24,-12 del promotor flgB (azul), posible sitio 
de unión del activador (rayas diagonales color rosa), dirección de la transcripción (flechas), gen reportero de β-glucuronidasa (cajas color gris), Las distancias 
corriente arriba y abajo que aparecen en cada fusión se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pflgB, El porcentaje de las actividades se 
representa con barras de color gris, al frente de cada construcción.  
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Fig. 3.6.1.2 Diseño y porcentaje de actividades de las fusiones transcripcionales del promotor flgG. Cajas -24,-12 del promotor flgG (diagonales en 
color azul), posible sitio de unión del activador (rayas diagonales color rosa), dirección de la transcripción (flechas), gen reportero de β-glucuronidasa (cajas 
color gris), las distancias corriente arriba y abajo que aparecen en cada fusión se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pflgG, el 
porcentaje de las actividades se representa con barras de color gris, al frente de cada construcción.        
 

- 178 pb +273 pb 

+273 pb 
- 98 pb 

- 340 pb +60 pb 

A
T
G 

-24 -12 

Actividades de β-glucuronidasa % 

3 

0 20 40 60 80 100 

100 

94 



 37 

3.7 Footprinting in vivo de la cadena antisentido del promotor pmotA 

Con el propósito de revelar la huella del complejo FleQ/FleT en los promotores 

flagelares clase III mediante ensayos de protección, en el laboratorio previamente,  

se habían realizado diversos ensayos in vitro que no fueron éxitosos. Por lo tanto, 

se realizaron ensayos de protección in vivo de varios promotores flagelares (pflgG, 

pflgB, fliO) que incluyen a pmotA, este fue el único promotor donde se observó 

una zona franca de protección. Los ensayos de protección del promotor pmotA 

(plásmido pBBMCS53/ motA-uidA)  se realizaron, tanto en la cadena sentido como 

en la cadena antisentido, utilizando plásmidos aislados de las cepas WS8, SP12 

(tiene una deleción de fleT) y SP13 (tiene una deleción de fleQ y como 

consecuencia la expresión de fleT es prácticamente abolida). A continuación, se 

describen los resultados de los experimentos de protección de la cadena 

antisentido (producto de este trabajo) (Fig 3.7), así como los relativos a la 

protección de la cadena sentido (los cuales fueron obtenidos previamente en el 

laboratorio). 

La comparación de los patrones de metilación del plásmido aislado de las cepas 

WS8 y SP13 de la cadena sentido presentan varias diferencias (Fig 3.7), 

principalmente se observa una disminuida reactividad en las posiciones -163, -

164, -169 y -176 y se observa una evidente hiperreactividad de las bases -160, -

161 y -174.  A diferencia de la cadena antisentido donde solo se pudo detectar una 

sola base hiperreactiva en la posición -151. Con el fin de corroborar que los 

cambios en el patrón de metilación de pmotA se debieron a la unión del complejo 

FleT/FleQ, se hicieron los mismos experimentos utilizando el plásmido proveniente 

de la cepa SP12 (tiene deletado fleT). Al comparar el patrón de metilación del 

plásmido obtenido de la cepa WS8, con el patrón de metilación del plásmido de la 

cepa SP12 se encontraron los mismos cambios de reactividad, de igual forma 

ocurrió cuando se compararon los patrones de metilación de la cepa WS8 con la 

cepa SP13. Esto sugiere que el patrón de protección observado en la cepa WS8 

se debe a la unión del complejo activador FleQ/FleT. De forma interesante las 

posiciones -160, -161 y -174 aparecen como posiciones protegidas en el plásmido 
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extraído de SP12, cuando se compara con el patrón de protección del plásmido 

extraído de SP13, indicando que FleQ podría unirse por sí solo a esta región 

cuando FleT no está presente. 

                            Sentido                                          Antisentido 

 
                   
 

                   
 
Fig 3.7 Protección in vivo a la metilación con DMS del pmotA. El patrón de metilación in vivo de 
la región regulatoria fue obtenido utilizando el plásmido pBmotA modificado en las cepas WS8, 
SP13 y SP12, como se describió en materiales y métodos, Las posiciones de protección y de 
hiperreactividad son representadas por los círculos vacíos y llenos, respectivamente. Las 
posiciones protegidas en la cepa SP12 están representadas por asteriscos. La secuencia usada 
como referencia para la cadena sentido (se encuentra al lado izquierdo de la figura) corresponde a 
la  a la región regulatoria obtenida de flgG con el primer flgG+274. La secuencia usada como 
referencia de la cadena antisentido (se encuentra al lado derecho de la figura), corresponde a la 
región regulatoria obtenida de motA con el primer MotA-243. En la parte inferior de la figura se 
encuentra la secuencia de la región protegida y se encuentra subrayado con negro el motivo 
identificado por el análisis hecho con el programa MEME. 
 



 39 

 
 
 

3.8 Análisis computacionales del sitio de unión del complejo activador 
FleQ/FleT. 

Con el fin de definir una posible secuencia consenso del complejo activador 

FleQ/FleT de los promotores pflhA, pflgA, pflgG, pflgB,  pfliO  y pmotA, se utilizó el 

programa MEME, para la identificación de motivos en las regiones previamente 

delimitadas con las fusiones transcripcionales. Este análisis permitió identificar un 

juego de posibles sitios de unión que se muestran en la Tabla 3.8, y cuya 

ubicación con respecto al promotor se muestra en la Figura 3.8.2. Con el fin de 

facilitar la visualización de estas secuencias, con ellas se generó la secuencia 

LOGO mostrada en la Figura 3.8.1.  

Es conveniente remarcar que la región de pmotA que corresponde a este motivo 

se sobrepone parcialmente con las bases protegidas que se encontraron en los 

ensayos de protección (Fig 3.8); por lo tanto, es factible suponer que este motivo 

represente el sitio de unión del activador FleQ/FleT. 
  

 

 

 

 

Fig 3.8.1 Secuencia Logo que representa el sitio de unión del complejo FleQ/FleT. Las 
secuencias identificadas con el programa MEME fueron utilizadas para generar la secuencia LOGO 
utilizando el servidor Web http://weblogo.berkeley.edu/.  
 

 

http://weblogo.berkeley.edu/
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Tabla 3.8 
 

Nombre del 
promotor 

Inicio Valor P Sitios 

pflgB 78 4.65e-10 ctccctccgg TCCAGAGGCTCGAGAAGCG ccagcacggc 

pflgG 54 2.01e-09 ggctcgaacg TCAATACGATGGAGGAGCT cgtctcctcg 

pfliO 79 1.36e-08 ttcggccaga TCATCGAGCCCGAGAAGCG cgccgaaagc 

pFlgA 134 2.5e-07 aaggatgcca ACGACAGGCTCGACGGGCG gagcgca 

pMotA 12 5.62e-07 catgccccgc GCAGGACGCCCGAGAGCCG ccgcgacggg 

 
Tabla 3.8 Alineamiento de el motivo  encontrado en las secuencias de los posibles sitios de 
unión del complejo activador FleQ/FleT de los promotores pflgB, pflgG, pfliO, pflgA, pmotA, 
Las secuencias con colores representan el motivo encontrado por el programa MEME 
(meme@sdsc.edu). Los colores  (letras color verde, rojo, azul y amarillo) representan los diferentes 
ácidos nucléicos. El valor P del motivo encontrado en todas las secuencias es < 0.0001.Las 
secuencias con las cuales se hicieron los alineamientos se encuentran en la tabla 2.3 de 
materiales y métodos. 
 

 

 
 

                 
 
Fig 3.8.2 Representación de la ocurrencia del motivo dentro de la secuencia. Las cajas azules  
representan la localización del motivo dentro de la secuencia. El signo + indica que el motivo se 
encontró solo en la cadena sentido. La escala a la que se encuentran las secuencias se encuentra 
representada por números en la parte inferior. Esta información fue obtenida utilizando el programa 
MEME (meme@sdsc.edu). 
  
El motivo se encontró solo en 5 de las secuencias enhancers (UAS), con buenos 

valores de probabilidad (Fig 3.8.1, tabla 3.8), sin embargo no se pudo identificar en 

la región enhancer de flhA, probablemente  por el alto grado de degeneración del 

sitio de unión. En el motivo identificado en las 5 secuencias no se encontraron 

mailto:meme@sdsc.edu
mailto:meme@sdsc.edu
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secuencias repetidas ni palíndromes (Fig 3.8.1, tabla 3.8), los cuales son 

característicos en los sitios de unión de muchos de los activadores de sigma 54 59.  

 

Se llevó a cabo una búsqueda en el genoma completo de R. sphaeroides del 

motivo identificado por MEME, junto con la secuencia consenso del promotor 

sigma 54 utilizando el programa de búsqueda de patrones en el DNA (DNA-

pattern), el cual permitió identificar las cinco secuencias flagelares que generaron 

el motivo, y además, 8 posibles secuencias, de las cuales se descartaron 5, al ser 

consideradas falsos positivos; ya que el sitio de inicio de la transcripción estaba 

muy lejos de la región promotora o porque el gen corriente abajo del promotor no 

era el primer gen del operón. Las tres regiones restantes corresponden al 

promotor pfliK, el cual se demostró previamente que es dependiente del complejo 

FleQ/FleT 57, la región promotora de RSP2773 (posible peptidasa de la familia 

M15-3) y la región promotora de RSP0038;  resultados obtenidos en el laboratorio 

han demostrado que RSP0038 forma parte de la clase III en la jerarquía flagelar 

de  R. sphaeroides (Victor Ramírez, resultados no publicados).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. DISCUSIÓN 
 

En este trabajo se investigó acerca de la regulación transcripcional de los 

promotores flagelares dependientes de sigma 54 y la determinación del sitio de 

unión del complejo activador FleQ/FleT de Rhodobacter sphaeroides; 

Específicamente se estudiaron los promotores flagelares: pflhA, pflgA, pflgB, 

pflgG, y pmotA pertenecientes a  la jerarquía trancripcional clase III. 

La activación de la transcripción de los promotores flagelares de Rhodobacter 

sphaeroides es controlada por los activadores dependientes de sigma 54  FleQ y 

FleT, estas proteínas pertenecen a la familia de las EBPs y actúan formando 

complejos hetero-oligómeros, los cuales son inusuales en este tipo de activadores, 

ya que generalmente se encuentran formando complejos oligoméricos de una sola 

proteína. Hasta el momento, los únicos casos descritos de activadores hetero 

oligoméricos corresponden a los activadores FleQ/FleT y HrpR/HrpS de 

Pseudomona syringae 4, 58. Dentro de las características de los activadores FleQ y 

FleT que los diferencian de otras EBPs, se encuentra que no presentan dominio 

sensor, FleT no tiene dominio HTH (hélice vuelta hélice) de unión a DNA, FleQ 

tiene bien conservadas las 7 cajas características de las EBPs mientras que FleT 

presenta algunas variaciones (Fig 1.2.1) 4.  La identificación del sitio de unión del 

complejo hetero-oligomérico FleQ/FleT es de particular interés, ya que aporta 

información importante para entender el proceso de activación y la afinidad de 

este complejo en los promotores flagelares clase II y clase III. 

 

A partir de la evidencia experimental ha sido propuesto un modelo que explica la 

forma en la cual se controla la expresión de los genes flagelares en R. 

sphaeroides. De acuerdo a dicho modelo, la proteína FleQ normalmente se 

encuentra presente a bajas concentraciones,  las cuales son suficientes para llevar 

a cabo la activación transcripcional del promotor pfleT; a medida que la 

concentración de FleT aumenta, ésta interactúa con FleQ y con ello aumenta la 

concentración de hetero- oligómeros. En consecuencia, inicia la transcripción de 

los promotores de clase III.  Se ha observado que FleT controla negativamente la 



expresión del operón fleT, este circuito de control se puede explicar asumiendo 

que en la región regulatoria de pfleT coexisten sitios de alta afinidad por FleT, así 

como sitios de baja afinidad los cuales solo serían ocupados cuando se forma el 

complejo hetero-oligomérico; la ocupación de los sitios de baja afinidad, 

provocaría una disminución en la tasa de activación mediada por FleQ 4 . La 

regulación negativa por sitios de baja  afinidad también se ha descrito en el 

promotor glnAp2, el cual es activado por la EBP conocida como NtrC 59. 

 

De acuerdo al modelo clásico de regulación de la transcripción, el paso de 

complejo abierto a cerrado se da por interacción del activador EBPs con la 

holoenzima Eσ54 a través de la formación de un asa de DNA que facilita el 

contacto entre ellos; generalmente el sitio de unión de las proteínas activadoras 

(UAS) se encuentra localizado de 100 a 250 pb corriente arriba o corriente abajo 

de su promotor. Las UAS de los promotores flagelares pflhA, pflgA, pflgB, pflgG, 

pmotA y pfliO que fueron mapeadas por deleciones, se encontraron localizadas en 

la posición distal de sus promotores, de tal forma que la activación mediada por el 

complejo hetero- oligomérico FleQ/FleT ocurre de manera similar a la descrita en 

otras EBPs.  

En el activador flagelar FleQ de Pseudomona aeruginosa se han descrito dos tipos 

de regulación en la jerarquía flagelar: El primero es el típico modelo de activación 

a distancia que se ha descrito en promotores como pfleSR donde al activador se 

encuentra corriente arriba de su promotor y por medio de la formación de una asa 

en el DNA puede contactar a la holoenzima Eσ54 e iniciar la transcripción; en el 

segundo tipo de regulación descrito para los promotores flagelares de pflhA, pfliE y 

pfliL donde el activador se encuentra localizado muy cerca del promotor y activa la 

transcripción sin la necesidad de la formación de un asa de DNA60. Teniendo en 

cuenta que el activador FleQ de P. aeruginosa presenta una alta similitud con 

FleQ de R. sphaeroides, era factible que este último pudiera activar la 

transcripción a partir de sitios adyacentes a la región promotora, lo cual gracias a 

los resultados generados en este trabajo, podemos concluir que esta situación no 

ocurre para ninguno de los promotores flagelares hasta ahora conocidos. 



En el contexto de la transcripción de los genes flagelares regulados por sigma 54 

son pocos los reportes encontrados donde el sitio de unión del activador se ubica 

corriente abajo de su promotor; uno es el caso del activador FleQ de Pseudomona 

aeruginosa y otro es el caso del activador FlrC de Vibrio cholerae en los cuales el 

activador se ha localizado tanto corriente arriba como corriente abajo de sus 

promotores de manera similar a lo encontrado en este trabajo con el complejo 

activador FleQ/FleT de R. sphaeroides 60, 61.  

 

En otros activadores transcripcionales dependientes de sigma 54  como  FlgR y 

CtcC de Helicobacter pylori y Chlamydia trachomatis no es necesario la formación 

de una asa de ADN para activar la transcripción ya que sus activadores carecen 

del dominio carboxilo-terminal o de unión al DNA el cual es característico de la 

mayoría de los activadores sigma 54 62. Todos los genomas de Clamydias que han 

sido secuenciados presentan marcos de lectura abiertos que codifican 

potencialmente para activadores sigma 54 que carecen del dominio de unión a 

DNA. No es muy claro si la perdida completa de este dominio provea algún 

beneficio económico para esta bacteria. 

 

 

En R. sphaeroides, intentos previos por determinar in vitro el sitio de unión del 

complejo activador FleQ/FleT en los promotores flagelares clase III fueron fallidos. 

Sin embargo, los resultados de protección mostrados en este trabajo (cadena 

antisentido, resultado generado en este trabajo y cadena sentido resultado 

generado por S. Poggio) permitieron identificar una región en el promotor pmotA 

que es protegida de las modificaciones hechas por el DMS cuando el complejo 

FleQ/FleT se encuentra presente, lo que sugiere que el complejo activador 

FleQ/FleT se une a esta región. Esta zona concuerda con la región previamente 

delimitada por medio de un mapeo hecho con deleciones y corresponde a el 

mínimo fragmento requerido para activar el promotor pmotA (datos no mostrados).  

 



Sorprendentemente, cuando los patrones de protección de las UAS de pmotA 

fueron evaluados en la cepa mutante fleT, se detectaron cambios similares de 

reactividad a los observados en la cepa WS8, en la mayoría de los casos los 

cambios detectados fueron de sobre-reactividad en la cepa WS8 y de protección 

en la cepa SP12. Al mismo tiempo algunas de las protecciones observadas en la 

cepa WS8 se perdieron en SP12. Estos hallazgos sugieren que FleQ es capaz de 

unirse por sí solo a esta región; sin embargo, la unión del complejo activador 

FleQ/FleT es diferente y la unión de FleQ no promueve la activación 

transcripcional del promotor pmotA en la cepa SP124. Se requieren trabajos 

adicionales que confirmen la unión de FleQ a esta región y evalúen su posible 

efecto en la expresión de pmotA. Así como estudios que permitan elucidar como la 

unión de FleT a FleQ cambia sus propiedades de unión al DNA.  

 

Debido a que no se tiene evidencia in vitro que muestre la unión del complejo 

activador FleQ/FleT a las UAS, queda la posibilidad de que el complejo FleQ/FleT 

pueda activar in vivo la expresión de otro activador, el cual podría ser el verdadero 

activador de los promotores flagelares clase III. Sin embargo esta posibilidad 

pierde peso ya que en R. sphaeroides  se han encontrado solo 5 EBPs que tienen 

bien conservada la caja GAFTGA la cual es necesaria para la interacción con 

RpoN.  Hasta el momento se han descrito la función de solo tres activadores: 

FleQ, FleT y NifA, este último es un regulador de genes que participan en la 

fijación del nitrógeno, el cuarto y quinto activador  son codificados por los genes 

RSP1590 y RSP2800; resultados de la actividad de mutantes hechas previamente 

en el laboratorio de estos genes no presentaron ningún defecto en la motilidad 

(resultados sin publicar).  

Con el fin de identificar las bases relevantes involucradas en la unión del complejo 

activador FleQ/FleT, se analizaron las secuencias UAS previamente delimitadas 

para los promotores pflgG, pflgB, pmotA, pflhA, pflgA y pfliO utilizando el programa 

de búsqueda de motivos conocido como MEME. Se encontró un motivo el cual se 

sobrepone con la región protegida por DMS en el promotor pmotA.  Como prueba 

posterior para validar este motivo, se buscó su presencia en todo el genoma de R. 



sphaeroides cerca a las secuencias de promotores sigma 54. Esta estrategia 

permitió identificar todas las secuencias promotoras flagelares de clase III 

previamente conocidas (con excepción de pflhA), así como un nuevo gen 

denominado RSP0038, el cual resultó ser dependiente del complejo activador 

FleQ/FleT.  

 

Todos estos resultados sugieren que este motivo representa el sitio de unión del 

activador flagelar FleQ/FleT. De particular relevancia resulta el hecho de que al 

buscar el posible sitio de unión del complejo FleQ/FleT en todo el genoma de R. 

sphaeroides, el algoritmo no identificó a ninguno de los promotores flagelares de 

clase II, los cuales son dependientes únicamente de FleQ; Por tal motivo se infiere 

que el sitio de reconocimiento de FleQ difiere substancialmente del descrito por el 

complejo activador FleQ/FleT. Futuras caracterizaciones de las UAS de los 

promotores de clase II y de clase III se deben realizar con el fin de entender el tipo 

de cambios que ocurren en FleQ, cuando se encuentra unido con FleT. 

 

El activador FleQ de Rhodobacter sphaeroides pertenece a la familia de los 

activadores NtrC,  tiene conservadas las 7 cajas características de la región 

central y presenta un dominio de unión a DNA característico de estos activadores, 

por tal motivo se esperaría que FleQ al igual que NtrC se uniera a secuencias 

consenso bien definidas. 

  

Las UAS del activador NtrC ubicadas en la región regulatoria del promotor pglnA2 

están compuestas por 5 sitios de unión del activador, los primeros dos son sitios 

de mayor afinidad y necesitan de bajas concentraciones del activador in vitro para 

activar la transcripción, los otros sitos específicamente el 4 y el 5 representan 

sitios de menor afinidad los cuales son ocupados solo cuando hay altas 

concentraciones del activador in vitro y bloquean la capacidad del activador de 

unirse a las UAS ya que limitan la flexibilidad del DNA y reducen la formación de 

asas 59. La formación de dos dímeros por parte de NtrC es necesaria para la 



estimulación de la actividad ATPasa requerida en la activación transcripcional. Los 

dos sitios que componen las UAS de NtrC en el promotor glnAp2 se encuentran en 

la misma cara del DNA, lo cual facilita la unión cooperativa en esta zona que a su 

vez se ve favorecida por la fosforilación de NtrC. Esta arquitectura asegura 

esencialmente la ocupación constante de la región enhancer de glnA2p por dos 

dímeros 59. De acuerdo a los hallazgos reportados de los experimentos de 

protección in vitro en el promotor pflaA de la región enhancer del activador FlrC de 

V. cholerae, se cree que esta zona tiene una arquitectura similar a la presentada 

por NtrC, ya que en la región enhancer de pflaA se encontraron cuatro 

repeticiones del motivo CGGCAA, sugiriendo el reconocimiento por dos dímeros. 

A pesar de estos hallazgos en otra región analizada (pflgk) dependiente de FlrC no 

se encontraron repeticiones del mismo motivo, solo se identificó una región de 14 

pb con estrecha homología (GGGTAACCAAAGCG). Se cree que esta 

degeneración se debe a que FlrC se une más fuertemente a pflaA que a pflgK  61. 

A pesar de que el activador maestro FleQ  de P. aeruginosa actúa en forma típica 

como los otros activadores NtrC se identificaron cuatro sitios diferentes de unión 

de este activador, los cuales revelaron la ausencia de alguna secuencia consenso 

entre ellos. En una de las regiones estudiadas (pfliE) se encontraron secuencias 

invertidas repetidas casi perfectas de unión de FleQ, las cuales no estuvieron 

presentes en las otras regiones 60. El posible motivo consenso identificado en 5 de 

las seis regiones promotoras flagelares de R. sphaeroides, no presentó el tipo de 

secuencias repetidas características de los sitios de reconocimiento de NtrC, las 

cuales pueden sugerir o no el reconocimiento por dímeros.  Al igual que lo 

observado en los otros activadores,  puede haber algún tipo de degeneración de la 

secuencia de reconocimiento por parte del activador FleQ, como es el caso de la 

región de pflhA; donde probablemente la afinidad del activador por esta región sea 

menor. 

 

En los promotores flagelares pflhA y pflgA se encuentra una región intercistrónica 

de 53 pb, lo cual haría pensar en la hipótesis de que el complejo activador  

FleQ/FleT podría: promover la activación cuando la unión de este complejo se da 



cerca al promotor, o en sitios localizados en la región codificadora del gen 

localizado corriente arriba.  Los resultados de este trabajo demostraron que  

ninguno de los escenarios anteriores fue correcto, ya que se encontró que la 

activación de estos promotores depende de una región localizada entre 150 y 250 

pb corriente abajo de la secuencia promotora. La identificación de estas regiones 

se hizo por medio de fusiones trancripcionales con el gen reportero de β-

glucuronidasa, las cuales mostraron regiones de alta y baja actividad ubicadas 

entre la posición +149 y +23  (95% y 27%) para pflhA y entre la posición +270 y 

+139 (100% y 25% para pflgA (Fig 3.2 y 3.3). La localización corriente abajo de 

estas regiones sugiere un tipo diferente de regulación en estos promotores en 

comparación al modelo encontrado usualmente en la mayoría de los promotores 

flagelares dependientes de sigma 54 donde el sitio de unión del activador está 

entre 100 y 250pb corriente arriba de su promotor, como es el caso de los 

promotores flagelares pflgB y pflgG cuyos sitios de unión del complejo activador 

FleQ/FleT se localizan entre la posición -222 a la -125 (97% y 2%) para flgB y 

entre la  posición -180 a la-99 (94% y 3%) para pflgG (Fig 3.6.1 y 3.6.2). 

 

Con el fin de delimitar más los sitios de unión del complejo activador FleQ/ FleT de 

los promotores pflhA y pflgA se realizaron fusiones transcripcionales con cortes 

desde la posición (+209 a la +80) y de la posición  (+270 a la +217) 

respectivamente y se obtuvieron porcentajes de actividad del 53% y 43%, lo cual 

nos indica que estas zonas probablemente tengan parte de los elementos 

requeridos para la activación.  

 

De manera interesante se observó que las UAS localizadas corriente arriba de 

cada promotor (pflhA y pflgA) eran responsables del 25% y 30% de la actividad 

total detectada para los promotores. Nosotros consideramos que la activación de 

estos promotores involucra un contacto preferencial por parte del activador unido a 

la UAS localizada río abajo, pero que la arquitectura de la región no imposibilita la 

activación mediada por FleQ/FleT unido a la UAS ubicada río arriba. Este 



mecanismo molecular podría involucrar la presencia de un determinado tipo de 

conformación preferenciales en el DNA ó doblamientos inducidos por otras 

proteínas (como IHF).  

 

La presencia de otros elementos como IHF de E. coli o la proteína Nac de 

Klebsiella aerogenes hacen más o menos eficiente la activación de ciertos 

promotores; en el caso de IHF, este facilita el doblamiento del DNA y la formación 

del asa de DNA para que el activador contacte a la holoenzima63 a diferencia de la 

proteína Nac la cual se une en un sitio localizado entre las UAS y el activador 

reprimiendo la transcripción ya que se produce un doblamiento adverso que 

dificulta la formación de una asa de activación64. En el caso de estas regiones no 

se encontraron secuencias consensos que coincidan con la posible presencia de 

este tipo de elementos. 

 

La relevancia fisiológica del  30% de actividad podría tener implicaciones en el 

contexto cromosomal. Como el factor sigma, FliA (requerido para la expresión de 

los genes flagelares de clase IV) es codificado en el operón flgA y su factor 

antisigma flgM es codificado por el operón flhA, las UAS de estos promotores 

podrían compartir algún tipo actividad que permitiera llevar un adecuado control en 

la expresión de estos dos operones. La liberación de FliA de la acción inhibitoria 

de FlgM es uno de los puntos más relevantes durante la morfogénesis flagelar, 

esto ocurre cuando FlgM es exportado hacia el exterior celular después de que el 

gancho y el cuerpo basal son formados. Esto nos permitiría especular acerca de 

cómo la regulación cruzada de estas UAS podría mantener a estas dos proteínas 

en equilibrio. Con el fin de determinar el efecto biológico que tendría la inserción 

de nucleótidos en esta región de 53 pb en el cromosoma de Rhodobacter 

sphaeroides sobre la expresión de los genes regulados por estos promotores se 

hizo la mutante JP1, la cual tiene insertado por doble recombinación 2083 pb 

(casete de espectinomicina).  Esta mutante tanto al microscopio de luz como en 

cajas de nado, se comportó como la cepa silvestre WS8. Este resultado indica que 



en caso de que la expresión de estos promotores disminuyera 30%, el nivel de 

expresión remanente seria suficientes para que la concentración de los productos 

proteicos obtenidos cumplan con su función dentro de la morfogénesis flagelar.  

Adicionalmente se hicieron fusiones transcripcionales de pflhA y pflgA en el 

plásmido pBBMCS53, que tenían insertado el mismo casete (2083 pb) entre las 53 

pb y se obtuvieron porcentajes de actividad de 14% para pflhA y 18% pflgA; estos 

valores representan un promedio de pérdida de actividad de más o menos el 80%. 

Este 80% de pérdida de actividad también podría reflejar cambios en el super 

enrollamiento (geometría del DNA) de las fusiones transcripcionales en el 

pBBMCS53 los cuales de alguna manera afectaron la expresión de estos 

promotores.  

Con el fin de caracterizar la dependencia de la activación de los promotores 

divergentes pflhA y pflgA de las UAS contralaterales, se evaluó si el 30% de 

activación obtenido se puede ver afectado en estos sitios cuando cambian de 

posición desplazándose a la cara opuesta del DNA. Para ello se adicionaron 5 pb 

entre las 53 pb que separan a ambos promotores. Ya que las UAS principales de 

estos promotores se encuentran localizadas corriente abajo, esta inserción no 

estaría afectando la activación dada por la UAS ubicada río abajo. Sin embargo, la 

inserción de 5 pb produjo un promedio de pérdida de actividad de ambos 

promotores del 65%. La reducida actividad observada para estas construcciones 

podría ser interpretada en términos de la perdida de la activación mediada por las 

UAS ubicadas río arriba; o como en el caso de la inserción del casete aadA, por la 

alteración de la topología particular de esta región. Con el fin de evaluar estas 

posibilidades, es necesario realizar experimentos en los cuales se determine el 

nivel de actividad del gen reportero insertando 10 pb en esta región. 

 

Hasta el momento únicamente dos promotores divergentes dependientes de 

sigma 54 han sido caracterizados 65, 66. Por un lado, los promotores divergentes 

pnifJ y pnifH de Klebsiella pneumoniae, donde la presencia de la proteína IHF 

evita la activación del promotor nifJ por el activador NifA cuando este se encuentra 



unido a la UAS responsables de la activación del promotor divergente nifH. En 

este caso las UAS se encuentran localizadas corriente arriba de los promotores 65. 

El otro caso es el de los promotores divergentes phycA y phypA  de E. coli, los 

cuales están separados por solo 120 pb. En esta región hay una secuencia de 

reconocimiento de la proteína IHF. La actividad del promotor phycA disminuye en 

cepas deficientes de IHF a diferencia de phypA que aumenta la actividad. Esto 

muestra como la actividad de los promotores divergentes se puede ver afectada 

por la presencia de otros factores como IHF. 

 

 



5. CONCLUSIONES 

 

El mapeo por deleción para la identificación de las UAS en los diferentes 

promotores flagelares, el ensayo de protección in vivo de la cadena antisentido del 

promotor pmotA y las herramientas computacionales utilizadas en este trabajo, 

permitieron identificar un motivo que representa la posible secuencia consenso de 

unión del complejo activador FleQ/FleT. 

  

Las UAS principales de los promotores divergentes pflhA y pflgA se localizan 

corriente abajo a diferencia de las UAS de los promotores pflgB y pflgG que se 

encuentran corriente arriba. 

 

El 30% de actividad observado en las diferentes fusiones transcripcionales de los 

promotores divergentes pflhA y pflgA depende de las UAS localizadas corriente 

arriba de sus correspondientes promotores mientras que el 65-70% de actividad 

depende de las UAS localizadas corriente abajo.  

 

Las UAS principales de pflhA y pflgA se localizan corriente abajo de las 

secuencias consenso de estos promotores y se sobreponen con la región 

responsable del 30% de actividad del promotor contralateral, sugiriendo que la 

misma UAS puede ser capaz de activar ambos promotores. 

 

 

 

 

 

 



6. PERSPECTIVAS 

 

Caracterizar el motivo consenso identificado en los 5 promotores flagelares (pflgA, 

pflgB, pflgG, pfliO y pmotA) por medio de mutagénesis dirigida. 

 

Aclarar las posibles asociaciones a nivel molecular entre FleQ y FleT por medio de 

pruebas que permitan identificar interacciones proteína-proteína como pull-down, y 

ensayos de doble hibrido. 

 

Identificar la región regulatoria de los promotores clase II y los sitios de unión del 

complejo activador FleQ. 

 

Investigar en detalle el posible efecto corregulatorio entre las UAS de los 

promotores divergentes pflhA y pflgA, midiendo los niveles de expresión de sus 

mRNAs y evaluar las implicaciones biológicas de este efecto.  
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