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RESUMEN

Rhodobacter spheroides es una bacteria purpura no sulfurosa, fotosintética, la cual
utiliza para nadar un unico flagelo subpolar que rota unidireccionalmente. La
morfogénesis flagelar al igual que transcripcion de los genes flagelares son
procesos regulados de forma jerarquica. Rio arriba de los genes flagelares flhA y
flgA se encuentran dos promotores divergentes dependientes de sigma 54 (o),
separados por 53 pb. Los promotores dependientes de o> son siempre regulados
por activadores transcripcionales que pertenecen a la familia de las EPB
(enhancer binding proteins). En el modelo clasico de transcripcion dependiente de
sigma 54, las EBPs se unen a secuencias denominadas UAS (sitios de unién de
proteinas 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
regulacion transcripcional de la mayoria de los promotores flagelares incluyendo a
pflhA y pfigA. Es de interés poder determinar tanto el posible sitio de unién del
activador FleQ como la regulacion de estos dos promotores ya que la distancia
entre uno y es de solo 53 pb. Para delimitar los posible sitios de union del
activador se hicieron diversas fusiones transcripcionales con los promotores
divergentes pflhA y pflgA y con los promotores pfigB y pflgG en el plasmido
pBBMCS53 que tiene el gen reportero uidA el cual codifica para la enzima [3-
glucuronidasa. Las actividades obtenidas permitieron delimitar posibles sitios de

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



arriba de pfigB y pflgG entre las posiciones +23 a +149 bp, +139 a +270 bp y -125
a -222 pb, -99 a -180 pb respectivamente; Analisis 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

unidn del complejo activador FleQ/FleT.



1. INTRODUCCION

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria purpura no sulfurosa la cual, a
diferencia de otras bacterias como E. coli, utiliza para nadar un unico flagelo
subpolar que rota unidireccionalmente. Estructuralmente el flagelo se divide en
tres estructuras basicas 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 expresion de mas de 40 genes los cuales codifican para proteinas
estructurales o para proteinas involucradas en el control de la formacion del
flagelo a nivel transcripcional o postranscripcional. Entre las proteinas no
estructurales, se encuentran por un lado, factores sigma alternativos, activadores
transcripcionales, etc. y por otro lado, proteinas involucradas en la exportacion de
los componentes flagelares '. En la mayoria de los microorganismos a la fecha
estudiados, la transcripcion de los genes flagelares se encuentra controlada
siguiendo un patron jerarquico de expresion. En enterobacterias, hay tres niveles
en la jerarquia transcripcional, los dos primeros niveles (clase | y Il) 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
transcripcion de los genes flagelares tempranos (clase Il y I1l) 2. A pesar de esta
divergencia, en todas ellas, la expresidon de los genes tardios, incluyendo el gen de

la flagelina, depende del factor sigma 28 *°.

1.1 Estructura y funcion del factor 5>

En bacterias, el factor sigma (d) le confiere especificidad al nucleo catalitico de la
RNA polimerasa, lo que da por resultado el reconocimiento especifico de la

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



al factor sigma principal o de mantenimiento (3'°). Los factores sigma alternativos
permiten que el nucleo catalitico de la RNA polimerasa (E) pueda reconocer
diferentes secuencias promotoras '°. Existen dos familias de factores sigma: c”® y
o> los cuales se diferencian entre si tanto por su secuencia como por la forma en
la cual controlan los eventos tempranos durante la iniciacion de la transcripcion. El
factor 0’° reconoce la secuencia del promotor en las posiciones -35 y -10 con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion y generalmente la regulacion de la

transcripcion se da por proteinas que

Filamento

Gancho

Cuerpo basal

Fig.1. Representacion grafica de la estructura flagelar

obstruyen o reclutan a la holoenzima Ec’®. El factor sigma o> reconoce las
secuencias localizadas en las posiciones -24 y -12 con respecto al sitio de inicio
de transcripcion, donde permanece asociado al promotor (complejo cerrado) en

ausencia de activador "%, La secuencia consenso de los promotores reconocidos



por Ec>* es TGGCAC N5 TTGCA/T, siendo los nucledtidos GG y GC, asi como la
distancia entre ellos practicamente invariable ™.

El factor 0> fue reconocido originalmente en bacterias entéricas y su papel
principal se ha descrito en la regulacion de la transcripcion de genes que
participan en el metabolismo del nitrogeno especialmente en proteobacterias 16,
Estudios posteriores han identificado la presencia de este factor en otras especies
bacterianas, en las cuales su funcion sigue siendo la de mediar respuestas
transcripcionales de acuerdo a las necesidades fisioldgicas. La participacion de o>
en la regulaciéon 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 * ' '®. En general 6°* se ha asociado a funciones como: la utilizacion
de varias fuentes de nitrdgeno y carbono, el metabolismo energético, la
quimiotaxis, la formacion del flagelo, el transporte de electrones, la respuesta al

estrés caldrico, y con la expresién de otros factores sigmas alternativos .
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Fig. 1.1 Representacion esquematica de los dominios de o La proteina se divide en tres
regiones ( I, I, III) 2 En la region | se encuentran las secuencias de respuesta a la proteina
activadora. La region Il es acidica y variable. La region Il tiene un motivo HTH (hélice vuelta hélice)
relacionado con la unién al DNA, cerca se encuentran secuencias que modulan la unién al DNA. La
caja RpoN se encuentra en el COOH-terminal. Los determinantes de union al nucleo catalitico de
|2801 RNA polimerasa, van del aminoacido 120 al 215 2 Figura modificada de Buck y colaboradores

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

codifica para el factor 0® 6 RpoN '°. En Rhodobacter sphaeroides se han

54 21

identificado cuatro factores o , los cuales no tienen funciones intercambiables.

RpoN1 y RpoN2 son requeridos especificamente para la transcripcion de los



genes de la fijacion de nitrogeno y para la expresion de los genes flagelares,

respectivamente 2.

El factor sigma 54 se divide estructuralmente en tres regiones: 1. La regién | se
encuentra en el dominio amino-terminal y participa en la inhibicion de la
isomerizaciéon de la RNA polimerasa en ausencia de la proteina activadora 2%,
asi como en la iniciacién de la transcripcién en respuesta a la activacion®?. 2. La
region Il se caracteriza por ser una region acidica y no muy conservada, su
funcién se ha relacionado con la separacion de las dos hebras de DNA durante la
formacién de complejo abierto 2. La regién Ill se ubica en la porcion carboxilo
terminal de la proteina y en ella se encuentran los determinantes de unién al DNA.
En particular, el motivo conocido como caja RpoN el cual se asocia a la region -24
del promotor. De forma adicional a estos elementos, en la regién que abarca de
los aminoacidos 120 al 215, se encuentran elementos de unién al nucleo catalitico
de la RNA polimerasa (Fig.1.1). A diferencia de sigma 70, sigma 54 se puede unir

a ciertos promotores en ausencia del ntcleo catalitico de la RNA polimerasa #’.

1.2 Activadores del factor sigma 54

Los promotores dependientes de ¢°* son siempre regulados por activadores
transcripcionales que pertenecen a la familia de las EBPs (enhancer binding
proteins), estos activadores estimulan la transicion de complejo cerrado a
complejo abierto 3. Los activadores o pertenecen a la familia de proteinas
denominadas  AAA+ ATPasas (triple A: ATPasas Asociadas con varias
Actividades celulares). Las proteinas que pertenecen a esta familia muestran una
gran similitud en las secuencias involucradas en la unién e hidrolisis de ATP 28,
En algun punto de su funcionamiento las proteinas AAA+ existen como oligdmeros
que frecuentemente se organizan en una estructura hexamérica en forma de anillo
2930 3Se ha visto que la unién de nucledtidos afecta el estado oligomérico de los
activadores de 6°*. Asimismo se ha observado que en el caso del activador NtrC,
la unién de éste con el DNA favorece la formacién de oligémeros (Fig.1.4)>".



Los activadores sigma 54 generalmente estan compuestos por tres dominios
funcionales: un dominio amino-terminal involucrado en la recepcion de sefiales, un
dominio central o de activacion de la transcripciéon y un dominio carboxilo-terminal
de unién al DNA (Fig 1.2) 3233,

La regién amino terminal es la menos conservada, es de longitud variable y se le
conoce como el dominio sensor de la proteina ya que controla la actividad del
dominio central en respuesta a sefiales particulares 3436 | as EBPs que no tienen
este dominio son constitutivamente activas y generalmente son controladas por

otra proteina que se une a ellas *°,

A.
NH: Dominio sensor D+minioact}v%dor B';Ral COOH
“"‘ s
o .
“’ .
* .
“$‘ %
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WALKER A

WALKER B

Fig. 1.2 Representacion esquematica de los dominios del activador o** DmpR. A. Las cajas
grises representan la localizacion de los motivos implicados en la hidrélisis de ATP. B.
Representacion de las 7 cajas del dominio central. La C1 6 Walker A tiene un motivo de unién a
ATP, C3 tiene un motivo GAFTGA conservado el cual esta involucrado en el contacto con o™
Modificado del articulo de Xu **.

La region central es altamente conservada y se encuentra relacionada con la
activacion transcripcional. En esta region se encuentran los determinantes
necesarios para la unioén e hidrélisis de ATP, asi como para la interaccién con 0.

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



regiones o cajas conservadas (C1 a C7)". La caja 1 se denomina Walker A, y
tiene el motivo de union a ATP (G-G-GK), la caja 4 o Walker B permite la unién del
Mg® el cual es necesario para la hidrdlisis de ATP. La caja 3 tiene un motivo
altamente conservado entre los activadores 0> (GAFTGA) (Fig 1.2). Estudios del
motivo GAFTGA en los activadores NtrC, DctD, y NifA sugieren que éste
interacttia con el factor 5°* durante la formacion del complejo abierto (evento que

40, 41 E| dominio C-terminal de la

se encuentra acoplado a la hidrolisis de ATP)
mayoria de los activadores de 6 contiene un motivo hélice vuelta hélice de union
al DNA, el cual es analogo a los encontrados en numerosos activadores y
represores transcripcionales (Fig 1.2). El papel de este dominio de unién es
proporcionar especificidad a la EPB por un determinado sitio en el DNA. La zona a
la cual se une la proteina activadora se conoce con el nombre de UAS (upstream
activating sequence) o region “enhancer”. Se ha propuesto que esta region ejerce
una influencia positiva en el proceso de activacion y se sugiere que esto se debe

al incremento de la concentracion local del activador cerca de su promotor ' 42,

Recientemente, se identifico la presencia de dos activadores flagelares en
Rhodobacter sphaeroides denominados FleQ y FleT. Estas proteinas pertenecen
a la familia de las EBPs y ambas son necesarias para activar la expresion de los
genes flagelares. La evidencia experimental sugiere que estas proteinas forman
un complejo hetero-oligomérico para llevar a cabo su funcion. Analisis de
prediccion de dominios revelaron que ninguno de estos activadores tiene domino
sensor y que FleT no tiene dominio HTH (hélice vuelta hélice) de unién a DNA*.
En la region central de estos activadores se encontro que FleQ tiene bien
conservadas las 7 cajas caracteristicas de las EBPs a diferencia de FleT, que
presenta algunas variaciones; especificamente, se encontraron dos aminoacidos
que no son iguales al consenso y se encuentran ubicados hacia la mitad de la

region amino-terminal de la caja C3 (Fig 1.2.1) .
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Fig 1.2.1. Motivos conservados de la regiéon central de los activadores FleQ y FleT segun 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 aminoacidos que empatan con el consenso y las X indican
posiciones para las cuales no hay preferencia para la secuencia consenso, mientras los
aminoacidos no conservados carecen de simbolo.

1.3 Jerarquia transcripcional de los genes flagelares de Rhodobacter

sphaeroides

1.3.1 Clase |

A esta categoria pertenece el activador maestro FleQ el cual, de acuerdo a las
actividades obtenidas utilizando fusiones transcripcionales del reportero vidA a



los diferentes promotores flagelares, demostré ser indispensable para la expresion
de toda la jerarquia flagelar. Como se menciond en la seccidn anterior, FleQ
carece de la regién 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 expresion de FleQ
(Fig 1.4)%.

1.3.2 Clase Il y Clase lll

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 operén
que incluye a los genes fleT, fliE, fliF, fliG, fliH, flil, y fliJ. En este promotor la
presencia de FleQ fue suficiente para observar un aumento en la expresion del
gen reportero; pero FleQ no es suficiente para activar completamente el segundo
tipo de promotores, los cuales dependen tanto de la presencia la proteina
activadora FleT como de FleQ. Por tanto, el operdn fleT se transcribe una vez que
FleQ se empieza a acumular en el citoplasma. Se han asignado diversas
funciones a las proteinas codificadas en el operon fleT. Por ejemplo, Flil es una

ATPasa flagelar especifica 4

, cuya actividad es modulada por FliH. FliJ es una
chaperona flagelar *’ FliF es la primera proteina flagelar que se inserta en la
membrana y FIliE se ubica en la cara periplasmica del anillo formado por las

subunidades de FIiF %8,
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Fig 1.3 Representacion esquematica de la regulacién transcripcional y la biogénesis flagelar
de Rhodobacter sphaeroides. Promotores divergentes pflhA y pflgA —clase lll (estrella roja),
promotor figB y pflgG (estrella negra) ‘

Por lo tanto a partir de la expresion del operdn de clase I, en el citoplasma se
forma un complejo que contiene a las proteinas FliH, Flil y FliJ, las cuales son

indispensables para la exportacion del resto de los componentes del flagelo ¢ °.

Los operones que pertenecen a la clase lll de la jerarquia flagelar tienen
promotores dependientes de sigma 54 que requieren para su completa expresion
de la presencia tanto de FleQ como de FleT. A este grupo pertenecen la mayoria
de los genes que codifican para las proteinas que dan lugar al cuerpo basal y al
aparato de exportacion flagelar. En esta jerarquia se encuentran dos promotores

9,18

divergentes separados por 53 pb denominados pflhA 'y pfigA (Fig 1.4)

pflhA pflaA

T




fliA flhF flhA 53pb RSP0035 RSP6086 flgA flgM RSP6087

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 direccion de la
transcripcioén de cada promotor.

1.3.3 Clase IV

En este grupo se encuentran los ultimos genes requeridos para la biogénesis
flagelar y su transcripcion depende del factor sigma 28. Evidencia obtenida por
Poggio y colaboradores en el 2005, permitié concluir que fliC (flagelina), fliD y fliS

son expresados en este nivel de la jerarquia transcripcional.

1.4 Arreglo genético de los operones putativos flhA y flgA

En el operdn flhA se localiza el gen fIhA seguido corriente abajo por los genes flhF
y fliA. La funcion de FIhF es aun desconocida, fliA codifica para el factor sigma 28
(regulador positivo de la transcripcion de los genes flagelares clase IV) y FIhA
forma parte del aparato de exportacion. En el operdon flgA se encuentran dos
marcos de lectura sin funcién conocida (RSP0035 y RSP6086) seguidos por los
genes flgA, flgM y otro marco de lectura abierto (RSP6087) de funcion a la fecha
desconocida. FIgA esta involucrado en la formacion del anillo P, mientras que
FIgM es el factor anti-sigma 28. A los promotores de estos posible operones se les
asigno el nombre pflhA y pflgA que corresponde al gen mas cercano con funcion

conocida al promotor (Fig. 1.4).



1.5 Modelo de regulacién de la transcripciéon mediada por la holoenzima Eo™

La transcripcién de los promotores dependientes de ¢ ocurre cuando la
holoenzima junto con 0** (Ec®*) 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)®, esta estructura es
usada por Ec® para establecer las interacciones que previenen la separacion de
las dos hebras del DNA en ausencia de activaciéon. El paso de complejo cerrado a
abierto requiere de la presencia de un activador especializado usualmente
conocido como, EPB®°. Los activadores de Ec®*, o EBPs, se unen usualmente a
secuencias localizadas generalmente 150 pb corriente arriba del promotor; esta
region del DNA se conoce como enhancer o UAS (upstream activating sequence).
El contacto entre el activador y Ec>* ocurre mediante la formacién de un asa en el
DNA (Fig.1.5). En algunos



-

A
l EBPs
RNAP
I ffffff’.’IIII!!!!!!’IIIII!!!!!%Jffff‘
OLIGOMERO 24 12
B RNAP
5
_ IIITISI LTS S
IHF g
P4
SIS SIS TFTIFT T IAS
ATP
C
ADP+Pi N1
2
Frrd . | . i
f/fffff
et 24 12
ﬁ
’ F
Frr
ELL P I IV rrrss

Fig. 1.5 Representacion esquematica de la transcripcion de promotores dependientes de o™
por proteinas activadoras (EBPs). A. o™ se une a las secuencias promotoras ubicadas alrededor
de las posiciones —24 y -12 con respecto al sitio de inicio de la transcripcién y junto con el nucleo
catalitico de la RNA polimerasa (Eo ) 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 (Eo -promotor) a través de la
formacién de un asa de DNA. La proteina IHF en algunos promotores, ayuda a doblar el DNA. C.
La hidrdlisis de ATP del dominio activador AAA+ de la EPB se acopla al complejo cerrado
permitiendo la transicion a complejo abierto; las hebras de DNA se separan y se da el inicio de la
transcripcion.

promotores la formacion de esta asa es favorecida por la presencia de proteinas
como IHF (factor de integracién del huésped) la cual facilita el doblamiento del

DNA en 160° y en algunos promotores, el reclutamiento de Ea® *'. En el complejo

54

cerrado, Ec” contacta predominantemente una sola cara de la doble hélice,



recientemente, se reporté que la EBP interactua con la holoenzima sobre la cara

opuesta a esta (Fig.1.5) *2.

En este trabajo nos planteamos como objetivo el delimitar el sitio de unidon 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 llevd a cabo un mapeo por delecion de cada una de estas regiones
promotoras fusionadas al gen reportero uidA, el cual codifica para la enzima [3-
glucuronidasa. Asimismo, se llevaron a cabo experimentos de proteccion, con el
fin de detectar la zona del DNA que pudiera ser protegida de la metilacion por
DMS debido a la union del complejo FleQ/FleT.



1.6 Hipotesis

Los promotores divergentes pflhA y pflgA comparten secuencias regulatorias en el
sito de union 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 regidon necesaria para la activacion de los promotores divergentes
pflhA'y pflgA.

2. ldentificar la regidon necesaria para la activacion de los promotores pfigB y
pflgG.

3. ldentificar la posible zona de unién del complejo FleQ/FleT, mediante ensayos

de proteccion.

4. Analizar computacionalmente las secuencias de las regiones identificadas en
los puntos anteriores con el propésito de determinar una posible secuencia

consenso.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Técnicas utilizadas para hacer las construcciones de las diferentes

fusiones transcripcionales con el gen reportero uidA (B-glucuronidasa )

Para delimitar los posibles sitios de union del complejo activador FleQ/FleT
tanto en los promotores divergentes pflhA y pflgA como en pfigB y pflgG, se
amplificaron por PCR diferentes fragmentos que delimitan la posible regién
blanco de los activadores. Los productos de amplificacién fueron clonados en el
vector pTZ19R y subclonados en el vector denominado pBBMCSS53, el cual
tiene clonado el gen reportero uidA (B-glucuronidasa). Posteriormente dichos
plasmidos fueron transferidos por conjugacién a la cepa tipo silvestre de R.
sphaeroides (WS8) asi como a las cepas SP12 y SP13. A las cepas
exconjugantes obtenidas se les hicieron ensayos de actividad de -
glucuronidasa utilizando como sustrato el 4—metil umbeliferil- f —D-glucuronido.
De cada cepa se obtuvieron tres extractos a los cuales se les midio la actividad
de B -glucuronidasa. A continuacién se describen cada uno de los materiales y

los métodos utilizados.

2.1.1 Cepas, plasmidos y condiciones de crecimiento

Tanto los plasmidos como las cepas de E. coli y de R. sphaeroides se
encuentran descritos en la Tabla 2.1. R. sphaeroides fue crecido en medio
minimo %3, en agitacion 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 agitaciéon constante de 200 rpm. Los antibidticos y las concentraciones
utilizadas fueron: para R. sphaeroides 50 pg/ml de espectinomicina; 25 ug/ml
de kanamicina; 1 pg/ml de tetraciclina; 5 pg/ml de gentamicina para E. coli, y
100 pg/ml de espectinomicina; 50 upg/ml de kanamicina; 15 pg/ml de

tetraciclina; 30 pg/ml de gentamicina; 100 ug/ml de ampicilina.

2.1.2 Extraccion de DNA cromosomal de R. sphaeroides (WS8).
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Se dejo un cultivo de R. sphaeroides en 10 ml de medio minimo creciendo toda
la noche; al dia siguiente se centrifugd a temperatura ambiente a 4000 rpm por
12 min y se resuspendiéo en 1 ml de buffer TE (pH 8.0), posteriormente se
afiadié 60 ul de SDS al 10%, 50 ul de proteinasa K (20ug/ml) y se incub6 toda
la noche a 37°C. Al dia siguiente se transfirieron entre 0.6 y 0.7ml a un tubo
eppendorf de 1.5 ml y se anadieron 0.25 ml de fenol y 0.25 ml de cloroformo,
seguidos por una agitacion constante sin vortex de 5 min, hasta formar una
emulsion de color blanca. Posteriormente se centrifugdé a 14000 rpm por 5 min
(este procedimiento se repitid de 2 a 3 veces hasta obtener una fase acuosa
transparente). Esta fase acuosa se precipité afadiendo 1/10 del volumen de
acetato de sodio 3M y un volumen de isopropanol. La hebra de DNA que se
formd, se tomd con una pipeta Pasteur y se lavo con etanol al 70%. Se dejé
secar a temperatura ambiente hasta que el DNA se torné translucido y se
resuspendid en 200 ul de agua desionizada estéril. Se cuantificé en el

espectofotdmetro a una D.O de 260 nm.

2.1.3 Preparacién de células competentes

Este protocolo se utilizé 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 incubd en agitacién constante de 200 rpm a 37°C por 2h
aprox. hasta alcanzar una D.O.g00nm= 0.6. Luego se colocd en hielo por 10 min
y se centrifugd a 4°C (4000 rpm) por 5 min. Se elimind el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 5 ml de CaCl, (100mM) por 20 min. Luego se
centrifugaron nuevamente a 4°C (4000 rpm) por 5 min y se resuspendieron en
0.7 ml de CaCl, y se dejaron en hielo toda la noche, para su utilizacion al dia

siguiente.

2.1.4 Reaccion 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 utilizo 1ul de DNA Taq polimerasa de alta fidelidad (HiFi)
(invitrogen), 1ng de DNA cromosomal o DNA plasmidico, 10ul de buffer 10X sin
Mg**, 4ul de MgSO, (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

descripcion de los mismos en cada construccion se describen en la Tabla 2.2.

2.1.5 Extraccion de plasmidos

Los plasmidos utilizados para las clonaciones fueron extraidos utilizando el

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

2.1.6 Clonacion (Restriccion y ligacion)

Todos las regiones de DNA amplificadas para hacer las fusiones
transcripcionales fueron clonadas incialmente en pTZ19R y subclonadas en
pBBMCS53. Tanto los plasmidos como los productos de PCR fueron digeridos
con EcoRIl y Xbal (invitrogen) para su posterior ligacion con T4 ligasa. Las
enzimas de restriccion al igual que la T4 ligasa se utilizaron de acuerdo a las
recomendaciones incluidas en el producto. La mayoria de los plasmidos fueron
secuenciados utilizando el estuche de termosecuencia (Amersham) sobre la

cadena sencilla de DNA.

2.1.7 Transformacion
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Los productos de ligacidon obtenidos fueron transformados en células
competentes preparadas previamente de acuerdo al protocolo que se describe

a continuacion.

Se adicion6 5ul del producto de ligacion a 200ul de células competentes (las
cuales estan en hielo), se mezclé suavemente y se dejé 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 agregd 1 ml de medio LB y se
dejo 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 antibiotico requeridas.

2.1.8 Tamizaje de las clonaciones

Los plasmidos de las colonias obtenidas en los diferentes medios de seleccion
fueron extraidos por la técnica descrita anteriormente, para ser posteriormente
digeridos con las enzimas de restriccion correspondientes, en el caso de las
fusiones transcripcionales se hicieron restricciones con EcoRI y Xbal, 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 pg/ml de
kanamicina) transformadas con las diferentes fusiones en pBBMCS53. La cepa
silvestre, WS8 y las cepas SP12 y SP13. Al dia 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. coliy 10 ml de medio minimo para las ultimas. Se dejaron a 37°C y 30°C
respectivamente en agitacion constante de 200 rpm hasta alcanzar Agoonm=0.5

posteriormente se puso 1ml de cada cultivo en tubos eppendorfs de 1.5 ml y se



17

centrifugaron 3 min a 6000 rpm. Se retiro el sobrenadante de cada tubo y se
homogenizo suavemente en 500 ul de medio LB; se centrifugd nuevamente en
las mismas condiciones, se elimind 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 centrifugd y el producto obtenido fue
resuspendido en 50 ul de medio LB para ser posteriormente ser transferido a
un soporte solido (sobre una membrana de nitrocelulosa estéril, colocada sobre
una caja de LB) e incubado toda la noche a 30 C. La mezcla de conjugacion, se
resuspendié en 500 ul de LB y 100 ul fueron plateados en cajas de LB con los
correspondientes antibioticos. Las cajas de agar con las células se incubaron a
30°C aprox por 72h.

2.10 Determinacion del fenotipo en cajas de nado y mediante observaciéon

en el microscopio 6ptico.

Tanto las colonias de la cepa silvestre WS8, SP13/fleQA::kan obtenidas de las
conjugaciones con las diferentes fusiones transcripcionales como las colonias
obtenidas de la mutante WSB8/fIhA,fIgA::hindlll::aad fueron crecidas en 10 ml de
medio minimo en presencia de los antibiticos apropiados, hasta alcanzar Aggo
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 inoculé 1ul de cada cultivo en cajas
preparadas con medio minimo y agar al 0.21%. Se determiné 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 inoculacién de 20
mm de diametro aprox, esto puede variar dependiendo de la concentracién y
del tiempo de incubacion, pero se diferencia claramente de las células que no
nadan ya que en estas no se observa un halo de desplazamiento sino

acumulacion celular en un punto fijo.

2.1.11 Ensayos de B-glucuronidasa
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De la conjugacion de R. sphaeroides con las diferentes fusiones
transcripcionales en el plasmido pBBMCSS53 se escogieron las colonias que
nadaban después de ser observadas en cajas de nado y al microscopio optico.
Posteriormente se crecieron en medio minimo hasta alcanzar Ago entre 0.5 y
0.6. Se tomd6 1ml de cada cultivo, se centrifugé a 14000 rpm, se eliminé el
sobranadante y el paquete celular se resuspendié en 300ul de buffer de
extraccion (50 mM Na;HPO4 pH7.0, 10 mM 8 mercaptoetanol, 10 mM EDTA,
0.1% triton X-100) estos extractos se congelaron inmediatamente en hielo
seco para su posterior sonicacion. 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 extraccion en presencia del substrato de la enzima. Las
condiciones de reaccion han sido descritas previamente por Jefferson y

°  Para finalizar la reaccién, 100 ul de las muestras se

colaboradores
mezclaron con 0.9 ml de buffer de paro (0.2 M Na,CO3) a 10, 20 y 30 min. La
fluorescencia de las muestras se determiné utilizando una onda de excitacion
de 360nm y de emision de 446nm). El fluorometro fue calibrado con una curva
hecha previamente utilizando 4-methyl-umbelliferona. El contenido de proteina
fue determinado utilizando el reactivo de Bradford adquirido de forma comercial
(BioRad protein assay) el cual utiliza albumina como estandar. Las actividades
son expresadas como pmoles de 4-methyl-umbelliferona formada por minuto

por miligramo de proteina.

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

Inicialmente se clon6 en pTZ19R una secuencia de DNA de 1514pb
(flanqueada con sitios EcCoRI en ambos extremos), que contenia 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 construccion por medio
mutagénesis dirigida se le insertd la secuencia (AGCTT), 64pb corriente abajo

de la caja -12 de pflhA. La insercidén de esta secuencia genera un sitio Hindlll,
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el cual seria utilizado posteriormente para insertar el casete aadA de
resistencia a espectinomicina (2083 pb), el cual contiene en sus dos extremos
el sitio Hindlll. Posterior a la insercién 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 plasmido suicida pJQ200mp18. Este
ultimo plasmido fue introducido a la cepa WS8 y las cepas en las cuales ocurrio
un evento de doble recombinacion, fueron seccionadas por su fenotipo SpcR
Gm®. El fenotipo de la mutante, denominada, JP1/WS8/pflhA,pflgA::hindlll::aad
se determind por observacion en el microscopio 6ptico y por cajas de nado (Fig
2.2).

fliA flnF flnA RSP0035 RSP06086 flgA  flgM  RSP6087
N
EKEK ) S S— —
Vv
50pb
Hindill
| 867 pb 647pb |
| 5| ]
EcoRlI EcoRlI
2083 pb
[ ]
HindIl Hindll
| 3597p |
[ H [1 ]
EcoRI EcoRI
co Hindlll Hindll co

Fig.2.1. Disefio de la mutante PJ1. Insercién 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 °" utilizando como templado la cadena sencilla de DNA conteniendo

uracilo. El oligonucledtido 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
contenian el plasmido BBMCS53/pmotA) en 15 ml medio minimo con sus
correspondientes antibidticos, hasta alcanzar una densidad Optica Agpp=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 rapidamente en tubos corex de 30 ml a
4°C, 10,000 rpm por 2 min con el fin de colectar las células. La extraccion del
plasmido se hizo por medio de la técnica de lisis alcalina, utilizando el estuche
“‘mini Kit” de purificacion de plasmidos de (Qiagen). EI DNA obtenido se
precipitd con 1/10 del vol de AcNa (3M) y 3 volumenes de EtOH (100%). El
plasmido precipitado se resuspendié en 50 ul de piperidina (20%), luego se
calenté 30 min a 90°C EI DNA cortado se paso a través de una columna de
cromatografia (Sephadex G-50). Se marcaron oligonucleétidos en el extremo 5°
con la enzima poli nucledtido kinasa T4 y ATP marcado radioactivamente [5>%"]
[3000 Ci (111000 Bq) nmol™]. Estos oligonucledtido fueron utilizados para una
reaccion de extensién (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
Mg**, 3ul de MgCl, (1.5 mM final) y 0.5 ul de Taq polimerasa, todo en
volumenes finales de 50 ul. La reaccion se hizo por 15 ciclos y se le adiciono 5
ul de buffer de paro que contenia urea 8 M. Se tomaron 5 ul de la reaccién de
PCR y se corrieron para su analisis en geles de secuencia. Los primers

utilizados para esta reaccion se encuentran en la tabla 2.1.

2.2.4 Busqueda de motivos por analisis computacionales
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Las secuencias utilizadas para la busqueda de motivos en el programa de
algoritmos MEME se encuentran en la tabla 3.2. EI mejor motivo identificado
fue transformado en una secuencia de reconocimiento degenerada y junto con
la secuencia consenso de 5 se utilizd para llevar a cabo una busqueda en el
genoma completo de R. sphaeroides utilizando el programa de busqueda de
patrones en el DNA (DNA-pattern) que es una herramienta de sitio llamado
Analisis de Secuencias Regulatoria (RSA). La busqueda 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]N*>*GGCAN>*TTGC[AC].

Tabla 2.1
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Cepas, vector o plasmido

Descripcion o Genotipo

Origen o referencia

Ws8

JP1

SP13
SP12
JM103
S17-1

JPS17-1
TOP 10

LMG174
pTZ19R

JPpTZ1
pJQ200mp18

pBBMCS53 GmR
pBfliop

pBflgAp

pBflgAp1

pBflgAp2

pBflgAp3

pBflgAp4

pBflgAp5

pBflgAp6

pBflgAp7

pBflgAp8

pBflgAp9

Cepa silvestre

Derivado de WS8/flhA,flgA::hindlll::aad

Derivado de WS8/fleQA::kan
Derivado de WS8/fleTA:: aad

hsdR4 A(lac-pro) F’ traD36 proAB
laclgZAM15

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

S17/pJQ200mp18/ flhA,figA::Hindlll:: aad

Cepa de clonacion

Alacx74galE thi rpsL AphoA (Pvull)Aara714
leu::Tn10
Vector de clonacion, ApR; pUC

pTZ19R/ fIhA,figA::Hindlll::aad

Vector suicida movilizable
Vector de fusion transcripcional uidA
pBBMCS53/ fliOp-uidA

pBBMCS53 /flgAp-uidA va de la posicion -
288 a la +270 de pfigA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posicion -228 a la +270 de
pfigA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp
uidA va de la posicién -158 a la +270 de
pfigA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posicion -99 a la +270 de pfigA

Derivado de la fusion pBBMCS53/figAp-
uidA va de la posicion -51 a la +270 de pfigA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posicion -288 a la +23 de pflgA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posicién -288 a la +139 de
pflgA

Derivado de la fusion pBBMCS53/figAp-
uidA va de la posicion -288 a la +217de
pflgA

Derivado de la fusion pBBMCS53/figAp-
uidA va de la posicion -99 a la +139 de pfigA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp-
uidA va de la posicion -99 a la +23 de pflgA

(Sockett y colaboradores.,
1990)

Este trabajo

(Poggio y colaboradores.,
2005)

Poggio y colaboradores.,
2005)

(Ausubel y colaboradores.,
1987)

(Simon y colaboradores.,
1983)

Este trabajo

Invitrogen
Invitrogen
Pharmacia

Este trabajo Este trabajo

(Quandt and Hynes, 1993)

(Girard y colaboradores.,
2000)
(Poggio y colaboradores.,
2002)
(Poggio y colaboradores.,
2005)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo



pBflgAp10

pBflgAp11

pBflnAp

PBflhAp1

PBflhAp2

PBflhAp3

PBflhAp4

PBflhAp5

PBflhAp6

PBflhAp7

PBflhAp8

PBflhAp9

pBfihAp10

pBflhAp11

pBflgB

pBflgB1

pBflgB2

pBflgG

pBflgG1

pBflgG 2

pBmotA

pBBMCS53/figAp-uidA::Hindlll::aad
derivado de la fusion pBBMCS53/flgAp-uidA

pBBMCS53/flgAp-uidA::Hindlll derivado de la
fusion pBBMCS53/flgAp-uidA

pBBMCS53/ flhAp-uidA va de la posicion -349
ala +209 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -147 a la +209 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -85 a la +209 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -50 a la +209 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -18a la +209 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicién -349 a la +149 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -349 a la +80 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -349 a la +23 de pflhA

Derivado de la fusién pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -219 a la +23 de pflhA

Derivado de la fusion pBBMCS53/flhAp-
uidA va de la posicion -70 a la +23 de pflhA

pBBMCS53/flhAp-uidA::Hindlll::aad derivado
de la fusion pBBMCS53/flhAp-uidA

pBBMCS53/flhAp-uidA::Hindll derivado de la
fusion pBBMCS53/flhAp-uidA

pBBMCSS53/ flgBp-uidA va de la posicion -378
a la +225 de pfigB

pBBMCSS53/ flgBp-uidA va de la posicion -222
ala +225 de pfigB

pBBMCSS53/ flgBp-uidA va de la posicion -125
a la +225 de pfigB

pBBMCSS53/ flgG-uidA va de la posicion -347
ala +274 de pflgG

pBBMCSS53/ flgG-uidA va de la posicién -180
ala +274 de pflgG

pBBMCSS53/ flgG-uidA va de la posicion -99
ala +274 de pflgG

pBBMCS53/ motA-uidA va de la posicidn -422
a la +297 de pmotA
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Este trabajo

Este trabajo

(Poggio y colaboradores.,

2005)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Poggio y colaboradores.,
2005)

Este trabajo

Este trabajo

(Poggio y colaboradores.,
2005)

Este trabajo

Este trabajo

(Poggio y colaboradores.,
2005)

Tabla 2.2
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Nombre Secuencia del primer u;::lznaiirc?s Construcciones
A "GGGAATTCATGTTGCCCACGAAGAAGAG AyB pBflhAp
B "GCTCTAGACCAAAGCCGATGCCGGTCAC AyB pBflhAp
C "GCTCTAGAAAGGCGGACGGAGGGCGGACGG AyC pBflnAp1
D " GCTCTAGACGGGGTGCAAGCGCCGTGCCAG AyD pBflnAp2
E "GCTCTAGATGCCTCGGGGGCCGGACGGGGC AyE pBflnAp3
F "GCTCTAGACCGCTGGCACGGCGCTTGCAGCG AyF pBflnAp4
G "GGGAATTCACCACGGCGAGGATGCCCAGCG ByG pBflnAp5
H "GGGAATTCACGGCGCTCATCCGTGAAACTC ByH pBflnAp6

"GGGAATTCGGGTCGTTGCTGCGCCTCACGC Byl pBflnAp7
lyD pBflhAp8
J "GCTCTAGAGTCGGCGGGCAGCGCATCGAC lyJ pBflnAp9
AyB pBflhAp10
AyB pBflhAp11
K "GCTCTAGAATGTTGCCCACGAAGAAGAG KyL pBfigAp
L "GGGAATTCCCAAAGCCGATGCCGGTCAC KyL pBflgAp
M "GCTCTAGAACCACGGCGAGGATGCCCAGC LyM pBflgAp1
N "GCTCTAGACGGCGCTCATCCGTGAAACTCG LyN pBflgAp2
N "GCTCTAGATCGTTGCTGCGCCTCCCCGCTG LyKN pBfigAp3
o) "GCTCTAGACCGGCCCCGTCCCGCCCCCGA LyO pBfigAp4
P " GGGAATTCAGCGCAGGTCTCGGCCAGCGGG KyP pBfigAp5
Q 5" GGGAATTCTCGGCGGGCAGCGCATCGACC KyQ pBflgAp6
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R 5" GGGAATTCCTTCGGCCTGCGCTCCGCCCGT KyR pBflgAp7

QyN pBflgAp8

NyO pBflgAp9

KyL pBflgAp10
S 5" GGGAATTCATCCCGTCATCCGTTCCTCCT SyT pBflgB
T 5" GCTCTAGAGGTTCCTCCTCGGCATCCTC SyT pBflgB
u 5" GGGAATTCTGGTGCGCAGCGTGCCGTTGC UyV pBflgB1
\Y 5" GCTCTAGACGCAGGAGCGCGATCCGGGCG UyV pBflgB1
W 5"GCTCTAGAGGTCCAGAGGCYCGAGAAGCG Uyw pBflgB2
X 5" GGGAATTCGACATGCATCGCATTGGT XyY pBflgG1
Y 5" GCTCTAGAACGAGACGGGCCGCATCCTC XyY pBflgG1
z 5" GGGAATTCCTTTTCCGTCGAGACGACGCG Zy A1 pBflgG2
A1 5" GCTCTAGACGCGTGCTGCAGGGCGTGCTC Zy A1 pBflgG2
B1 5" GCTCTAGATTCGAGCTCAACCTCCGCATG ZyB1 pBflgG3
C1 5" GGGAATTCCGAGCCCGTCGCCGATCGAGAG C1yD1 JPS17-1
D1 5" GGGAATTCGGCGGCCAGAGGCGCGAGGAGG C1yD1 JPS17-1
E1 5" TCCGCCCCCGAGGCAGGAAGCTTCCCCGCGGT JPpTZ1

TCTGGCACGGCG

motA10-243 5 ACGGTGGAAGATCCTCCCGAG

Sitios de restriccion en italicas: GCTCTAGA (Xbal), GGGAATTC (EcoRI), AAGCTT (HindlIl)

Tabla 2.3.

Region




26

Secuencias utilizadas para la busqueda del motivo consenso

>motA GTGGCTTGGCAAGGATCGGTTTCTTCAAGGCAGAACCCGTGGGCAGGCATGCCCC
GCGCAGGACGCCCGAGAGCCGCCGCGACGGGCGGGCGGCGGGCCGAAGCGGAC
GCGACTTAGCCAGAAGATCCGGAGGATACCGCGCCTCTCGATCCGCT TTGCA

>flgG CGACGGCCGGATCCGGGCCGGGGGCGAGCCCCTGCCGYCGCCCGACCAGCGCG
CCCGCGTGCTGCAGGGCGTGCTCGAGGGCTCGAACGTCAATACGATGGAGGAGCT
CGTCTCCTCGATCGAACTGCAGCGCACCTTCGAGCTCAACCTCCGCATGATC

>figB GCAGGAGCGCGATCCGGGCGGCGAGCAACGCGCGTCGGGCCGGACCGGGGGLG
GCCGCGGCATGGAGGGCTTCGAGACGCGCGAGGCCCTCCCTCCGGTCCAGAGGC
TCGAGAAGCGCCAGCACGGCGCGCGCGGCCGCGTCGAGCGLGG

>fliO GGCGACCCGCTCGACGTGCTGGTGAACGGCACCCCCATCGCCAAGGGCGAGGTG
GTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAGCCCGAGA
AGCGCGCCGAAAGCCTCTGACGCGGGCGGATCCTCATGCGGGCGGC ACCAT

>flgA TCCGCCCTCCGTCCGCCTTGCCGGACTGGTCCTGCCGATGCTCGCAGCCTGCGCG
CCGGGGCCGCGCGCGGTCGATGCGCTGCCCGCCGACGCGGGLCCCCCGLGTGGC
CGAGCTTGCGCGGATGAAGGATGCCAACGACAGGCTCGACGGGCGGAGCGCA

Regién Secuencias que contienen la regiéon enhancer de acuerdo a los experimentos de

mapeo por delecion

>fliO GGTGGTGATGGTGGGCGAGCGGTTCGGCATCCGCTTCGGCCAGATCATCGAG
CCCGAGAAGCGCG

>motA GCAAGGATCGGTTTCTTCAAGGCAGAACCCGTGGGCAGGCATGCCCCGCGC

>flgG* CGCGTGCTGCAGGGCGTGCTCGAGGGCTCGAACGTCAATACGATGGAGGAGC
TCGTCTCCTCGATCGAACTGCAGCGCACCT

>flgB* CGCAGGAGCGCGATCCGGGCGGCGAGCAACGCGCGTCGGGCCGGACCGGGGGC
GGCCGCGGCATGGAGGGCTTCGAGACGCGCGAGGCCCTCCCTCCG

>flgA* TGCCGGACTGGTCCTGCCGATGCTCGCAGCCTGCGCGCCGGGGCCGCGLGLG

>flhA*

GTCGATGCGCTGCCCGCCGACGCGGGCCCCCGCGTGGCCGAGCTTGCGCGGATG
AAGGATGCCAACGACAGGCTCGACGGGCGGAGCGCAGGCCGAAGCGCGGGCCTC
ATCGCGGTGACGCCGAAGCCGCTCGTGACCGGCATCGGATTTG

ACCACGGCGAGGATGCCCAGCGGCAGCGTCATGCCGCCGAGLCCGLGLGLece
AGCCATCGCGGGCAGCGAC

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

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

Por medio de analisis de secuencia hechos previamente en el laboratorio del
genoma de Rhodobacter sphaeroides, se identificaron los promotores
divergentes flagelares clase lll, pflhA y pfigA los cuales flanquean dos posibles
operones. Posteriormente, se midieron las actividades (Ensayos de -
glucuronidasa) de las fusiones transcripcionales hechas previamente en el
laboratorio con el gen reportero "uidA correspondientes a las regiones que van
desde la posicidn -349 a la +209 para pflhA y de la posicion -288 a la +270 para
pflgA tomando como punto de referencia la caja -12 “®). Las actividades de B-
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 tom6 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. 3.1y 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 ultimo
resultado confirma reportes previos en los que se muestra que estos dos

promotores son dependientes de FleQ para su expresion (Fig. 3.1y 3.2) %,

3.2 Delimitacion del sitio de unién del complejo activador FleQ/FleT en
pflhA y pflgA

Con el objeto de identificar los sitios de union de las proteinas activadoras
FleQ/FleT se realizaron diferentes fusiones transcripcionales con regiones que
incluian 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 B-glucuronidasa fue

determinada.
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Se inicié con el analisis de las regiones corriente arriba de los promotores ya
que segun lo reportado en la literatura la mayoria de estas proteinas
activadoras unen al DNA generalmente entre 100 y 250 pb corriente arriba de
su promotor blanco. Las fusiones transcripcionales se disefiaron tomando como
base la construccion inicial de cada promotor con actividad del 100%. Las
cuales van de la posicion -349 a la +209 para pflhA y de la posicion -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 posicion +1), y de la posicion -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 disminucion de la actividad a niveles moderados,
se decidi6 disenar fusiones que eliminaran regiones de DNA ubicadas corriente
abajo de los promotores con el fin de determinar si otras regiones aledafias al
promotor pudieran alterar el nivel de activacion transcripcional de forma
evidente (Fig 3.1y 3.2).

Al igual que para las fusiones anteriores, para las fusiones corriente abajo se
tomod 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 region entre la posicidon +23 y +149, la
cual contiene elementos importantes para la activacion por el complejo
FleQ/FleT. El 53% de actividad obtenido con la fusion que va desde la posicidon
+80 no permitid delimitar mas esta regidn ya que parece ser que entre la
posicion +149 y +80 hay elementos importantes y necesarios para obtener una
actividad cercana al 100%.
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fliA flnF flhA RSP0035 RSP6086 flgA figM  RSP6087
N | — |

Actividades de B-glucuronidasa %
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Fig. 3.1 Disefo 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 pfigA (rayas diagonales color gris), direccion de la transcripcion (flechas negras), posible zona de unién del complejo activador
FleQ/FleT (rayas diagonales color verde), gen reportero de B-glucuronidasa (caja de color gris). Las distancias corriente arriba y abajo que aparecen en cada
fusion 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 construccion. casete aad de resistencia a espectinomicina (color azul), sitio Hindlll (ralla de color azul).Las fusiones que no incluyen las posibles
regiones de unidén del complejo activador FleQ/FleT van de la posicién +23 a -219 y de la posicién +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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fliA flnF flnA RSP0035  RSP6086 flgA flgM  RSP6087
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Fig. 3.2 Diseino y porcentaje de las actividades de fusiones transcripcionales del promotor pflgA. Cajas -24, -12 de pfigA (azul), cajas -24, -12 pflhA
(negro), 53 pb entre pflhA y pfigA (rayas diagonales color gris), direccion de la transcripcion (flechas negras), posible zona de unién del complejo activador
FleQ/FleT (rayas diagonales color rosa), gen reportero de 3-glucuronidasa (caja de color gris). Las distancias corriente arriba y abajo que aparecen en cada
fusion se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pflgA, casete aad de resistencia a espectinomicina (color azul), sitio Hindlll(ralla de color
azul).Las fusiones que no incluyen las posibles regiones de unién del complejo activador FleQ/FleT van de la posicion +139 a -99 y de la posicion +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 construccion.
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En el promotor pfigA se hicieron fusiones cuyo extremo 3" corriente abajo del
promotor se encuentra en la posicion +217, +139 y +23. Los porcentajes

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

una posible zona de interaccién del complejo FleQ/FleT entre la posicion +270
y +139. El 46% de actividad de la fusion que va desde la posicién +217 nos
indica que hay elementos importantes entre la posicion +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 union de proteinas activadoras.

En el analisis 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 observd que en estas construcciones no esta
presente el posible sitio de unién del complejo activador FleQ/FleT del promotor
contralateral, en comparacion con las construcciones que presentaron
actividades del 92%(pflgA), el 95%(pflhA) y 100%(pflgA y pflhA), donde se
encuentran los posibles sitios de union del complejo activador FleQ/FleT de
ambos promotores (Fig 3.3.1 y 3.3.2). Este hecho, sugiri6 una probable

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

Con el fin de determinar la actividad minima que se presenta en estas regiones
promotoras se realizaron dos construcciones adicionales que van de la posicion
+23 ala -70 para pflhA y de la posicion +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 podria
ocurrir en ausencia de activacion, o quizd mediante activacién en solucion (Fig
3.1y 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 unién del complejo activador FleQ/FleT
de pflhA (rayas diagonales color verde), posible zona de unién del complejo activador
FleQ/FleT del promotor contralateral pflgA (rayas diagonales color rosa), Las fusiones de
actividad moderada van de la posicion -147 a +209, -85 a +209, -50 a +209, -18 a +209.

SP0035 RSP6086 flgA flgM  RSP6087
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100,
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Fig 3.3.2 Fusiones transcripcionales de actividad moderada de pflgA que no tienen el
elemento regulatorio contralateral. Posible zona de unién del complejo activador FleQ/FleT
de pflgA (rayas diagonales color rosa), posible zona de unién del complejo activador FleQ/FleT
del promotor contralateral pflgA (rayas diagonales color verde), Las fusiones de actividad
moderada van de la posicion -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 decidié analizar si una insercién de
2083 pb entre los promotores afectaba la expresion del gen reportero. Como se
muestra en la figura 3.1 y 3.2, las actividades de B-glucuronidasa fueron de
14% para pflhA'y de 17% para pflgA. De estos resultados se puede concluir
que la insercién del casete afectd la expresion del gen reportero mas alla de lo
esperado (30% de reduccion en caso de eliminar la activacion mediada por la
UAS del promotor contralateral). Es posible que la insercion del fragmento haya
alterado la topologia general del plasmido y en consecuencia la activacion
mediada por las EBPs. De acuerdo con esta posibilidad, el fenotipo de la
mutante que lleva esta insercidon en el cromosoma, no mostro fenotipo aparente

(ver siguiente seccion).

Finalmente se determiné 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 insercidon se realizdé con el fin de
contar con un sitio de restriccion en esta zona que permitiera la clonacién del
casete de resistencia (ver material métodos). Los porcentajes de actividad

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

3.5 Determinacion del fenotipo de una mutante derivada de la cepa
silvestre WS8, que lleva una insercién de un casete de espectinomicina

entre las 53 pb que separan los promotores divergentes pflhA y pflgA.

Para evaluar la probable corregulaciéon de las UAS de pflhA y pflgA y el efecto
bioldégico que producirian los cambios en la arquitectura de la regién de 53 pb,
se decidio 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 recombinacion.
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El fenotipo observado tanto en el microscopio 6ptico como en cajas de nado
(swarm) no presenté diferencia con respecto a al fenotipo de la cepa silvestre
(Fig 3.5).

Fig. 3.5. Determinacion del fenotipo de nado de la mutante
JP1/WS8/fIhA flgA::hindlll::aad en cajas de agar semisélido. El tiempo de incubacion fue
de 72 h a 30° C en oscuridad.

3.6 Determinacion del posible sitio de unién 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 union 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 pfigB y de la
+225 a la -347 para pflgG tomando como punto de referencia la caja -12 13,
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 limites corriente arriba se ubicaron en las posiciones -222
y -125 para pfigB y en -180 y -99 para pflgG, los porcentajes de actividad
obtenidos fueron del 96% y 2% para pfigB y del 94% y 2% para pflgG. Estos
porcentajes de actividad permitieron delimitar posibles regiones de unién del
complejo activador FleQ/FleT de la posicion -222 a la -125 para flgB y de la
posicion -180 a la-99 para pflgG (Fig 3.6.1.1y 3.6.1.2).
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Fig. 3.6.1.1 Disefo y porcentaje de actividades de las fusiones transcripcionales del promotor flgB. Cajas -24,-12 del promotor flgB (azul), posible sitio
de union del activador (rayas diagonales color rosa), direccién de la transcripcion (flechas), gen reportero de 3-glucuronidasa (cajas color gris), Las distancias
corriente arriba y abajo que aparecen en cada fusién se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pfigB, El porcentaje de las actividades se
representa con barras de color gris, al frente de cada construccién.
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Fig. 3.6.1.2 Disefio y porcentaje de actividades de las fusiones transcripcionales del promotor flgG. Cajas -24,-12 del promotor flgG (diagonales en
color azul), posible sitio de unién del activador (rayas diagonales color rosa), direcciéon de la transcripcion (flechas), gen reportero de $-glucuronidasa (cajas
color gris), las distancias corriente arriba y abajo que aparecen en cada fusién se dieron tomando como punto de referencia la caja -12 de pfigG, el
porcentaje de las actividades se representa con barras de color gris, al frente de cada construccion.
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3.7 Footprinting in vivo de la cadena antisentido del promotor pmotA

Con el proposito de revelar la huella del complejo FleQ/FleT en los promotores
flagelares clase Il mediante ensayos de proteccion, en el laboratorio previamente,
se habian realizado diversos ensayos in vitro que no fueron éxitosos. Por lo tanto,
se realizaron ensayos de proteccion in vivo de varios promotores flagelares (pflgG,
pflgB, fliO) que incluyen a pmotA, este fue el unico promotor donde se observo
una zona franca de proteccion. Los ensayos de proteccion del promotor pmotA
(plasmido pBBMCS53/ motA-uidA) se realizaron, tanto en la cadena sentido como
en la cadena antisentido, utilizando plasmidos aislados de las cepas WS8, SP12
(tiene una delecién de fleT) y SP13 (tiene una delecion de fleQ y como
consecuencia la expresion de fleT es practicamente abolida). A continuacién, se
describen los resultados de los experimentos de proteccion de la cadena
antisentido (producto de este trabajo) (Fig 3.7), asi como los relativos a la
proteccion de la cadena sentido (los cuales fueron obtenidos previamente en el

laboratorio).

La comparaciéon de los patrones de metilacion del plasmido 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, -
161y -174. A diferencia de la cadena antisentido donde solo se pudo detectar una
sola base hiperreactiva en la posicion -151. Con el fin de corroborar que los
cambios en el patréon de metilacion de pmotA se debieron a la union del complejo
FleT/FleQ, se hicieron los mismos experimentos utilizando el plasmido proveniente
de la cepa SP12 (tiene deletado fleT). Al comparar el patron de metilacion del
plasmido obtenido de la cepa WSS, con el patrén de metilacion del plasmido de la
cepa SP12 se encontraron los mismos cambios de reactividad, de igual forma
ocurriéo cuando se compararon los patrones de metilacion de la cepa WS8 con la
cepa SP13. Esto sugiere que el patron de proteccién observado en la cepa WS8
se debe a la unién del complejo activador FleQ/FleT. De forma interesante las
posiciones -160, -161 y -174 aparecen como posiciones protegidas en el plasmido
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extraido de SP12, cuando se compara con el patron de protecciéon del plasmido

extraido de SP13, indicando que FleQ podria unirse por si solo a esta regidn

cuando FleT no esta presente.
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Fig 3.7 Proteccidn in vivo a la metilacion con DMS del pmotA. El patrén de metilacion in vivo de
la regidon regulatoria fue obtenido utilizando el plasmido pBmotA modificado en las cepas WSS,
SP13 y SP12, como se describi6 en materiales y métodos, Las posiciones de proteccion y de
hiperreactividad son representadas por los circulos vacios y llenos, respectivamente. Las
posiciones protegidas en la cepa SP12 estan 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 region 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
region regulatoria obtenida de motA con el primer MotA-243. En la parte inferior de la figura se
encuentra la secuencia de la region protegida y se encuentra subrayado con negro el motivo
identificado por el analisis hecho con el programa MEME.
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3.8 Anadlisis computacionales del sitio de unién 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 utilizé el
programa MEME, para la identificacion de motivos en las regiones previamente
delimitadas con las fusiones transcripcionales. Este analisis permitié identificar un
juego de posibles sitios de unidn que se muestran en la Tabla 3.8, y cuya
ubicacion con respecto al promotor se muestra en la Figura 3.8.2. Con el fin de
facilitar la visualizaciéon de estas secuencias, con ellas se generd la secuencia
LOGO mostrada en la Figura 3.8.1.

Es conveniente remarcar que la region de pmotA que corresponde a este motivo
se sobrepone parcialmente con las bases protegidas que se encontraron en los
ensayos de proteccion (Fig 3.8); por lo tanto, es factible suponer que este motivo

represente el sitio de unién del activador FleQ/FleT.

Fig 3.8.1 Secuencia Logo que representa el sitio de union 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/.
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Tabla 3.8
Nombre del | Inicio | Valor P Sitios
promotor
pflgB 78 4.65e-10 | ctccctecgg TCCACACCCTCCEACGAACGCE ccagcacggc
pflgG 54 2.01e-09 | ggctcgaacg TCAATACCATCCACCACGCT cgtctecteg
pfliO 79 1.36e-08 | ttcggccaga TCATCCACGCCCCACGAACCE cgccgaaagc
pFigA 134 2.5e-07 aaggatgcca ACCACACCCTCCEAC C: gagcgca
pMotA 12 5.62e-07 | catgccecege GCACCACGCCCCACACGCCE ccgcgacggg

Tabla 3.8 Alineamiento de el motivo encontrado en las secuencias de los posibles sitios de
union 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
acidos 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 Representacién de la ocurrencia del motivo dentro de la secuencia. Las cajas azules
representan la localizacién del motivo dentro de la secuencia. El signo + indica que el motivo se
encontré solo en la cadena sentido. La escala a la que se encuentran las secuencias se encuentra
representada por nimeros en la parte inferior. Esta informacién fue obtenida utilizando el programa
MEME (meme@sdsc.edu).

El motivo se encontrd 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 region enhancer de flhA, probablemente por el alto grado de degeneracion del

sitio de unidon. En el motivo identificado en las 5 secuencias no se encontraron
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secuencias repetidas ni palindromes (Fig 3.8.1, tabla 3.8), los cuales son

caracteristicos en los sitios de unién de muchos de los activadores de sigma 54 >°.

Se llevé a cabo una busqueda 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 busqueda de patrones en el DNA (DNA-
pattern), el cual permitio identificar las cinco secuencias flagelares que generaron
el motivo, y ademas, 8 posibles secuencias, de las cuales se descartaron 5, al ser
consideradas falsos positivos; ya que el sitio de inicio de la transcripcion estaba
muy lejos de la regidn promotora o porque el gen corriente abajo del promotor no
era el primer gen del operon. Las tres regiones restantes corresponden al
promotor pfliK, el cual se demostré previamente que es dependiente del complejo
FleQ/FleT *’, la region promotora de RSP2773 (posible peptidasa de la familia
M15-3) y la regidon promotora de RSP0038; resultados obtenidos en el laboratorio
han demostrado que RSP0038 forma parte de la clase lll en la jerarquia flagelar

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



4. DISCUSION

En este trabajo se investigd acerca de la regulacion transcripcional de los
promotores flagelares dependientes de sigma 54 y la determinacion del sitio de
union del complejo activador FleQ/FleT de Rhodobacter sphaeroides;
Especificamente se estudiaron los promotores flagelares: pflhA, pfigA, pfigB,

pflgG, y pmotA pertenecientes a la jerarquia trancripcional clase lII.

La activacion de la transcripcion de los promotores flagelares de Rhodobacter
sphaeroides es controlada por los activadores dependientes de sigma 54 FleQ y
FleT, estas proteinas pertenecen a la familia de las EBPs y actuan formando
complejos hetero-oligdmeros, los cuales son inusuales en este tipo de activadores,
ya que generalmente se encuentran formando complejos oligoméricos de una sola
proteina. Hasta el momento, los unicos casos descritos de activadores hetero
oligoméricos corresponden a los activadores FleQ/FleT y HrpR/HrpS de
Pseudomona syringae * °®. Dentro de las caracteristicas 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 union a DNA, FleQ
tiene bien conservadas las 7 cajas caracteristicas de las EBPs mientras que FleT
presenta algunas variaciones (Fig 1.2.1) *. La identificacién del sitio de unién del
complejo hetero-oligomérico FleQ/FleT es de particular interés, ya que aporta
informacion importante para entender el proceso de activacion y la afinidad de

este complejo en los promotores flagelares clase Il y clase Ill.

A partir de la evidencia experimental ha sido propuesto un modelo que explica la
forma en la cual se controla la expresion de los genes flagelares en R.
sphaeroides. De acuerdo a dicho modelo, la proteina FleQ normalmente se
encuentra presente a bajas concentraciones, las cuales son suficientes para llevar
a cabo la activacion transcripcional del promotor pfleT; a medida que la
concentracion de FleT aumenta, ésta interactua con FleQ y con ello aumenta la
concentracion de hetero- oligobmeros. En consecuencia, inicia la transcripcion de

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



expresion del operon fleT, este circuito de control se puede explicar asumiendo
que en la region regulatoria de pfleT coexisten sitios de alta afinidad por FleT, asi
como sitios de baja afinidad los cuales solo serian ocupados cuando se forma el
complejo hetero-oligomérico; la ocupacion de los sitios de baja afinidad,
provocaria una disminucién en la tasa de activacién mediada por FleQ * . La
regulacion negativa por sitios de baja afinidad también se ha descrito en el

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

De acuerdo al modelo clasico de regulacion de la transcripcion, el paso de
complejo abierto a cerrado se da por interaccion del activador EBPs con la
holoenzima Ec®* a través de la formacion de un asa de DNA que facilita el
contacto entre ellos; generalmente el sitio de union de las proteinas 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, pfigA, pflgB, pflgG,
pmotA y pfliO que fueron mapeadas por deleciones, se encontraron localizadas en
la posicion distal de sus promotores, de tal forma que la activacion 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 regulacion en la jerarquia flagelar: El primero es el tipico modelo de activacién
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 formacion de una asa
en el DNA puede contactar a la holoenzima Ec®* e iniciar la transcripcién; en el
segundo tipo de regulacion descrito para los promotores flagelares de pflhA, pfliE 'y
pfliL donde el activador se encuentra localizado muy cerca del promotor y activa la
transcripcion sin la necesidad de la formacién de un asa de DNA®. Teniendo en
cuenta que el activador FleQ de P. aeruginosa presenta una alta similitud con
FleQ de R. sphaeroides, era factible que este ultimo pudiera activar la
transcripcion a partir de sitios adyacentes a la region promotora, lo cual gracias a
los resultados generados en este trabajo, podemos concluir que esta situacion no

ocurre para ninguno de los promotores flagelares hasta ahora conocidos.



En el contexto de la transcripcidén de los genes flagelares regulados por sigma 54
son pocos los reportes encontrados donde el sitio de unién 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 FIrC 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 % °',

En otros activadores transcripcionales dependientes de sigma 54 como FIgR y
CtcC de Helicobacter pylori y Chlamydia trachomatis no es necesario la formacién
de una asa de ADN para activar la transcripcion ya que sus activadores carecen
del dominio carboxilo-terminal o de union al DNA el cual es caracteristico de la
mayoria de los activadores sigma 54 %2. 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 union a
DNA. No es muy claro si la perdida completa de este dominio provea algun

beneficio econémico para esta bacteria.

En R. sphaeroides, intentos previos por determinar in vitro el sitio de unioén del
complejo activador FleQ/FleT en los promotores flagelares clase Il fueron fallidos.
Sin embargo, los resultados de proteccién mostrados en este trabajo (cadena
antisentido, resultado generado en este trabajo y cadena sentido resultado
generado por S. Poggio) permitieron identificar una region 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 regién. Esta zona concuerda con la regién previamente
delimitada por medio de un mapeo hecho con deleciones y corresponde a el

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



Sorprendentemente, cuando los patrones de proteccién 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 mayoria de los casos los
cambios detectados fueron de sobre-reactividad en la cepa WS8 y de proteccion
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 si solo a esta region; sin embargo, la unién del complejo activador
FleQ/FleT es diferente y la union de FleQ no promueve la activacion
transcripcional del promotor pmotA en la cepa SP12*. Se requieren trabajos
adicionales que confirmen la union de FleQ a esta region y evaluen su posible
efecto en la expresion de pmotA. Asi como estudios que permitan elucidar como la

union de FleT a FleQ cambia sus propiedades de unién al DNA.

Debido a que no se tiene evidencia in vitro que muestre la unidn del complejo
activador FleQ/FleT a las UAS, queda la posibilidad de que el complejo FleQ/FleT
pueda activar in vivo la expresion de otro activador, el cual podria ser el verdadero
activador de los promotores flagelares clase Ill. 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 interaccion con
RpoN. Hasta el momento se han descrito la funcion de solo tres activadores:
FleQ, FleT y NifA, este ultimo es un regulador de genes que participan en la
fijacion del nitrogeno, 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 ningun defecto en la motilidad
(resultados sin publicar).

Con el fin de identificar las bases relevantes involucradas en la unién 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 busqueda de motivos conocido como MEME. Se encontré un motivo el cual se
sobrepone con la region protegida por DMS en el promotor pmotA. Como prueba

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



sphaeroides cerca a las secuencias de promotores sigma 54. Esta estrategia
permitié identificar todas las secuencias promotoras flagelares de clase Il
previamente conocidas (con excepcion de pflhA), asi como un nuevo gen
denominado RSP0038, el cual resultdé ser dependiente del complejo activador
FleQ/FleT.

Todos estos resultados sugieren que este motivo representa el sitio de unién del
activador flagelar FleQ/FleT. De particular relevancia resulta el hecho de que al
buscar el posible sitio de union del complejo FleQ/FleT en todo el genoma de R.
sphaeroides, el algoritmo no identificé a ninguno de los promotores flagelares de
clase Il, los cuales son dependientes unicamente 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 Il y de clase Il 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 caracteristicas de la region
central y presenta un dominio de union a DNA caracteristico de estos activadores,
por tal motivo se esperaria que FleQ al igual que NtrC se uniera a secuencias

consenso bien definidas.

Las UAS del activador NtrC ubicadas en la region regulatoria del promotor pginA2
estan compuestas por 5 sitios de union del activador, los primeros dos son sitios
de mayor afinidad y necesitan de bajas concentraciones del activador in vitro para
activar la transcripcion, los otros sitos especificamente 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 formacién de
asas *°. La formacién de dos dimeros por parte de NtrC es necesaria para la



estimulacion de la actividad ATPasa requerida en la activaciéon transcripcional. Los
dos sitios que componen las UAS de NtrC en el promotor ginAp2 se encuentran en
la misma cara del DNA, lo cual facilita la unidon cooperativa en esta zona que a su
vez se ve favorecida por la fosforilacion de NtrC. Esta arquitectura asegura
esencialmente la ocupacién constante de la region enhancer de glinA2p por dos
dimeros *°. De acuerdo a los hallazgos reportados de los experimentos de
proteccion in vitro en el promotor pflaA de la region enhancer del activador FIrC de
V. cholerae, se cree que esta zona tiene una arquitectura similar a la presentada
por NtrC, ya que en la region enhancer de pflaA se encontraron cuatro
repeticiones del motivo CGGCAA, sugiriendo el reconocimiento por dos dimeros.
A pesar de estos hallazgos en otra region analizada (pfigk) dependiente de FIrC no
se encontraron repeticiones del mismo motivo, solo se identificd una region de 14
pb con estrecha homologia (GGGTAACCAAAGCG). Se cree que esta
degeneracion se debe a que FIrC se une mas fuertemente a pflaA que a pfigk °'.
A pesar de que el activador maestro FleQ de P. aeruginosa actua en forma tipica
como los otros activadores NtrC se identificaron cuatro sitios diferentes de unién
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 unién de FleQ, las cuales no estuvieron
presentes en las otras regiones . El posible motivo consenso identificado en 5 de
las seis regiones promotoras flagelares de R. sphaeroides, no presento el tipo de
secuencias repetidas caracteristicas de los sitios de reconocimiento de NtrC, las
cuales pueden sugerir o no el reconocimiento por dimeros. Al igual que lo
observado en los otros activadores, puede haber algun tipo de degeneracién de la
secuencia de reconocimiento por parte del activador FleQ, como es el caso de la
region de pflhA; donde probablemente la afinidad del activador por esta regién sea

menor.

En los promotores flagelares pflhA y pflgA se encuentra una region intercistronica
de 53 pb, lo cual haria pensar en la hipotesis de que el complejo activador

FleQ/FleT podria: promover la activacién cuando la uniéon de este complejo se da



cerca al promotor, o en sitios localizados en la regién codificadora del gen
localizado corriente arriba. Los resultados de este trabajo demostraron que
ninguno de los escenarios anteriores fue correcto, ya que se encontré que la
activacion de estos promotores depende de una region localizada entre 150 y 250
pb corriente abajo de la secuencia promotora. La identificacién de estas regiones
se hizo por medio de fusiones trancripcionales con el gen reportero de -
glucuronidasa, las cuales mostraron regiones de alta y baja actividad ubicadas
entre la posicion +149 y +23 (95% y 27%) para pflhA y entre la posicion +270 y
+139 (100% y 25% para pflgA (Fig 3.2 y 3.3). La localizacion corriente abajo de
estas regiones sugiere un tipo diferente de regulacion en estos promotores en
comparacion al modelo encontrado usualmente en la mayoria de los promotores
flagelares dependientes de sigma 54 donde el sitio de union del activador esta
entre 100 y 250pb corriente arriba de su promotor, como es el caso de los
promotores flagelares pflgB y pflgG cuyos sitios de union del complejo activador
FleQ/FleT se localizan entre la posicién -222 a la -125 (97% y 2%) para flgB y
entre la posicion -180 a 1a-99 (94% y 3%) para pflgG (Fig 3.6.1y 3.6.2).

Con el fin de delimitar mas los sitios de unién del complejo activador FleQ/ FleT de
los promotores pflhA y pflgA se realizaron fusiones transcripcionales con cortes
desde la posicion (+209 a la +80) y de la posicion (+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 activacion.

De manera interesante se observé 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 activacién de
estos promotores involucra un contacto preferencial por parte del activador unido a
la UAS localizada rio abajo, pero que la arquitectura de la regidon no imposibilita la
activacion mediada por FleQ/FleT unido a la UAS ubicada rio arriba. Este



mecanismo molecular podria involucrar la presencia de un determinado tipo de
conformacion preferenciales en el DNA & doblamientos inducidos por otras

proteinas (como IHF).

La presencia de otros elementos como IHF de E. coli o la proteina Nac de
Klebsiella aerogenes hacen mas o menos eficiente la activacion de ciertos
promotores; en el caso de IHF, este facilita el doblamiento del DNA y la formacion
del asa de DNA para que el activador contacte a la holoenzima® a diferencia de la
proteina Nac la cual se une en un sitio localizado entre las UAS y el activador
reprimiendo la transcripcidn ya que se produce un doblamiento adverso que
dificulta la formacién de una asa de activacion®®. En el caso de estas regiones no
se encontraron secuencias consensos que coincidan con la posible presencia de

este tipo de elementos.

La relevancia fisiologica del 30% de actividad podria tener implicaciones en el
contexto cromosomal. Como el factor sigma, FliA (requerido para la expresion de
los genes flagelares de clase IV) es codificado en el operon flgA y su factor
antisigma flgM es codificado por el operdon flhA, las UAS de estos promotores
podrian compartir algun tipo actividad que permitiera llevar un adecuado control en
la expresion de estos dos operones. La liberacion de FliA de la accién inhibitoria
de FIgM es uno de los puntos mas relevantes durante la morfogénesis flagelar,
esto ocurre cuando FIgM es exportado hacia el exterior celular después de que el
gancho y el cuerpo basal son formados. Esto nos permitiria especular acerca de
cémo la regulacion cruzada de estas UAS podria mantener a estas dos proteinas
en equilibrio. Con el fin de determinar el efecto biolégico que tendria la insercion
de nucledtidos en esta region de 53 pb en el cromosoma de Rhodobacter
sphaeroides sobre la expresion de los genes regulados por estos promotores se
hizo la mutante JP1, la cual tiene insertado por doble recombinacion 2083 pb
(casete de espectinomicina). Esta mutante tanto al microscopio de luz como en

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



en caso de que la expresidén de estos promotores disminuyera 30%, el nivel de
expresion remanente seria suficientes para que la concentracion de los productos

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

Adicionalmente se hicieron fusiones transcripcionales de pflhA y pflgA en el
plasmido pPBBMCS53, que tenian 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 mas o menos el 80%.
Este 80% de pérdida de actividad también podria reflejar cambios en el super
enrollamiento (geometria del DNA) de las fusiones transcripcionales en el
pBBMCS53 los cuales de alguna manera afectaron la expresion de estos

promotores.

Con el fin de caracterizar la dependencia de la activacion de los promotores
divergentes pflhA y pflgA de las UAS contralaterales, se evalud si el 30% de
activacion obtenido se puede ver afectado en estos sitios cuando cambian de
posicion desplazandose 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 insercion no
estaria afectando la activacion dada por la UAS ubicada rio abajo. Sin embargo, la
insercion de 5 pb produjo un promedio de pérdida de actividad de ambos
promotores del 65%. La reducida actividad observada para estas construcciones
podria ser interpretada en términos de la perdida de la activacion mediada por las
UAS ubicadas rio arriba; o como en el caso de la insercion del casete aadA, por la
alteracién de la topologia particular de esta region. 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 regién.

Hasta el momento unicamente dos promotores divergentes dependientes de
sigma 54 han sido caracterizados ®> . Por un lado, los promotores divergentes
pnifd y pnifH de Klebsiella pneumoniae, donde la presencia de la proteina IHF

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



unido a la UAS responsables de la activacion del promotor divergente nifH. En
este caso las UAS se encuentran localizadas corriente arriba de los promotores °°.
El otro caso es el de los promotores divergentes phycA y phypA de E. coli, los
cuales estan separados por solo 120 pb. En esta region hay una secuencia de
reconocimiento de la proteina 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 delecién para la identificacion de las UAS en los diferentes
promotores flagelares, el ensayo de proteccion 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

unién 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 pfigB 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 region
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 proteina-proteina como pull-down, y

ensayos de doble hibrido.

Identificar la regidon regulatoria de los promotores clase Il y los sitios de union del

complejo activador FleQ.

Investigar en detalle el posible efecto corregulatorio entre las UAS de los
promotores divergentes pflhA y pfigA, midiendo los niveles de expresion de sus

MRNAs y evaluar las implicaciones biol6gicas de este efecto.
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Expression of the flagellar genes in Rhodobacter sphaeroides is dependent on one of the four
sigma-54 factors present in this bacterium and on the enhancer binding proteins (EBPs) FleQ and
FleT. These proteins, in contrast to other weli-characterized EBPs, carry out activation as a
hetero-oligomeric complex. To further characterize the molecuiar properties of this complex we
mapped the binding sites or upstream activation sequences (UASs) of six different flagellar
promoters. in most cases the UASs were identified at approximately 100 bp upstream from the
promoter. However, the activity of the divergent promoters flhAp-flgAp, which are separated by
only 53 bp, is mainly dependent on a UAS located approximately 200 bp downstream from each
promoter. Interestingly, a significant amount of activation mediated by the upstream or
contralateral UAS was also detected, suggesting that the architecture of this region is important
for the correct regulation of these promoters. Sequence analysis of the regions carrying the
potential FleQ/FleT binding sites revealed a conserved motif. /n vivo footprinting experiments with
the motAp promoter allowed us to identify a protected region that overlaps with this motif. These
results allow us to propose a consensus sequence that represents the binding site of the FleQ/
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Accepted 26 January 2009 FleT activating complex.

INTRODUCTION

Promoter recognition in bacteria is mediated by the RNA
polymerase core (E) associated with a sigma factor, There
are two families of sigma factors, the ™? family and that of
6*. These two families differ not only in their sequence but
also in the mechanism that brings about transcriptional
initiation. Whereas Ec’® is capable of forming open
complex by itself, Eo>* requires an activator protein that,
through ATP hydrolysis, allows open complex formation
{for reviews, see Buck et al., 2000; Wigneshweraraj et al.,
2005). Activator proteins of Es>* usually bind approxi-
mately 100 bp upstream of the promoter sequence, and a
DNA loop favours the interaction of the activator with the
RNA polymerase holoenzyme bound to the promoter
(Reitzer & Magasanik, 1986; Ninfa et al., 1987; Buck et al.,
1986; Hoover et al,, 1990; Su et al, 1990; Wedel et al,

Abbreviations: DMS, dimethyl sulfate; EBP, enhancer binding protein;
HTH, helix—turn—helix; IHF, integration host factor; UAS, upstream
activation sequence.

Two supplementary tables, listing oligonucleolides used in this work and
relevant sequences for motif finding, are available with the online version
of this paper.

1990). The mechanism that allows open complex forma-
tion is still unknown, but the current model suggests that
the activator grotein remodels the nucleoprotein complex
formed by Eg”* and DNA in order to initiate transcription
{Guo et al., 2000; Cannon et al., 2000; Burrows et al., 2004;
Rappas et al, 2007). The DNA region to which the
activator proteins bind is known as the upstream activation
sequence or UAS (Buck et al., 1986; Morett et al.,, 1988). It
has been shown for the glnA promoter that this region can
be moved more than 1000 bp without losing its ability to
stimulate transcription (Ninfa et al., 1987). Based on this
property, the UASs are also known as enhancers, and the
activator proteins as enhancer binding proteins, or EBPs.

The o°*-dependent promoters show a highly conserved
consensus sequence, and their main characteristics are the
dinucleotides GG and GC located in the —24 and —12
boxes, respectively (Beynon et al, 1983; Merrick, 1993;
Barrios et al., 1999).

Proteins that belong to the EBP family of transcriptional
activators usually show three domains: a variable N
terminus, a very well-conserved central domain, and a
helix~turn-helix (HTH) motif at the C-terminal domain

024455 © 2009 SGM  Printed in Great Britain
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(Studholme & Dixon, 2003; Morett & Segovia, 1993). The
N-terminal domain controls the ability of the EBP to form
hexameric oﬁ heptameric oligomers in response to a
particular stimulus (Lee et al, 1994; Chen et al, 2008;
Lee et al., 2003; Doucleff et al., 2005a; De Carlo et al,
2006). The EBPs can be classified by the type of domain
that is present in the N-terminal region (Studholme &
Dixon, 2003), However, some EBPs do not have an N-
terminal domain; in consequence, these proteins are
constitutively active, and the control of this kind of
proteins is usually achieved through binding of another
protein (Io:;novic et al, 1996; Preston et al, 1998;
Elderkin et aj., 2005; Hankamer et al.,, 2004). The central
domain is responsible for ATP hydrolysis, oligomerization
and transcriptional activation (for reviews, see
Wigneshweralaj et al, 2005; Schumacher et al, 2006;
Rappas et al.,,|2007). This domain is present in all members
of the AAA+ family of ATPases, These proteins, when
active, form ﬁng shaped oligomers and exert their activity
through the ATP-dependent remodelling of macromole-
cules (Neuwald et al, 1999; Schumacher et al., 2006;
Wyman et aﬂ., 1997; Rippe et al., 1998; Lee et al,, 2003;
Rappas et al.,2005; Sallai & Tucker, 2005). Seven conserved
regions have been identified in the central domain of the
EBPs (Cl—C{’) (Morett & Segovia, 1993; Zhang et al,
2002). Within these regions a distinctive signature of the
EBPs is the GAFTGA sequence that is located in the C3
region; experimental evidence suggests that this sequence
interacts with Eo>* during ATP hydrolysis (Chaney et al.,
2001; De Carto et al., 2006). For some activators such as
DctD, NifA and PspF, it has been shown that, in the
absence of tﬂe N- and C-terminal domains, the central
region by itSTlf is sufficient to activate transcription (Xu

et al., 2004).

The C-terminal domain allows specific binding of the
activator to a particular UAS (Doucleft et al, 2005b),
limiting the activity of the EBP to a few promoters in the
chromosome; this fact allows the ¢>* factor to be involved
in the transcription of different non-related pathways in
the same bacterium. Functional EBPs without an HTH
motif have beén described in Helicobacter pylori, Chlamydia
trachomatis and Rhodobacter sphaeroides (Brahmachary
et al., 2004; Poggio et al., 2005; Beck et al, 2007). In the
first two cases, only one EBP is present in the genome of
these micro-organisms, and it has been proposed that these
EBPs promote open complex formation from solution (i.e.
without DNA binding) (Brahmachary et al, 2004). In
contrast, R. sphaeroides has four ¢>* factors and five well-
conserved EBPs (Poggio et al, 2002, 2005). It has
previously bein shown that the four ¢ proteins present
in R. sphaeroides are not functionally interchangeable.
RpoN1 along 'with NifA specifically recognizes and allows
transcription pf the genes required for nitrogen fixation,
while RpoN2 along with FleQ and FleT regulates
expression of ja subset of the flagellar genes (flagellar class
III) required to form the flagellar structures known as the
hook and basal body. The functions of RpoN3 and RpoN4

are still unknown, but several lines of evidence suggest that
neither of them is able to trigger the expression of the
promoters recognized by RpoN1 or RpoN2 (Poggio et al.,
2002, 2006). The R. sphaeroides flagellar EBPs FleQ and the
HTH-lacking FleT protein are both required for the
expression of the flagellar genes. By itself, FleQ is only
capable of activating transcription of the single class I
operon, which contains the fleT gene and six other flagellar
genes. Even though FleT lacks the characteristic HTH motif
in the C-terminal region, this protein forms a complex
with FleQ which is required to transcribe the flagellar class
11 operons (Poggio et al., 2005). These operons encode the
majority of the flagellar proteins required for the formation
of the flagellum.

The only other hetero-oligomeric EBP so far described is
the HrpR/HrpS complex from Pseudomonas syringae
(Grimm et al., 1995; Hutcheson et al., 2001). In this case
both proteins have an HTH motif, and both are required
for full expression of the genes of the pathogenic type III
protein export system (Hutcheson et al,, 2001).

In this work, we characterize the UAS regions that are
recognized by the FleQ/FleT complex. This study includes
six out of the seven promoters known to be dependent
upon FleQ/FleT. From deletion mapping, in vivo footprint-
ing and in silico analysis, we propose a sequence motif that
represents the binding site of this activating complex.

METHODS

Plasmids, bacterial strains and growth conditions. Plasmids and
bacterial strains used in this work are listed in Table 1. R. sphaeroides
cells were grown in Sistrom’s minimal medium (Sistrom, 1962) at
30 °C, in the dark with shaking at 200 r.p.m. Escherichia coli was
grown in LB medium at 37 °C. When required, antibiotics were
added at the following concentrations: for R. sphaeroides, gentamicin
(5 ug ml™!), kanamycin (25 pg ml™') and spectinomycin (50 ug
ml™Y); for E. coli, gentamicin (30 pg ml ™), kanamycin (50 pg ml™h,
spectinomycin (100 pg ml™') and ampicillin (100 pg ml™).

Oligonucleotides. The oligonucleotides used in this work are listed
in Supplementary Table S1.

Recombinant DNA techniques. Standard methods were used to
obtain chromosomal or plasmid DNA (Ausubel et al, 1987). To
construct the plasmids used in this work, chromosomal or plasmid
DNA was amplified with the appropriate oligonucleotides
(Supplementary Table S1) using Platinum Taq DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen) according to the recommendations of the
manufacturer. All the PCR products were sequenced after cloning.
Standard methods were used for transformation, ligation and other
related techniques.

Conjugation. Plasmid DNA was mobilized into R. sphaeroides by
conjugation according to published procedures (Davis et al., 1988).

Deletion mapping. The DNA fragments carrying the promoter
sequence along with the adjacent sequence were obtained by PCR
using the appropriate oligonucleotide (Supplementary Table S1). The
boundaries of each construct were considered to be from the
conserved C that is part of the GC dinuclotide within the ¢
consensus promoter. The DNA fragments were cloned in pTZ19R
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Table 1. Strains and plasmids

Strain or plasmid

Relevant phenotype or genotype

Reference or source

R. sphaeroides strains

, WS8 Wild-type strain
SP13 fleQA:: kan
E. coli strains
TOP10 Cloning strain
S17 RP4-2 (Tc::Mu) (Kn::Tn?)
Plasmids
pRK415 Vector for clening, Tc®
pBBMCS53 Transcriptional 'uidA fusion vector
pBflgBp pBBMCS53 carrying flgBp from —378 to +225
pBflgGp pBBMCS53 carrying flgGp from —347 to +274
pRKfliOp pRK415 carrying fliOp from —224 to + 179 fused to 'uidA
pBmotAp pBBMCS carrying motAp from —422 to +297
pBflgAp pBBMCS carrying flgAp from —288 to 4270
pBflhAp pBBMCS carrying flhAp from —349 to +209

Sockett et al. (1990)
Poggio et al. (2005)

Invitrogen
Simon et al. (1983)

Keen et al. (1988)

Girard et al. (2000)
Poggio et al. (2005)
Poggio et al. (2005)
Poggio et al. (2002)
Poggio et al. (2005)
Poggio et al. (2005)
Poggio et al. (2005)

(Pharmacia) and after sequencing they were cloned in the proper
orientation into pBBMCS53, to create the corresponding transcrip-
tional fusion. The fragments corresponding to the fliOp promoter
were cloned in pRK415. In these constructs, the ‘widA reporter gene
had previously been fused to the promoter fragment in pTZ19R, and
finally the fusion was transferred to pRK415 in the orientation
opposite to that of the plasmid lac promoter.

p-Glucuronidase activity. f-Glucuronidase was determined from
sonicated cell-free extracts using 4-methyl-umbelliferyl-g-D-glucur-
onide as substrate, and following a published protocol (Jefferson et
al., 1986). 4-Methyl-umbelliferone (Sigma) was used as a standard. In
this work, specific activities are expressed as nmol 4-methyl-
umbelliferone formed min™" (mg protein) -1

In vivo footprinting. These experiments followed a published
protocol (Borowiec & Gralla, 1986), with slight modifications.
Briefly, R, sphaeroides cultures carrying the indicated plasmid were
grown to ODggp 0.5 with shaking. Dimethyl sulfate (DMS) was
added at a final concentration of 10 mM and incubation was
continued for 5 min. After this time, the culture was rapidly chilled
to 4 °C and cclls were collected by centrifugation. The plasmid was
isolated with a Plasmid Mini Kit (Qiagen), precipitated with ethanol
and suspended in 1 M piperidine, After incubation at 90 °C for
30 min, the cleaved DNA was desalted by chromatography on
Sephadex G-50. The oligonucleotides were 5'-labelled with T4
polynucleotide kinase and [y-**PJATP {3000 Ci (111000 Bg)
mmol™']. These primers were used for an extension reaction of
the cleaved products using 5 pg DNA and Tag DNA polymerase in a
final volume of 20 pl. The reaction was carried out for 15 cycles and
stopped by adding 5 ul of loading buffer containing 8 M urea
(Ausubel et al., 1987). A 5 pl sample from this reaction was analysed
on sequencing gels. The primers used to carry out these experiments
are indicated with asterisks in Supplementary Table S1.

Computational search of matifs. The sequences in Supplementary
Table S2 were used as input for the MEME algorithm (Bailey & Elkan,
1994). The best motif was transformed into a degenerated recognition
sequence and together with the consensus ¢** degenerated promoter
sequence were used as a motif for the DNA-pattern of the Regulatory
Sequence Analysis tools algorithm. The used motif was G[CAJTC]
[CGIGIATIGCIAGINIGCIN[GTCGIN{70,300} GGCAN{6} TTGCIAC],
and the whole genome of R. sphaervides was searched.

RESULTS

Deletion analysis of the regulatory regions of
promoters dependent on FieT/FleQ

The flagellar promoters dependent on FleQ/FleT have been
previously identified by an in silico analysis and confirmed
by experimental evidence, and they are: fliKp, fliOp, flgBp,
flgGp, motAp, and the divergently transcribed flhAp and
flgAp promoters (Poggio et al., 2000, 2005). In this work,
we identify the binding region of the FleQ/FleT complex
for six of these promoters.

As reported previously (Poggio et al, 2005), DNA
fragments that included approximately 300 bp upstream
and downstream of each flagellar ¢** promoter were cloned
upstream of the "uidA reporter gene and proved to be
sufficient for f-glucuronidase expression in a FleQ/FleT-
dependent fashion [Fig. 1, first construct of panels (a—d),
and line 1 of Figs 2 and3; see Methods for details).

Sequential deletions of the upstream regions of fliOp, flgBp,
flgGp and motAp allowed us to determine that a region of
between 50 and 100 bp is essential for the activity of these
promoters Fig. 1(a, b, ¢ and d). No activity was observed
when these constructs were introduced into either SP13
(leQA ::kan) or SP12 (fleTA:: aadA) mutant strains (data
not shown), indicating that no spurious promoters were
generated in the different constructs. From the results
shown in Fig. 1 it can be inferred that the binding site of
the FleQ/FleT complex must be located in a 97 bp
fragment between positions —222 and —125 upstream of
the GC dinucleotide for flgBp (compare Fig, 1a, lines 2 and
3); for flgGp in an 81 bp fragment between positions —180
and 99 bp (compare Fig. 1b, lines 2 and 3); for motAp the
binding site must be in a fragment of 50 bp between
positions —217 and —167 bp (compare Fig. 1, lines 3 and
4); and for fliOp in a 64 bp fragment between positions
—175 and —111 bp (compare Fig. 1d, lines 2 and 3). The
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Fig. 1. Deletion analysis of the regulatory region of the flagellar class
"l as‘-dependeqt promoters. Promoters (striped boxes) were cloned
along with their regulatory region upstream of the reporter gene
'uidA (grey boxﬁ. The acale at the top of sach panel indicates the
length in base pairs. The numbers to the left of each construct show
the distance between the 5’ end and the C of the conserved GC
dinucleotide of the =12 box. Activities are expressed as percentages
of the ﬁ-glucu(pnidase activity of the largest construct. The fi-
glucuronidase aFtivities, expressed as nmol 4-methyl-umbelliferone
formed min~! (mg protein)™', of the reference constructs were
261 905 for flgg;), 1200820 for flgGp, 1961 538 for motAp, and
135423 for flino. For each construct, the activity was measured at
least three times independently, and the sD was less than 15%.

1
sequences of the fragments identified as containing an
enhancer region can be found in Supplementary Table 52.

Localization of the UAS of the divergent
promoters fihAp-figAp

The divcrgcnt: promoters flhAp and flgAp are separated by
only 53 bp from the conserved GG dinucleotide of each

promoter. Given the reported location of previously
characterized UASs, we envisioned that the UAS for
flhAp and flgAp could be contiguous to the promoter, as
has been reported for FleQ in Pseudomonas aeruginosa
(Jyot et al., 2002), or at the canonical 100 bp distance from
each promoter, overlapping the coding sequence of the
flhA and flgA operons. To test these possibilities a deletion
analysis for each promoter region was carried out, as
shown in Figs 2 and 3. Initially, a DNA fragment extending
from —349 to +209 from flhAp was cloned upstream of
the reporter gene 'uidA. The first deletion removed 202 bp
from the 5' end of the original construct, causing a
reduction of approximately 30% in the activity of the
reporter gene (Fig. 2. compare lines 1 and 2). Surprisingly,
all of the subsequent deletions of the upstream region that
removed 264, 299 or 331 bp did not cause any further
decrement in the observed activity (Fig. 2, lines 3, 4 and 5).
It should be noted that the last deletion left only 18 bp
upstream of the conserved GC dinucleotide. For the
following deletions, fragments from the 3' end were
removed using the original construct as a starting point.
As shown in Fig. 2, the activity level did not change when
the first 60 bp were removed (compare lines 1 and 6).
However, an additional deletion of 69 bp reduced the §-
glucuronidase activity to 53%, and when 57 bp were
additionally deleted, 73 % of the original activity was lost
(Fig. 2, lines 7 and 8). To determine whether the remaining
activity was dependent on the presence of the region
upstream of the promoter, 279 bp were removed from the
5' end of the last construct. The resulting plasmid yielded
only 6% of the activity of the full promoter (Fig. 2, line 9).
As shown in Fig. 2, lines 3 and 4, deletion of this region by
itself reduced the activity of flhAp by only 30 %. Together,
these results suggest that approximately 30% of the
observed activity of this promoter depends on the
sequences located upstream of flhAp, whereas 65-70 % of
the activity depends on the sequences located downstream.

A similar situation was found for the flgAp promoter, for
which a reduction of no more than 35% in the 8-
glucuronidase activity was observed when 60, 130, 198 or
237 bp were deleted from the 5’ end of an initial fragment
that contained 288 and 270 bp upstream and downstream
of the promoter, respectively (Fig. 3, lines 2~5). In contrast,
a deletion that removed 53 bp from the 3’ end caused a
reduction of approximately 60 % (Fig, 3, line 6). Further
deletions of the 3’-end did not abolish the activity of the
promoter completely, since approximately 20% residual
activity could still be detected, even when only 23 bp were
left downstream from the promoter (Fig. 3, line 8). This
remaining activity was lost when 189 bp from the 5" end of
the shorter 3’ end deletion were removed (Fig. 3, line 9).

It should be noted that for flgAp, the promoter activity was
reduced 57 % when 53 bp were deleted from the 3" end of
the original DNA fragment; an additional reduction
(~20%) was observed if the next 78 bp were removed
(Fig. 3, compare lines 6 and 7). A similar pattern was
observed for flhAp (Fig. 2, compare lines 7 and 8). These
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Fig. 2. “Peletion analysis of the regulatory region of flhAp. The a%*-dependent promoter flhAp was cloned along with its
regulatm"y region upstream of the reporter gene 'uidA (grey box). The map at the top of the figure shows the general
arrangement of the region, including the complete flhA operon, and some of the genes in the figA operon. The numbers to the
feft of each construct show the distance between the 5’ end and the C of the conserved GC dinucieotide of the —12 box of the
flhA pro&noter. Striped boxes indicate the positions of the flhA and figA promoters. Hypothetical genes belonging to the figA
operon are indicated by their locus tag number. Activities are expressed as percentages of the f-glucuronidase activity
determinid for the largest construct. The p-glucuronidase activity of this construct was 16905 nmol 4-methyl-umbelliferone
formed min™* (mg protein)~*. For each construct, the activity was determined at least three times independently, and the sb was
less thaq 10%.

| ma  hRIgY Agh  figM
| I N RSPCI35 T RoFPE086 1 ] [RSFEU87) p-Glucuronidase
| — g
| 1) -288 T P 270 100
i 2) -228 | /R ] 93
| 3) -158 | T 132 5.5 65
‘ 4) S 62
i 5) 517, TR 63
6) -288 T
# o2 +217 43
! 7) [ T +139 25
“ 8) [ TR +23 21
‘ 9) QTR +23 3
13-24 -2

Fig. 3. Ijeletion analysis of the regulatory region of figAp. The a%*-dependent promoter figAp was cloned along with its
regulatory}’ region upstream of the reporter gene 'uidA (grey box). The map at the top of the figure shows the general
arrangem‘d‘ant ot the region, including the complete figA operon and some of the genes in the fihA operon. The numbers to the
teft of each construct show the distance between the 5 end and the C of the conserved GG dinucleotide of the —12 box of the
flgA pron‘w‘pter. Striped boxes indicate the positions of the figA and flhA promoters. Hypothetical genes belonging to the figA
operon afe indicated by their locus tag number. Activities are expressed as percentages of the f-glucuronidage activity
determined for the largest construct. The f-glucuronidase activity for this construct was 20970 nmol 4-methyl-umbeliiferone
formed mi)h" {mg protein)™*. For each construct, the activity was determined at least three times independently, and the sb was
less than ﬂ 2%.
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results suggeFIt that other binding sites of minor affinity are

located in these regions that could be considered as an
extended UzTS. In agreement with this notion, it has been
shown that 'several EBP binding sites are present in the
regulatory region of some ¢”*-dependent promoters; these
multiple sites are required for efficient oligomerization of
the EBP and!in consequence for full promoter activity (for
examples, see Atkinson et al., 2002; Tucker et al., 2006;
D’Autreaux ft al., 2008).

In summary, our results indicate that approximately 30 %
of the activity observed for the fliAp and flgAp promoters
depends on the UAS located upstream, while 65-70% of
the activity depends on the UAS located downstream. Fig. 4
summarizes the position of the upstream and downstream
UASs identified for these promoters. As can be observed,
the main UAS region for each promoter is located
downstream | of the consensus promoter sequence and
overlaps with the region responsible for 30 % of the activity
of the contrhlateral promoter, suggesting that the same
UAS is able to activate both promoters.

To further é#aracterize the activation dependency of the
flhA and flgA promoters on the contralateral UAS, we
tested wheth%r the 30 % activation given by these sites was
affected when they are displaced to the opposite faces of the
DNA. For this, we inserted 5 or 10 bp in the spacing region
located between flhAp and flgAp. Since the main UASs of
both promoters are located downstream, these insertions
should not affect the activation of these promoters by their
specific UASs; however, the 5 bp insertion should place
each promotj}' and its downstream UAS on opposite faces
of the DNA helix, disfavouring activation by the contra-
lateral UAS. ‘inally, the insertion of 10 bp should restore
the original tqpology of this region, and the activity of the
flhA and flgA ‘promoters should return to wild-type levels.

Oownstream enfjancer

Upstrearn enhancer

tegian for figAp | region for gAp
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Fig. 4. Schemjic representation of the FleQ/FleT binding sites in

the flhA-figA region. In the centre of the figure, the positions of the
fthAp and flhAp ipromoters are shown as well as the translational
start site for thefirst gene of each operon. Above and balow this
map the regulatdry regions of the figAp and flhAp promoaters are
indicated as follows: upstream enhancers (white boxes), down-
stream enhancérs (black boxes) and extended downstream
enhancer regions (black and grey boxes). The numbers indicate
the position of each regulatory element with respect to the C of the
conserved GC dinucleotide of the —12 box, defined as +1.

The DNA fragments carrying flhAp, flhAp +5 bp and flhA
+10bp extend from —349 to +209bp from the
conserved dinucleotide GC of flhAp. The DNA fragments
carrying flgAp, flgAp +5bp and flgAp +10 bp extend
from —288 to +270 from the corresponding GC
dinucleotide of flgAp. All these fragments were cloned
upstream of the reporter gene 'uidA and introduced into
WSS cells. A reduction in the amount of -glucuronidase
produced by flhAp +5 bp and flgAp +5 bp was observed
(Table 2). In contrast, an activity level similar to that of the
wild-type promoters was detected for the constructs
carrying a 10 bp insertion (Table 2). These results suggest
that the activation mediated by the contralateral UAS is
sensitive to the relative position of the promoters on the
DNA helix.

In vivo footprinting experiments

Given that previous attempts to determine the binding site
of FleQ/FleT in the flagellar class III promoters in vitro
were unsuccessful (Poggio et al., 2005), we decided to carry
out in vivo footprinting experiments. Plasmids carrying the
complete flgGp, motAp, fliOp and flgBp promoters (line 1
of Fig. 1b, ¢, d and a, respectively) were introduced into
wild-type WS8 and SP13 strains, SP13 carries a deletion of
the fleQ gene and as a consequence the expression of fleT is
practically abolished; therefore, no flagellar EBPs are
present in this strain (Poggio et al, 2005). Cultures of
the strains carrying these plasmids were subject to a 5 min
treatment with DMS, and the plasmids were then purified
and cleaved. The methylation pattern was obtained with 15
cycles of primer extension. No protection could be
observed from the plasmids containing the fliOp and
flgBp regions. A slight protection at —182 bp upstream of
the conserved dinucleotide GC of the flgGp promoter was
detected in some experiments, but this protection was not
always present and no other unambiguous protection was
observed for this promoter (data not shown). In contrast, a
clear protection was observed in the pattern of cleaved
products corresponding to the motAp promoter region
(Fig. 5). In this case, a comparison of the methylation

Table 2. B-Glucuronidase activities promoted by the wild-type
and mutant versions of flhAp and figAp

Plasmid p-Glucuronidase activity (%)*
pBtihAp 100
pBfigAp 100
pBfthAp +5 41
pBflgA +5 30
pBfihA +10 89
pBflgA +10 95

*Activities are expressed as percentages of the f-glucuronidase activity
measured for the construct of the respective promoter without any
additional nucleotides. The absolute values of these are indicated in
the legends of Figs 2 and 3 for pBflhAp and pBflgAp, respectively.
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Fig. 5. /In vivo DMS footprinting assay of

ad motAp. The in vivo methylation pattern of the

motAp regulatory region was obtained for
WS8, SP13 and SP12 strains carrying
pBmotAp, as described in Methods.
Protected and hyperreactive positions in the
WS8 strain are indicated by O and @,
respectively. Protected positions in the SP12
strain are indicated by asterisks. The sequence
used as the reference for the top strand (left
side of the figure) corresponds to the figG
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o o regulatory region obtained with the figG +274
C G AT primer. The sequence used as reference for

the bottom strand (right side of the figure)
corresponds to the motA regulatory region
obtained with the motA10 —243 primer. In the
lower part of the figure, the sequence of the
protected region is shown (with the same
symbols as above) together with the sequence
corresponding to the motif identified by MEME
analysis (underlined sequence, see below).

patterns of the plasmids isolated from the wild-type and
the SP13 strain revealed several differences. In the
protection corresponding to the top strand a diminished
reactivity at positions —163, —164, —169 and —176, and
an evident overreactivity of the bases at —160, —161 and
— 174, were observed. In the complementary strand a single
overreactive base could be detected at position —151.

To further corroborate that the changes in the methylation
pattern of motAp were due to the binding of the FleT/FleQ
complex, we carried out the same experiments using a
DMS-modified plasmid obtained from a fleT deletion
mutant strain. (SP12). As shown in Fig. 5, when the
protection pattern of the plasmid obtained from the WS8
strain was compared with that of the plasmid obtained
from SP12, the same DMS reactivity changes were detected
to those observed when the W88 protection pattern was
compared with that of the SP13 strain. This suggested that
the protection pattern observed in the WS8 strain is due to
the binding of the FleQ/FleT complex. Interestingly,
positions —160, ~161 and —174 appeared to be protected
positions when the protection pattern of the plasmid
obtained from SP12 was compared with that obtained from
the plasmids purified from the SP13 strain, indicating that
FleQ can bind by itself to this region when FleT is not
present. Further supporting this result, position —177 was
pratected in the bottom strand of the SP12 strain.

In silico anélysis of the FleQ/FleT binding sites

To identify the binding sequence of the FleQ/FleT activator
we carried out a MEME analysis (Bailey & Flkan, 1994) of
the regions required for activation of the flagellar

promoters identified in this work. This analysis allowed
us to identify a set of putative binding sites, from which the
sequence logo (Crooks et al., 2004; Schneider & Stephens,
1990) shown in Fig. 6 was generated. The fact that the
motAp region that corresponds to this motif partially
overlaps with the protected bases in the footprinting
experiments (see Fig. 5) supports the functionality of this
motif. The motif is present in five of the six UASs with a
good probability value (see legend of Fig. 6); however, it
was not possible to identify it in the putative UAS region of
flhAp, presumably due to a higher degeneracy of the
binding site in this particular UAS. This motif, together
with the ¢ promoter consensus sequence, was used to
search the R. sphaeroides chromosome using the algorithm
DNA-pattern of the Regulatory Sequence Analysis tools
(RSA) (Thomas-Chollier et al., 2008), Besides the promo-
ters used to generate the FleQ/FleT consensus binding
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Fig. 6. Sequence logo of the binding site of FleQ/FleT. The
sequences identified by the MEME program as FleQ/FleT binding
sites present in the regions characterized in the deletion analysis
were converted into a sequence logo using the WebLogo server at
http://weblogo.berkeley.edu/. The P values of the identified
sequences are: figB, 1.2x107°% £iO, 8.23x107%; figG,
4.33x107%; motA, 1.7x107%; and figA, 5.24x107°¢.
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sequence, from this analysis eight other regions were
identified; |even though they cannot be completely
discarded, we considered five of them to be false positives,
either because the promoter was too far from the
translationftart site or because the first gene downstream
of the putative promoter was not the first gene of the
operon. The remaining three regions were the fliKp
promoter, which has been previously shown to be
dependent '|on FleQ/FleT (Poggio et al, 2000), the
promoter region of RSP2773 (a putative peptidase of the
M15-3 family) and the promoter region of RSP0038. Since
the hypothetical gene RSP0038 is located in the same
chromosomal region as the promoters analysed in this
work, we decided to test whether this gene was part of the
flagellar hierarchy. For this, a 585 bp DNA fragment
containing ;he predicted RSP0038 o>*-dependent promoter
and 469 bp lupstream of the conserved GC dinucleotide of
the ~12 bdx (the predicted enhancer is located 207 bp
upstream of the promoter) was cloned upstream of the
promoterless 'uidA gene. Activity levels of the g-glucur-
onidase enzyme produced from this construct were
dependent an the presence of FleQ/FleT (data not shown).
This result further supports the validity of the predicted
binding sitc“ nd allows us to include RSP0038 in the class
II of the flagellar hierarchy of R. sphaeroides.

DISCUSSION

Activators o(" Eg™* normally work in oligomeric complexes
of a single protein, Until now, the HrpR/HrpS (Grimm
et al, 1995 Hutcheson er al., 2001) and FleQ/FleT
complexes are the only cases in which a hetero-oligomer
is required 'for transcriptional activations. Besides the
scarce knowledge available on this kind of ¢°* activators,
the identifidation of the binding site of the FleQ/FleT
complex is of particular interest to understand the switch
in affinity from type II to type III flagellar promoters
shown by FleQ once it is in complex with the HTH-less ¢
activator FleT (Poggio et al,, 2005).

The deletion mapping carried out in this work indicates
that the UA“S regions of six out of the seven FleQ/FleT-
dependent promoters identified so far in the genome of R,
sphaeroides ?re found at sites distal to the promoter
sequence. T}ilese UASs are located from 100 to 250 bp
upstream or downstream of the conserved GC dinucleo-
tide. Theref&re, activation mediated by the hetero-oligo-
meric FleQ/FleT complex must occur using similar
mechanisms [to those of other well-characterized EBP
proteins. In contrast, it has been reported that FleQ from P.
aeruginosa is|able to activate transcription from sites that
are adjacent to the promoter sequence (Jyot et al,, 2002).
Since FleQ @om P. aeruginosa is highly similar to FleQ
from R. sphaeroides, it appeared possible that these proteins
shared this particular property. From our study, we
conclude that this is not the case, and that at least in this

regard the Fle!Q/FleT complex is similar to other members

of the EBP féfnily.

Previous in vitro attempts to determine the binding site of
the FleQ/FleT complex to the dlass III flagellar promoters
have been unsuccessful. In this work, using an in viw
approach, we were able to identify a DNA region that was
protected from DMS modification, indicating that FleQ)/
FleT' binds to this region. In accordance with the deletion
mapping experiments, this protected region is within the
minimal fragment required to activate the motAp promoter.

Surprisingly, when the protection pattern of the motAp
enhancer region was tested in a fleT mutant strain, changes
in the reactivity of the same positions detected in the WS8
strain were observed, and in most cases these changes were a
switch from over-reactivity in the WS8 to protection in the
SP12 strain. At the same time, the protection of some
positions observed in the WS8 were lost in the SP12 strain.
This indicates that although FleQ seems to be able to bind by
itself to this region, this binding is different from that of the
FleQ/FleT complex and does not promote transcriptional
activation, since, as has been shown previously, the motAp
promoter is not active in the SP12 strain (Poggio et al.,
2005). Further work will be required to elucidate how the
binding of FleT to FleQ changes its DNA binding properties
and how these changes are related to the transcriptional
activation of the flagellar class III promoters.

Since in vitro evidence showing that FleQ/FleT binds to the
enhancer region of the flagellar promoters is still lacking,
the possibility remains that in vivo the FleQ/FleT complex
activates the expression of another EBP that is the real
activator of the flagellar class III promoters. However, it
has been shown that R. sphaeroides has only five EBPs that
show a well-conserved GAFTGA signature, which is
required to productively interact with RpoN. The role of
three of them has already been reported, i.e, FleQ, FleT and
NifA (the regulator of the nitrogen fixation genes). The two
remaining EBP proteins are encoded by the RSP1590 and
RSP2800 genes; mutants of these genes do not show any
motility defect (our unpublished results).

To identify the relevant bases for binding of the FleQ/FleT
complex, a bioinformatic approach was taken. The regions
identified in the deletion analysis of the flgGp, flgBp, fliOp,
flgAp and motAp promoters were used as input for the
MEME algorithm. The motif obtained from this analysis
overlaps with the DMS-protected region observed in the
motAp promoter. To further test the validity of this motif,
we searched the complete R. sphaeroides genome for its
presence in the vicinity of a ¢ promoter sequence. This
strategy allowed the identification of all the previously
characterized class 111 flagellar promoters (with the
exception of the weak fikApP) and of the new FleQ)/FleT-
dependent gene RSP0038. These resuits together suggest
that this motif represents the binding site of the FleQ/FleT
flagellar activator. Since the search in the complete genome
for the proposed motif did not identify the class II flagellar
promoters that are dependent on FleQ alone (i.e. fleTp), it
may be inferred that the FleQ recognition site must differ
substantially from the one recognized by the FleQ/FleT
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complex. Further characterization of the class II and class
I enhancer regions is necessary to understand the
specificity switch of the FleQ EBP mediated by the
interaction \{vith FleT.

In R. sphaeroides, the intercistronic region between the
divergently transcribed promoters flhAp and flgAp is only
53 bp long; from this fact we hypothesized that the FleQ/
FleT complex could promote activation when bound to
sites lying jl};se to the promoter, or from sites located
inside the coding region of the gene located upstream.
Instead, activation of these promoters depends on a region
located 150-200 bp downstream from the promoter
sequence. Interestingly we observed that the UAS located
upstream was responsible for 25-30 % of the full activity
level detected for both promoters. Our current model to
explain how activation in these promoters occurs involves
a biased random contact of the FleQ/FleT complex bound
to the enhancer regions with Ec®* bound to either
promoter. The molecular bias mechanism could involve a
preferential bending conformation of the DNA and/or
induced bending by some other protein (e.g. integration
host factor; IHF). The physiological relevance of this 30 %
activation r#mains to be tested in the chromosomal
context. Nevertheless, since the sigma factor FliA (required
for the exprission of the flagellar class IV operons) is
encoded in tl‘*e figA operon and its anti-sigma factor, FlgM,
is encoded "ﬂ the flhA operon, the shared activity of these
UASs could be required to fine-tune the expression of these
two operons. The release of FliA from the inhibitory action
of FlgM is one of the most important check-points during
flagella formation, and it occurs when FlgM is exported out
of the cell once the hook-basal body structure is completed.
Hence, it is tempting to speculate that cross-regulation
mediated by these UASs helps keep these two proteins in
equilibrium. ‘

So far, only two divergently transcribed ¢**-dependent
promoters ha*ve been characterized (Charlton et al., 1993;
Lutz et al, [1990; Hopper et al, 1994), In Klebsiella
pneumoniae, it has been reported that the IHF protein
avoids activation of the niff promoter by NifA when it is
bound to the UAS responsible for activating the divergently
transcribed promoter niffH. In this case, both UASs are
located upstream from the promoter sequences niffp and
nifHp (Charlton et al, 1993). In the case of the hyc and hyp
operons of E|coli, the distance between the dinucleotide
GC of the prﬂ‘)moter sequences hycAp and hypAp is only
120 bp. This region contains an IHF binding site and the
UAS that allows activation of hycAp, whereas the UAS
responsible for the activation of hypAp is found between
hycA and the i'ollowing gene, hycB (~700 bp upstream of
hypAp). It hds been shown that hycAp decreases its
expression in'a strain deficient in IHF, whereas hypAp
increases its ac(L(ivity. Therefore, it has been suggested that
transcription from the hycAp promoter negatively affects
activation of hypAp (Hopper et al., 1994). These examples
show that expression from divergent ¢* promoters can be
affected reciprgcally, although. other factors such as IHF

can modify the final output. So far, the role of IHF and
other similar proteins in the control of ¢>*-dependent
transcription in R. sphaeroides remains to be evaluated.
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