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Resumen 

El mecanismo de motilidad bacteriana mejor estudiado a todos niveles hasta el momento es 

el de nado. Este mecanismo depende de la capacidad de la bacteria para ensamblar y mover 

uno o varios flagelos. La biogénesis del tlagelo esta ligada a la regulación de las mas de 40 

proteínas. requeridas para In formación de estn estructura. La coordinación de In expresión 

de lns proteínas tlngelnres con el ensamblaje del llagelo tiene como resultado una 

jerarquización de la expresión de los genes tlagelnres, Normalmente, In clase. 1 de esta 

jerarquín esta constituida por proteínas regulatorins encargadas de cohtrolnr In expresión 
, : , · y-,'.>,:.}_ . ."t>~V;~~{~~:~t.i~~,,:7-;t{'.~J:.;~~:'.~.!·:~:.,~<:.:. 

del resto de lns proteínas pertenecientes n In jerarqufn. Rhodóbúcter'sphlieróides es unn a.~ 
·,,·:.: .. , ····' ".·:~~:-.;· .~·_;·!.'·:~;.::~"-~.·r:::J;'- ... ;.'.'<.~: ~~~:y':-<~·1\~· .. --'.~·5.·'"· -'· .. 

proteobncterin monotlagelada. Previamente·. se. han\!l!sérit1?~~íi'6~';i~J~~ fl~~~l~r~i"C!e esta 
; . _:<'.~'_:-~ -._, ·~~'..-:?.;:·, \;_>; ~:~),~~/·;;~~Q(~·;~~~:_F~: '~ ~;~\- ::_~·?~/~:,'.~~-,~~-: ·'.YW:~ -... ,}Jf-{ ... ; t' -, ' 

bacteria, pero hasta el momento no se hn estudiildó lá regultid6ri 'de . .lá expre'sióri'de estos, ni 

si "'ª oooplndn 'º" In biogén,.ls del,•O~~lo~~~~¡~·,¡b~~;,~f~oi,,1~';J~~~ p:os 

pam In onmotorimdón dol si~lo~~.l~of~?~~~!~J~~ j, 'Plta•mld" modianre lo 
localización y estudio de un gn.ipo de promotores tlágelares, Los resultados obtenidos nos 

' .·._, .. - .. ~:.:).~';;._-_ .-.c..~~-~~·-'-~·-.C·;-¡:,\1.'.';_-ª ·~-··:>·-·. ,•: 

permiten proponer que, l¿s,·~~n~~J~p~~~¡~Fs-;;d~0~1~se u son expresados n partir de 

promotores depéncliente~·d'6frri~i~/$~~;'.i¡:ri-¡~~trll~ q~~ los genes de clase lll son expresados 
""" .· ,-·. -_ - .. ; 'r . ·-. ;;,,-,: ~;;.~··'.~"':--~ {é})'· :~ .. ·: ·;';. ·. \e~·, '. '• .. .. . . 

n partir de'proinotores\d~~~~d¡;¿~:~f'<l~í'f~~tC>r,cr2K, En este trabajo, también se nrnestrn 
. .,-., ':_;,:; .. · ~.:::;.-.i~.·.;-.· .. -1·;.·.:.',:':.:'.:.·.:;·· ... :· .. ,:f,:.·1:.> ·~·"i' --: 

·" ',/_~;~_,.°'{~:;_'.:.,L~; .. ,._._' .. ~-:: .,.·._._., ·'·"· ·. , , , .. _:.":-." 
evidencia que indión que,,!A(e){P,resión3ani~eles silvestres de los gepes ,de,cl,nse Ill está 

supeditado ~·In C0p.~i~Í\~~¿'~i{,1•¿if ••mionto de I~ gen~ ~·i,j,k; 11'.~te. óltimo 
resultado sugiere que cónio:seiha\v1sto en otras. bactenas, en R •. vphaeroides hay una 

,.\·_·· .. ,, -. ;.,·_,;,·o;.".<'.··~··•''·'<·'""~·r·.o~· .. '.-.l',> - ,' - . 
.. , ;: ,:~ . :.-1 : ,'; ··" , . 

jerarquiznción·d~la exp~esiÓnd~ lbsgenesflagelares. 



Introducción 

Estructura General del Flagelo Uacteriano. 

Para buscar mejores condiciones de crecimiento o simplemente para dispersar su 

población, las bacterias han desarrollado en el curso de su evolución varios mecanismos 

para trasladarse. Hasta el momento se han identificado cuatro tipos diferentes: 

deslizamiento (gliding), torcimiento (twitching), nado (swimmlng) y una forma 

diferenciada de esta última a Ja que se le llama nado en enjambre (swarming). El papel que 

dichos mecanismos juegan en el ciclo de vida de cada especie es diverso y su inducción 

puede estar asociada a señ!lles internas o externas. Como ejemplo clásico del primer caso 
--- --· ' 

está Cau/obacter crescentus d~nde lá síntesis de flagelos y In motilidad se encuentran 

asociadas al dclo~éeluÍnr•( 1 l 3);:)y ;c~mo eJémplo. de inducción externa se encuentran. 
' ! :,. ~; ::'~ .. : ·;' '. . - .. :·. - . -· .· . .. :: - -·,:\'. ~ '. ' - ~· - ;. ··. ·'. \ - J - ; • - • , • 

Escherichia .• coli···· y .••. St1ltno11e/lc;\e~fuici1 •. ·.··s~ro~~r. Typhimurium, en. donde· .... '~··. nus.encin. 'de 

:.:::,:¡~;~~~~\º1~~~t~r~T~~~Ji~~J~~!~~~~it~~~i~~!1~:: 
(91 ), Finnlirien'fe; dlChrtindúcéfon podría depender de unn·•'combinaCiórl:'dé'seftales internas 

y de las colldi~i:n~:·d~~rechniento. . . . . .. .'<•:;.~;~tJ,t;';J.'ifT·';/C "' . . . 
• - -''• ' - -:- o.·- ,-.e~·.,~' -,_'-. .- .co .• ,'-f··. ,-\f:/; ~-.;::,;:-~-,.'• ;, ¡,'~' • ; O". 

Cada" fO~m~'cle. desplazamiento está nsoc'ú1cla% Jg,nf¿~d~'ismo físico· distinto. El 
' ; -~ ~'. ,·• ~--: 1:.~'i}i' · .. ' " :,-_-: .. e;" 

mecanismo más estudiado es el del nado.· Ej'es.íe,Jas:~~cterias producen uno o varios 

fila~e~tos; helicoidales extrncelulares Wªg~l~~)~c~JsiI~EjJg
1

¡ ~'~r una sola proteína a la que 

se 1~'d~l101Üina' flageH~a o ;por C~rnbiririf iÓri~s· J~ 'CÍbs o má~ variantes de la misma (fig. 1 ) . 
. ,. •. . .', • ' '·. •. '.., . . - ' . . <.' '· '.' ~, ' •' ·~· . -~_,,·{·'.. ·. •. ' . . . 

Losfilan~~htos,~ifvenébomo ~~iic;s,'pn~a :impulsar a la bacteria en un medio Hquido o 
. . • . . ·.. . • ., - ' : " ~ .... h • ~· . '",. • . ,.,_ -

>:> . ,-·.. :·.,.:·~- -' - ' - ,:_,~~-~:~]'. ._::::;,~-,- -··.>:,_,,.-· -~. -. 

semisólido/ LOs' t1nge10r pücilCn estar. dependiendo de la especie, en una' posición 

determinada o. distribuidos ni azar en la superficie celular (fig. 2). En este último caso se 
-· ' . ' . 
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encuentran Salmonella y E. coti, cuyo número de flagelos puede variar entre tres y doce, 

dependiendo de la fase y de las condiéiones del cultivo (3), 

Estructura flagelar 

f11f 

l·h<i 
Fh~I 

FhN 

\.lcmh1;1na 1n1cnm 
,\mlln S 
,\1111!11 ~t 
.-\mth, e 

Figura 1. Microscopia de una célula flagelada y diagrama de la estructura flagelar modelo. 

Cuando las bacterias de este tipo se desplazan, los filamentos se agrupan formando 

una trenza en uno de los polos de la célula. Debido a que el t_()rq~e ~s g~~e~~do e~. un 

ángulo perpendicular a la superficie de la bacteriéyl~ ~~t~6!:~¡:('1~1i·6gfaai dgida del 

flagelo no .. permite modi,q_carlo; ª. u11 · ángu io: ·paralel~:. ~I~ r~r~·i_t::~~;irárZac~_~n .. de esta 
-· --;~ '.--'.:·- ~ f!~/ ·_;otr-s~0 :0~·;;::-~~··~'-''{f "~ -;--',';.·-/i\ "~/:'-' -~~~-~;-- ':-. -,:-_:,,,~n:·-~-;:~-·"i':~";:-:-o;7 ':.:- ;:~--º:c~,-_t::-~·-'º. Y:Tº~ '7rr.-.-:st"'"·'. --:~•T ·-:-_-. '-~-~';;-- -;7-:, .:":: -' ·: - ~----

trenza,· sé'f~qGie~l de'.otr~ 'esthi'ct~rn;rllás:riexibl~:q~¿· c6~~c1e·a1 ;~1am~nto·c6.~· I~ bacteria,. a 

estaestructurá~e·~;,qi~~~J'.~a~g~ch~~~g.~l)r: ¡. :• ···. ·.· ,·· .• > . 
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Patrones de distribución de flagelos en bacterias 

Monotricu 1\nlitricu Lufotricu l'o:ritricu 

Figura 2. Diferentes distribuciones y número de flagelos presentados por diversas especies bacterianas. 

Al igual que el. filamento;; el gancho e~tá constituido. porsubunidades idénticas de 

una sola proteína qúe se en~a~~1~d)~'.;¿~ia;tt;el,ta'de)u~a:h~,Hci~.~~/10'.que su apariencia 
· . · .-· · · -~ .' i · -_j . '.~'.\e : .. _:; t('-; i~~:~'< ::.~):::·:: -)[: ~>," 'r _,~-,\:·~~~-~k: __ ; ;~:~;{; :/J>,¿f-·l;:~_:;v~· ;:~-~-~(-:\.~~,';;~~ < 1Y·< _ .. _ -

al microscopio electrónico·es. •.curva. (fig;··· 3);(2:3);·.Est~;estructura •• se···u~e· a; su····vez •. al .motor 

flngeJ;,·~··~.~. ·~~\·~·~H~.i~~~~~~~w~~;;t~·SOjf~~~~~~~~~lf.ºW 
4 proteínas difereptes ·c~yo.arreglo n~: h~ si~o •. identificado· hasta e,I 01ome~¡o,•.pero que 

puede ~r J,ir1~(d~ ~i;i.,~;~~11~ ~Nd, parte•, el eje prox1flU>1 Y,{1 ~;~!Í:\~~~J!· ~L ,· .. 
eje pasa pbr ·~11 aniilo e11 ía;. membrana externa (anillo L) :Y otroien ta'•'.füireét de 

'" - '>·· _. _._ - . . .··· ,_· .. '. - : __ ,,._.,,,., -· 

- - - -, .... :, . - . -·.·.-, : _J -· - · __ ,';'..~ ---.~ </.~:':~:'_'.,,·;,J<'."'.' ~·.· 
peptidcigllcanos (anillo P) cadá uno constituído por subunidades de u-na sola(pr§íeína · · ·. · 

específica de cada estructura (flg. 1) (23); el papel de estos anillos es el cte''~e#~~,~01110 
estabilizadores para el giro del eje, además de formar un canal Parª el paso1!~~e,;éste'. 

'-: ···' •.- : 

Finalmente, el eje se U~() i:iI ~nHlo MS que está formado por una s~la proteína 

transmembranal y que es lá p1in1era ~sfructura flagelar en formarse. 
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Comparación del gancho de E. coli con el de R. sphaeroides 

Figura 3. Microscopia electrónica de cepas poligancho de R. sphaeroides y de E. co/i. Hasta el momento R. 
sphaeroide.1· es la única bacteria que presenta un gancho recto. 

El motor flagelar al igual que un motor eléctrico consiste de un rotor y un estator. 

El rotor está conformado por varias proteínas citoplásmicas que conforman el anillo C, 

localizado en la base del anillo MS y por lo tanto en el lado citoplásmico de la membrana 

interna · (fig. , 1 ). • Er esta.tm~'~.consiste de:' u11á ~·proteína transmembrallál (M~iA)\'.y, una 
, c .. · • .. -: ::- --~-- t~'fr. /'.~;,::;_:: !~;{_-_ -~~;f {:~: t~~~v:_~_7;-~xr: _~~ ;~:~~~~~'~i~~~~;!·:_~i~~>:~~\~_~::'.":-~/~.(:~:;.~~--~:~ ~f ~~;;~;.-_ .~H ~--- : -~.>~)- .·::~;;::~~/-·ff1F~~p~~{;·,_J~~f; .-~-~:::~-~~:- _-:· :> ... ~·. . -· 
penplásm1ca(MotB).Lapr~teínapenpl.ásm1c,a anc.laa·laproteí11a·IUem~ranaJ•l1.laparedde 

péptidoglié:anos,i'n1ie'nfras' que J¡{p'roteíiiíCtrans~en\tiranai; sirv~ 'c'om'O 1ca'it~1;C1e' protones o,· 

. de iones ~·de.e Na+, ... que :van del •:)Jéripliismafal!·'Citoplasmár(27f én• .. •favorYdel •. •gradiente·. 

electroqtiímiéo; Sé. há póstulado '.'qué: li(interiú:ciórii'dé: los•.protanés\ con ü'ria proteína·• del 

==~~~;b::';~~~~~i~~ti~li!1~:~:::~1~~;2:1~~1¡:.~~i 
estructurales· · .. extractt()pl~sm.1c:a~)i':s?i:i);!,transpor(ada~J pgr \\un :¡aparato de exportación 

·~· <:~;: ~, -~. ~;.~: :;~'.·;.~~::~~:·,:;-~~~~~~-;~~:?~-il~~>~?~~·~:'.;ú:~::~~f 1~f (:t~t7~:~ft~~7.-:§~;y ~ ·~·tw:~ ~--~; y~~.--:<.-:; · -_- ,_·~· · · --
especializado qtie se cree está localizado éri. lri brise"del. flagelo, y que se ancla a un parche 

.· :_ .. :(_· ,:>:_.:-:r·.-;·-~: "> ;-:::·'-~;'.:·:.::_ !·~···; ·_.:)._ ~-'.!,·.,_ ".--'·. 

de meil1!Jianaclocalizado e.n inecl·io·d··· el a~ill .. ~ MS (2. 6, 50). Las proteínas flagelares son 
: .. ,_ '' ·" 
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exportadas en un estado semldesnaturnlizado, a través de un canal interno que atraviesa el 

eje, el gancho y el flagelo. El ensamblaje del tlagelo se produce en la punta de éste y no en 

su base (25, 40), El tlagelo completamente ensamblado se puede dividir en tres secciones 

que enumeradas en orden por su cercanía al cuerpo celular son, el cuerpo basal (que incluye 

el motor, el aparato de exportación y el eje), el gancho y el tlagelo (fig. 1 ). 

Regulación de la Expresión Genética del Sistema Flagelar. 

La expresión de las proteínas involucradas en la formación del flagelo, esta regulada 

en todas las bacterias donde se ha buscado, en una jerarquía. El caso mejor estudiado es el 

de E. coli y Salmonel/a, donde los genes flagelares se dividen en tres clases (fig. 4). En la 

primera categoría se encuentra el oper6njlhDC (52), iut1bos genes codifican para proteínas 

:::;:::~·~:~~i~~t~~~;:~~~líl~~~~~~~~l~,;~~;7:·~::::; 
En el caso ~d~ljN~,)a[~g~l~ei,ó,n,po~ttiya ~~.i~directa y debid~ a .la represión mediada por 

~::5:~f f ¡f f lti!llf ];~~~f :~:~~~::·::~:::::::::: 
involucradas 'exéiltisivatrieriie e'ri la regúlrición éle genes flagelares, como es el caso de FlhC 

' -- ,' ,': ~- ?~:"'. !·>-,·'."'.':.:·\'.::·e·:,'.''./,~.;?\~:-: _~:~·:.:;.;:_:·~----·::·~· . '' • 

o estatrelaciorihda~~:~i;;;~t:r6:tip¿ cÍe respuestas como la división celular, la cual es inhibida 
- . ·.--·:. :¡· .. _,_;_:::,._ ::>:'., __ ./,.''.;.; ;-;-!;:-, -. . ::: . . -. -.. . . 

por FlhD 1~ediante'~n tiiecanismo aún desconocido (82, 83 ). 
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Jerarquía regulatoria flagelar en E. coli 

Clase l Clase 11 
(Genes tempranos) (Genes intermedios) 

Clase 111 
(Genes tardios) 

Señales Ensamblaje del 

Ambientales RpoO (a70, 
cuerpo basal-gancho ~) 

! 
FlhOC (yFlgM 

~ 
flgA 
fThBA FllA (a28> 
fliA ~X) [ ffC cAMP-CAP --. flhDC • fliB • flgKL 
fTiE fl¡BA 
fTiFGHIJK 
fTiLMNOPQR 
flgBCDEFGHIJ 

Figura 4. Esquemn mostrando las jerarquías de los genes tlngelares en E. coli y los principales puntos de 
control. Tx, indico trascripción. 

Los genes pertenecientes a la segunda jerarquía son fundamentalmente proteínas 
,·."_· . .;:;.,·l.,-. 

estructurales del cuerpo bakaUd~I flagelo, proteínas involucradas en el ensamblaje del 
.-,<·.; ' ~.;::'.::::· ·.~~;t:·;·-}!?'.·;,-_;;::}~- } ' 

ílagelo y en sensar la form'adÓn'.~~rfe~.ta• de esta estructura. El mecanismo molecular de 

"" P""'º do• reg~l~,~~d~'i~~;l;·:~to Y oonsl•to on la intomodón do! faotor cr'" 
(codificado por.el géhe)liAfc:0,:11 s§.'aní[sig1na (FlgM) (59, 75), ambas proteínas pertenecen 

a la clasé 1li;EKc~~~t~~~~~~fü9,~~~~tffe~,ap~rato de exportación ílagelar están completos 

y funci~~alcis;~I ~~ti~lin~~;·~~(6~;~¿~?Wpor el aparato de exportación flagelar (38, 57), 

liberan~o d~e~ta · f;~,ri~·~{''f~~~i; J~,yfaermitiendo por consiguiente la transcripción de los 
' __ .', '.. d : ' •• '~ ;·_::~:>· .. _·'.·: .. ·: .. ·,-·-.·?.:·.:;:·_~}::\~~:!~:if~;i1>; 

. genes de clase 111 (figo 5); Se é:ree'que.oebe existir una señal que permita un cambio en la 
• , . :··. ' ... , o•·;.':,:~:> .'•l;\?~~ff?-· 

especificidad del apa~atÜ d6 ~xp'o¡t¿¿fó"11 que da inicio a la exportación del antisigma. Esta 
• J •0r·:;· 1 _·j'·,; ' ... ~. '', ,. '... ,-,-.· . 

señal debe estar ~so'l:i~d,~ cÓll la té~minación del gancho. En la última categoría se 
- ·. ¡---:~~ 

encuentran los genes que c~ditican para las proteínas que se localizan en la sección distal 

del tlngclo; además de las proteínas que conforman el estator y el sistema de transducción 
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de señales los cuales modifican el comportamiento de la bacteria en respuesta a los 

estímulos provenientes del medio. 

A. Cuerpo basal-gancho 
parcial 

I(+. --.1(. 
a" FlgM a" inactivo 

Regulación del factor cr~8 

D. Cuerpo basal-gancho 
completo 

·-'• 

Corona 

1 
C. Flagelo completamente 

ensamblado 

J 
tardios 

Filamento 

Cuerpo basal 

Figura 5. Esquema mostrando el mecanismo de regulación que acopia el ensamblaje del cuerpo basal y el 
· gancho con la expresión de los genes de la clase lll. 

En todos los esquemas regulatorios flagelares hasta ahora descritos, se ha 

encontrado una jerarquización de la expresión, en la cual, la expresión de genes 
' .. ,. : ~ -~ 

,_,-_- ,;,- ._-_-"'";>-. : .. -. 

pertenecientes a una clase inferior está. supeditada'!ia ~la expresión correcta y al 
- _, . :-'· ·-'·: _ ~,~<->5 ~~:~'.i~~-~H~~fK'.:f§.~~f/r;~Jf:-it-~: __ :-¡., -.:-~J_;_· :< _ 

funcionamiento apropiado de todos los geiies'dela''claséiñmediiífa''su'p'erior (58, 65). En E. 

'. ---~ <:_ : :·.; :_;-" ,:·,;: -~'.->~/' :~·,.\~~f::~<;;~,S~Ul:l~~~:; ... ·f~~1~!~~~\~;r~~-~i~b}~ __ \~~~~~;:·'. :.::~~ ---~·:-,. ~ fr·~- .. 
coli y en Salmonella se han identificado dosJtipos'de-resgitardo; EL primero asegura que 

'" - >./"·~ , .. '"·'."-.~z. - , . ·;·trk.~~~>-:;.1, . _: :!;'.' : ~'1'.;{c~~:·::;;-~i __ .,;,:_~";~i::-:·":;.).\°"'· .-'\"--·~~-·' '· 

los operones de la el~~"~ J~¡J~ri~Fserin ~~P~~~ad¿~\.r\::oÜsis~~ ~n · é{'~~erirniento de la 
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activación de la trnnscripclón de los genes de clase 11 mediante FlhC y D, y de los de clase 

111 por el factor ai", El segundo nseguru que las protefnns trnnscritas sean funcionales; este 

seguro está constituido por el factor d" y su antisigma. En c~njunto ambos ~ec11~ismos de 

control empalman la expresión de los genes flngelares con el grado de avance del 

ensamblaje del flagelo, 

Control de la quimiotaxis 

En un medio químico constante, E. co/i y St1lmonella se desplazan:en trayectorias 

tridimensionales azarosas. Las células nadan ~iguiendo recorrldosr~6t11cr1¿os; loscunles son 

portuWad°' cadn uoo o .t "~""~º'·~por u0° ;~m~: .,~pi;~¡~ d~ ~o~lmlento 
d"'º~··r1·':d~:)1í~ü1::~¡:;ü:.~~1f ~.~~1)~~·1~~~fil~lt~y ·~~i;iii~·~~··, .. 
duración. de. 0 .. 2 seg• ( 13 ),1· Despüés, de.',es.te evento, la bactena rerimida su; recómdo. én. una 

: V_ :,. __ ::~: .-:,·/" --:::,~;~;; ~~:::~:~· :, __ ;·_~=~\-, /~.:s.\_:-;~t:.:~;~,-,· :_~;\~~. x~:~:,:: -.·_"Y > ;'.:- .. _. : .. - :~-:-~-~:- ,-. , ___ , ,r~~t:·,;-~:::~,~~~:~ ;,~~~~~/-'.fV~~c~J:~~st:,::_~~:~.t~~,:~ ,.:_ .- . . -. 
nueva dirección .elegioa.al.· .. azar .. (fig .. :6) .. ·.~.··fr~c.ue~cia.·de .. los eventos'de'reorlenta~.ión. es· la 

base· del c~ntJ~1 .. j¡ 1r~u1·f ~1Jf~~i;,~n~·.Js't¿~b~cte~as. ¿u ando haY:'~'.n~~~~¡}~i~~·re~e~i6 ·en .. lá 
:_: -_ e-:>:<~.-.:~;~~:· ~·~~8:~:~ -:'.~~?"::::_~;\~t:_-t;~r~~ -~~~~:~_;; :'_:_.?~:'.. .:~./-~ ,, ,'o.-·:.:: ; -. '--<·-·_ .. ,_ - Ji~;:·;.~:-~_',~,:"'._~:-'/~:<~/ .. ;f.: -.-.;~, ~ --

conceritración de algún. ntráyenfo~ las baéierias disminuyen ·.1ri' frecuenciitde los eventos de 
,. :._ .· :·---: :'·. ·-~-.- '_,;_·': ·:··::·'.,·-::·.){;··"¡;: :,.:- i;·t;~·_)_._::·-:' ·" ,-.. . ·' -. ,, ,· .. '· '.' .. _. 

reorientaCió~rloqÜ~ pro:Jci'cri'C¡utse'de~placeri cl~~ante un. mayor tiempo en una trayectoria 
· J>(-~·;:·:~'.~ .. : _t:::-,\~- ··_::~~~:_.-_>'-'.~:~r_;·_ .. ,>,if¿~,¿'.~"~·:{:L·-_-_~r~-~-:·_'. .. : ·:H;::'-;:: . __ : ___ -: -~ _ >· _.--- . _ · -· · 

recta.'Por'.to·t~n¡ci, si"~n~;;ba~'terii s~/~n6uentrn en un gradiente de atrayente, la frecuencia 

do~t~~tdA~i:1,;1r~~~f~}~~~t.ri. "ooª en 1n d;recdóo """dente del grnd;eoio. 
Igualmente importanié qüe' lá 'cápiicidad de controlar la frecuencia de paros en respuesta a 

, .-·,· --- -,"_5'" .,. ' .'• ·.·•-,.,\ 

u~ e~H;nulo i~ IJ~~;~b1c1Xd°~e adaptarse a diferentes intensidades del mismo. Debido a esto 
' ·; __ .·, ,..,,_, '.-.' ..... , 

las células son capaces de permanecer dentro de un área de máxima concentración de 
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atrayente y no continúan su desplazamiento mas allá de ésta, Elcomportamiento contrario 

es observado en el caso de un repelente. 

Nado en un medio 
homogéneo 

"en un gradiente 

~ 

/ 
~.g 

~ ~~·~ 
-/\~' E 
~-- ~ E 
~~ Q)r 

~ :.O'· 

' ~ ¿ 

Figura 6. Esquema del comportamiento d.e nado de.E. coli. Se observa el arreglo en trenza de los flagelos 
cuando la bacteria se desplaza y el movimiento descoordinado de los flagelos cuando la bacteria se reorienta. 

Izquierda nad.o en un medio homogéneo todas (las corridas tienen aproximadamente las misma duración), 
derecha nado en un gradiente (la durac~ón de las corridas se modifica dependiendo de su dirección). 

Jlr~~-puesta;~ui~O~ctiJ11nvolücra un complejo sistema de receptores acoplados a 
~_.,-.;,- : ; . ,.:,:- ,-- ~-·: ._. '·-·'.-'_- ~ -~ ) ' 

un siste.Ú~ <li ~~s~~c~Íoll de Úñ~les 'perteneciente a la familia de los sistemas de· dos 
.. ;_/(-.'.,.. ~-::t''· :, ~- :,t-·:_' '':=~-'.'.:."-: ·- - . ·: ·, ~'-"" ".-.-,. 

-·_ compon~rit~~;: E~' /l-~J/i,f1~~-:i?eceptóres del sistema quimiotáctico son cinco y se 
' ,- -." /·, ;"~j' 

deno'fü¡Ji~::/far:zá·s~:T~g.'~Ta~}y'Áer (14, 55, 84). Las cuatro primeras proteínas son 
.';}·j • :. ,-:,'..•' i\>• •' •O '"\~:~ (~·.·_. 

h9fi19!Jr~~ro~.Úq~).'qu6S~~~~~~i:~~ dominio sensorial .ubicado en el periplasma, dos 

s~gri;~iltos; t~an~~~+!Jrriii'~1¿~t f u~ ;clOiriin_io 'citoplas§áti~o'. '. En el peri plasma, estos 
.e;,,<./': , ~· ·--~, . 

receptores pueden . u~Ír de .forma clfrebt~. 'algunos ~miri~á~id~s. o pueden actuar como 
: ... , : ·' . ' . ·- .. ,, ·' ,.,~: : ,, .. •_;. . -····'·"' -· . ... ,_·;-, .. :. ' ... : . . . . 

transductores, interaC:fü~ndo c~n ~prof;Íll~~ pe~iiarri1l~1u?6~y~ f~n~ión es unir o transportar 
.• ' . .;-. ..>, ' ·. ·• • ~ 

azúcares o dipéptidos. Los atrayentes que són p~rcibidos. directrimente por los receptores 
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incluyen 11 111 · serina, 11l11nln11, glicina (Tsr): 111 asp11rl11to, glutamato y maltosa (Tar); 

dipéptidos · (Tnp): gal11c1os11 y ribos11 (Tgr). !3st11s proteínas se conocen también con el 

nombre genérico de MCPs, el CUlll representa las sigl11s: •Íinethyl-accepting chemotactic 

proteins" (prote(nas quhnlotl\cticas 11cep1or11s .·de metilos), Estos receptores han sido 
- - . '... . :"·, 

estudiados ampliamente pues además. de ~u importancia en la fisiología bacteriana 
·_'.'_ ----,, ___ - ~- -_-;--o=o- ~=-=. 

constituyen un moaelo ae transducción de señales a través de membranas fosfolipídicas. A 

diferencia de los. tjuilllioreceptore~ ~n~eriores, Aerno tiene un dominio periplásmico. En 

cambio posee un doini~:ioPASlntrachoplásmico con un grupo FAD asociado (14, 84). La 
' '--·· ' ·' ~·-· ·- :': ' , 

función d~lg;upo FAD no ha sido completamente elucidada, aunque se sabe que es 

indispensable para el funcionamiento de Aer (85). Se ha postulado que el grupo FAD puede 

ser oxidado directamente por el oxígeno (14) o que puede detectar el estado redoxde la 

célula interaccionando con uno de los componentes de la cadena de transporte de electrones 

(14, 85). 

Asociadas al dominiO · citoplásmicó de .. todos estos receptores· se encuentran dos 
·.o'.• 

proteínas del sistemáqlJimlótáétlco;'deA~y'C'1'éwJI6, 29, 74): 
,. é.". ·: ' ' -·, '( ,. - ,. ,.}.'o·:;·.··. , 

Se h~ post~/¿ciJ\qu~.1~ tniáA ~¿I iii~~~d 3r~receptor induce el movimiento de las 

:~:t:~1~!Jil~il1l!llf !!:~:··:: ,'.ª .~~:,:: .:· p:::::: 
Las ''prot~ínas que: paÍ1iCipari,';~nJUá:,}ransd~cción y regulación de la señal 

quimlotáctica son seis, y son los produétCÍs d~ l~s genes che: cheA, clzeB, cheR, cl1eW, che Y 

y cheZ. De 'éstas, las proteínas CheA, CheY y CheB forman parte de los sistemas 

regul~toricís de dos componentes descritos en algunas especies bacterianas. En todos los 
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casos descritos de estos sistemas, los pares de proteínas comparten la función común de 

permitir a la célula detectar y responder a un estímulo del medio ambiente. Estos sistemas 

consisten, en su forma más simple, de una proteím1 sensora y de una reguladora. El 

mecanismo por el cual se regulan este par de proteínas es mediado por la fosforilación de 

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

del medio Ílmbiente, y transmitir la información (mediante fosforilación) a las proteínas 

CneY y CheB, las cuales, regulan respectivamente la frecuencia de paro y el grado de 

metilación del receptor, 
. . . 

La proteína CheA; es unu proteína citoplasmática capaz ,de autofosforilÜrse >en un 
· . . : •· -~·:·<. :.·)\ .. . :.('·-.· ·:.\~.-. ". ·' • . , . ~- - ;>'.f:: __ :·t:}Y·>;~:~i~·-)-~~:-~~:+~~fi~\.Ji,~:!(~',tr;~<<;;:;;-._:_ ;;_:<. 

residuo de h1stidina (34,)6, 114). La porción central de CheA(eritre los residuos 2607510) 
_ ; ·.:._ ·7 .• \'.-;;:;-:~~; '.-)!1)_-,:.;t~~.:::_,· :'.<\;~.- .:L:·;~:.:: ·;·:°"· ,_ - <' , :~~2.-.· .< ~-:·: ~, :-~:~~~ --?~~~t( );'~;:~~{::.:: l~/h?-'-~-{Jtz~~.~º>10fJ'.\!iitl~~~~}~~~::":.~p::~~~r:~ ·(>/- -:; ':. 

posee un dominio de .clnasa; este dommio es capuz de ·configurarse· deforma mdepend1ente 
.,, ,;.;~ ~;}'~.. ''•·• - ·- - ·-. ·• '·), • - - '~,: . '.'>'\• c.'.>""·,'.;,¡•:''"' ·• '\~ :"~ · •-

del resto· cl6·.ia'·'~r~!~i~;LMe••~,TPi~g·;~. '{~t~~~:la:·~~~[~~{a~f??~;·,~~~·i~Üh~;d~,·~·istidina, 
presentes en el do1~irii~ de•'ro~fotrÜÜ~rci·~~ri8i~ (~~)i'baj~).'fii Ji61~i~faCinds~ contiene .varios 

: - ,• ·:· :< . - . ·.·. )/(::;.·: ?h~: __ ,.:~::-::2~~fi<:~f~:_;J.~~\\?J:~\~t}:~:{~;~~-~~~;;~:':~-~->~;/;:::-~:.~-: :·_~:' <":<" . . .. -'.: ... ·.. . : .. . . 
motivos de secuencia ultaínenle conservailos dentro de la'fomilia de las cinasas de histldlna 

( 1o1), los cuales pu'eden estar arreglad~~ eri la'est;u¿tura · térciaria de la protef na P.ª. ra formar 
:-:·---~.' ' .• · ,_ ... - • ,>.~ -. : ~ .•. oc").· - :•< •. 7 -:.·;-." • 

la superficie d.e unión del ~ucieótid() d~l1t~o delsiti~ activo. Entre los motivos, de secuencia 
-- . . .... 

presentes en esta región, destacan: una secuencia rica en glicinas (0-~ox); rerriinisceñte de 
·-. ',,~:, :_,;_,_. ~-

las secuencias ricas en glicina de muchas cinasas y proteínas qúe'J~e~;~Jf(¿ÓÍidos'•(87, 
· j'. .. :,.-~:-,/.~:~:,~;~;:;:~'.f .. }t~~~i··,_:~-f,tt: ··.;-.r ·!_: 

105). El motivo DXG, en el cual se ha propuesto que el.aspartato.:(D):fünéiona para 
. : ··;:: ;: · .. -~:~t:: ... \'(~f-~.:;.~~-:-\:'.. . 

coorilinar Mg(ll) mientras el esqueleto amida de la glicinu (G) interacciona' con el esqueleto 
··: .-._ ~-: '.-_··~.¡'-":»;'·:~~: <> .,. 

carbonilo d~I aspnrtato para mantenerlo en una posición_. fij~ .{l'o~)~·.e~te motivo se ha 

encontrado en diversas cinasas de serina, de treonina y de ti~osina; 
: ,>_·_ ·_, .... • - ">(-". ! . < 

En térrfiino~ de función, las cinasas de histidi~á se ~ncuentrun estrechamente 

relacionadas a las cina.sas de serina, de treonin~ yde tirosina. Sin embargo, su estructura y 
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mecunismo cutulítico son diferentes (98), Aunque umbas cinasas tienen secuencius ricas en 

gliciifo, en l!ls cinusus de serina, de treorilria y de tirosina este motivo está loculizado cercu 

del extremo N-terminuldel dominiO; mleritrus en llis-cinasus de histidina, esta secuencia se 

ubica cerca del extremo C-terminnl. El motivo de secuencia, DXG, compartido entre estas 

cinasas, en las cinasas de histidina. se ubica aproximadamente 20 residuos hacia la región 

N-terminal a partir de iasécuéf1c1nficnen. glicinas; mientras que en las cinasas de serina, de 
·'' -. ' 

treonlna y de tirosina se ubléa hncla In reglón C-terminal, Además, estas últimas cinasas 

también dift~rende. l~s ~·in~¿[s ele' histldlna en que su producto es un fosfoéster en lugar de 
- " .. -. -------·- - ·-,;_,·,·;;,¿ .;._.·.--

un fosforamidalo;<t1s fosforamidatos tiénen grandes energíaslibres de hidrólisis (111), 

como se bbs~rvd1;~!1f~;:phgsP~~-theA¡ In 6uaf tl~rie ~~ ~clt~n~ial de ~osf~lransferencia de 1 a 

3 • kcal p~r J:~1 ~~~ir ~u~ lri del A T·~-Mg Úo¡[<;rl~),! ¿:r6~cción''<le·íosforilación de las 
' .' .'.·L·· ... .<_:,,';:,;;,· ·'•." .,.· ;., ·, .:·.• ·<''-'· Z'.:,'"_'..::1:~·'' .<.:,~-~,,;'.})~~:·<"">:·:·,_::.:;;_~\'• ~'-~<-':'.'·• :•/ 

hf,11d i"j)'~.~14· .i P'~'úm1b1•~·~'f .~1,?~¿~0~;~1~;°'.i~~;~~~~~~~~~i\~r ~·.po• 1° 
rápida transférencia del grupo fosforilo. Enrconfrastéi él pcitenéláldéfósfofrimsferencla de 

• ' ... ~-~ • ·: : . t , , \ ',' • .• ~'.,/,¡<'.~,-;·:~;:': .. \'~·:!~: ·:~¿:~,:.)t:~~;.(:..~;:i)~\'.::·:~'\.:r~: .:~.~~~:~.-~·:~~~;·.~~t~~;</;~(:.:_.,~·~.-~1: .... •~-·:.,. • 
los fosfoésteres de sennu o de treonma es de vanas'.ktlocalonas por. mól menor que la del . . ·. ._.. ..;:· .. e::: .. , ';>'. -~";-' , .. ..'.;,·:;;·: - .. ,;-' ;.:' :;\::.; .t .. ·:;:.-;>~;<:··.-:·.,.-," . ~·.::·' ",;·.::. ~ 

ATP~Mg; por lo tanto la fosforilaciÓnde ~st~~ r~sictÜ&~ ~s ~s~~éfo1ffie~te ti~a reacción 
';:-•'·<o 

irfeversi~le (92). ·'' · • ':· ' . yo .. • · ·.· 

: Eh' Jd .re~16ri . N-t~~tnihat de. la proteína CheA se .ubica el dominio de 
·:e¿·--.-·-:-:.::_.-.. ::.:..,-. -'.'( ... "Ls~->·~-. ··-·-~ ·-- . .,_,_-.--,·- ..... -.·.'--~·- -

fosfot~arisferenci~,·· •• ét"cu~i.··.p~see~lre~.iduo'd~ .. hist.ldina~.(Hi.~-48) ·que es fosforilado por el 

d~mJH~~~t~l~~~~f~'.¡~l;J,tiJild8{ i:l~i~t~8~'?¡;~t". otro re'id"o P"'da '" 
fosforiládo ·en. lá prqtéfn..n;~_I?el~¡:choi l_a'mutagénesis d~l~esi,duo His-48 provoca que la 
. ,:_.~ :·t.~'J:~ :;,.:-:~: :·;:~~}.' ¡:-_.:~~<~:: .. :if;;~_r-~!L~:~::.iX~%'.J~!:;~j~iE~~::·:;~iJg~'~ :Vtff ·\z~~~~{~. f~~~i~~~'.;''..·~gi:r~~~~~\ ~~j&{n:~~L:·~,~: /:-·: -
protéfna CheA pierda ta é'.ªP~C:idad-cle aüfo~fosforilar~e~ (~4),;< 

En .la ·•regi~h'··~~nílhi }~e /fh¡i :fr'iJ'~cWf~~:/t~mbién los determinantes de 

dimerizacióil;de·i~ cp~ot~lria.'ia:~·ualin ~¡ifi'ca ;¿6r;2~~t~d~fo~cs micromolares se encuentra 
'·· . ' :. . . ·,, " .. ,_,., 

como homodfmero (3~). Se hur~portacto para yarlas cinasas que la reacción de auto-
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'· '• ' 

fosforihición .. ocurre en· tlw1,1; ·en el caso de CheA. el dominio central de una subunidad 
• - -, -~ o 

c!\talizn In fosforilAclón del resldúó His·48 de In segunda subunldad. De hecho, se ha 

observado que deleciones del gene i'heA que eliminan el residuo Hls-48 pueden 

complementar un!\ cepn mutante en cheA que tiene alterado el dominio cataUtico o central 

(103). 

La región cnrboxilo de CneA es esencial para la regulación mediada por el receptor 
-. . ' -· ¡·-·..;· .. -., (_ ., 

;-~r~' ·:-; ... : ·. ·/:: 

(24). Estudios genéticos sugieren que ~n estl\ región se encu.entra~: 1~_$siilosde Interacción 

con CheW y con.el receptC>r 177)."'t.ahripC>rtancia de estnreiló~,;~u~J~ ~~mostrada a partir ... ., __.., - " . ... . . ,~ ... ;_~--· ~ ,;'·";-· ·. -· ·'. .... . - ·. ·- ,. .. '. . -

del estudio de ~llriant~¡:dic~~~%'G~·:'11ev1Ín deleciones en tri ~egiis~ blforininal. La proteína 
;:; \::'.. :;-:~)·(: ~~.,~{~:._.:,.\~}:~.-.~-. L;J<:~~~~z~~~: .. ~;;r:::-~,·~~(>:~.;::)-/r·I,/·: . -~ ":· -.. : .. ~ -'·: .--< '.::.;.:· · 1 • .-·:~ -.,: • <~;::· : ·-.:.. j 

CheA silvestre es de 654 residuos;. una proteína que termina en el aminoácido 537 o en 
'-'-·-·;.,·,-: .':':.:·--.~-.~_;;,· ;:':;;-,-··-:.¡~¡:..;' ~~;'..'.·' ,.:.,, ·, .. · - :.--_ ,,._' ~,".' .. -, ,·, 

cunlquier'r~si'&t'o·.~\sfri1 :é~tf~~~;b/~uestra in vitro una a~tl~iJricfab cinasa similar a la 
-~ >-'·.,>>."::'-'':""·-t~~'r_:,(}"''.!:.:,,'.'Jf_;~;'><:>'.>/':_~;;;·:· ,,:_.. .. ... ¡.' :~·~-. .. · ·,_;;_,;: .. _..¡,¡,~.:-. 

versión sÚ~~stfa<ciiºC:h~A?sik~'mbargo, cuando estas ve~~Íc)ri¿s J~'¿:¡~~A son introducidas a 

"P'' ci,,X:"J~, i~n l~cOp~cos de '""",., la qnhnlotn>I• i11), 1AdionM,. al n tHiro< "'" 

proteínas .S~e~~,~~.Jta~~s· e~ el ... extremo C-ter~in~let~~~~~;&e~t~s;te ,,r,eco~~tit~ción in 

:~:;b~:r;:;::~i~:::;::nyoc~:;;;;~~Jti1lti~~~l{~'¡{~'l~:::¡: 
i mportnnte para ricoplnr n lá. proteína Ch.e A con CheW icoÍ} el. recépfor ( 17);. • • 

·· · - · , ... ..... __ ~-J?--;··:~"1 .. ~ ;7.~r-~-.,__,.,,. __ .:_· --... -·~.- · - · · · ·· -

El último dori1ino de CheA1por'ínencio~ar, se denomina P2, o dominio de unión n 

Che Y. Este dominio es indi~~nsnbl~~a;~que CheA pueda fosforilar a Che Y y n CheB, los 

cuales son l~s re~ulador~s de);¡J)uesta del sistema quimiotáctico. El dominio P2 se ubica 

hacia e1 extremo c-1e~mÍ~h1:a~(dominio de rasratransrerencia y también ranna un dominio 

con capncidadde esÍrutturllciÓn~independiente del resto de In proteína. La importancia de 

csté•~()mi~i~·;q~~~~;ifcl~~~~}f~u~~a en versiones de CheA que carecen del dominio de 

'•~;~~f~¡;~nsfere~ci:'~el cuÚ'ia·:~~l>ién debe interactuar con el regulador de respuesta durante 
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la reacción de fosforllación) las cuales aún son capaces de unir CheY y CheB de fonna 

similar a la proteína intacta (103), Asimismo. la remoción del dominio catalítico de CheA 

no afecta la capacidad de unir a Che Y o CheB. Por lo tanto, los residuos importantes en la 

Interacción con el regulador de respuesta, se encuentran especfftcamente localizados en el 

dominio P2 (fig 7). 

llis .tH llnhin 11 
ChoY,ll (1'2) 

! H• 
FosfotrnlUtftirenl'ia 

PI 

Che A 
llnión 11 CheW, 

~ I> F G Receptor 

ÍlistidÚi ci1l11.~;,- ~-J - -: __ :::=~:!, 
Dimerizuchín <'on Che,\ 

Figura 7 Estructura del cristal del dominio P 1 de CheA (arriba), esquema de los diferentes dominios 
de CheA (abajo). 

CheY es una proteína de 14 kDa monomérica (68, 99) de Ja cual la estructura 
·---' , ____ . _.....,.., -.-=-: 

cristalográfica tantC>de '1a proteína silvestre como de algunas mutantes ha sido determinada 
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{ 108) (lig. 8), Grnch:is 11 ello. a la fecha se tiene una idea bastante exacta de la geometría 

del sitio activo y de las su~rficies probables de acoplamiento con otrns proteínas. Che Y 

consiste de clnco'caden~s paralelas de hojas p, rodeadas de cinco a-helices, Che Y es 

fosforilada en el residuo Asp57 ( 19, 86), el cual se localiza al final del extremo e-terminal 

de la cadena p.3, yuxtapuesto a dos residuos de aspartato, Asp 12 y Asp 13, localizados en el 

extremo .e.terminal de la cadena 13-1, Estos tres residuos forman el "pocket ácido" que 

funciona como sitio de unión del ion Mgll (12, 61, 63, 73, 100), el cual es indispensable 

para la reacción de fosforilación. Otro residuo altamente conservado' es f~ Lys 109, la cual 
" ' '· . : .··. '.!·: . .;':'.'; •. -

.esiá localizada en el extremo C-terminal .de).a,91ld~1la}p~s.,§ chya;;~aden~·lnteral apunta 
·~,,-,_,~,::··-: <.;-· ···.,-~,:~; .. _..''; ~:: ./'-·,. 

hacia adentr§ .. del · pocket áci.do.,,LaJ1~p~rt~ry1ci~
7

:de.est~ r~~id~ci:FJ~. r~~~lada ciado que 

versfones de l~ proteína Che'(qii~· Hev~n'lina~ubstitución en dicha posición son incapaces 

de pron,oyerta'r~~pu~sta'quirni~táctica, a 'pesar de que estas proteínÓs pueden unir MgU, y 

ser fosforilildns. De e~tn ~Órma, este residuo se ha asociado con los event?s subsiguientes ni 

evento de fosforilnción (61, 107); 

Se ha propuesto que In f~sf~ril~Jió~ d~~.CheY:en i{;~·siclu~~sp~i ~~~vocn un 
" -· .. ;'.' ' ·".'.:_¡_'. -~.';::: • - . .'-;:'._O",'}>'··' •· J,::, '· 

::::::. ';::::::::lm::::,¡:¡::::~:;8~':,~~::~~~k~~~f t~~¡~:~:::.: 
el cnrnbio dramático en In afinidad de Che Y con las tres protefnás con lásé:uales interactúa, 

_ . . ... · _" .. ·. : _::·_>: :>',.~: ¡~'".,'.~.~,~-" , .1:~:~';;.:}~;Y~I~tt~~fü~::-.. :1!l:~;~~;_;:::~f(·.· ·:-:,/·' 
a saber: CheA, CheZ y FliM después de In fosforilnción det resii:luo57,(112)>i ' 

•• -e, . . _ • , "<:-· ., _ _ · < ':.,, _ . <- :_ :.·: · \ ~,.~-.- ·; ?:!~:,:·:---:.~··,J~;J:~.:.~;;::.~!:~;·;:):~:;~~?Jy~:r:,~~J{t;}::~r&~~<: ~~~~:.· -·--::~ .. :_::>.-:-::: 
· L.1.vidn media de.CheY~P,es.de pocos segúndos (35):Estn'retiéctón de hidrólisis no 

~ ·. -. '. :'.-. ~-· -.~·: ?-: ;''.:_,_! :·: '. ·-·' :.:~_' _·,::·.~~· :'.'.~-~~'. _ _- ~-~~-~~·-:~·j'_:·;.;: .·):~-~-· :~-.:f~,:·.'.~:~;_:~;.3~_'.}::~~~~--~~fü~'.j]~~J:f:2~~~~::º\~~~~- :·' -··r -.. : 

depende de In presencia de CheA ni de ninguna otra proteftfa (33, -_~2), por esta razón se 
''". ,;;...:;.-: .. · !:~·:·--- >.! . - -o;·., ,'! ;: .. · .:;·;:_·: ': !.;.'':·:-- :: 

ns oc in·. a ·tri p~()í~íllri:i'.tll~y !iii }kpa6f da<lf ill't~Íll¡ecá de, 'de~ fos rÓ~i l~~se; .. Sin embargo, un 
~ . ~"·~·:_·~c.::-:;._- __ ~-,'2{:.'.'.~_;:.;~·~·'.;_ •. _.:-.···-,,~- "-':-,: ·->·.,.,·;,~'4;;~-~~-~~~:. 0 :·_;. - co'' '., ' -' •• 

incremento ~J'rrin~~ti~b cll· iri'J~tÓ~iclud ele ~efÓ~forilaciÓn de CheY-P es observado en 
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presencia de la proteína CheZ (35). In vivo, CheZ Juega un papel determinante para 

desfosforilar CheY-P, dado que la velocidad de la reacción de auto-desfosforilación sería 

demasiado lenta para explicar la. velocidad de respuesta de la bacteria a cambios en la 

concentración de atrayente o repelente, El mecanismo molecular por el cual la proteína 

CheZ lleva a cabo su función es aún incierto, 

Asp 57 Asp 13 

Fi~ura 8. Estructura tridimensional de la proteína Che Y. Las letras Indican las a-hélices de forma ascendente 
- contando 'desde el amino terminal. Las hojas-P están indicadas de la misma forma pero con números. 
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El fenómeno de quimiota~is requiere de la presencia de un mecanismo de 

adaptación, capaz de entrar en funcionamiento una vez que el complejo ternario Receptor. 

CheW·CheA haya ·sido ncti\·üdo o inhibido en respuesta a un estímulo detenninado, Lns 

proteínas CheR y CheB rnetilan (97) o desmetilan (102) respectivamente; los receptores 

(MCPs) que hnn sido alterados por el estímulo. Ln reacción de rnelilación provoca la 

activación d~ la ci~~saCheA, mientras que la reacción de desmeti!aci~ri l!l;inhibe (15,74); 

Esta respuesta permite compensar la respuesta del estímulo ant~<l()r~ a~tre~~es:~r el sistema 
·- ·.·.;- . .<·_"r'·. -, '· ._ .. ' 

a su estado basal, lo cual le permite a la bacteria estar preparn<l·&·;h~h·;f6éibir un nuevo 
,_' · ·. . , .-~-"" --::') ;-~ ~ ~:'r." -- -,.1}~;'Y:'.o1 ·';o¡::'>:~;.··; 

;, ... , ... ¡. 

estímulo más intenso que el anterior. Además, se ha propuesto que:el'éstado de metilación 

del receptor le perrnlt~ al~ bacteria tener un °iegisiro'' iei'np~iKCd~ lriScóncentraciones de 
. ·-. ·., ' '-". ..... , .. __ . '·· 

cualquier ~stímulo detectad~ hunedlatatnente antes, 
' ' ' " . ~ ' ~ - . . - : :~~., . -. . ' .. , ¡ 

El: pas~ final )n' In trÓnsducción • de la 'señal d~I :sist~;na quimiotáctico es la 

regulación~eia r~tación;d~l'f,hdt~;r flagelar. Ln rotación del motor flagelar se encuentra 
¡:;-:··:, 

controladi(po~ l~>trit¿rn66ió~·, de la proteína CheY con el complejo del "switch" o 
~ ---?:,' '-.-. ' ·.-; .- .;. ,.. . .' -· --. ' ..... ,," " . ' 

. "irÍte~upt()?~in'ag~lar•(t t2). Este complejo está formado por)a~,proteínas FliG, FliM y 

Fli~, •ls~Zlogfaiza~ en la base. del flagelo formando una. est~üc(Jra~e~ tJrma. de campana 
'· , :, ~·.'..;'· .::</:' r: :~,· --, ·:-. ,_ -i ·"·,.- '; :- , ·o. - ···. , - ·.. . ·,----~_<<\'.l.: Lt~~;;--:~>·;.;>:;"?;-~: .,,, 

. de'nolllinada ~llillo c:(27, AS) .. LadisposiCión ~e'estÍis' profoíri!ls'én dicha estructura es a la 
• --. . . _·_<), -_,,< :~:-:- .- \ :·~ ::~~r~ ----\":~, ·<-~-','..- ,_·;·-.--·-·- •• - '" -,,:,~_;: -_~;0.~~:· :·.~· . ., ____ :;i~~:.:-::M{:/ '.;>J~ ._· .-:,· .... ·-

... fecha dudo~~.: sin e1ff~rgÓ;t~tocalización <le.Flio. fue,deteÍ'ni~ada gracias at aislamiento 

de unam~ta~t,eest~~~drt~,~:e~~JSdqu~ nevaba una ~:ele~j'.ón~f\1s prlmeros siete pares de 

bases ensu eitre~o~sry·qÚe fusionaba el marcode IectÚra~cÍeLgene fliG con el del gene 

•bkado 1~~fi~i!J~~,oo Jl;p, LA pMelna de \"'j~~;~2~¡~ pennhe la fonnación 

de llngelos rJñ~i6ilaib'íf (S7). Á partir de este resultado seédeéi~jo que FliG interactúa con el 

c.xtrcmo cn~1fa:iliggli~LFiI~ •. y. que existe una retaciJ~~~~tequiométnca de 1: 1 entre estas 
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proteínas. Se considera que las proteínas FliM y HiN se disponen en la periferia de AiG, en 

un arreglo a la fecha desconocido. 

Por otro lado, ·se determinó que el blanco de la proteína Che Y dentro de este 

complejo es la proteína AiM. Medidas directas de la interacción entre estas proteínas 

permitieron corroborar el modelo que había sido propuesto principalmente con base en 

datos genéticos, Se determinó así que la afinidad de CheY por HiM aumenta 

considerablemente cuando la proteína se encuentra en estado fosforilado ( 112). 

El análisis detallado de la interacción FliM-CheY-P fue llevado a cabo mediante el 

estudio de deleciones las cuales abarcaban diferentes regiones defliM; de estos estudios se 

concluyó que los primeros 1 O aminoácidos de FliM eran el blanco de .unión de la proteína 

CheY-P ( 106). De forma adicional, se determinó que un péptldo sintético correspondiente a 

los primeros 19 residuos de~iM era capaz de unir CheY~P in ~iiro c~n una gran afinidad 

(20). Además, la especlficid~d de. la interacción. fúe corrobora~~ i:u'~ndo a este péptido le 

::::m;,~;:~1t~i~f J~;f ¡;Íf~:i:~~~~g~l~i!Í~~~;~:~-~::::I: 
protefria'complefo; estos cambios provociiróri liria dismlnücióil'eri lá'afinidad de Che Y-P en 

, . , _:~.:·~; :'.:: ~ ·~ :'.,<i\ :~ .. -:· w;::~, ·: :~~~'.~::· :~:.;~_r;:;.:-:s~{?: ;~~·:~:? · ,~ ·.2G~;:~.~, ··I~~~ttf f ;~~>:.: :F ~!f :~ ·/~riI0: :: / ~:~:~::~: i ,:~~ rJ. :'·_-~;~t· -~ .; ·," 
diferentes ·gradosde'miignitudrSe;concluyó.así,queios.•primeros .19 aminoácidos de FliM 

f~r~hn;Ll~,~~~~ni¿}~~i-'~~;~~frJ~~~t~#>~tíFi~dt~~~i:~;e al resto de la proteína, y que 

e.ste· .. dorni ni6~.es:f 7c~:h~8f:.ih!fa~;g~~,r;~B:~20,> .. ·.··,::·. · 
El rn~to~fl~~~l~F'déEJ~i;ti)'y0s~/duúiella rota de forma bidireccional, esto es, rota 

' 

0

< ,_ .·:··;·-:·":-:~/,:'.:.··.~:.~'.'.~~/1~-.·t~:¿~~~~~:'.:~iit~:~~.~·~~~~~-?·/:~<}'.·::~:_~·_:'.· :::·l 'e\' . 

en eI sentido dé.lriii'slriiirié~Hlá(dé(;relój (CW) o en el sentido inverso (CCW) (60). En 
. :·.- '~;_ ..... ;:_ -.i:·;·L;:' .... : ::+:::~~:-t;?¡:;"?~'}f~~<:~~~::·~~:- ?:~-~~ .. ·:.·' <·· = , _,,., 

ausencia del gene c~1eY1'.it)füiforflagelar rota predominantemente en dirección CCW, y las 

bacterii1s nÜdrij-co~1agfa~f~t~si~Ji~ncJo una trayectoria lineal sin ser interrumpidas por 

los eventós de bamboleo (tumble). La unión de CheY-P a FliM promueve la rotación CW 
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y por lo tanto los eventos de bmnboleo, los cuales permiten la reorientación de la bacteria 

{ 112). 

A la fecha, el modelo global propuesto para la respuesta quimiotáctica postula que 

la unión de un atrnyente ni receptor provoca un cambio conformacional que trae por 

consecuencia la inhibición de la actividad de CheA y por lo tanto, una disminución en la 

concentración intracelular de CheY·P, Esta disminución provoca que los motores flagelares 

roten en dirección CCW durante un lapso de tiempo mayor, lo cual se traduce en el 

desplazamiento de In bacteria en dirección del atrayente, La adaptación a esta nueva 

concentración de atrayenteocur,i:e P?r I~ in~ibición de CheA, lo cual disminuye Jos niveles 

de CheB-P y de esta forma la ~~loÓid~cl 'd~.des!netilación del receptor •. En consecuencia el 
- r. >:;.-~- •. '· -· ··-'·:o-'... .-- ' 

favoruble. En e~ie caso, la desmetilación d~I receplor(~;t~Íiz~cla' por ChcB-P) provoca la 
' - ._ .. _ '.; .,. ___ , 

' ,!• ,. 

inhibición de la cinasa y por lo tanto la adaptación. Reciente111ente se ha demostrado que 
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los receptores quimiotácticos, nsí como lns proteínns CheW y CheA se encuentran 

locnlizndas en uno de los polos del cuerpo celular (66), en lo que se ha llamado la nariz de 

In bacteria. Esta observación ha llevado a plantear la posibilidad de que la señalización 

quimiotácticn ocurrn a través de multímeros de receptores . Esto es, una señal recibida por 

un receptor dimérico puede propagarse a los receptores vecinos dentro del agregado y 

modificar el estado de señnliznción del conjunto de receptores, amplificando la señal. Esta 

forma de transducción de In señnl, permitiría una mayor sensibilidad del sistema y estaría 

controlada por el número de receptores que están en el multímero. Alternativamente se hn 

propuesto que In unión de CheY-P a FliM ocurre con una alta cooperatividad. Varios 
- . . •' ' -· -, .'"•'" -

estudios han sido hechos al respectó, sin ernbargo lo.s datos siguen siendo contradictorios 

(2, 88). 

Antecedentes Particulares 

Rlwdobacter sphaeroides es un organismo de .vida libre y con una gran variabilidad 
---_,.:¡., ___ :'' 

metabólica, capaz de realizar fotosíntesis si se encuentra en un ambiente anaerobio y 
',-.:;;.-·<.·/ 

luminoso. En ausencia de luz pero toda~f~ eri' un ambiente anaerobio puede obtener energía 
.• _.,_. __ · ... :.<:." ::_, 

por· fermentación o res pi radón'. an~érobia y e~ un ambiente con oxígeno puede respirar 

aeróbicamente. Finahnente, sier~~r~,que se encuentre en un ambiente anaerobio y en caso 
,-,,_., ...... ,. ... 

de que lo requi~ra, < pue~e<fija~!.hlt'r'6geno atmosférico. Esta versatilidad metabólica se ve 

retlejada en '1ii•.~;¡,'¡j~aJite0istCllÍu,los a los que es capaz de responder para buscar las 

condiciolles)~~¡"~~~g¡,~{~~{~' m~s ~propiadas, así se han reportado hasta el momento 
. ~·/p· .. _:-F.'.··J::'-~~'··· _/·· 

quimiotaxis.'r6!ói~~rn.~éro;~~is y taxis energética (105). 

21 



Esta especie bacteriana tiene un solo ílagelo de localización subpoliir, el cual rotn 

unidireccionalmente en el sentido de las manecillns del reloj (CW). En esta bacteria, las 

trayectorias de desplazamiento lineal son interrumpidas por breves episodios en los cuales 

la rotación del flagelo se detiene y el movimiento Browniano reorienta a la célula. Durante 

los periodos de paro, la hélice que forma el filamento flagelar se relaja y adopta una 

conformación de corta longitud de onda y larga amplitud, lo que trae por consecuencia que 

la hélice se retraiga hacia el cuerpo bacteriano (6), Recientemente, fue observado que 

durante estos periodos de paro el flagelo parece seguir rotando aunque a velocidades muy 

bajas, por lo tanto fue propuesto que esta lenta rotación podría favorecer l.a r~orieptación de 

la bacteria (7). 
·-~·-' 

La rrecuenc1a de. tos eventos de paro se encuentra controlada· p~r lo~ esWiTlti1os · det 

medio ambierlíe. Eri presencia dé un atrayente, la frecuencia de estosevégti~di~l~inuye, y 
~--'· · :_~~~:(~ ·: .. \~·>·· ·,.:<:. ___ .... _:_: : ·:_::' ,_/·.:· ··:._::;;~·:- '.. . .· .. _ ! 'Y:~.J:f.~i:~~)~n~~~f~:J~~i!;/>\D_.'_: ! 

cuando elatrayénte es removido, la frecuencia de los eventos d(piíróJíüimentri. Esta 
·-e >~:_,:_ --~~::'.(--:) _____ . · _ . --- . ; , ::_~~~-- -:~~->'.- ·:\~--"·.·,,._ :: .. ·;,.~_:· _. ..· __ J:; .. :-'.·'.·:··;~~--:~ .. -~:;:_~~:\·l~}~S>::~f~~r<~ltr:~ff}:_::::·-.:;~~-~-/:. .-- . 

conducta es semejante a la respuesta quimiotáctica clási.ca déscrifo P.ara las eriterobai:terias 

(79). Además de esta respuesta, R.· s¡11;¿¡¡¡.~Jide.i~crefü~ :J~~¡i!sp:esta quimiocinética en la 
'·:. __ -~·- '.~--_'.·: .-<~it:_(-~i4.~~?~~~~:/}~tl~::~:tAt~ff'.!~\/)~:./· .· .·· 

cua1 •. 1a velocidad de nado de ta bñctel-ia:aumenia''llásia'·un 25% arriba de su valor promedio 
,.. . - ._ _,,. .. . ; '· . ~ .> .:> :: >:'---L~: ,~l:'.{:~~~x~;}J,(~).~:)fi:~::!{ 

en presencia de un estímulo positiyo?AHiUe~h~ esta respuesta sólo ha sido observada al 
~, :~~ .-_. -:~ .. -~:;-.. ~-;:>-:·:~\>.;.;'.-~,:}j7rf:ti~~i~?~l{\j!~D:~~~;~,~-·~-:-.. -~--;~::..--. . 

añadir ácidos orgánicos débtles;·que son'los atrayentes más fuertes para esta bacteria (76). 
" . . · ,_ ·;. ··_' :-.~-~~:: .:!/t-~ ._-;3;·.~;)fj~~:t~{m~:~'.:~~J~;I;\J~'t't( '.~\, 

Las bases moleculares 'é¡ue cOri.trolá~J~ 'qüimiocinesis son a la fecha desconocidas, aunque 

doto' ~~li;~·~~t~i~~~~~~~~\¡ • fenómeno <' ;ndepend;en~ dd potendal 

electroquímico o deJa tasa de trrin.sp9rt(de electrones (76) . 
. ,::- -·· : .. ·,·J·_ .:~:.:'-r:~·:,.~.:·~~{'~,~·Y,'.}.:;: ·«~<,~:·_,(;'.=;,:-' ·.'-~\:'.'·.. . 

··Po~ ~tr61:do;·1·~·~g~püi~t~·quimi6táctica en este organismo también muestra 

particularidades ~i~l~i~~~~~~~:'rpb~ ~je~~lo,a la fecha no se han identificado moléculas 
;.>··.-:'·<-'. ' ·, ; . 

repelentes. Además,' los 'ai,rayentes parecen ser subproductos metabólicos, dado que es 
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requisito indispensable el transporte y/o el metabolismo de los atractantes primarios para 

que estos produzcan una respuesta quirniotáctica (41, 42, 44, 80, 81 ). Los principales 

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

hacia azúcares y aminoácidos pero la intensidad de la respuesta es moderada o muy débil 

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

respuesta adaptativa caracterizada por la liberación de metano! producido por la supuesta 

desmetilación de un receptor a la fecha desconocido. (54). La respuesta a la luz de R. 

sphaeroides parece estar compuesta de dos rutas diferentes; En ulla de ellas, a longitudes de 

onda mayores a 500 nm la producción dem~tanol sigue el espectro de. absorbancia de lo.s 
! C;» •, ¡ • "¡ ~· .• :•:.e::•••' •, 

pigmentos· fotosintéticos, sugirie~dÜ q~~ 'é~tds'~ét6~11 c'orno sensores en es ta respuesta, La 
"' - -,~:_;·:··t:-/J•'.·.·~-::-:~:_,:_._,_,._._,,!-;;-'- .. ''·- .J:·. ,/ ,l.,. :"• 

respuesta repelente óbser~ada'ri1116\~n'l~·c;~~~ntd abriipto en. la luz azul,' es. tiidl!pendiente 
;'.·-:. '.\'.'.).:;,.;_; 'l . - '-: -;- '(;_:: ;.~ 

de los pigmentos~fótC>silltéÍicos (ést~ es, no se observó'diferencia en la)ntensidadde la 
.·:x.·:r~,-- ;_e;_':~· ·o:-~---. 'l.;} ~---··- ... :::/~-"(L}- .. -

respue~t~'~ll célllllls cr~cidas 'a altns o.bajas interi~tdades.de l~z):'po
0

r)o.iant{la iclehtidad 

del fotcired~~t;brque media esta respuesta~~ d~~c~:~~~ii~a:'efi~~u~e:~~~~~~~{fo~Js~tl~br no 

:,:::.ro;o;:~::>.q: :~ ·::::,;;¡ ~~~~1~~~~1~i~~7?ff t~g;,~~~~i1•:: 
o;r,; ~· ·, '{," '.' 

spha~roides modificar su·. patrón .. d~"ll~d~'.~'tia~i'ri ~Í ainbiente más favorable . para la 
·- '.' I. • .. :."-,.':_.:._::·_::;:._·.:~~>·.-:;::i.:-<·:' .. -.,'' -. 

fotosíntesis, y al mismo tie~po evflrir~l cirifio de !~radiación azul (54) . 
. :.t:·.-;:!_;·. -.·;·:_-_.;·::-:,'· 

E~ R .. ~phae.roides:'ia bas~s.rnolecttlares de las respuestas tácticas (quimiotácticas, 
'" ,_. ··-·· ,_ ··.'·("'.• 

fototácticas ytri q~li'riio~in~~j_~) ~rriehcionádas en los párrafos anteriores son a la fecha 
- '.::--.. ·,:'~-y-;-.:···,):·~·.:··.:;:·:~.;-.'-1'.;}:>"i~.~-",-:. < 

desconocid~s ... A~ritjU~ i~;·~~.hm1 identificado genes homólogos a tos genes che de 
;, .: ¡;?\}' . ~-· ' ' ', ¡··· "'. , ·;'' ~"' • 

enterobacteria1'. s~~,~Ü~l ;~~~'tr6'.cte l~ respuesta es aún incierto. En el cromosoma de R. 
~ ·~.;>/._ .. _ .. _.; .. ,:.;;1".·,:~---··- . -. , 

• _,._~,':!_'··C·' .'· ·.f~ .. :_o:_-:•,. 

splweroides exist~~';(¡¡;ririo~;closgenes cheA, tres d1eW, cinco cheY, y dos cheR (5). Las ..... - .· . .'' ,•. 

copias extrasdl! .;st6s·genesson muy similares entre sí pero no idénticas, por ejemplo: 
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CheY4 es 499'v,·4?% y 75% idéntica a CheYI, CheY2 y CheY3 respecHvamente (90), Lo 

mismo se otiservaparil ~I re~fo cik l~li genes presentes en copias e11tras. :se !Ísume que estos 

. genes se~ex·presanÜ~piu1ií' de culilr0 unidades trnnsc~ripcionales· diferentes. Pofun ludo, el 
'·.- .,_ '. ,, , ' ' '·_. 

operon Jcontenienclo los genes: cheYI cheA cheW ch~R cheYII; el operon II: cheYlll 
-~ . .. : .;. ,..-. . ' -- . - '_' . . ·--· . 

cheAll cheWll cheRll chell tipC; el operon 111: mcpG cheYIV ; y un cuarto operón que 

contlenen clief:i(S), 

A pesur de que E. coli y Stltmonella poseen solamente una copia de los genes 

quimiotiicticos en sus cromosomas, la redundancia de los mismos no es exclusiva de R. 

sphaeroides, A la fecha, varias copias de los genes che han sido reportadas para diversas 

especies por ejemplo, Cmtlobacter crescentus, Borre/ia burgdorferi y Mixococcus xanthus 
. . . 

(5). Sin embargo, el escaso conocimiento de la respuesta quimiotáctica en todas estas 

especies impide realizar analogía alguna qúe pernilta;explicar ~l porqué son necesarias 
... ·· -. . - - ·'!;·._ •. -- •.. ,·, ..... '· ,,-•'· ' 

di vérsascopias d~ estosgenes para controlur ~stll;~e~~,u~stri fisiolÓgica. : · 
" .~·-r. - . . . . . . .. . ,. - ···" .,, . ~."·~-~:-.- j '·- ''·'··'· ,.-. , 

E~ R>" spl1aeroides,: cepas •. ~ut;riÜS'"~J~;~l ;ieri~'cl1;~\}' e 1"nc1Üso conteniendo la . 
. ,:-::;:~~~-:\,~·:_,_; - - ·,:·:·>. ·- ' ' •' :.>····'r''_;,_:jr;:k,·'',;,'~· e,:/·-' '_, ·,>,,,'·,:~.r:;. 

deleción;del)'op~~Ón\1_.·coinpleto,\ · ~g .~vue~irñn:Jenotipo:·up~rente.;i'.se ;sugi.rió_ •.entonces ·la 

. :;J,%d~t~Ít~Jj~~®~};c~~~~~~li!!{,1~~~~;~::é~:: 
nueve ciclos de selección para ,enriquece~ la población de cepa(afectadas en fototaxis, se 

,;S1ó ""'~~t~~W:I~·~i~i~~,~~~11~l~,~~~~~¡~ll~~~o'~j~sd~ sWnon. 
Sin, embargo;. al'.tanálizar,,foi¡ 'párámefros ~de\nadot1·1ib"fo2ifo tseobservá/uná' di-ferencia 

'nPredntilo ;~~~~~!1~~~~~·~1¡~~i(~f ![;'~;·~f t~¡;.~;i~cii do los 
eventos de-paroo.a;layélocidacI:· Ensayos;adicionalesJlevam11 a láconclusión que estas 

·~y. ····-

celúlus 1nue~lfari''~·~~·~~s;u~sta ~1 ui1niotáciiEri.ih~e~ti~~."~~it~·~~::::~n:~;~~~~c1a de atrayentes 

la célula aum_enta la probabilidad de paro y ~lremov:r1Üs'disminuye. De estos resultados se 
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sugire que CheAll es un11 clnasa Involucrada en la señaliZAción de diversos estímulos, entre 

·. ellosfo IÜi, losºácidos orgánicos débiles y los 11zúcares (31). Siri" embargo, el porqué en 

. ·. 1ú1sencla de estímlllO las células mutantes en este operón muestran una conducta de nado 

Indistinguible de la cepa silvestre sigue siendo un enigma. Para explicar este resultado se 

puede especular que las copias adicionales de cheA o la auto-fosforilación de CheY 

utilizando intermediarios metabólicos como el acetilfosfato podrían compensar, en ausencia 

de estímulo, la falta de CheAll. 

Con respecto a los sensores del sistema quimiotáctico en R. sphaeroides, la 
; ' ' 

información es aún escasa. Durante mucho tiern~os~sostuvo la Idea de que en esta bacteria 
,, · "·:-»- . ; - . : :. , '. -. '.· ::.):.:'.:· -:<t·::·. _ ~t.r;;·. '.q.~~~_:(-i'.~~~{~r1~~~ir:?-~_lJ1;\ sf~!~5 -~:_j~;~,:/~;~~:::_·_ > -· . -__ 

no existían MCPs dado que, en experimentos tipoWestern biot;"utilizando anticuerpos anti-
"-: . _.: · .·. _-, :· _ _ __ . -~-: :~\ . ~:~:.-¡/ _:_:_ ~:r~,~'::-" --;::¡~~\-;;_._:~~;~::¿ ~~~1i;f::--ii'~~~\~1~:ü) ~~~;~:\::-:t3~%{f \-.;{-J;~~:L~ Y~~/. ·~::'_;~-: j, •• ;: . -

Trg. y anti-Tar no se. obse~.ó 'unión~deI};anticü~poñ;rnlngunade las proteínas de R. 

'P~"·Hf '·';'7 '!·!5!;:A1~1J~11W~";i~~t~i~l?~~f:i']~"f i~;~\1 ·~."'~"''m 
a la adiéión'.o foirioción deiseriná~y;:súcdrírito: Por:JoJanto,;se: conclúyó que en R. 
. • : ·. ;.r •.. ·Wci; 1~ %: 'f i rx:;F Jt.f ", ··;::t·,;:~::)::};: .1i;fú \?;'.t:rr~r ·.J:!N' ·HN:.;:;;g,. ::w.· .• c·t. \;·.·.· " ·•·· .. ·. . 
sphc1eroides~ la•i •. qui~l·o.taxls5 erar i.ndependi~nte·:i.de''. MCPs)i(4{i·95),'', ¡>ost:rlormente . fue 

ideot'l~~i~~t~~t,~iH;~o~~jf í~~;~~~~:(~~frj•1Í;~"~l~~~~"~{fa~o,del geo 
c:heA· de'S,: f1íeli/<!ti:,;La.clóiiación· y·.•secu.enéiaéión:de .u:n fiagrifénto~Ec:c1RI .. de·s.s· kb que 

~ ~{:.: ;/~~.~;-·/~~J~~: .:·.·;0i~~·,'.:~11I{·\:.:·::_~'.:~f :; ·.rr;;:;:_ ,_;~~IY: +<.'.,':: .. ~j· .~ .. -. '. .:~ i ; ' ~- ~·.: :~~ --·-~--~:- . /·~;;~; . .' '.'.·~:~:~_~": :./r;'.~~-Q\~(:] ~-~~:~:/~ .' > -·.:,: . ' 

llevaba la secuenciastmtlar a cheA; perrmttó 1dent1ficar en R. spht1ermdes genes homologos 
, ?" >; {rf~:i:'~--~>~:~f~_'.:r:~\·;~~~~{~~i-.J~~~:--'.~T~~~;~_:' :t~t·· -'.:::~~e. -:-~-~;=._ ~. {~: :-:·: -/~'._~-- ·_ ~ ~:IL ~;~~;~~;-~'-:~~;:~¿j;{~~lHF:~·~:~ :t: t -~ 

a c:heR (rnetil;'esternsa de Iris. proteínas fylCPs) y sorpresivainerite a tú ( 11 O). Este último 

gen se de1fo1~11~i%l~~ ;~
1

la sirniÍitud c¿~:T~r,está rcistri~~lJi~h.~{)~ dominios de metilación 
'i/ :- . _:)~:~{,-.,. }~~ ;:: .. <;:)t~. . _:.:). ·-:·.:._~ . ..''" ~ ·_, ' ' ;_;,.,-:< ;._ -_ ::/\:·_ :~.~:::{. :_' ~\~:f:~:~(~::;~!~~!~(.:f~;;J,;,: ~<'. 

y de señalizrición.'.,G ausencia de regiones hidrofóbicasJlévó a postular que se trata de 

proteínas sensor:s 6itoplas~áti~~s. '.Est~·pr~~u~sta fu~cre;~rzada, ya que al realizar un 
• '·' ~-· :"«. . 

ensayo tipo West~rn blotutilizando un anticuerpo anti-McpA de Caulobacter c:rescentus, se 

identificó una fuert~\;eñ1Ú~ri la
1

fracciÓn citoplasmática de R. splweroides. Además, se 

observaron otras bandasminoritarias que podrían representar MCPs adicionales (110). 
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. . .. . 

. Cuando el gene mcpA fue imiclivado~ aeobi;ervó qUe las céh1las fueron Incapaces de 

realizar quiiniótaxls en cujas cle'swarrn. ~!empre yccüando estlis.fue~~ñ incubadas en 

condiciones aeróbicas, En .. condi~l~nesallaeróbicns ·. las células ·rno~t~fon unn fonducta 
. ' . .-

similar a la de la cepa silvestre. Aunque las características de n11dó de la cepll mcpA no 

fueron analizadas, su conducta en la caja de swarm ha llevado a postular que esta proteína 
. . 

puecle estar involucrada en ta señalización en concliciones aeróbTclls < 110). 

Finalmente se observó que, al igual que las MCPs de E. col/ las cuales se encuentran 

agrupadas en uno de los polos de la bacteria(66); en R. sphaeroides las proteínas similares 

a McpA se encuentran agrupadas,·· En células crecidas aeróbicamente en la obscuridad estas 

proteínas se localizan tant~én los polos, como agregadas en un solo punto del citoplasma . 
. · :::~· ¡ 

Sin embargo, ~uandp}~s células se crecen en condiciones anaeróbicas en presencia de luz, 
........ -~_:·_.<:· :- . : / :. ,- i-~< .(;:(,_: _., .. 

la cantidalde los agregados totales disminuye considerablemente, fundamentalmente en los 
,·.·,:·/ :·''.">. ;,:·,·;;":"'.'."~."'.'> \\·.::···. 

polos mielltras;'q~¿ él; ndllléro de partículas en el citoplasma es similar entre ambas 
' ., . - . :;,·.· ..... ·"': ·.:•., .:/~-:~' ';~ '> .: ' ·-

condici6n;~'.: ~~r lo)arifo;· la proporción de agregados en el citoplasma contra agregados en 
,. '. . • . •.. i ";,. . ' .:.. " ., ~ ...... .' 

los ~ol;;~.~k' rl1·~~Jf~:iE:ftWfe~ultados llevaron a postular la id.ea de que la síntesis de MCPs 
' -" ~~: '." .. ' ;t.' 

se enéuJ~l~r~~J1~~á'~~r0i1'estadCI redox de tácéluta ytopor la intensidad de la luz o por et 

"'"~º r~;!~l~~~'!f~!f ::,t~:;:·~~~::~~;~J~~~l{~,~~~torlo ~clonó 
'.,e;·,_ ·:.·,.:~fY !,; _ .. - ,, >.-.. :¡;... ,_ ·;:/.1.;,'_·:·:'.::\~;-.-,:~> :· 

el gen (¡i.J~·§¿~ifica,pará la proteínajliM. Este gen fue identificado en un fragmento Sall de 

4.6 kb, ,Lri'S:e~uencia micleotídica de dicho fragmento reveló la presencia de ocho marcos 

de lectura ·ábiertos, cuya traducción conceptual mostró similitud con las proteínas FliL, 

FliM, FliN, FliO, FliP, FlilQ, FliR y FlhB. Cepas mutantes llevando el alelo jliM::uidA-

aadA presentan fenotipo Fla·, esto es, son incapaces de ensamblar el flagelo (28). Esto 
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puede ser explicndo dndo que FliM y/o FliN parecen estar involucradns en la estabilización 

del nparato de exp~rtaciónflílgelar (56), 

El análisis M conipleméntación dé esta mutante sugirió que la unidad 

transcripcional a la cunl pertenecefliM, Inicia en algún punto arriba del sitio Sa/I localizado 

en fliK y termina después de JUN. Por. lo tanto, JliO, JUP, JUQ, fliR y jlhB deberían 

pertenecer a una unidad transcripcional .diferente .. Esta hipótesis fue apoyada dado que 
. - - .. ,_ .. . -

entre los genesfliN y Jlio.se encuentrallna región de 130 pb, la cual muestra unn secuencia 
. ;·-. ~ - ;;-; ~ :· -- ' ~-

similar al promot~r·c~~s~nso%6orlo.ci1C16'1'6relfactor o-~4 (28)/Sln· .. embargo, no existe 
_, __ r:_·.·, 

A •ta r6ch'n · 11() ;'~xi~te•lrlf~rlli~clón al respecto de. In trnrlscripción de los genes 
•-J~• -·> . .: ·:~:~ ·~,.- ,-_¡-~·-- ~-.. :.: ... "·.·,,,, ,.,-·~.' , . 

flagelares· y quiiTiioiá~ticos en esta bacteria, esto es, se desconóc~.cuuI de. las· forn1ns. de la 

Tampoco hall sld~'identiftcados los· posibles reguladores lrariscripcicinales fl¡ se Úene ·idea 
. ... '. . : ' . - . .•. ·.·; 

de si estos genes son expresados siguiendo un orden jerárquico; 

Objetivos 

El objetivo del presente trabajo consiste en determinar si la secuencia localizada en 

la región intercistrónica jliN-jliO es un promotor funcional dependiente del factor o-~4 • En 

caso afirmativo, también nos proponemos estudiar que tan extensiva puede ser la 

dependencia de o-~4 para controlar la expresión de otros genes flagelares en R. sphaeroides. 
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Mutcriulcs y Métodos 

Ccpus b11ctcrlunus y Medios de cultivo. Las cepas de Escherichia co/i utilizadns en este 

trnbujo fueron: JM 103 [(ll/ac:-pro), thi, strA, supE, endA, sbcB, hsdRIF'traD36, proAB, 

lad-1, /acUMl5J; Sl7-I [Pro· Res" recA, RP4-Tc::Mu-Kn::Tn7]. Estas cepas fueron 

crecidas en medio LB ( 1 % bactotriptona, 0.5% extracto de levadura y 1 % cloruro de sodio). 

Para cultivos en medio sólido, se añadió 15 gil de bacto-agar, En caso necesario los 

siguientes antibióticos fueron añadidos al medio: alllpi6itina • ( 100 µgtml), tetraciclina (10 
' ' ,_ '' ' ·' . ~,.1 - ' ' ·-·:. ' . 

espcctinomisinn(25 µ~rnI), y k~iriaq1icin~,i (~~ µg1ml). 
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!..As cepas de E. rn/i fueron crecidas a 37ªC, mientras que las cepas de R. 

sphaeroides a 30ªC, ya seq heterotróficamente en la obscuridad y con agitación, o 

fotoheterótroficamenie. en vinlesllenos hasfo el tope e iluminados continuamente con luz 

nrtlticlal (300W). 

Transformación de E. co/i (8). Un cultivo de E. coli crecido hasta fase exponencial media 

<D.O. ssonm 0.5) fue enfriado en hielo por 10 min. antes de que las células fueran cos.echadas 

por centrifugación a 5000 rpm en un rotor tipo SS34 (Sorvall). El paquete celular se 

resuspendió en la mitad del volumen utilizando una solución fría y estéril de CaCh 100 

mM. Las células fueron incubadas en el hielo durante 20 min. Posteriormente, se centrifugó 

nuevamente y el paquete celular s~ resuspendi6 en 1/10 del volumen original con CaC'2 100 

mM. Las células seJncubaron en ei_hiefo por un periodo _de t{a 24 hrs. El DNA que se 
~;r. . - -- . . . -, . . !.:(c"~ _-., > .' '·. , ,.' ,, '· ••• '., '" ., •• _- • ; --' '· • , : 

·'·.- . }·;.,.. .-.·--· : ~>:- :::'.~~:-----~; .. _~:~: .;·.º:-~/ :}·~'.D·> ";.~.~·<::_:_.;:: .. !·:·:_ -~>(:~ ~:,)---·:--:_;:·:.:,..~)}< '.:-.:: " 
desea transformar, es'mezclado con 200~µLdé'las,,células competentes y .se incuba en el 
- .. , ·;_:: ,;:··•i::-•.. :.<\·. ·'.•'¡t11-dfJ;~---L;&¿: :;:;;> ,\_2~ ;- . < __ _ 

hielo. por .. 30····min.'· .. Pasa?º.- este ,t.ie~porlas •. cél~Ias·se· .. incúb~n'.'ª.42\~C-du'rante-· .• 2'min, e 

lomodln;a~?¡,'¡f "~;'i~,~; ,~)''~~iiti~¡~j\i¿~~~~i;~,~~~iJ~¡t-~I ~oL;B Y. 
se incuba a 37 ªC durante)O min.,·con;elobjéto dé permitir, que los genes1Clé'resistencia 

·;. ·· · -· c·:.:.~C·'.;,·;·~-~¡;'," ',.--: ~.;'..'·"'.;.,',:.~·-·::~,, :;-.,'.;··.;·-,'.: .. -:.(•';,.t.··1~,-·.,·::::/··' f:c .. · .. <~.'-' .. ··,_.>-,"'··~·:,." .. • •'". · 

sean_ expresados.• Po~t~ri?rn1eEt~J~s'5{éi~.Í~~-~~\;¡~1te~~-e~''rn¿áio'.~~16~!1v'~; y-~~-¡~buban a -3 7 

ªC toda la noche. 

Conjugación (22). Las ce¡Jas_ de K' áJ/i. y R. sphaeroides son crecidas hasta fase 

exponencial media. Las b~1~y~ :·se lav,~n con .. LB; s~ mézclan en proporción 1: 1 y se 

concentran 1 O veces. Di6h'd 1~ez¿-¡¿ s~ cl~posifo'en una rectángulo de nitrocelulosa colocada 
" - ~--:>-:~'.., ·\_;'<:•\'.-'::· - : . ·. "., :- -: ., ·,·: ::;·:.;--_ >' . '", ,_,-

sobre una c~ja de Petri e()~ ·,i-i~di6'~13~s~ in~~ba'por 6 hrs. a 30 ºC. Las células se cosechan 

y se platean en medio selectiJ(). • 
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Purificación de plásmidos en pequeña escala (8). Las células de un cultivo de 2 mi, 

crecido durante toda la noche, son cosechadas y resuspendidas en 300 µI de solución STET 

[8% sacarosa, 5% tritón, 50 mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCI pH 8). Se añaden 25 µI de 

lisozima ( 1 O µg/ml). Se agita en vorte/t 2 seg. y se incuba en un baño de agua hirviendo 

durante 45 seg., Se centrifuga a temperatura ambiente durante 20 min. Se recupera el . .>. ''· . . 

sobrenadante y se mezcla con230µ1 de isopropanol, Se precipita el DNA incubando a -70 

ºC y se centrifuga dur~nieis 'iiiÚ:1: 'a 4 ºC,' La pastilla se lava con etanol al 70% y se seca al 

vac(o durante 10 min. La pastilla se resuspende en 40 µI de agua y se utilizan 5 µI para su 

análisis en gel. 

Purificación de plásmidos a gran escala y recuperación de fragmentos de DNA a 

partir de geles de agarosa. Se utilizaron columnas de Qiagen (P-20 o P-100) para la 

purificación de grandes cantidades de DNA plasmídico. Se siguieron las instrucciones del 

fabricante en todos los pusos. Pura la purificación de fragmentos de DNA a partir de geles 

de agarosa, se utilizó el kit de quiagen Q/AEXll. 

Extracción de DNA cromosomal. Se siguió el protocolo previamente reportado por 

Ausubel, P.M. et al., 1989. 

Hibridi7.ación DNA-DNA tipo Southern blot. El DNA cromosoma( total se digirió con 

las enzimas de restricción apropiadas y las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1 %, 

los cuales fueron tratados como se describe en Ausubel F. M. et. al. 1989. El DNA fue 
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entonces trnnsl'erido 11 una membrana de nylon <Hybond-N) mediante presión positiva 

durnnte IS min. El DNA se fijó a la membrana mediante In incubación de la misma a 80 ºC 

durante 2 hrs. La sonda fue marcnda utilizando biotinn-14-dCTP. La membrana fue 

sometidn al procedimiento de pre-hibridación, hibridnción y detección siguiendo las 

indicaciones del fabricante de kit PhotoGene de GIBCO-BRL. 

Determinación de p-glucuronidasa (GUS) (43). Las células de R. sphaeroides 

provenientes de un cultivo crecido hasta fase exponencial media, fueron cosechadas y 

resuspendidas en buffer de extracción (50 mM NaH2P04 pH7, 10 mM P-mercaptoetanol, 

1 O mM EDTA, 0.1 % Tri ton X-100) a .1.n de su volumen original. Estas muestras fueron 

entonces sonicadas y centrifugadas',b~~~t~enii! para eliminar los restos celulares. La 

mezcla de reaccióÍi (buffer ~é\ ~~say6 conteniendo 1 mM 4-metil umbeliferil-P-D

glucuro~~dó),fue rtí~fal¡d~ con :rextracto celular e incubada a 37 ºC. A diferentes tiempos, 
),'~ ;~~: ·:·,L·J'.:.; ~~>,:._';'-: ... 

a partir de e~te 'rrie>me'nfg: fJeron tomadas muestras de l 00 µI y mezcladas con 0.9 mi de 
.. -~ ·. :: _- , ::.:/):·~Hf,}\~1~-:~:--.~~~;C/.~1~~:;,~{~;> . : _ _ · .· _ . __ º . 

· buffer de paro ((}~? 1\1: 1'já(:03). Las muestras ftieron medidas en un tluorómetro a exitación 
~:: .·.: ._ ·:.-.. ~_e:~~ .-T?;~~'.'./~!%?.;1~ti~f~:;·.t~:i~~'~,::'t?;~::· ~~'.~· -~-~- , - ·:-_,; _ .-'/-:. ·:;'-:( , __ ~-~_.:- . . . ,. >- . 

de 360nn~ y e1nisión"'de'.446m~/El .. lluorórnetro. fue calibrado, utilizand~ concentraciones 

conocidas ··de·~ifü~.¡f ¡E·~~~N~~r~~~. :;ta ·~cti~ida~• espeitri~~;eri;{~~¡-~~{~a~t~s .• cbfo1ares fue 

expresada comoµrilb1es de 4-metilumbeliferona formado por minuto por'ill~~e'krotetna;· 

Extracción de RNA e Hibridización tipo Northern blot. El RNA totalfüeextraído de un 

cuHivo . de células crecidas heterotróficamente hasta fase. ex~~~n~i~l :<fue~i·a. ' La. 

purificac;ión del RNA fue realizada de acuerdo al protocolo de Aiba ~~et.al. (1981). 20 µg 

de RNA fue sometido a electroforesis en geles de agarosa-formaldehído. El RNA fue 
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transferido entonces 11 un11 membran11 de nylon, El RNA fue hibrld11do utlllzundo un11 sond11 

m11rc11d11 rudinctivnmente con a::-P32-dCTP. t...as condiciones de hibrid11ción y los l11v11dos se 

re11liz11ron de acuerdo 11 los protocolos previ11mente descritoa (67). 

Mapco del sitio de Inicio de la transcripción (8), El RNA tot11l de R. sphaeroides (50-100 

µg) fue alineado con el ceb11dor o prfmero especffico:n'42ºC,'en presenciadeformamid11 al 
., .. ,. '< .. ,-, · e, -~ .. •.- '"' --- ·: , . .' · r ,. , 

m11rc11dos en su extremo 5' utilizando T4 polinucl~ótid6~~¡n~s~''/2oµd'cl6'y-P32ATP, La 
. ·~\ .. '·' ':':" ,' - (~·~·· , ·:· :· .,,.-' 

reacción de transcripción revers11 fue llevada a cabo ~
0

42ºC,>Ci'urnnte 2hrs, utilizando 40 U 

de transcriptasareversa AMV. Al término ~e ~areaceión~lcDN¡fu~ extraído con fenol y 
; '·.:· ·- ··, 

" 
precipit11do con acetato de sodio y etanol. El cDNA fue so'metido 11 electroforesis en un gel 

de acdlamida ni 5%. 

Mutagénesis por recombinación homóloga. t...as cepas SP 1, SP2 y SP3 fueron producidas 

mediante recombinación homóloga entre un nielo con la mutación deseada y el cromosoma 

de la cepa receptora. El nielo mutante fue clonado en el plásmido pJQ200, e intrc:ídúcido a 
-· _,. 

In cepa receptora por conjugación. El plásmido pJQ200, es incapaz de repÜcarse en R. 

sphaeroides pero si tiene un origen de transferencia. La mezcla deconJügaClón se plateó en 

cajas de Luria~Sacarosa (5%) con ácido nalidíxi~o y,e~J:c:;~J¡icina. Se probo la 

sensibilidad d~las colonias resultantes a genta~id~~; cfo;~ ;~~ laresistencia del plásmido 
.. - ', - . ' o;• -·- ···.:\'.~~; - _., ., • 

suicida. Algu~~s ~ci las colonias Gms fueron '~t~gld~~ tar~ comprobar si el remplazamiento 
: -~-- - : ~/-: -~<>-· ··:_ 

ocurrió de In fornía esperada mediante análisis tipo Southern blot y/o PCR. 
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cr54 Promoters Control Expression of Genes Encoding the Hook and 
Basal Body Complex in Rhodobacter sphaeroides 

SEílASTIAN POGGI0, 1 CARLOS AGUILAR, 1 AURORA OSOl~I0, 1 BERTMA GONZÁLEZ-PEDRAJ0,2 
GEORGES DREYFUS/ ANll LAURA CAMARENA'' 

f)ep111·111111e1110 de /liologi11 .\lolecu/ar, lm1i11110 el<' liwestig11cirme.1· llio111Mirn.1, 1 ami IJ<'p11rtm111·1110 de 
Ge11é1icu Molec11/11r. lnsti11110 de Fi.l'io/ogia CL'iular, UNllM, 2 0./510 Afrl'im City, Me.rico 

l<cccivcd •¡ .lunc 2111111/Acccpicd 2' July 2111111 

Gene cxprcsslon ol' lhc flngcllar syslcm Is lighlly conlrollcd hy c.lcrnnl slimuli or i11truccllul11r signnls. A 
genernl pklure or lhls regulnllon hns hccn oblulncd rrom sludies or Sl1/1111111cllll c11tcri"" scrornr Typhimurium. 
llowcver, lhcse rcgulnlory mcchanisms do nol 1111ply lo 1111 buclcrinl groups. In lhls sludy, wc hm·c invcsligulcd 
reguhlllon or lhc th1gcllnr gcnclic syslcm In Rlwclobactcr sphacroi<le.1·. l>clctim1 11n11lysis, silc-direclcd mul11gcnc
sls, nnd S' -end n111pping wcrc condul'lcd In order lo idcntify lhc jliO prumntcr. Our rcsulls indimlc lhnl lhis 
promolcr Is recognlzcd hy lhe ruclor .,••. Addlllonnlly, 5' -cnd m111111ing ur lhcjl¡:/I 1111djli/\ lrunscriJ>IS suggcsls 
lhnt lhesc mRNAs nrc nlso lrunscribcd l'rom .,•• promolcrs. Vinully, wc shuwcd c1·idcncc lhnl suggcsls lh111j/iC 
lrnnscrlpllon Is nol cnlircly dcpcndcnl un lhc 1ircscncc or 11 cnmJ>lclc h11snl lmdy-h1H1k slmcturc. Our rcsulls are 
dlscusscd In lhe conlcxl or 11 JlOSsihlc regnlnlory hlcrardiy l'Onlrulling flngcllar gene CXJlfCSsiou in R. splwer11icle.1·, 

Thc flngcllnm is the slruclure res1mnsihlc for 1he motilily of 
muny hnclcria. Snme of ils slruclural fealures inclmle the hasal 
hmly, lhc hnnk, allll lhe hclical lilamenl. In Sa/111011d/11 <'llll'rim 
scrovar Typhimurium, hinsynlhcsis of 1hc flagellum depends 
nn lhe cxpressinn nf more than 40 genes. The prmluels nf lhese 
genes nrc rcquircd for several llagellar prncesses, including 
assemhly, cxport, ami lranscriplinnal control (for recen! re
views, sec rcfcrences 1 ami 111). 

Thc cxprcssion nf lhese genes follows a hierarchical pallern 
lhal is highly regulaled. Al lhc lnp nf lhe hierarchy is thcjlh/JC 
opernn, encnding lwo prnlcins which form lhe helcrnlelrn
meric pnsitivc lranscriplirnrnl rcgulalor of lhe class 11 genes. 
Cilohnl regulalnrs. such as lhe cyclic AM P receplnr prole in. 
DnaA, iillll thc nuclenid-associaled pmlein 11-NS. inlluence 
lhe expression levcl nf lhis operon nml cnnsequenlly lhe íor
malinn of flagella ( 18, 21, 23 ). Thc expressinn nf class 11 genes 
is dependenl on lhe RNA pnlymerase-tr7

" holoenzyme (Eir 711
) 

nllll FlhD-FlhC. l'rnleins involved in lhe furmalinn of lhc lmok 
ami lhe basal hndy complcx (Hllll), as well as lhe regulatory 
proleins FlgM and FliA, he long In lhis class ( 11 ). FliA is a 
specilie sigma faclor (tr'") requircd for lhe expressi11n of class 
111 genes, while FlgM is an anli-sigma faclor llrnl inhihits FliA 
aclivily. Thc release of FliA fmm 1he inhihi1ory aclion of FlgM 
occurs when 1he Hllll slruelllre is c11mple1ed, allnwing FlgM 
expnrt 11111 of lhc ccll. FliA is lhen free to associnle wilh lhc 
RNi\ p11iymerase corc cnzyme in order 1t1 lranscrihc class 111 
genes (IU, 15). 

The flngcllar genetic systcm o[ /l/111tlol111l'll'T wlwcmitlt•s is 
pm1rly umlerslnml. Delailcd analyses 11[ snme struclural com
pnnents nf the llagellt1111 have heen descrihed, hui nolhing is 
knnwn ahnut lhe faclors 1ha1 rcgulalc gene expression. Re
ccnlly, genelic evi<icnce has suggested lhe loca1i11n nf func-
1innal llagellar ¡m111101ers in 1his organism. C11111plcmen1a1i11n 
s1udies have imlieated lhe presencc nf prnmnlers al the jliN· 
.fliO inlercislmnie reginn (7), upslream nf lhc jlg/JC/Jl:F nper
'"' (T. Bailado. l.. Camarena, B. Cinnzülez-l'edrajo. E. Silva-

• ( '11rrcspnmling authnr. Mailing mldrcss: IJ1.:p:1rtm11cnto tk Biol· 
11gi:t ~·lok\.·ular. lnstiluto tic hwcstigacioncs IJiomédh.·ns, UNAM. Ap. 
l'mlnl 711-228. 11-15111 Mcxirn C'itv. Mexicu. l'hnne: (525) 1122 JK 24. 
Fa~: (525) f1:?:? JH '>l . E·mail: m~1l(u)scrvhlor.unam.ms. 

Herzog, and G. Dreyfus. unpnhlished data) and upslrcam 11f 
11101A (6). 1 lowever, no physical evidencc supporting lhesc 
resulls has hcen reporlcd. 

In lhis work we show evidencc lhal a 11'·1 prmnolcr is localcd 
al lhe jliN-jliO inlcrcistronic reginn and is responsihle for lhc 
lranscriplion of lhe jliO/'(JU Jlh/J opcron. In addilion, primer 
cxtension cxperimenls revealcd transcriplion slarl siles up
stream ofjlg/1 ami jli/\. In 1hcsc 1w11 cases, a sequcncc similar 
111 lhal o[ lhe .,,., ¡mllnnlcr was also ide111ilied a fcw hase pairs 
upslream 11f tite transcriplion slarl siles. Thcsc resulls indicatc 
that Etr''' is resp11nsihle for thc exprcssinn o[ genes enrnding 
structural comp11nenls of thc llagclh1r export apparatus, lhc 
motor, lhc hook, ami lhe basal hmly pmlcins. We als11 dctcr
mincd thal 111111a1ions in lhc jliM, jliK, allll jliR genes did nnl 
affect lhe expressinn of olher llagellar genes dependenl on tr'•. 
In cnntrast, jliC mRNA was reduccd in jliM or jlgE ~lrains. 
Thcse rcsults allow us In prnpnse a rcgulalrny hierarchy con
trolling lhc cxpression of lhc llagellar genes in /1. .1p/111croicles. 

MATERIAi$ ANll METllOllS 

llt1L'lcrlnl str11lns 11ncl J.!rn"lh l'nnclllluns. U .. \pluu·mitli•.\· cclls wcrc grnwn in 
Sistrmn's sucdnulc·lmsul s:ill mcllium ;it Jtl"C (211). 111..·tcrulrophil• growlh mn
llitilmswcrc 1H:hicvcll l1y ¡;n1wi11¡; 111-ml c:ultuh.'S in 2511-ml Erlcnmcy1.·r llusks wi1l1 
slrong shaking (JOll rpm) in th1..· d:irk. Phototrophk n1mli1i1111s w1..·rc m.·hicvcd hy 
gruwing culh1n·s in cumplch:ly lilktl st·rcw-1..-.111 luhcs undcr l'11111inuumc i1111111i -
1u11i1111. Cullurcs w1,.•rc lmrvcslcd ul an u¡11K:11l Llcnsity ;11 1'4MI 11111 ur U.5 !: U.05 
(nu.:1111 ! stantlunl dcviatit111). WhL·n rct¡uircLI. s1x'L'li1tt11nyd11 (15 µWml), limm· 
mydn (!.li p&fml), or h:tnn.)'L'linl.' t 1 µt:fml) w:1s 11J1kd tu thL' 1..·ullurc mc<lium. 
1-:.~f'lu•rirl1i11 ndi strnins w1..·rc gmwn ucrohiLi11ly al 37'T nn Luria·Bcrl:mi 111L'l1ium. 
1\n1ihi11IÍl's \Yl' rc ;nldL'd ni lhc ínlluwin!! mnc:cnlrntinns: ampicillin. lllCI µ!!Jml; 
IL'lrnL·ydinL', to µg/ml; und kmmmydn, ~ti •ll!J'ml. 

Kcl·11111hlnun1 UNA lcd111il1ut·s. R11111inc gcnl'lil· rnanipulaliuns wcrc pcr
íurmcd ;1s dcsl·rihcd clsL·whcrc (2}. H.cslridi1in c111ymcs, aUwlim.· phusphal;1sc, 
T.t lig;1sl'. ami T.t poly1111d1.•111idc kina1r.t· wcn.· purl'lmscd from <ilBCO-Ul{L. 
Plasmi1I DNA was isolall•1I frnm t·:. n1li 11sin!! Oi;1gL'l1 l'11lumns mul pmt.•cdurcs. 
Sc1JUL'l\L'i11g wus l"arricd uut 11si11f! n ThL'flllllSl'llllCllasL' kit (Allll'rslmm) un singlc
slrnndc:d DNA. 

51~1 

CunJu.:111 nmllnJ:. Plasmid llN1\ w:1s 11111hili1ctl i11111 U. .\f1li.11•n1id1'.\. cclls hy 
l'1111jugali11n ;1n·11nling to p1111.·1.•1llll"L'S )111.'\'iously 11.·p11111.·tl (5). 

Sllt•-11in·1·1t·d nmlu~l'lll'Sb , Sih.··1lih:l'ktl mulaf!L'n1.·sis w;1s p1.·rh111111.:d lll'l'11nl· 
in!! In thc llll'lhud uí Kunkl'I ( l·H wilh ;1 ura1.·ih1111t;1i11ing sinf!lt·-s11amlL·1I DN1\ 
ns th1.• IL'lllplalc. Thc uligun11dc111id\.'S usc:ll ftlr mula~1.·ncsis wi:n: :''-C.Tlit'1\1\ 
C1\Tt'COT< iAC. '(j('('(.'(j(."(.'(.'( i( '(.i •• l' . ;'\ •. (..re i<.'AAC1\T(.'('( iT( i('TCK'( '(.'(j 

CC'C'CiC:<i-.\', ~· ·<iT<..TCC'l'T('C:CiCl'A<'1\A( '1\TC'C.'CiTCiC'l'Ci·.l'. mu.J Y·<iT 
Ct'{'(.'( TC:C 'Cil '1\1\<..'1\1\('ATC 'CCiTCi(.'('li-.l'. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TABLE l. ll-Oh1l'lll'Ullid:isc ~pct.'ilk m·1ivilics cxprcs~cd fmm 
chronrns11111al '11id.-I f11sio11:-i lo //i pn111111lcr~ 

/(. ·\f'hd1'IHi.J1•.\ 
slrnin 

l'<i:? 
NC11 
Sl'I 
SP:? 
Sl'J 

(jL'llt1lyp1.• 

/li/\::'1'11¡1/111.·I 
/lii\/::11i1l.·l·11•11f.·I 
./fi/\::'1'11¡1/111.·l ./fiil/::11id.·l·11111t .. 1 
/fi/1::11;,t .. l-11<11/..I 
Jli/\::T11('l1wl jli/l::uid.-1 -111111.·I 

1\-( illlnlltl1lÜl;1!'!L' 

ill'livil~'' 

11.112 e 11.1·1 
IJ.S ! :?.t) 

IWI' 11.2 
14.h e 4.5 
12 .. 1 e J. 11 

'1 Sp1.·1.·ilit: 111.·ti\'ilics ;m.· ¡:iv1.·11 in 111im1111t1h:~ ni .¡.1111.·1hylumhcllik1u11c 11111· 
tluccd pl'r minulc pcr mi!lig1;111111l p1t11cin. Thi: 111c;111~ ;11ul ~1m1dmd 1h:vi;a1i1111!<. 
ttf lhl'l.'C imh.·pc111h..·111 dL'ICllllillilllllllS i\IL' !-.llllWll. 

ltNA lsnl111lun und Nurlh1.·rn hlot 1111nly ... is. Tolul ltNA Wil!'I 1!'!11lat1.•ll hum 
lll'lcru1n1phk 1.·ultur1.·s us dc!<.1.'11lwtl ptc.•vi1111~ly (24). Fm Nmthcrn hh111i11µ, 211 ¡1µ 
nf cuch HNA !'IH111pk• was s1.•pa1a11.•tl l'l1.'l'lrt1pl1111L·lirnlly 1111 agart1!\c-h1rnmhlchydc 
itl'ls mul lrnn"krrcd hy c<1pillary llL'lion 1111111 nylon mcmhrnncs with 11 lltll"I! 1'i1.c 
ul"tl.45 11111. Filler hyh1idi1.ati1111¡., \\'L'll' pc1lun11cd a¡., 11L'Jo.nihcd prL•vi1111Jo.ly (.!). "l"hc 
DNI\ prnhc uscd wns a 1.1-~h /'.,tl·/lg/11 frngmcnt frt1111jl1C', lahclcd wllh lu- 1.!l'I 
dCl'JI hy nick trnn¡.,l;llinn. 

l'rlnll'r l'Xlcnslun unnlyJ..ls, lkacti1111¡., wcn.· pc1h11111l'tl ;&Jo. dL'Jo.l'l"ih1•d pll•vi1111¡.,ly 
(2). Total HNA (51111g for jlif J and fl.~IJ rcm:ti1111¡., mul llNI ¡1g for j/11\ rcm:tiun.'I) 
w11s 1111111·a1L·d wilh n 1'p1•t·Hk ¡1111111•1 al -12"( ·in 1hc ¡uc ... c111·c ol ~111'i· formamitlc. 
Olig11nudc111idc" 11¡.,ctJ ¡¡¡., p1imcr¡., 1111 dlNA ¡.,yntlll'¡.,¡, Wl'TC 5' c1lll l,1hclcll with 
'l'·I p11lynud1•11tillL' ~inaM: ami 21111< '1 111 1-v- '.!l'IATP al .\7"(' ft11 .111 min. llni11· 
l'lll"l'llr:llCd lllll'll'nlidl'!o. WCIL' IL'lllll\'l'd hy d1111111at11graphy. "l"h1• fllÍllll'I l'ltlll!\il· 
tion n·m·tion' w1·1c 1·<11rictl 11111 wi1h avia111Uy1•l11hla.'llt1.'li!o. virn' 11•vc1¡.,c ln111¡.,cri11-
la!ooc (l'n1111cga). lJ11l~1h1•k1l ¡11 Íllll'I¡., w1·rc 11¡.,L'd 111 gc111·1;1lc ;111m·lc111id1· .\L'IJlll'lll'l' 
laddc1. 

Jl-lih1l'Uru11ldi1M..' lll"lhll)' llSSll)'· 1~-CihlL'lllllllida¡.,1• ll'-~ªY" '-'lllph1ycd ·1-mcthyl· 
11111hcllif1•11·H!-n-glul'Uro11itl1• ª"a M1h~11al1• al1111!! wilh \t111icall'tl l'l'll 1'\t1m·t¡., ª" 
tlcse1illL'tl flíC\·i1111¡.,ly ( J::!). Sampks ni llHI 111 m•rc tah•n 111 thll'L' lime p11i11h 
hl'IWL'L'll 111 nml -111 min ami 1h1•11 111i.\1•tl with IJ.IJ mi uf !o.lllll hutlcr (O.! M 
Na.l'0 1). Flu111im1·11ic dc11·rminatic111¡., wc11• matlc wi1h ;1 Pc1~in·l:lml'r l.S-5 
np1~aiatus (cxcilalion wavcl1•11!!lh • .\hll 11111; t.•mb ... iun w;ivclc11g1h, ·l·lh nm). Th1• 
ll11nriml.'11•r "'ª" l'lllihratctl min~ -l·nlL'lhylu111hl'llikrn11c !oolamlarils. Sp1'L"iliL' 1•11-
iymc u1·1i\'ity in cdl cxlraL'I¡., w,\¡., 1'.\fllCS!.1•tl ª" mil'l11mol1·¡., t1I 4-ml'lhylumhclll
fcrnnc pcr minutc p1•r milllg1am 111 pnlll'in. Pwlcin mnlcnt w;i¡., 1ktcr111inc1f 
u¡.,ing thc Uio·({;ul p111tci11 a¡.,¡.,a~ ~il. wi1h h11vin1• ¡.,cnuu alhumin ¡i¡., a ... 1amlard. 

1msu1;rs 
Trnnscriplional or¡.:anizalion of lite fla¡.:cllar cluster jlill/JK 

/,A/NOl'Q/l jl/1/J. A large llagcllar clusler was prcviously idcn
lificd which conlained 11 llagellar genes from jlil/ lo jlill ami 

.f/11/J (3, 7). Thc lranseriplional organization of lhis rcgion was 
infcrred from a complemenlalion study on a strain carrying a 
polar inserlion in !he jliM gene (jliM::11ic/A-aadA ). This sludy 
indica1ed lhe presence of a promoler downstream of jliN (7). 

To analyze this possihilily, lranscriptional fusions of lhe jliM 
and j/iU genes lo thc promolerless '11ic/A gene were made. 
These fusions wcrc used 10 re place either the//iM' or lhej/ill' 
genes from the chromosomes of !he wih.1-lypc WSH slrain and 
from thc l'G2 si rain, which carries lhc mulation jliK::TnplwA 
(8). Correcl rcplaccment in each oí these four strains was 
cnnlirmed hy Snulhcrn hlnt analysis (data nnt shnwn). 

The cxprcssinn lcvcl nf l~·glucunmidase dependen! nn llagcl
lar promotcrs was dclcrmincd under helerotrnphic growth 
cnnditinns. Strains earrying !he jliM::uidA-aadA or lhc j/iR:: 
uidA-cwdA fusinn in a wild-lype background shnwed a high 
lcvcl oí activity (Table 1 ). In contras!, when l'usions werc 
placed in the jliK::TnphoA background, only the si rain car
rying thc fliU::11idA-aadA allcle shnwcd [3-glucuronidase ac
tivity. This result can he cxplained in terms nf a polar effecl 
cxertcd hy thc Tnpho.·I transposon ovcr genes in lhe samc 
lranscriplional unil. Thcrcfnre, jliK, jlil, :md jliM appcar to 
helong to thc samc transcriptinnal unit, whercasj/iR hclongs to 
a different opcron. 

llclclion mnpplng of 11 lr1111scri11llon11lly ucllvc ll11gcll11r re· 
¡.:Ion. To identiíy thc promotcr conlrolling transeription of /liR, 

J. IJ,\l 'll:HIOI.. 

deleli<HI analysis 111 ;14.4-kh /:'coRI fragmcnt rnnying thej/iR:: 
11id:l-11e1cl allcle w;" pcrl111111cd. This fragmcnt, wltich incorpo
rales sequcnl'cs fr11111 lhc 111iddlc of//iil/ 111 lhe middlc ol'j//1/1, 
was cloncd inln lhe pRK4 IS Wl'lnr in an orienlalion opposile 
10 1ha111f tite pllK·ll~ ¡m111111lcrs. 

WSN cdls l'arryin~ 1hi'\ pla~mid w~n: grown lo 111id-lng pitase 
ami !he lcvcl of jl-~hll't1n111idase was 1iclen11ined in a ccll ex· 
lracl. This 1'1l/1Sl111l't prmhll'l'' high lcwls of il·glucuronidase 
(Fig. l. rnnslrucl l 1. lhe 'uicf..I gl·ne was cloncd intu pllK415 
in ho1h orienlalion' \lilh rcspel'l to lhc pllK415 pro11101ers fnr 
use as conlrnls (Fig. l. cons1ruc1s h ami 7). li-Cilueuronidasc 
aclivily was detl'l'll'd only when 11id.·I was transcrihcd frnm !he 
knmvn pRK415 pri11n11ters. 

Ncsled delclion' 111 lhc /:'mRI fragmcnl werc pcrl'on11cd 
using prcvi1111sly idenlilicd rcstriclion siles. The lirst deletion 
removed lhe .fliM l'mling reginn. leaving !he Sstl silc in thc 
midllle 111' !he jliN gene as a S' houmla1y (Fig. l. rnnslrucl 2). 
This conslrucl slH11\\ a high lcvd of aclivily. In conlrast. 
dclclinn of lhe ncxt 1.1 kh. up lo thc Se1/I sile located in//i/', 
comple1ely aholishcd li-glucuronidasc ;1clivi1y ( Fig. 1, con
slruct J). Thcrcforc. 1he scquence l'rom lhe Sstl sile lo the Sa/1 
sile spanning fn1111 the middlc of//iN lo ]fil' ( 1.1 kh) conlains 
a func1i11nal pn111111IL"r. 

To furlher dclinc 1his prnmoter region, a llllll-hp Sacll frng· 
menl, spanning rro1111hc .'\' cnd ofj/iN In lhc 5' end oíj/iO, was 
cloncd upslrcam 11{ 1hc 'uidA gene (Fig. l. cnnslrucl 4). This 
reginn was fully f11n.:1ional for prn111111ing uic/A lranscriplion. 
Furlhcr dclclion ni IXll hp frnm 1hc j/iN side only modcstly 
alkcled lhc lransc11p1ional capahilily 111' lhis fragmenl (Fig. 1, 
cnnstrucl 5). 

In sumnrnt)'. lhc·'c rcsults lncalize a funclional llagellar pro
moler 10 a 410-hp rcginn (,\\rl-Sacll frngmcnl) (Fig. l. con
slrucl 5). l'revÍIHI' -cqucncc analysis oí this region did nnl 
show a good match with lhc cnnscnsus promoler scqucnce 
l'or cr 711; instcad, a putalÍ\'C IT""·I pro1111Hcr scqucncc WilS clcarly 
idcnlilicd (7). 

Sil~-clirccted muta1!cncsis ol' lhe 11.s..1 conscnsus rcgion. lt is 
known lhal lhe m11-1 wnscrvcd rcgions of the promntcrs rec
ognizcd hy E1r'·1 ar.: lhe dinuclcntides GG ami GC lncated 
ncar positions -2-1 Jrtd - 12 upstream from lhe lrnnscriplion 
slart silc. Change' 1n lhesc bases interfere wilh !he ahility oí 
ir'·' lo promolc tran-.:riplion (4) . 

Sitc-dircctcd mut..n!cncsis was carricd out on thc cr~~ con
scnsus pronmlcr rc~itin prcsenl in the S.1·11-Sacll fragment. The 
pulalivc nuclcntidc• in thc -25. -24, and -121msitions wcre 
rcplaced hy lhe nuclw1ide T. Afü·r mulagenesis and scquenc
ing, this rcgion "ª' clnncd upstream of the '11ic/A gene in 
pRK415 (Fig. 2). 

[3-Glucuronidasc •clivily was detcrmincd for each construcl 
using cell cxtrncts .. .\11 mutatinnal changes 11egativcly affected 
[3-glucuronidasc an:- ity ( Fig. 2). The conlrol containcd a mu
lation al the -18 pisition. which is irrelevanl íor promoter 
recognition (4). In 1his case, [3-glucuronidasc activity was vel)' 
similar to that of th;! wild typc ( Fig. 2). Thcse results providc 
evillcnce thal prom.Mr activity delecled in this region is de
penden! on lhe R1\A polymerasc associatcd with lhc n" fac
tor. 

lt is known lhal i~tcgration host factor protein (IHF) binds 
to spccific siles pl;:~cd hetwecn the ir'• promotcrs and thc 
aetivator hinding 'l'.;!S. which are usually located upstream oí 
lhc initiation site a: •tpproximalcly - IOO to -150 bp. Thcrc
forc, it has been rrnposcd that IHF hends DNA, íavoring 
contacl oí thc aclil wir with Eir'' bound al the promoter. The 
420-bp rcgion prop:•-;ed to carry a llagellar promoter was an
alyzcd using the pr.:•gram Sc4scan al www.bmh.psu.edu/nixon 
/webtools/molhiol.h:m in order to identiíy any polential IHF 
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ll-~lucim111idu•u 11c1ivi1y 

'lliM lliN lliO llil' ll1!J llil\ llhll' Acrnhic 

¡¡ &: S!i Si.· Sa 11)~ 

lilJS 
-< .. 11 pl0~41\ 12.Stl 1 7 s ± 2.1 

ll 

<"· 
s. 9.H 28 s 3±2.I 

<(-.. --- >0.01 >0.01 
Sa " 

<( ............ 
30.St 12 34 ± 19.8 

Se St.: -+ 

-.: ............ 11i12 ND 

<( ............ > 0.01 >0.01 

<( ............ ú2± 17.4 49.l ± 1 s 

rtcJ. l. J3·GIUCUl'Ollida!IC m·tivily llrnu Jlt0¡1·11Íd .. 1 lu:-.it111!'., Thc upjll'í part :-.huws !'!UlllC uf thc ri.:IC\'illll rcMric1i11n "hes within lhc 4J1·kh h'1•01(1 írngml.'111. Arruws 
imlicntc lhc dircclinn nf thl! uid..r l'l1din).! n:).!itlll. Bn1\..cn mT11ws indicalc 1hc llircction uf lhc pltK415 pn11m1hm11. Ahhrcviati1ms ror rcMrictiun silc!ri: U, H1·oltl; Sc,.\'t1dl: 
Ss, ,\',\'ll; S11 . .\'u/I: llg, ll,r.:111. li-(iluL'Urnnid;1sl' m:tivllic!i ;uc giwn ;1s imlil'atcd in Tahlc l. GUS, 13-glucmunida:-...:: NI>, 11111 th:tcrmincll. 

bintling silc. No rnatchcs a hove thc prograrn l hrcshold wcrc 
fnund. 1 lowcvcr, it is still possihlc that a low-allinity hinding 
sitc wilh a ¡mor match with thc conscnsus scqucncc rnay cxist. 
Finally, tw11 diffcrcnt palindmmic scqucnccs which rnay rcprc
scnl thc activalor hilllling sitc wcrc locatcd al - 145 allll -127 
hp upslrcam 11f thc cr'·' pro11111tcr (data not shown). 

S' cnd 111111111in¡: ni' thc flu¡:cllur mllNA dc11cndcnt un cr" 
11romolcrs. J'utativc cr'·' promotcr scqucnccs havc hccn idcn
tilicd upstrcam of thc llagcllar gcncsj/g/J,/liK, and 11101A (Gen-

Bank acccssion numhcr UHM54) (<>; Bailado et al., unpuh
lishcd). Thc nuclcotidc scqucncc oí cach oí thcsc rcgions was 
aligncd with thc sct1ucncc oí lhc íunctional 1r" prmnolcr in lhc 
jliN-jliO intcrcistronic rcgion. Thc nuclcotitlc rcsiducs GGCA 
allll TJ'GC are prcscnt in all scqucnccs (data nut shmvn). In 
onlcr 10 ohtain cvidcncc that lhcsc scqucnccs corrcspond to 
funclional llagcllar promotcrs, wc cxamincd if spccilic mRNA 
trnnscripts wcrc produccd írnrn thcsc putativc prnmotcrs. 

Primer cxtcnsion assays wcrc pcríormcd using total RNA 

~=i 

/ ~ 
p-glucurm1idasc activity 

7.S ± 2.3 
IVT· GCGGCACGGA TGTTGCAG 

GCTGCACGGA TGTTGCAG 
> 0.0l 

G -25T 

GCGTCACGGATGTTGCAG 
>0.01 

G-24 T 

C-l2T ocGGCACGGATGTTGTAG > 0.01 

A ·l8T GCGGCACGGJ:TGTTGCAG 8.3 ±3.I 

FIO. 2. U·Glucunmitfosc cxprcssinn t1í wlld·lypi: 11m.l 111UUtll'll Jli0¡1 pnmu11crs. 'l11c J11rk hux rcprcsl!nts thli! 1r~-' pronu1tcr scqucncc. Thc cunscrvcJ dinuclct1tldcs 
GO ami GC nrc slu1wn In htild. Spccilic chnngcs malle In cnch cnnstr11c1 are shnwn In thl! lcrt culumn. JJ·Glucurunid•tsc uctMtics are g,i\'cn :ts lndic:itcd In Ttthlc l. OUS; 
JJ·glucunmldasc: WT, wild typL'. 
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f/iO .. _ 
1 -. ._-
......,; 

CO/\T 

owrcxposurc • 

f/gll 

-.-• - --
chr pi C"G/\T 

• 

J. BAC'lllRIOI .• 

f/il\ 

• 
~ OI --- ' t 
• 

chr pi C G ,.\ T chl pi 

• 

* jliO CGGCACGGATGTTGCAGCGGAGGGGG 

jlgB * TGGCATCCTCCTTGCAAGTCCCGGTCCAG 

* jllK TGGCACCGATCTTGCAACCGCGCGGGG 

FIO. J. Dctcrminntinn oí thc /liO, /lg/J, nnd ffiK trunscriptlonal stnrt sitcs by reverse transcrlptnse-mcdinted primer cxtension. Extension analysis carried out with 
tolnl l{NA isnlntcd from WS8 wild-typc cclls is lndicntcd ns "chr." The assny carricd out with total RNA from WSR cells transformed wlth the pRK41S plasmid 
containing thc pul11tivc 1r"4 promntcr cloncd in opposite oricntation to thc vector promotcrs is indicnlcd ns "pi." Nuclcotide scquences upstream of the obsetvcd 
trnnscriptinnnl Rtart siles urc shmvn. Thc ustcrisk indicates the nucleotide proposcd to he the transcriptimml slart silc. The conscrved regions including lhe -24 and 
-12 positions are undcrlincd. 

exlracted from wild-typc cells. Sincc tlagellar transcripts are 
scarcc, we also includcd total RNA from WSS cclls overex
pressing the rcgion to he analyzed. This was done by cloning 
the specific rcgion in pRK415 in opposite oricntation to the 
vector promnlcrs. In spilc of lhc low copy numbcr of pRK415, 
a slight incrcase ( of al leasl two- or threefold) of the spccifie 
transcripts could he expccted, facililating its dctcction. Primers 
used in thcsc cxperimcnts werc designcd to be complementary 
to lhe regions of thc j/iO, .flg/J, and jliK genes predictcd to 
encade thc N lermini of thc gene products. 

Each reverse transcription rcaction yielded a majar band 
that dellnes lhc start site of mRN/\ transcription (Fig. 3). As 
cxpcctcd. lhis hand was stronger from RNA isolated from cells 
carrying thc llagcllar promolcr scqucnccs in pRK415. In all 
cases, thc cDNA product was of thc samc sizc as that from 
wild-lypc 111RN1\. 

Thc lranscriplinnal start sitc fm jliO was identificd at 24 
nuclcotidcs (nt) upslrcam of thc 'ITO start codon (data not 
shown) ami 11 nl downstrcam of lhc dinuclcotidc OC of thc 
scqucncc rccognizcd hy ""· Transcription of flg/1 and jliK 
slartcd 35 :md 17 nt upst rcam of thc ATO start codon, rcspcc
tivcly (dala IH>l shown). In all cases. lhc distancc hctwccn lhe 
"''' promolcr sequcncc anti lhc lransniplion starl silc is con
sislent wilh thc distancc rcportcd for functional cr54 promnters 
(4). 

The 5' cml of lhc mRNA locatcd upslrcam ofjliO, togclher 
wilh olhcr cvidcncc prescnlcd hcrc, indicatcs thal thc cxpres
sio11 of lhc j/iO opcron dcpcnds 011 ""'·'. Morcover, a stablc 
5'-cnd mRNA was dclcclcd upslrcam of olher regions thought 

to carry a cr54-depcndent prometer. 'íllerefore, thcsc scqucnces 
may rcprcscnt the functional promoters of theflgBCDEF and 
thej/iKLM/\' opcrons in R. splweroides. Nevcrthcless, to obtain 
adclitional e\·ictencc supporting the above conclusions it would 
be necessary to determine the expression leve! of these promol
ers in an ipoN background (lacking the ipoNJ and ipoN2 genes). 

Exprcssion of thc flagellar jliO promoter Is not dependen! 
on growth conditlons. lt has becn shown far severa! baclerial 
groups that flagellar synthesis is alfccted by environmental 
conditions (9. 13). In the case of R splweroides, flagellar con
trol signals might be rclaled to thc cell cycle and possibly in
dependenl of cnvironmcntal conditions. To detem1ine if growth 
conditions atkct the cxpression ofjliOp, WSS cells carrying the 
fusionj/iOp· '11it!A in pRK415 wcrc grown hetcrotrophically or 
pholoheterotrophically. No signiticant differencc in the lcvcl of 
13-glucuronidase activity was ohsc1vcd, suggcsting that thc cx
prcssion of >ome of thc componcnts involvcd in tlagellar syn
lhesis is not signilicantly atkcted by these growth conditions 
(Fig. 1 ). Sincc our results are focused on only two extreme 
conditions, i.c., light ami oxygcn, it remains to be investigated 
if othcr envirunmcntal conditions modify thc cxpression leve! 
of the llagcllar promotcrs. 

Is llngcllar gene cxprcssion in R. splweroides hicrarchical'! 
In cntcric bacteria. thc bcst-charactcrizcd checkpoint in flagel
lar asscmhly is co111rollcd hy thc protein FlgM (10, 15). To test 
if this checkpoint cxists in R sp/111rroides, wc invcstigated whcth· 
era functional Hl313 structurc was nccessary for llagellin gene 
cxprcssion. 

Exprcssion of jliC was cvaluatcd by Northcrn blot analysis 
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0ATITfTOOOAOOOOCOCTAAAA01TIATCCOCICCUGCCGTTGAACKKJOACA 

OAOCOCCOCOAUOCOAOCOACOCUAOATCAGGAGGUTCAACCCATG ACU ACU 

Mcl Tht lbr 
ATC AAC ACU MC ATC 

lle A.In 1llf t\Jn lle 

FIO. 4. Nmthcrn hlnl nnnlysis nr jliC lrnnscripls. Tntul l~NA C1'1rnctctl fr11111 
WSK wihl-typc cclls (lanc 1 ), NO 1 cclls ~liAt::11itl·f·r11ul-1) (l1111c 2), und 1.CI cclls 
Ul.i:t~·::mu/A) (lnnc 3) wm; pmhcd with 11 · .?p.JuhclcdjliC frngmcnl 11!i dcscrihcd in 
Mu1cri11ls nml Mctluuls. Thc nuclc111illc sc11ucnL'C 11f thc 5' cnd 11f lhc jl1C' gene, 
induding ils crnurul rcgion, is shown {lll'CCS!'lion numhcr AF27434h). Tlu.: se· 
qucncc rc!icmhling 1hc 11~" prumutcr, thc pu1111ivc Mnrt c:mlun 11f jliC, und thc 
rihosunml hinding silc me shmvn in huid. 

using lolal RNA from wild-type WS8 cells a11<I from cells 
carrying a mutation in either the jliM or jlgH gene. Transcripts 
of j/iC were clearly tlctected in RNA preparations from wild
type a11<I mutant strains (Fig. 4). l lowever, the mutant strains 
showed a decrease in thc quantity of jliC mRNA produced 
compared to that of WS8 cells. This result may he due to either 
a reduction in the amount of mRNA synthesized ora rcduction 
in its stahility. Despite this,j/iC expression docs not appear to 
he ahsolutcly dependen! on the presence of a functional 11 BU 
structure. 

The regulatrny region of j/iC unes not show any sequence 
similarity wilh thc cr'·1 consensus promoter. 1 lowever, in agree
ment with a previous rcport, a sequence similar to that uf the 
cr'" consensus promotcr (GenUank accession numher Y 14687) is 
located approximately 51 hp upstream of the putative ATG 
starl cmlon (Fig. 4). 

DISCUSSION 

Structural cnmponents of the flagellum of N. .1phaemicles 
havc heen recently characterizcd (3, 6, 7, 8, 19; Uallado et al., 
unpuhlishcd). However, still nothing is knmvn ahout thc fac
tors that rcgulale thc expression of the genes involvcd in mo
tility. In this work, wc identilied severa! promoters responsihle 
for the transcription of the llagcllar genes involvcd in the for
mation of the basal hmly, the switch, aml the hook. 

This work showcd that jliOp is a functional cr'·1 promoter. 
Our results support the idea that this promotcr is responsihlc 
for the expression of jliO, jlil'. j/iQ, jli/?, and prohahly jlh/J. 
Additional studics are in progress to define whcthcr this op
eron includcs j//1/1 and bcyond. 

A scquence similar to that of the "'·1 consensus promoter 
was identilicd upstream of the fliK gene. The functionality of 
this promotcr sequcnce was supportcd by the identification 
of the jliK 5' -cml mRNA, the start sitc of which is within the 
cxpectcd range for a functional cr54 promoter (Fig. 3). On the 
other hand, the polar effect cxcrted by the mutation j/iK:: 
TnplwA ovcr jliM expression suggests thatj/iK andf/iM helong 
to tl'.e samc operon \rabie 1 ). Togcther, these results su~p.o~t 
the idea that the cr· promotcr located upstream of j/1K 1s 
responsihle for transcrihing thej/iK,jlil,jfiM, andj/iN genes as 
a single lranscriptional unit. The inclusion of the jliN gene in 
this operon was previously proposcd from a complementation 
study of a strain carrying the jliM::11itlA-1111clA mutation (7). 

A third transcriptional start site dcfined in this work was 
located upstream of jlg/l. A sequencc similar to that of the 

ir'4 consensus promoter is at a proper di,tance from the jlg/l 
ml~NA initintion site. Consequently. we suggest that this sc
quence is the funetional ir'·' pn111111ter responsihle for the ex
pression of the .//.~/l. /(~C. //gil, /lgl:·. ami /(~¡:genes. The inter· 
nal organization of this rcgi11n ha' hccn rcccntly cluddatcd, 
ami gcnetic evidcm:e suppnrts the idea that thcse genes fonn 
an operon (llallad11 et al., unpuhli,hed). 

The data presented hcre al111w us 111 prnpose that in R 
.1p/11wmit/1•.1· the expression of the llagellar genes, whose prod
ucts nre involved in the assemhly of the hasal hody, the switch, 
ami the hook structures, is dependen! on Ecr"1

• This is in 
contnist with the situation found in hoth S. 1•1111•rict1 serovar 
Typhimurium and /o. co/i, where the tlagellar genes involved in 
the synthesis of these strnctures are dependen! on Ecr 711 and 
the FlhD-FlhC aetivator complex. At a glanee, N. spfwcmic/e.1· 
tlagellar gene expression would appear to he similar to that 
ohse1ved in Ct111/o/"1<º/t'r<Tt'sc1•11111s. where the genes involved in 
the formation of the rod ami the ho11k are dependen! on Eir'4 

(22). lfowever. sewral of the gene' re~1u·ted here as heing de· 
penden! on n'·1 are dependen! 1111 Ecr 1 in C. cn•sc1•11111.1. More
over, two llagellin genes of C. cn·11«•11tm are dependen! on 
Eir'4 (22), whcrea' the regulatory region of j/iC of R. splrai•r
oid!'S shows a scqucncc rcscrnhling that of a tr:?.8 prornotcr, as 
occurs in enteric bacteria (E co/i ami Sa/111011t'lla). Therefnre, 
the tlagellar genetk system of /l . . 1phat'micles seems to combine 
features from these two systems. 

As mentioned hefore, in S. <'lll<'17rn serovar Typhimurium 
the tlagellar genes follow a hierarchical order of expression; 
lherefnre, the tran,cription of the genes placed al a low leve! of 
the hierarchy is dependen! on the expression of the genes at a 
higher lcvel. In this regard, in /1. .1¡1/1111•micll's the activity of 
jliOp and the exprcssion of the jliM gene, hoth of which were 
tested as the activity of the '11ic/A reporter gene, have been 
shown to he insemitive to the pre,ence of othcr mutations in 
tlagellar genes, such asj/i/l,j/iA/, andj(~I: (this work ami data 
not shown). Thercfore, we suggesl that all these genes helong 
to the same transcriptional class and may he assigncd to class 
11. lnterestingly. genetic evidencc ha' suggested thal lhe motA 
gene may he dependen! on Ecr" ( ll ). Thercfore. motA cnuld he 
cxpressed simultancously with the genes encmling the struc
tural components uf thc basal hody and the honk. Additional 
studies are required to define whether the 11101 genes. togcther 
with the jli and thc j/g genes, can he grouped within the same 
transcriptiom1I cla''-

According to curren! knmvlcdge of the tr'·' factor ( 17), the 
existcnce of an activator protein must be considered. This 
protein may represen! the tlagellar class 1 in R. .1plraeroic/e.1-. 
Although its iden1ity remains to he elucidated, it cnuld be 
suggcsted that this protein would helong to the family of tr~4 -
dependent activalllr protcins. 

Finally, the cla'' 111 genes cnuld be transcrihed hy Ea'". as 
seems to he the case for thcj/iC gene (Fig. 4). The reduction 
in the amount ofthej/iC mRNA ohserved in thej/gE andj/iM 
strains may represen! the control that class 11 genes cxert ovcr 
the cxprcssion of cr°'-dependcnt genes. This negativc control 
does not seem to t>c ahsolute and allows a certain levcl oí jliC 
exprcssion even in the absence uf a functional HBU strueture. 
Sureorting the idea that class 111 genes are exprcssed írom 
Ecr2 promoters, wc have fnund that j/iD, which is cxpected to 
be long to this class. also shows a a'' consensus promnter a few 
hase pairs upstream of the putative initiation codon (data not 
shown). 

In summal)'. our rcsults support the idea that in R. sphaer
oidcs thc cxpression of thc llagellar genes is controlled accord
ing to a hierarehical pattern. Class 11 genes are dcpendent on 
Etr54

, whcrcas class 111 genes seem to be dcpendcnt on Etr'"· 
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Thc cu1urnl that cluss 11 genes cxcrl nvcr thc cxprcssínn uf 
class 111 genes unes 1101 sccm to he light, mu.1 thc molecular 
huscs undcrlyiug this wcak rcgulation ure undcr ínvcstigatiun 
in our lahurntmy. 
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Resultados 

Organización transcrlpcional de los genes flagelaresjliK,flíL,flíM,jlíN,jliO,jliP,jliQ, 

jliR,flh/J. 

Como fue mencionado en la introducción, el gene jliM se encuentra en un 

agrupamiento de genes flagelares en el genoma. El orden de los genes en esta región es: 

.f/iF,.fliG, .fliH,jlil ,.fliJ,.fTiK.fliL,.fliM,JliN,jliO,jUQ:fliR,jlhB (10, 28), . 

Durante la caracterización de la cepa NGI (f7iM::11idA-aadA), se,~bs~rvó que esta 
• . ,. -,,. . . • ;, : · - ·' ... , . .l,· ;_,:~~--: .·_o:;J,''; · ,"," ,.'-·, .•· ', 

cepa no podía ser co111plementada por el genejliM+ don~do;en~) Yectci( pRK415 y 
_ _ . - , · · -; < ·.-. · . __ .. ,_-, : \-.- ~:-.:,·:_. -:,:-~~:,. ·-;·.: ~~-:·-:.· ·k~·r:~Lf/,,~:~i(~i~-\~,·(:tit<.:,<~t . · -~ 

expresado bajo control 'de. los promotores. del plásmldo,• Sin e1nonrgó'!<· síúobsérvó 
• • :- : · • ._-.·_'\" .·.;~\'.~_: __ :·-;:,:.¿:;. . . ' ·-i·~:.'. ·, ·:_o</- ·;,_-:;~{ . . ::·.~~: :_··._~·\·-~-~:.\~t~~\·;:~·::~;\t~:<·_~·:}~'i~.--);~~~t~~:,;J~;:ftf:_·j ;/,~.~- ' ~-'·. ;_'.': : : 

complemetitaclón al introducir, url. fragmento .dé; DNA con itos{gene•i.'.ftiAf!)y}UN\ Este 
.. -; , ; ~.·_::. , -~ ~·,·;·:::):~:: -~ <:~\: ~·:·'.:Y:~·: .~:Y-::· . f 3~> :~::'.~?: <~~~~f;;:t :v:,~~-::.:<)i~~L.··· .. :::f\~d?i~~:~:?,~--}{~}:>t~ii@~>;:l;¿ ~ -~~;~~>:-~· :~;~;~:.- .. _ .-' .:_:,.:. · 

resultado, .sugirió .que.la .. lnserclón. del casseue d~. resisten~.1a;proyócn,IJ~n,~u~Jefecto'polar ·. 
· -- '~ . _: . "i L~·:,/ · ;::~:~< .. ~-· '.:;;_:.~?-~:· ::~:{~:t :.-_'.~~~~~~~-:_ ;¡~;~~rr~f'~~F'.;. /I~11:~,~:t~f ~ (~ i·1ni:~;~~~:,~;:>,;~;(~'.~-\'h-:!L·:.:.ifr(·:-: · .. : ·.i : 

sobre los genes ubicados.río'aba,1o:del; gen}11Mc;y;;q ,, erteneéían·a~la misma.unidad. 
. . · . · ·,, _,~;-_;. ; ?:~-if >- /.i:-1r:·<_i~~r-'::: :!~~~;::'.::; ·-_ i:~~{~f A~¡;,~~\~~-,~-.;~}l?f :}~J~:f Jt{:\~:-:--.~~t~tt~1;~;:~I~~;,,~:;.· ~~.t:~t~ i~~-?:: ·: ::~:- >/---. C' ,_ .-

1 ra n scri pci o na1. f)ado· queI.a .cepa·.~9 .. 1·· 1·ue .. •c91npI~1nenta1:ª .. ~l···ex¡Jr~s.ar}UN/'.~ jliN·a·partir · ·. 

~::;'"''"'dº p•K•1 srf ¡f f~~~;~:!r'~~~¡Jf~f~,~~'l,,~:~i,1º"'' 
. · ··•·•···:: ,, ··. /. ¡;;~~·~.0s¿AJ• 'f'.;'; % :}• ·'t :.· · / +'<:.:.\¡, ~;,;.é~.:J:J,;,é~;;¡·· ' ¡;; ··. ·. 

Con objeto.ele (:ibten~f .eyi.cJéné:i? ridici9rial que apoyará esta,iclea; se·d,e.cidió. a9alizar · 
, . ·~··_-;- .)ó'.f i/ .. ·.~:1~~%_,:~t~~~'.'._:_~Vi~1!~:;-:;f~0L·:":f{<{:, /'.i{~- . ~-~:~,::::::. .. :_ /:-~:::·. :}~\>:~. :~:.t~-·::· '. .. ::-J;~:;· ·J:f [~~;T~~~};_~:;;t,¿;;;~-:~p:>:. -· __ ·;~,~ -( -_: (, -.. ,. 

la expresión de los·: géneiOli~(yifli/~;;rnedirinte'.el .. uso dél' gene repórtero:;'¡iidA; el cual · 
. _ · ..•..•.. \f c.;:,x~.~J('.i~:·~.~~!f''.;·.r,~:~Fz;. ))':·:~% 1·ir•,,}~;·}.:~ii:.~,;;._;,·~1(1~~;·.~irc"o1~~··,~·:c.··.·,>···•· .. 

codt hca ··para }la;,: e'17,1111a · ,'. ~;glucur.onrdasa; Y, •. permr te. :.el ;• a1slatn1(!nto.~;.de.o; f uslones 

., •• ., •• c1~i¡1~~11~1t~ª{41r:,1J~r·:i;,;;,,~tl~~~~e1.~rr~lf {;1~i~~Yt1~.t ··y 

.flil?::uidA~aad(\, 1·~~e :d~ierrliinado en . un·• fondo genético silvestre, y• en el fondo genético 

.f7iK::Tnp/111A: ·'6ibe mencionar, que estudios de complementación de la cepa PO 1 

(/7iK::Tnp/111A)sligieren que el transposón insertado en .fliK, provoca un efecto polar sobre 
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los genes ublcndos río nbajo <30), Por estn rnzón, estn mutnción combinnda con las fusiones 

en .fUM y .fUR. nos permithin determinar si In polaridad de estn insercion ejerce un efecto 

negativo sobre la expresión defliM ylojliR. 

La cepn SP 1 (jliK::TnphoA jliM::uidA-aadA), y las cepas SP2 (jliR::11idA-aadA) y 

SP3 (jliK::TnphoA jliR::11idA-aadA), fueron construidas como se indica en la sección de 

Material y Metodos, 

La actividad de P-glucuronidasn para estas tres cepas fue determinada a partir de 

cultivos crecidos heterotróficamente hasta fase exponencial media, Como se puede observnr 

en la Tabla I, en las cepas NO 1 (jliM::11idA-aadA) y SP2 (fliR::11idA-aadA) se detectó un 
,:.-:· . ' ' ' 

alto nivel deuctividad .enzimática. Sin embargo, al colocar estas fusiones en fondo genético 
·-· - ' ··y-.. ~·., . - ' ' - . . -

Jlik:!Triphi)A; '~6 observó. que solamente la fusión jliR::uidA-aadA rriantenfa elevados 

niveles.d~ P-gl~curonidasa (compararla actividad de SPI con la de SP3), 

Cepa 

PG2 

NGI 

SPI 

SP2 

SP3 

Genotipo 

jliK::TnplwA 

jliM::uidA.-aadA 

jUK::TnphoAjliM:;11/dA-aadA 

jliR::11ÍdA-aúdA . 

· · ·.¡u K i :T;ni1h<1~~ik::ú;dA~aad 
." ·';:· :· ·' ., ·~ ~ '·.:ti/'.".;,-:·. 

,·"-;..; 

actividad de p-glucuronidasa 

0.02± 0,14 

9.8 ±2.9 

0,09 ±0.2 

14.6 ±4.5. 

12.3±3.9' 

Tnbla 1. Actividnct~.s espcc!tica~·dc ~-glu~urohidn~~ ex~re~¿da n partir de las fusiones cromosomales de 'uidA 
en promotores ]11. Las ncíividñdés éstáií'"éx¡Jresíícias·en'µríiolesi:le 4-metiiumbeliterona formada por ritinuto 

· .·. · · •····. · ·· por ing dé próte!nn. · 
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Dado que el efecto polar del trnnsposón (TnphoA) sólo afectaría a los genes 

pertenecientes a la misma unid11d transcripcional del gene en que este insertado, los 

resultados anteriores nos sugieren que el gene jliM forma parte de la misma unidad 

trnnscripcional a la cual pertenecejliK, y quejliR forma parte de una unidad independiente. 

Mapco por dcleción de una región flagelar transcripcionalmente activa. 

A partir de los resultados anteriores, nos propusimos identificar la región que 

controla la expresión del genejliR mediante un análisis de dcleción. Para ello, el cassette de 

. codi ficadora~d~J7í 

transfon~oii~ig*" 
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glucuninidnsu (fig. lJ, con;,trucción ~). Por lo tunto, nuestros resultudos sugieren que In 

secuencia comprcndidn de;dc el sitio Sad ni sitio Sc1/I ( 1. 1 kb), contiene un promotor 

l'uncionnl, Este fragmento incluye purte de In región coditlcndorn de JUN. JUO, y pnrte de 

.fliP. 

Con el .objet~-~e ~estringi! el tnrrnño_de J~r_(l_giónyr~~~otorn. se c!onóu,iifrngmento 

Sc1dl ele 600 pb(el ct1íll se exti~nded~sdéelextre'ín~~;rde}ÚN hást~el,5'de.tli0), frente ni 
···'· •. '· •·• - ; ·,,: .,.·, ;.,· .·,.:, ,._.·, ·-, ·1 .. _.,.,; ':,__,.' •• :·.-·:·.e'.:".·._· .. ·:.: .. · .. 

gene rcpo;'te1·~ •/IÚÁ(Fig,9,_~~orJslrucciCÍn4j, E~~~ /e~iJ~':fu~cll~~zcle pr~mover In síntesis 

de· un 111 t(> ·n 1J~1 i¡I~·· ·~·glucu r~'~¡J~~:<l)d ~l~ecifü:)1h;r~l~idá1~~/d~ ;'{'¿() ~b:•:;dI~ignh,t~s. ··a. pni1 ir 

del extremo,le :/71rvX1ití11p~1·111itci ta6xpres:tÓ~ Je:·Jn11·b~e~Ü;c~~-ti,d_~cl''d6 ~~glÚcuronidasn 
! Fig. 9. rnnstl·uécilí;1 ~ {Como cc;ntrol s~ clo~ó .el ~1:ss~t{cf~i .:~~is.te11d:·. ;,·ic!A~aaé!t\ en el 

pi{ K4 l ~· en mnbns. orientnciones con respecto n los promotofes"Clel \l~ctor. ·Como se puede 

observar en In Fig. lJ (construcciones 6 y 7), soln1ne11tú ~uclo detectarse nctividnd enzimática 

. cuando el gen reportero era transciito a partirde los pro1í~otores del vector (construcción 6). 

Este resultado muestra qt11! los insertos cl¿:~n~los.en d pRK4 l 5 no se expresan por In 
J .. '. -~:·.-... _ •• ,. : ..••• - .:, ,< ' ' '.<-~-; .•. -. ·. '. . 

trnnscripci61~ )1r(1ve11i~1\tb,t1~i,';\l~~t~>r ~ua11,1o:d~tó~' son donados en Ju oiientuciÓn opuesta u 
' .. -· -•- . ·- ·-· ' __ ~;;:-., ;;:,:{ ·-~~--. __ ·,:~,- ,,.~--:"'>f---"· .· ··-- •-" . , ' ' . 

los pronuitores p\:ú~lil1ncl]:tc.l·6p~il!i(1dos piÍi-11 Jst~phísmido (47). 
,. - : : .":J·. ~·;J~i-~:·'.--~~:;~\·'·-'.:,:f", '.:~{;'.:,::'<';,;:. '.". -. ·.-,. :'~--- ·-, ·. ' 

En síntesis. 1'1líéstros;,:csilllnék;s indiCan que dentro de unii región· de 420 pb. hny un 
.-.- .-- .:·.O•_.-_;>- . ; . ---~· 

promotor llagelÚr fu 11eimíal. 
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2 

3 

4 

s 

6 

7 

'lli\I flj:-; 1110 f'•I' lliC) lliR llhH' 

E 

,----
Ss 

Se se---• 

-------- ______ 1._PpRY.41'.• 
-+ E ---· ·------, -
---· E 

---· ·---1 ·
E 

r-r---3r. .~(' 

--· 

Activi<~1<l du ll-¡¡l11crn·onillnsn 

l\.:ri>bicu l\nu.;ri>hico 

12.5±3.f 7.5:1;2.I 

9.2±2.8 5.3±2.f 

>0.01 >0.01 

30.5±12 34±19.~ 

11±3.2 NI> 

>O.Uf >0.01 

62±17.4 4'1.3 ±IS 

Figurn lJ. l\clividad de ll·glucuronidasa de las fusiones de 'uic/A con la región promolora rfo arriba de 
jliO. En la parle superior se mue-ira un mapa con algunos sitios de reslricción relevantes. Las !lechas n la 
derecha muestran la dirección de la lranscripción de los promotores del plásmido, mienlras que las llcchas 
debajo de las cajas indican la orientación del gen 11ic/A. Las actividades espccflicas están expresadas en µmol 
de producto/min/mg de proteína. Bg/11. 13g: L:'c:11RI. E: Sud, Ss: Su/I, Sa; Sac:ll, Se. 

Al analizar la secuencia del fragmento de 420 pb (fragmento Sac:l-Sac:ll) buscando 

la secuencia consenso más cstriCta para los. promotores dependientes de cr~4, identificainos 

una secuenCia qt1e ;~s ·~ll1li lar :h1.·pio~11oiC>~'.~~orise~~º , re~6nocido '.'poti}~1\ ¡:act~r . cr~4 , esta 
. ·. · .. , ·;z; ¡;,i~,:. [t1/~f t1:~;]'.JWi-.:;fj;¡:.;~gtfa(,'K:G, >J.\'./i :i.'.~¡(iiF)l:1~: '.:~ ~-;.'~:;-\;1:if: .:á:'.( ••·• .. , . ·,••· .... 

secuenc111 se ubica cn, la,:,rcg19n,\.1.1~t~1ps~1·onica:/71¡\f~/{1p. Es,,conoc!.~º q~e. l.~s r~gtones .mas 

'º"''~"'¡"' '.':~1~t~~\~?f f:M~~t~~~,~;~~~1~~:~4ic~~~*df~~~~ y oc 
.localtzados nlrcdcdo( de',l!~s¡po~1c.1on~s'..~?:4 Y.;· I2 •. 11º ·ar11ba•• deLs1t1o{de :,mido. de In·. 

''"""dp,1•" _±~1,1b~r~f~i~';.Jc(l.~ .. ~~~. ~1)1Uo10?~ ~ ... f i;~;¡~j ~¡· in1o1.; 10 
transcripción cit ai1sen~ia'\;(le'·:tí~rt proteíná. rictivaclora, la cllal Usualmente se une 

•'·' i'·',· 

aproximad111i1cnrc 100 ph1~~:~riibn dCI p~omolor, Enocasiones estos promotores requieren 
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de In prcscncin de In proteína IHF (lntcgrntion Host Fnctor). In cunl se une entre el promotor 

y los sitios ele unión del nctivndor; se cree que el pnpel de IHF es el de favorecer la 

curvnturn del DNA en forma ele lnzo, con el objeto de promover el contncto entre el 

nctivnclor y Ecr54 unicln ni promotor, 

Ln secue,nci~ 7cle DNA de In región intercistrónica f1iN-j1iO, se nnnlizó buscnndo. 

posibles sitios ele unión de IHF, utilizando el progrnmn seqscnn el cunl se encuentra en la 

siguiente página de red: www.bmh.¡N1.edu/11i.xon/wcb1ools/111olbiol.h1111. La mntriz 

utilizncln por este progrnma incluye 37 sitios de unión n IHF confirmados por elatos 

experimentales, Sin embnrgo, ningún sitio posible pnrn la unión ele IHF fue predicho por el 

progrnma a pesar de que en In base ele datos se incluye uri sitio de IHF de Rlwdobac:ter 

cap.1·11h1r11.1". L.1 nparenle ausencia de sitios IHF sugiere q'ue esto región de DNA debe tener 

una curvatura intrínseca. de hecho en experimentos preliminares en el labornto1fo s.e ha 

observado una migración anómala de un fragment~ con·espondiente n la región 

inlercistronica entre .fliN y ./7i0 .. Esta migrnción anómala es indicntiva de una curvatura 

intrínseca del fragmento analizado. 

Análisis de las secuencias rcgulntorins de otras posibles unidades transcripcionales. 

A partir del amílisis de delcción y del análisis de la secuencia presente en In región 

intercistrónica /liN-/liO. se .. c .. onsideró In hipótesis de que el promotor responsable de la 
• • ¡ 

transcripción ele los genes tlágelares sea reconocido por el factor cr54
• Se decidió entonces 

analizar otras region~s flagelares consideradas como posibl~s regiones promotoras. 

38 



La primera región analizada fue la zana intereistrónica J1il·J1iK. La posibilidnd de 

que esta región fuese unn región promotora, proviene del hecho de que una cepn mutnnte 

llevando el nielo .fUJ;;TnpllnA, fue complementndn con un fragmento EcoRI de 5,3 kb, el 

cunl contiene la región terminal de.fliH, los genes.f7i/,.f1iJ,,f1iK,j1iL y In mitad de In región 

codificadora de.fliM ( 10). _Tomando e~n. cuenta que In inserción de este transposón (TnplwA) 

siempre ha generadoinutaciones que son polares sobre los genes ubicados río nbajo en la 
-···· -·:.::·,-,·: . ,., .· .. - ' . 

unidad transcri~ciónh1 (rcisulÍ!lcios {)btenido en el laborntorio), y los resultados obtenidos de 

la· Inserción .fliK:.;·/nf;luiA;<ver: 1~61aJ ), \se puede slÍgerir a jUJ como el último ·gene· del 
\·;··· ,-t/,: __ ··,;_'.· 

operón (que inchílrín los genes.fúH.Jli1, yjUJ), 
-. ·~, , ,_ , ,,_, .. ;: < ~ <Y(<:·-·; .. 

Pnrn unulizuí:~~l1\1~iullc 'cstn·; p~sibHidii.d, se llevaron a cubo dos Cxperin1entos 
·- .- ·, __ --,·, .,. ,- .. ¡ .. - .. _ . - ' '::>;· _.,. ·> _- ' - -

diferentes qu~ ~poyaron ia hipótesis an:1J;·i~r, El primer experim'~nto collsistió en 
complementnr laice~u PG2. In cm;I lleva In. 111~tu~ió1~ tiik::TnJ¡/wA y cuyo fenotipo ~s · .· 

- ·. ·, •'. .·' < ~-- -· . .' .. '.;- .. .· . ,. ,;; .·: ,.--·· - ... ·-·. .. ·, 

poligancho (30). Esta cepa. ii la ·fecha . solumente había poclido' s~r' d~í11.plemcntada · 
" . . ' . . :_;,. "':, .... ' ... -: ;; <.:, -. ',~ :_·,_ : 

(evaluado comoel restablecimiento de In motilidad) con un cósmi~o q~~'ffe~d 2S1

,kb,cle · 
' { ... ;>,· .~ -;< "' ~-

DNA cromosoma! de WS8 (96). Decidimos entonces introducir u dlcl1Ü~~~i['.·u;;~·~gl11á'~ío 
Ec11RI que lleva los gencs.f7i/,.f7iJ, .fliK y.fliL nnnguendos por sccU~~¡~~-f~h~n~~~:JeJ1/H 

· · ·. ·.:·;:: .. : :·}:~>·,_;~:{'.·,-·:·;·::·s.-~: .. f~'.'i:><:c.~ :~.:::<· ,·> 

y de fli M. Dicho fragmento fue clonado en pR K4 l 5; en ambri~ ori~~;~~ig'i.~~~;bcin' 1·~sp~i:Úci a: 
· ·· · -· ... · ·· ·-·" · ,.. ,. - .,, ... --~·;:-~.::'~-.\~~··ifo'.~~.~:~.>:¿r~:· .. : -~~y . .'·~:·_ · ··· · 

los promotores del. vebtor, L1s cdpas rcsultnntcs ·R;~;;~n ¡fi~u~it~~s'"d~riridü~.:~iíi ~11~b~rgo, se ' '· 
,_ ··,'. : .. :,:. ·-· .. ~~::·. : _ _.,_.~ ':;~.?:·~: <·;:.·:, ': J;;,L'.,-_.:'.:·~:.~~~-· ·~r~~<:_· .. ·.··:.:;:~~'.j/~L~t~::~::~l-~ItXrt:;~~1:'.·.:vg1~;.~\i~~.~;;:: .. ::~~'..~:f .- .··.~'.·;··_ .... 

decidió annlizár si ésúis riun scgufitri lorniundo láº esfrúcúu;á polignndfodeteéiadú én la cepa 
;'.•,·.·.,i¡,(,}1f'.;'.Y;: }N·'·~'.'j' ::1,'<.;[,;i:}.') '. 'iN'.:.i:1j'i[c\:f;t· ·:;·}· d~é; '.ii"·• •J . 

P02. En ningún caso se0bservó ÍÍí éstrud'uri(co'ñodda c'olnopolignntho;' .•. \ 

º' "'"' : .. :~'.:~~: p~~;¡;~¡~~if t~:~~ :;I:2::~~ :;·'';.· :,, . , .. · ..... 
( 1 ) Qtíc .. ltí.·m utació,~·J7iK;.¡Inhlir!A'.C_~c.y~11fü~n1~:nfo(l~ i>or'el frngn1ento.Ec·ril~ 1 

(le,~'./kb)'~~i1h:~1t:gf '1!~){~~~~~~!%i~~fl)!';}~'?~~·~~~; ~J~~sni.H •. y .fliM .. ·· .. 

truncaÚos:'~iri'~11~~~1~ici;'~{;l~r~~t lhb'siÍ~~~{..~-i;&•~J 1;~~f ¡~b1t~ce debid~···a ·la 
.-.-,, '····· _,,_ :~'.~'!>~ .·,;.':'-" :.·,."· (_..,., ·~:·i Xj.;-. ~ ~':·. ·:.>tr;.(~·.'.:·:, -,, ,, 



nuscncia de los productos de los genes JliM y .fliN, los cuales están 

nusentes en este fragmento y su expresión a partir del cromosoma está 

lhnitnda por la presencin del trnnsposón (nótese In reducción en In 

nctividad cnzimáticn en In cepn SP l. Tnbln 1 ). 

(2) El hecho de que este frngmento de DNA hnyn complementndo In lesión 

en ,/liK de In cepa P02, en nmbns orie~faciones, súgiere que. este 
' ,- ' ., •• , •••• ' -·· j 

frngmento EcoRI contiene un promotor fu'n¿ib~n(el cunl pe1:mite In 
•.; .. -- ., ·,., ._,-. ··---._ .·-- . - -. -

expresión de.fliK, deformn lndep~ndiente ulos promotores del vector. 

El segundo experimento que renlii.ñmos consistió en clonar un frngmento EcoRI-
.·• . ' <.·-.' - ' ·. 

Sall de 2 kb, el cual lleva In región intercistrónicn jliJ:fliK, delnntedeI gene reportero 
' '·' .. - . 1'.' ·, . '' 

operon. 
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El análisis de la secuencia en la región intercistrónica fliJ-JliK. también mostró la 

presencia de una secuencia similar al promotor consenso cr54
, apro>1imadamente n 16 pb río 

abajo del presunto codon de término defliJ. 

Por otro Indo, In secuencia localizada río arriba del gene .flRB (ver mapa fig. 9), 

támblén muestrn unn secuencia similar a este promotor consenso. De hecho, la evidencia 

genética previamente reportada, sugirió que en esta zona se encuentra el promotor de esta 

unidad transcripcional (9), 

Secuencia consenso de los promotores flagelares dependientes 
de cr54 en Rhodobacter 5phaeroides 

Se identificó In secuencia consenso reconocida por la RNA polimerasn 
asociciada al factor cri~ en las regiones: 

interclstronica fliN-fliO 
rio abajo dejl/.J 
en los 260 pb rio arriba dejlgB 

CONSENSO 

2-

CGGCA CGGATG TIGCAG 
TGGCA CCGATC TIGCAA 
TGGCA TCCTCC TTGCAA 

GGCA (NS) TTGCA 

Figura 10. Logo generado a partir de las posibles regiones promotoras identilicadas. 
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Lns secuencills nucleotidícas de estas regiones de PNA fueron 11lineadas con el 

objeto de deferil1iniir.con cl11ridad los rasgos absolut11mente conservados entre est11s tres 

regiones> Confórrl1e a lo esperado, los dinucleótidos GG y GC están totalmente 

conservados, así como la distnncia entre los mismos (fig. 10). Ligeras variaciones con 

respecto a tu secuencln consenso propuesta para los promotores dependientes del factor · cr~4 

fueron observadas en las posiciones adyucentes a estos dinucleótidos, Sin embargo, dado 

que los rasgos más importantes reportndos para los promotores cr~4 • como son: los 

dinucleótidos y la distancia entre los mismos se encuentran conservados, consideramos que 

estas secuencias podrínn representar promotores funcionales. 

Mnpeo del sitio de inicio de In trnnscripcilín en lns regiones jliN-jliO, jliJ-jliK, y río 

nrrihn dejlg/J. 

En caso de que las secuencins propuestas como posibles promotores representasen 

en verdnd promoÍores funcionales. deberíamos ser capuces de identificar el sitio de inicio 

del mRNA ;~la cli~t1l1íciii8onsel1so paru este tipo de promotores, fütio este razonamiento, se 

decidió llcv~;··J~~(¡~~g:·e~~erin1e~tos de extensión del cebador (primer extension) para cndn 

una de. Ia·s,~;f~~0h~~;•i~~ci~nadas. Los oligonucleótidos complementari~s .i la.región 

coditicadóra~~J'{6st:~grie~ .fliO • .fliK, y .flx/J se marcaron en su extremo S-tennl.naLcon y-
. ~ú'·~· ::-;~~-

ATP[P1~]. 

Él ensayo ~J Í1e'~Ó.1i ~abo uÚlizando RNA. tótilt:~lc.1~1 ce~awss::Ademá~. tomando 
' .' ! . ' •.. :~ - .. . ' - . .,,: ·'- ·.-"·- ., ' ........ :- _-. ..t:· ~, ' , : '. ; "i ' . 

en cuenta que estos ira~scritos deben sei· pocO !1húndnntés, ~e d~cidió J~frric;: RNA a partir 
... . \,~,,-~ ; __ ,:·.,_·, __ ,- .. ,· ·- .. , -" "··.-, .. ~·. '.~·\'· l ; __ ·.···,.>;· ·~.--- .""'· . . : 

~:-·~,_ .. _:: .. ;.: "--~·-' --~·-· _--;>:. --.¡: 

de cepas que llevasen lá>i·egión a ser anaHzndiÍ · c1'l.1~1ldn en• pRK415, er~. la orientación 
. ·. ···. - .. · ,, .. ,•' - . 
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contr111in u los promotores del vector, A pesnr del bajo número de copins de este vector, un 

incremento en In cantidad de los transcritos especílicos, quizá del orden de dos o tres veces. 

podríu ser esperndo. 

El RNA se ulineó con el oligonucleótldo rnarcndo, y In rencción se llevó u cubo 

utiliznndo trunscriptnsn reversn (AMV), El producto de la rencción se corrió en un gel de 

ucrilumicla ni 5%, y unn reacción ele secuencia fue lnclu.iclu en .el gel pnrn usarla como 

referencia de los tamaños de los cDNAs. 

En·. todos los casos se observó ,un I~rnduct9 rnayoritllri~~ ~1-~Jal ~~fin~ el sitio ele 
. . ·::·:·,. :"_'.;~,·, ~-;r: ~-~ /:.· 

iniciación del mRNA (lig.11 ), Confonne'íl10 esperrido,iesi~·pi·~duC:tÓf~e cletectndo con 
~:··:,: .. ~.:: ·. : ... ·; :1'.~::~ >;::~L~~ .1:K~~:: ~·liti?\~,::~~~f~;·¡;)~~:~::: ;::;fti;¡r::: ~~~~i-h~~j~ ;·:} >~ ·~---·--: ·> -.. . . , 

muchn mayor clnriclncl a partir del RNAaisludó de'.hi(céluln(:C¡ue llevíibíuí las secuencias 

11,gcluro• re' peo ti'" clooud" '." ~ri' ~~ ¡~Jf ¡~. ~~ !li:l·i,i : .. 
A mayores tiempos• de. cxposlciói1;'\ tniÍ1bién; fue. posiblé dcicc:'túr :1ós • prodÚctos ele 

-. ;. ·-· ! ·:··:;·: --;t'~</;:~~~,~::>-:,; :':i:::-.:,:~i.'.~t~~r.,~;1fr; --~?t;\.·:~~~·-t~r~~;;.:~;:;:,:i:~ff;·; .1~:~1r .~;~~:~,¡~> :~::'.:·:,:~: ->>.:· · . :.: 
reacción provenientes del RNA aislúdo cleWS8; El licclio deque pura cudn Oligonucleótido, 

el cDN A fuese· del mismo. taniaño· entfe 1ri,!111n~fes/~*s -~¡~J~~i~~te~'.;·cl~,T~t~~~,trnrisrormada 
,,. ~"~-::. _,,;~:· . . '.·, ·,~ -·---.:· ·:: .1, ·.:...:::;. . 

y la silvestre. sugiere que el haber clonildo'la región en pRl<4 l S. no infroclLijo lútcfuctos en 
.· .. ·.-.· - ·.' .. ' ,,- : .. , ·' 

este experimento. 

El sitio de inicinción ele la transcripción par~,fliOp, se id~ntificó 24nt nrribn del 
.. ,. .-· . . ·. ' 

codon de iniciaci6n de .fTiO. y 11 ~¡ tío nbi;.io derain,~clc~;ido oc. Pbr otro lado, el inicio 

del mRNA de .flgB y)liK se identin'~.ó (35y 17, nt}tío u1Tiba deI,cod<Jn:i~e iniciación 
:· . ;.-:.' ' :;·:: '· _.•_;· ·.' ;::.'·-: ,, ·' . -· ·~ 

respectivamente y a 13 1.1 nf;ío
1abdjo 1

défctinucleóticlo GC. En los tres ~iiso~Jri'distancia 
. -· ·' ~. ·,'- '' . ' . ·-· -\; -·':, ' . .·. ' ; ' ~ . 

• -:;·.°' -'_.i,;-··~~<\~/;~:._~::_c-.·. ,_:,..:- ._ .·. ··· ~ s.i .. --·- ./'>;-··_·F.-~:, ... _:--·.·0< .. ,~<---.. _ ... _ · 
que separa· la secuencia ,s11111lar'1al, promotor consenso cr · del. s1t10,;de q111c10 de la 

transcripcilín se cncu~~tra (fcnt~o dClr;lngo rep01111do pura diversos prom~torcs i·u.ncionalcs 

O'~·I ( J J ), 

.jJ 



Estos resultados nos llevan a concluir que cuda 1.mu de estas regiones flagelares 

contienen un promotor funcional reconocido por el factor crs4
• 

jliO j/¡:11 Jlil\ 

... _ - - ~ .. 1 -· .- ',_ ... - --. • ·- ---- -....... - • 
CGAT chr pi CGAT chr pi CGAT chl pi 

sobre exposición 

• • '" . • -~ • - ;;. 

* jTiO CGGCACGGATGTTGCAGCGGAGGGGG 

* flgB TGGCATCCTCCTTGCAAGTCCCGGTCCAG. 
""'.'7i'2 ... :\,·., 

' <' •• ',", - -'·;\:-:·/ :~:· ;:: 

'. _· -·.-·.··~::~·: ·-.',';:' .. ·--,-;;;¡;.--~-~.,.;e ···;,· "'.·".-,· * 
jTIK TGGCACCGATCTTGCA'ACCGCGCGGGG -.-.-,2-

Figura 11. Extensión de cebador para identificar el Inicio de In transcripción de los promotoresjliOp, 
jlgBp,jliKp (cepa silvestre, chr; cepa trnnformada, pi). 

La expresión del promotor llagelar jliOp es independiente de las condiciones de 

crecimiento. 

Para varios grupos de bacterias, ha sido reportado que la expresión de los genes 

llagelarcs se ve afectada por las condiciones ambientales. 

.¡.¡ 



~n el cnso de R, splu1uoides las sefü1les que controlan 111 e11presión de estos genes 

podrían estar nsocindns con el ciclo celular, y por lo tanto, ser independientes del medio 

cimbiente. 

Con el objeto de explorar si la expresión del promotor jliOp, se encuentra 

Influenciada por las condiciones ambientales, se determinó la cantidad de p-glucuronidasn 

producldn por In fusiónjliOp-uidA, cuando las células fueron crecidas heterotróficamente, o 

fotoheterotrólicamente. Como se puede obse1:ya{ en la . figura 9, In cnntidad de P-

glucuronidasn no vllríi(~ignlficntiv~inente ewtÍ n111büs condiciones de crecimiento paru 

ninguna de las consf~uc~l;nes. Est~ fesuhndCÍ suglere qÜe In expresióri de algunos de los 

componentes lnv()h!cj;n,t§s · eíl tii-Sínt~sis 'lel'fldgelo es. i ndepe~diente de las variaciones de 

luz y oxíge~~"Cjü~·esÍ~s 6ondici0nes de cultivo involucran. 

Esie res.~Ifodó'es interesante dado que hn sido i·eportadO que en R. sp/weroides la 
L~:'": ; ;," •: .'. ,. 

expresión oci.~lg~nCÍsde los receptores del sistema quimiotáctiC:~ cambia considerablemente 

cuando las é~Julas s~n crecidas heterotrólicamente o fotoheterotróficamente (32). Por lo 
. . ~ . . . 

tanto se podría hipotetizar. que en R splwemides la síntesis de las proteínas flagelares y de 

los componentes· del sistema quimiotáctico podría encontrurse disociada (al menos en 

algunas condiciones de crecimiento). 

La expresión de los genes ílagelares en R. sphaeroides sigue un patrón jerárquico 

Como fue mencionado en la introducción. en E. coli y Sa/111011ella. el punto 

de control mejor caructcrizado durante la síntesis del flagelo. es aquél que se encuentra 

regulado por FlgM (ver fig. 4). 



. . 

Con el ob,icto de_ p~obnf·~i ·~stQ tipo de control podía ser observ11do en R. 

sphMmides, de.cidffnos in,·eitlg11r sit~ expresión del gene de In flngelinn V1iC), requerí(! de 

In presel1cin de 111 ~st1'llctufrtcoriocidil como gancho-cuerpo b11sal (HBB), a trnvés de 111 cunl 

se exportaría el presunto factor anti- a28 (FlgM) para permitir la expresión de los genes 

flagelares de clnse' 111. 

Lll expresión de In flagelinn fue evaluada mediante Northern blot, utilizando RNA 

total de las cepu's WS8 (silvestre), NO 1 (j7iM::11idA-aadA), y LC 1 <JTME::aadA). Los 

transcritos de jUC se detectnron claramente en el RNA proveniente de las tres cepas 

utilizadas (fig; 12), Sin embargo, las cepas mutantes muestran una red~cción en la cantidad 
. . 

de mensi~jero ni compararlo con la cepa silvestre. Estn reducción puede deberse u una 

reducción en In cnntldad de rnHNA sintetizndo, o quizá a unn reducción en su estabilidad. A 

pesur de ello, e_s clnro (1uc paru que se exprese el gene ./liC ni menos a niveles bajos, no se 

requiere de In formación de unu estructuru gancho-cuerpo busal funcional. 

1 2 3 

Fi¡,!urn 12. Norlhern h101 usando como sondn el ¡!ene de lla!,!clina hihridado conlra RNA lolal de las 
cepas WS8 1. NG 1 2. y LC 1 J. 
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Recientemente en el lnborntorio se obtuvo In sccuencin de In región regulntorin del 

gene .f7iC, dicha secuencin no muestrn ningun!I similitud con In secuencin consenso de los 

promotores dependientes de cr~4 • Sin embargo, unn secuencill similnr ni promotor consenso 

cr2K fue identificndn n 51 pb río nrribll del codón de inicio de flngellnn (89), Por lo tnnto, se 

llevó 11 cubo un experimento de extensión del cebndor (primer extension), utiliznndo un 

oligonucleótido complementnrio n In región 5'-terminnl del gene jliC. Como se puede 

observar en In figura 13. el inicio del mRNA de.f7iC, se u bien n 42 nt río arribn del codón de 

inicio, y 8 nt río nbnjo del presunto pf~m~ior sigmn-28, Am~as distJ~cias son consistentes 
.· ·. .· ... :.;:/ ,. - .· ; :.' ._;. ,.:', "···:··.-' 

con las distnnCias reportadas pnrn otros prom~tores cr1~. funclonnles (~9). 

-= • __.. 
--
=~ 
:a_ -------

fliC' TAGC 

* .fli<' ~AGTTTCTCCGGCCGGCCGTTGAAGGGGACAG 

Figura l .l. Extensión de cebador pnra ldenlllkar el inicio de la trnnscripción del promotor dcj/iC. 
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En resumen, nuestros resultuclos apoyan la iden de que los genes tlagclarcs en R. 

splu1emides se expresan utiliznndo diferentes factores sigma, esto es, los promotores de los 

genes que codilican para las proteínas clel gancho, del cuerpo basal, y clel apurato de 

exportación son reconocidos por el factor c:r~4 • mientras que el promotor del gene de la 

tlagelina parece ser dependiente del factor cr2x, 

Discusión 

A la fecha, algunos componentes del . flagelo de R. splweroides han sido 

carnctcrizudos. Sin emburgo, no existe informudóri ulrespecto de los factores involucrados 

en la expresión de estos genes. En este trabajo, se identilicaron tres diferentes promotores 

flagelares, los cuales son dependientes del factor cr54 y están involucrados en la expresión 

de las proteínas que forman parte del cuerpo basal. del gancho, del aparato de exportación y 

del interruptor flagelar, 

Asimismo. nuestros ~estiltadossugieren que la expresión del gene de la flagelina es 
. ·-· :·---· --: 

, . . . •. . ·······• 'X . depencltentcde un promotor a· . . 
. '···· , ·.··'-;--·.~U . ··-"'.~- . , 

· .. · ·• ~l'.~Xor~11rnI0~%sfü~ri~~s obtenid?s en este trabajo, co~cluimos que .fliOp es un 
.: } .·i':'.~:?'.[~"/'0 .,:.; :;\ ;.¡ •.. • •. .·.····. ·.·• ; · .• •· .. ·• • '\ ...•. · • . 

... pro111~1or•.depenclie'}t~'.clel-•fact,or,•cr· .. ·.·•• •·e•l .. • cual .• es •• responsab le de .• la.expresi.ón.de' l,os genes 

:~;?~tí[~ ~~~~~·~~i~,iildl~ci:,i,~;1~f ";)~"1; ~7>iit~'f ~·ry~}~'Jill•B'~ •porte 
. cteési4:~niét_nd'ffa~~~ri.rci§rial,'p~r{))I ~ech§ de que.el c.od§n. cié ini~ioAeJlhB,se fraslape 

···~on c1··ct~clt>~·(f~téÍ¡~;¡·¡~~·d'J.J7; k,(7~».• :.G~i:· .. ~··dJc .ld:tra~sd~ipc~~~·~;oV~~icÍite ·~~ .fliO¡J, 
. ' - ·-' . ·; .· :_= ... :~~- ·, ·.~ ,. « '- ' -· ,, • - -' . '-. ,, ' :, . , .,,." . . .. ·.' -- i; ' . 
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Pe forma udlcionul. los experimentos reulizados en el laboratorio, dcmostruron que 

el cambio de una sola base en los dinueleotidos GG o OC del promotor jliOp, abatíun 

completamente la capacidad transcripelonal del mismo, Por lo tanto, consideramos que 

existe una fuerte evidencia experimental que permite concluir que.fliOp es un promotor 

dependiente del fuctor cr~4 • 

Por otro lado, una secuencia siinilar a este promotor fue identilicada río abajo del 

gene .fliJ. Unu región de DNA conteniendo esta sccuenciu fue capaz de promover la 

expresión de un g~ne reportero, Además, se identilicó el Inicio del mRNA de.fliK a 17 pb 

río abajo de e~tn s~~u'encla. Estos resultados upoyan la idea de que jliKp es un promotor 

funcional, 61 cuiÍI también' es depclldiente del factor cr'~. Este promotor sería responsable de 
~·.: ",,_ :} . .: ,',.; '>'.. ';·.\' . ''':' ,' .·-.- ... - -· -· 

In exprnsió;,d~:l~s;g~~es)UK. :!1iL./11M y JUN. tul y como lo sugieren los estudios de 

complemer1tnción de la cepa NO 1 (30), y el estudio de la expresión del gene.fliM, mostrado 

en la Tnbla 1. 

ldentilicnmos un tercer promotordependiente de este mismo factor sigma, el cual se 

ubicn río arriba deJIMB. La evidencia queupoyn la funcionalidml de este promotor proviene 

de un estudio de complementnción de· una cepn . mutante en ./1!.(E, la cual pudo ser 

co111ple111entnda•• con un.·, frng111~ento,que,incluye .e~i1n ..• zonn •... d.eiforma .·•.independiente .de los 

prom<>tm"'·. de .•~i~lf~~¡\~i~1~1~¡~ 1~:t:'1~ ~;'•:0,1,f (%2~¡~ri,S loidcntl fi<oolón del 
extremó 5' -tcrn1iíliilt;'dcl{níRNN,dc'•/7MBJlig.) l)/):si.igié'rén.'que}7.iiBp; es también un 

•.. • •... ·. . ~ ; < !' ·~~k~;q~¡.:}~7¡~¡ .¡j~)·~~;iiR~X~;;, !!i;i;¡:;;•;.¡:;';· ;~2''. ~:i;. i.·1 >Y: ',. ..• ·'•·. • 
promot9r,dcpcndic11tc'.mt:lffúC,tói· :<!: ,ict cüiil; per11iité)!• c~prcsióri de·· los genes flM B . .flMC, 

.flMD.JIME;y'.fl.~F. ·2,·~f\r1~~~·Í'~.i~'.R~~W.{1~·n'ii1}~~~:~Jc~td{~c~e:s conforman una sola unidad 

trnnsci·ipcionnl.ha silll>,re.iNrt1itta,111·eviqn1l!nte (9). 



Finalmente, fuimos capaces de identificar el inicio de la transcripción del gene JUC 

(llagelina), el cual se ubicó a 8 pb río abajo de una secuencia similar al promotor consenso 

reconocido por el factor cr2K. Este resultado, aunado al hecho de que no se encontró en esta 

región ninguna secuencia similar al promotor consenso para cr54
, nos lleva a sugerir que el 

.. promoto.r delgene jliC p~ede ser reconocido gor el ~~~tor~cr2K, 

Corno .. se mencionó en la int~oduécióll; en E. }ali y Se1lmo11e/lc1 los genes 

involuc~ados 6n la expresión del gancho, del cue11Jo basal, det' !l~dratbd~ eiportación, y del 
' .. - .... "'··,-,;:·. 

switch, son dependientes de la holoenzima Ecr70 y d~l dcÚvrii)b/ Flh,D/FlhC. De forma 
' '.;\/:-~:_·.::··_._:\>: .. ~·.:·_-_,. .. ··. :~ 

general la expresión de los genes tlagelares en R.sphaJroides, ~s shnilar a lo observado en 

Caulobac:ter c:rescentus, en donde los ge~es involÚ;b~ados en la formación de estas · .. , ..... . 
) ·_.':>· .. ::,¡:: ~:-.:::;.· 

estructuras, son dependientes del factor ~~4 
· ( 1 tJ), Sin embargo, varios de los genes 

. - .·- ... ,- -._-., ... _.--.. :-: . ·-,· .- -· ¡ 

reportados en este Sab4jo co11lo;~~~~e~~~dl;~~t~~. en C. c:resc:entus, son dependientes de la 
' - ' ::: -·. . . ~-; . ~~,, t 

·· holoen,;•nn ~'¡Jiqfü9fü~~\~1'~'j/On'Ef ~o/i). Adem.,, doo ddo• "'?". q uo codófican 

--: •.... ~ ,',.'"" ~tt ···:':-:/- ·-:,;,_,;. ;_.~'.·\-
·.:;;¿,~¿: 

Por lo tanto;'el sistema genético flagelár de. R. splu1ermdesi parece corribtnar rasgos 
·· .··.•· • . ·•: ·. ;Ui;,tl;.'i:f~1::~1¡~~c"r1q:V~];:;x,. t.;'f .\1;!·.:~1;1.: ... ·:~·&\f t:,ft}~M,5P.;,:~l:i• .'~f t,t;·)~:l• , 

de estos dos sistémasya'qüé::utihza ul .factor o-. ; para.la exprésióri. dé, los genes involucrados 
· · · · -. · · -;-/::~"':~·:· ~~? .. _~: ···; .. ,_::<:·:/t;?·· ·--,--,· ' · -·I: ,:.-,:-~-~~·:.:- ..;,;., , = ,.:?:--:: :c.:;:'-- -·· -- ··.t:r:-r-· l-i · - -· · · -

-. ·, .::: . ··:.:·_. ';:~}-·.:i·'.'{·:<~ +-: ·,--.·- :_-.,.->·.:·_'; >;:-_ .... _.' ·- ··>. ~(--·-:·' .- 2K j. -< ... ~\ .. "'<:.-.:,.~,,::·:·:_-,.>.~-~:~~ ::.·· ·; - _". ·. >:· 
en la formriclóó del éuifrpo'basUl,y,ál factor<J,,·para la expresión.de flagelina .. El modelo 

generadoa •prirtltde {g~:%J~itri~os aq~(presentadoif~e.~t.~o~ ~btenidos en el laboratorio 

está~ condensados en 1:ffg:l~Í:a '14. :'' 

Se lúcncionó prc~ilí111c~fo C¡úc en divcrsos'miC:1'oorganis111os, la expresión de tos 
'.·':_·-.:: .. . _,·· .. 

genes llngel~res sigue un patrón jerárquico de expresión. Por lo tanto, la transcripción .de 
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los genes ubicados en un nivel bajo de la jernrquín. es dependiente de la expresión de los 

genes pertenecientes a la jernrquín superior. En este sentido, en R, splweroide.v, In actividad 

del promotor JliOp, así corno la expresión de JUM, ambns probadas como la actividad del 

gene reportero '11idA, es insensible 11111 presencia de mutaciones enfliR,JUK (Tabla 1) y a 

la ausencia de JUM y JUN. Por lo tanto, estos resultados sugieren que todos estos genes 

podrínn pertenecer a la mis~a.clase,,dentro de uirn presuntnjernrquín transcripcional, la 

cual tentativamente hemos asignado como Clase 11. 

Jerarquía regula to ria flagelar en R. sphaeroides 

Clase 1 Clase 11 
(Genes tempranos) (Genes intermedios) 

Clase 111 
(Genes tardios) 

Señales 
(Ambientales o Internas) RpoN (cr5~) 

-1.Aotivado\.. ., 
de as4 

!? .· 
Reguladores 

globales 

Ensnnmblnje del 
cucr110 bnsnl-gnncho ...........__ 

tliOPQRflh13 ( ) 1~cggg~c~:f1o 
fliKLMN ·-l~ 
flgBCDEr 'J íilic rpoN3 
flgGHIJKL ,.,,.. .. l_!liD 
(motA13) ( 
(flhA orflliA) rliA(cm) 
(actl fliFGHIJ) 

Figura 14. Esquema de In posible organización regulntorin de los genes flagelares en R. splluemicles. 

Se sabe que_en_:todds IÓs ~rganis1nos ha~tirahora ,estudiados, la.holóellzi1iia Ecr~~.es 
. "··, , . .,·. ,,. • ' .. /,-"_', ~..-.... - • ·'•" • ' ···'• '""','o_',. . ' • . • . . . ,- . ... ' .. ' . '· - " ' 

. .· -· _-_:<~~:!~J::~.::~~~g.\~:<·;~~x(~ -<-:.~-.~~-· .. :'{.~~r ... :><1):.~·/.;·i~:::;-::;> :\=.n'.:·~,.·.:::~ ~ ,.~~s~:: :-<::~~,. ~ .... ::·"· . ; :~ .. ., ,-:: .. ;/::- -;;~ i~·'..~., :.-,.~, : ·.;_;'. · -~·~ '.- . · 
incapaz de iniciáda: franscnpclón'en áusencta de)na pmteíniú1c11vudora (70). Por lo tanto, 

.· .. ·_: . , .. , =. ·._, ~~~q~) . .:: f ~1~J~:~/:j~~I\/i1-~~;~/til~~.~:t~;~J,~?1~:.:~~H~ \V~~i~~(;f,$~~~~r~t::~~~~ H~.:X~·~f ~::~i.~~\t(~.::~- ;·.::~f~_-<.· .·- -Pj;.-, .~.·:·:.:. . ·\· -; 
si la expresión déJo en~s jli'y J7N,eS dependjenté, de ~ste fact<)r:(r/ es: nécesilrio i.:onsiderar 

_ . _: ;~... .--._.': :·~::·:,:::-·: ~zt¡ttf:..r;~(({;~'.:\;~:-;. ~.-:: .. (:~._]-.:.;~ .\ .. ~:·p;~·::.¡·r:~~·.::~-::\:?> .. ·-~:~:.J/:~c;::~ -:·~.~~\~L;::·.'.·.'.~.~-:~~~·;·:_:::~;·'-'. >~~;.;{·:¡-: \·'~~~:'.: .. ; -t ;~.. ~ ;_ -. 
·•···ta prcsenc1.a dccst~. p;~gtf:(Q~ i~.91.i.y~dorá: • D1.c ~~)r~tcf_na •. P?.dtia rcBrcscn lílr· la' c lasc .. 1 · dci1 tro 

... -. :p¡:" '-'· ; ;·: -· 

de lajerarqttíade expr~siÓriÍiÜ~e't~r en R. splweroÍdes. Au~quea la fecha; este aelivador no 
. . ._ : .• ¡--_·;. -- .. -.·. .· . . . ' . . . . ' .. 
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ha sido identificado, puede ser asumido que esta proteína mostrnní los rasgos característicos 

de las proteínas que conforman In familia de activndores de cr~4 • entre las características de 

las proteínas pertenecientes n esta familia destacan: un-dominio de hidrólisis de ATP, un 

dominio de unión ni DNA y un dominio de activación, 

Por otro lado, a partir de evidencia genética, se sugirió que el gene, motA podría ser 

expresado n partir de un promotor cr~4 • Por lo_ tanto, m~tÁ, p~cil:ic\ expresarse 

shnultáne_amente con los genes que codifican para los componentes estructurales del flagelo 

(gancho-cuerpo basal). Será muy interesante determinar. si el gene nwtA, el cual en E. coli 

pertenece a In ~lase Hl, es expresado de forma temprana, esto es, junto con los genes jlg, y 

.f7i Ú R'. sp/1~1ero/<I~). 
Hnnl;nehte, nue~iros resultados sugieren que In expresión de los genes de clase 111, 

·- • • < ¡• •• •• ,. . - ~ '" : 

en R. sphaei·oid~s. is de~endiente del factor cr2K; tal y como par~ce ser el caso dejliC, 

Evidenci;, recienteobtenidaen el laboratorio, penriiÚÓ la identificación del gene 

fli D, el cual codi lica para In proteína que se ubica ~n h1'6ll~in :ct~l fllarnento. La región 

regulntoiia de este gene, mostró una secueñéia similar al'pr9rn9tor(')'28
, Este resultado apoya 

In idea de que en este organismo, existen varios ien~s qui al igu~l que en E. coli conforman 
•. ,, .,, ·' ·r .·· . 

lri clusc, 111, In cual sería depencliCllte.del.fn~tor cr2K,, . 
-"- ·:,·, ;:,.; ~>>·; ·,· ·,, ~--. :· ·'º·,:;; - ·.-· ._, 

··.· .. El•· hecho .<le,',q(íkexisí~~ dos '•difereht~s factores sigmas controlando·. cada· uno• ta 

••r,;•i%S R~;¡~~y~i~~?'~~~j~tn~1~~ii~º,~·~ues1ra Ja ".fa1eno1~ ~·~~/~;{''~~~'." 
de expresión; S\ry ~·!ponrg?Jsu· existé~c_ia seJtind11111enta en In reducción que s~ observo del 

mRNA. Je'.jj;~}e~~:~~~~:~ N~n;1J~i~~~~,·~ll, l,bs ~~n~s JUM y )lgE. 'f\u¿~U'.;~o,~bnqcemos. el 
. -.~:.\/.·.;:·::// .·:,-·.~·~:.::.::; -.<.·.-'· ."·: ·.·'.F;.,:·'." ·.'<··,-·.¡.,} ... · ... ·- ,·· . ·:'.-~,..- ·--"· ·;'<,· ,· 

mecanismo· iilqlc~~1 ltir po~· el ~tml · ocun·d · ~stn reducdón, nosotr6~. dreemos . que.·. éste 
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rcprcscntnríu el control que los genes de clase 11 ejercen sobre la expresión de los genes de 

In clase 111. 

Es necesario mencionar qae este control negativo no parece ser absoluto, y por lo 

tanto permite un cierto nivel de la expresión dejliC aún en ausencia del cuerpo basal y del 

gancho. Se requiere una profunda investigación para elucidar la explicación de este 

resultado, De hecho, a la fecha no existe evidencia de la existencia del genejlgM (antisigma 

del factor a 28
) en R. splweroides, que nos permita asumir que el control negativo que 

observamos está mediado por este mecanismo. Sin embargo, recientementefue reportado el. 

factor· antia;~. en·. H~l/cobacter py(ori (21 ). Esta. proteCnn 1l1ú'dstruesc~sn 'relación c~n el 

factor anti é !ctr'.E; áJ//, po~doi qu~;.no se• p~edlJ~~cnrtnÍ..~~tJ;;!!~·~~riri~ismo en R. 

s¡1luíeroilles.' ' ·.. \ S.i; · !X lit · . 
- ' " '~' , ," _,· ., >' • ·:·· : . , .• :'.I. ''.', ¡I'. . :: • . 

•· c~r~.¿·rJ~.m~·ricio.nn~o• eg.Ia·I~ir~áu:~iió~i'.~q~í?.t.~/i1i~!,~r(;w1~~;./u~.:~+i~~~trado·• qüe la 

e'rre,;ón'do~,"';'.~.~~.~r~~!f i;~)l~;~~11~~j~E,ij~ff~~/:~~~!:1)~' ;~ndklon" 
de. luz y·.oxfgeno,en;liis C¡Ue'Jils célilliis•··soli crécidns;(32);"Esíe 'resultado contrasta .. con 

:. < '- ~·r~~ ··::-)::::;~;L::.{~i:~W::li{~~~:!t.;~.~·; .. :._rt}:'.ú! ·Y.~%< -~~~:?:~~~~t~}lZil~~~~:~ ;tl:t~':::~i§~>~};!i~-~{;~1¡'.'.'.~{i':·:'j/'.~~::\·, :~~·~'.5.~~:.c.~~ ~.: .. ,··;: :_: ..: . . :· .. ' 
nuestros resultados ''.iiíósfradosh!ndn' ti' · _, 9,'+erí'.; lósYéüalc!s,;se, püede observar. que . la 

. _ .',~ .. ~;'cf~~t1J'f~·;;;.1~M-~w"11:¡g~'.i¡ . . .. 0~~"7~¡,í~\':~~3'1;:~r":lf:; ... ~'/ 1' .f •·. .· · 
expreston del promotor f110p;·no.cambia dependiendo de las cond1c1ones de crec11mento . 

. ' p ~: . )~H1\~:~: ·.f f ;~~{~~l;'Ji1~tf~t~;(·:t.\~~1r:li~¡r.:: ?f *;~\::'.t?~~;< k;:~;;,;~~·f Y~Y:~·¡~:_f~· -.:.~.: :( .. :: ... .. -:. . ·.' ,·: .. --~' .~ ·, ... ·:~ 
En esíe·inórnerito;•:vnle?la 'penn~hacer/i'eferencia ;al hecho de que en E. col/ y 

. . .. · · ·"'\ ~~'\~;~t~f~?'.Jt~J;'.r~:;F;';~~75 ~';';:"· ,;,;~'.· ¿¡.;. ·'ifC'·'·;• e::,< 1 > . .··. · .. · . ·•· Y . . 
Sa/111011el/a, los genes:C¡'üimiOtáétiéós; incluyendo los geries que codifican para las MCPs, y 

. · .. : .. >." j'.t_~t;~_:Et~~t~~:f ~~~J~t~~~>~:t;f -:-~::~~~¿:,:~, !\~;:_. _; :···/t(> ¡)·:/: . :\ ~:'. <-·~;~::- ''_.' .. ;~::.~: :· .: .. -. · .. >:: . '.~· . -. . . ·.· 
los genes che, fórmrin'párte'Cle Jii:clase 111 de la jerarquía de expresión flagelar: por lo tanto, 

'"e,pre.ión :~~1riiilt~¡~{~~rf ~('i . . . ·. . ... · .. 
Es posible qu~ e~;R.:;,;~11c!lt~~r.<~We:'.;~xista una falta de,coordin~ción en 1.a expresión de 

_ . · -~- .:· .. : .. :,\~~~.\"~t-~i~~·;<;;.\_~~-:~:·<~~;';.~ .. ~::..~·;!{~<: 1;H-;_>:~i~,{,: .·~-. .· . ,'. .. . ;. :·,,,, .-._'.-.:,; , . 
los genes flagelares y. los igchcs' quimiotácticos. Tal. y co1110 hu sido jxopuesto, es. posible 

- , -:'- ,~--~1_,_'_'.':-~-,>'·i~~'.0~--=-~·:?';,-;~ .. '-·;.;.~~'- ·.¡º. -· _,_ . - .,. - . ' .'.::.._:, .. . . . • ; 

que. existan diferentes ·~Ías·~,;~, l~transdÜcción ,de' In señales qüimiotácti~as, las cuules 
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podríun ser cxprcsudus dc~ndiendo de lus condiciones de crecimiento. Sin cmburgo, Ju 

estn1ctura llagelur en estu bucterin es un rasgo curncterístico de lu especie. esto es, un solo 

llugelo de locntiZ.nción subpolur, este hecho permite suponer que In síntesis de-este único 

llugclo, no cnmbiuríu dependiendo del medio ambiente, En lugnr de ello, puede pensarse 

que las señales que encienden y apagnn su expresión, podrínn estnr nsocindns con el ciclo 

celular ele lu bucteriu. Sin embnrgo, n In fecha no existe ningún estudio que permita apoyar 

la validez ele este supuesto. Conviene hacer notar que nos referimos fundamentalmente al 

nivel de expresión de los genes llugelures que conformun el gnncho y el cuerpo basal. Yu 

que no hay ningunu razón pura no pensur que algunos fuctores ambientules afecten el nivel 

de tlagelina, lo cual se traduciría en llagelos más lurgos o cortos dependiendo del medio 

que In bacteria tuviese que enfrentar. 

Conclusiones 

En este trab:\jo iniciamos In cnructe1izución del si~tema genético tlagelm~ en R. 

s¡1haeroides. Apartirde'i~s resúlÚ1do.s o\J~enido~ ds posil)te c;ncluirque varios el~ los genes 
_· ·<: .~ .. z\,· ·.··;,_.>, -,,,, 

que clásicamente t'tm1mriip~fie''~~··J~'\:i~~e~tl~n olros··sistemas · n~gehÍres>se expres:i11 a 
;.;, ,¡··;-;., ,;'' 

partir ·c1c ·11ro111otores ~~3.é'ril:.~¡;/,~¡~ji,;¡~/;is,·M i~~tras que un geri·· ;ípi~rici~Iih ~l~sJj1 I, ~n 
1:::·-,: ('.,;'( .::-~ -;· 

..•....•. :•.¡ <:·.+••.•(.••;: ·•· ••. ::•·. .. . ~~·· ·'.::•·t':',;, •. ·.<·.··· ·.·. 
este caso la llagclirú1; .és. expi·esado a partir de un promotor a· , También'jse obtuvo 

>: ·.\~.··-,":" .. {);~·\;:\., ·,: ,-:_· ·; · .. ; '•->-. • : . -. -< .. -.~::.>1,,';. ~iJ:{,-.:~ o;:>'_·!',. '. - ' 

evidencia qué s11giel;e c1'l.i~ lWÚ~i~¡·esion del gen .fliC es dependiente dé la presencia de un 

cuerpo basal ru;;;J¡jJ,1tH'.;pl~; 1ó\1ue es· posible. pr~sumir ·la c~ist~n~ln d{! una jerarquíu 
.· ""! '· .. ¡•"" . ·.. -. ' 
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La clepcndencin del factor <r~4 parn la expresión de un g111po de proteínns tlagelnres 

indica la existencia de al menos unn proteínn aclivndorn de In 1rnnscripción perteneciente a 

la familia de las protcínns activndorns de cr14 (Enhuncer Binding Protcins) que constituirfo 

In clase 1 en estn bacterin, 

Perspectivas 

El reconocimiento de que In expresión de ni menos un grupo de genes ílugelarcs en 
'·. _., ·- ' 

R. splllleroides depende del foctor cr~4 , hnce neces11iia lá iden,tificnción y cu,rnct~rizaciónde 

la proteína uctivaclora. La identilicación de est~ ger pbÜnlll~í~.~studi~r c~n,.rnas detalle a 

que el use de seriales responde In síntesis del flagelo el(l!stc 01;ganisn1b, ;e•· 
. ,. "'~· 

::., .... //,, :·:~_/::·:.' __ ::/;':··.·: ·-. ',';./ (<' '; ... -:: 

Aunque en este trabajo se presenta evideriéia ;que. sugiere: la existencia de una 
' - ~:.' ! • '~-: -.<. ,,·, ~- : : \ ,_,.,._' . -.:. - '. .... : .: . ' .. - . : .' -. .· ; 

jerarquía ele expresión de los genes i1~gelrir~i. ;~~l;lth~í~ i~teresante elucidar el mecanismo 
. ¡•.· ,_: ·:·· 

molecular que permite es tu jernrquizaci6g, · 
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