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Resumen

El mecanismo de ’moﬁlidud 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:ﬂz»lgelos. La biogénesis del flagelo esta ligada a la regulacién de las mas de 40
protefnusrequendas Vparrar la formacién de esta estructura, La coordinacién de la expresién
de ’lzkxs p}éfcfn@s flagelares con el ensumblaje del flagelo tiene como resultado una
» jera'quUi:z‘zyicié‘n de la expresién de los: genes ﬂzjgelaresf Normalmente;; lajvclt:;se,l'de é,sta>

jerarqufa esta constituida por protefnas regulatyorius encargadas de controlar I ;extbrés,iékn' '

evidencia que indica’

supeditada a la’ Este ultimo

- resultado- sugier rias, ‘en R, sphaeroides hay una



Introduccién

Estructura General del Flagelo Bacteriano.

_ ,Pm"q bﬁécaf mejores condiciones de crecimiento o simplemente para dispersar su
poblacidn, ,ms bacterias han desarrollado en el curso de su evolucién varios mecanismos
pafé trasladarse, Hasta el momento se han identificado cuatro tipos diferentes;
deslizamiento  (gliding), torcimiento (twitching), nado (swimming) y wuna forma
diferenciada de esta ﬁltima ala que se le llama nado en enjambre (swarming). El papel que

dichos mecanismos Juegan en el c1clo de vndn de cada especie es diverso y su mducc16n

puede estar asouada a senales lnlemas o extemas. Como ejemplo cldsico del pnmer caso

determivnad'l distribuidos al azar'en la superficie celular (fig. 2). En este L’lltinio caso se




encuentran Salmonella y E. coli, cuyo nimero de flagelos puede variar entre tres y doce,

dependiendo de la fase y de las condiCioncs delcultivo3). "

Estructura flagelar
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Figura 1. Microscopia de una célula flagelada y diagrama de la estrﬁc(uru ﬂagelaf modelo.
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Patrones de distribucion de flagelos en bacterias

"/ﬁ' e

Monotrica Anlitrica Lul'olricu ) Peritrica

Figura 2. Diferentes distribUcvioné_s'

de ﬂa los presenmdos por dlversas especxes bacterianas,

Al igual quq;e:l;ﬁla'rﬁeht el gancho’ estziAconstituido po subunidades idénticas de

una sola protefna que se e

Finalmente, el eje se_ une al, lllo MS que esta formado por. una sola proternaf'~ :

transmembranal y que es la pnmgrq es ruc ura ﬂage!ar en formarse.



Comparacion del gancho de E. coli con el de R. sphaeroides

Figura 3. Microscopia electrénica de cepas poligancho de R. sphaeroides y de E. coli. Hasta ¢l momento R.
sphaeroides es la Gnica bacteria que presenta un gancho recto.

El motor flagelar al igual que un motor eléctrico consiste de un rotor y un estator,
El rotor estd conformado por varias protefnas citopldsmicas que conforman el anillo C,

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




exportadas en un estado semidesnaturalizado, a través de un canal interno que atraviesa el
eje, el gancho y el flagelo. El ensamblaje del flagelo se produce en la punta de éste y no en
su base (25, 40), E! flagelo completamente ensamblado se puede dividir en tres secciones
que enumeradas en orden por su cercanfa al cuerpo celular son, el cuerpo basal (que incluye

el motor, el aparato de exportacién y el eje), el gancho y el flagelo (fig. 1 ).

Regulacion de la Expresion Genética del Sistema Flagelar,

La expresion de las proteinas involucradas en la formaci6n del flagelo, esta regulada
en todas las bacterias donde se ha buscado, en una jerarquia. El caso mejor estudiado es el

de E coliy Sczl:n()hellé(, donde los génes fagelares se dividen en tres clases (fig. 4). En la

primera categorfa se ehéuén‘i“r_d:,él'opérdh ﬂhDC (A5Ab2')',:amb6§‘ géﬁés codifican para proteinas

activadoras de la transcrip 5 genes. pe

serén - fThDC (1), La regulacién del operén

ontrol donde se integran sefales provenientes de otros sistemas

rotefnas reguladoras de clase ‘1 pueden estar..

lusivamente en la regulacién de genes flagelares, como es el caso de FInC



Jerarquia regulatoria flagelar en E, coli-
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Figura 4. Esquema mostrando las jerarqufas de los genes flagelares en E. coli y los principales puntos de
. control. Tx, indica trascripcién,

Los genes pertenecnentes a la segundn jerarqufa son fundamentalmente proteinas

estructurales del cuerpo bas: -Lﬂagelo, protefnas involucradas en el ensamblaje del

e esta estructura. El mecanismo molecular de
crito y consiste en la interaccién del factor 6

na(FIgM) (59, 75), ambas protefnas pertenecen

I'hpzﬁ‘ato de exportacién flagelar estdn completos

exportado ‘por el aparato de exportacién flagelar (38, 57),

encuenlran'los‘ genes,que'codiﬁcan para las proteinas que se localizan en la seccién distal

del flagelo, ademds de las protefnas que conforman el estator y el sistema de transduccién



de sefiales los cuales modifican el comportamiento de Ia bacteria en respuesta a los

estfmulos provenientes del medio,

Regulacion del factor o™

A. Cuerpo basal-gancho
parcial

B. Cuerpo basal-gancho
completo Corona

C. Flagelo completamente Filamento

ensamblado

I+.—b‘.

tardios
4 genes

Figura 5, Esquema mostmndo el mecanismo de regulacién que acopla el ensamblaje del cuerpo basal y el
" gnncho con la expresién de los genes de la clase III.

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

“encontrado una jerarquizacién de la expresién, en la cual, la expresién de genes

pertenecientes a una clz‘lsev inferior estd supeditada xprésidh correcta y al

funcionamiento apropiado‘,d:é;tidaog'los genes supendr (58, 65). En E.

coli y en Salmonella se han identificad 1o’ asegura que

los operones de la clase superior sean” expresados y:consiste’en el requerimiento de la




actwacuén de la transcripcién de los genes de clase || mediante Fth y D, ydelos de clasc
' Ll por el factor ot El segundo asegura que las protefnas transcmas scgq fgncuonales; este
éeglirb estd constituido pér el factor o™ y su:zintisigii{a. En cénjﬁ}lidjhiﬁgbs mecanismosde 7
control empalman la expresién de los génes* flagelares con :yél vgrac_io ‘de ‘,ava‘vr’lce del

ensamblaje del flagelo,

Control de la quimiotaxis

En un medio quimico constante, £. coli y S:vlm:(i elld se_desplazan en trayectorias -

tridimensionales azarosas. Las células nad

perturbados cada uno: o ;do

un es(fmulo eslac 'acldad de adaptarse a diferentes intensidades del mismo. Debido a esto

las célulm son capaces de permanecer dentro de un drea de mdxima concentracién de




atrayente y no contintian su desplazamiento mas all4 de ésta, El comportamiento contrario

es observado en el caso de un repelente.

Nado en un medio - Nado en un gradiente
- homogéneo '

Ko s
Ny

K=y h . A
\* ;d“{’ E‘% /
XLy || R

Ambiente mejorando

Figura 6. Esquema del comportamiento de nado de £, coli. Se observa el arreglo en trenza de los ﬂngelos
cuando la bacteria se desplaza y el movimiento descoordinado de los flagelos cuando la bacteria se reorienta,
Izquierda nado en un medio homogéneo todas (las corridas tienen aproximadamente las misma duraci6n),
derecha nado en un gradiente (la durnclén de lns comdas se modifica dependiendo de su direcci6n).




incluyen al ld‘rséri‘na, “alanina, glicina (Tsr); al aspar'ta"tb ‘glutamato y maltosa (Tar);

- dnpéptidos (Tap), galactosa y nbosa (Tgr) Estas proternas se ‘conocen también con el

' nombre genérlco de MCPs, el cual representa las’ glns' “methyl accepting chemotactic

‘ »protclns (protefnas qutmiotécucas acep(oms de ‘etilos) Estos receptores han sido

*estudlados amplwmente pues ademés de su lmportancia en la fisiologia bacteriana

g (funmén del grupo FAD no ha sndo completumente elucndada. aunque se sabe quc es
",mdispensable para el funcionamiento de Aer (85). Se ha postulndo que eI grupo FAD puede ‘
ser oxidado directamente por el oxigeno (14) o que puede detectur el estado redox de lu‘

célula interaccionando con uno de los componentes de la cadena de transporte de elec(rones

(14, 85).

hélices transme s, este . de: miel erturba la estructura del dominio

. qulmlo(écuca son seis, y son Ios productos'de los genes che: cheA, cheB, cheR, cheW, cheY

- y (/leZ De éstas, las protefnas CheA CheY y CheB forman parte de los sistemas




casos descritos de estos sistemas, los pares de proteinas comparten la funcién comin de
permitir a la célula detectar y responder a un estimulo del medio ambiente. Estos sistemas
consisten, en su forma mds simple, de una proteina sensora y de una reguladora, El
mecanismo por el cual se regulan este par de protefnas es mediado por la fosforilacién de
las mismas, En este caso, CheA es la cinasa capaz de responder indirectamente a las sefiales
: delmedlo ambxente, )Vl‘transmitir la informacién (mediante fosforilacién) a las protefnas

vCheY y CheB las cuales, regulan respectivamente la frecuencna de paro y el grado de

: meulaenén del rcceptor s

(101),1os cuales pueden estar arreglados en la estructura tercnana de Ia protefna para formar

“la superﬁcne de unién del nucleétldo dentro del smo acuvo. Enlre los motlvos de secuencna :

; prcsentes en esta reglén, destacan: una ‘secuencia rica en gllcmas (G~box "remlmscente de

las secuencms ncas en gllcma de muchas cinasas y prolefnas que unen:nucledtidos’ (87,

10’5) El mouvo DXG en el cual se ha propuesto que! el aspartato (D funcionai para

. coordlnar Mg(ll) mlentras el esqueleto amido de la ghcma (G) interacciona con el esqueleto

i carbomlo del aspurtato para mantenerlo en una posncnén Ja‘-(lOS),_este mouvo se ha

. ,encon(rado en diversas cmasas de serina, dc treom 1a y de tirosina,

En térmlno de func16n, las cmasas d lstldma sc encuentran estrechamente

relaclonadus a Ias cmasas de senna. de treonma y de urosma Sm embargo, su estructura y

12



‘mecamsmo cataliuco son dlfcrenlcs (98), Aunque ambas cinasas uencn secuencias ricas en
gllcma, en las cinasas de serina, dc trconina y dc tirosma este mouvo esté localizado cerca
“del extremo N-;crmmul de) domlmo,‘micnt’ms_ en las cinasas de histidina, esta secuencia se
ubica cerca del ext,re'mo Ce&c.r.mihyal,»a E! métivo de secuencia, DXG, compartido entre estas

cinasas, en las cinasas de hlsudma'se ubica aproximadamente 20 residuos hacia la regién

N termmal a pamr de Ia secuencia rica en gllcmas, mientras que en las cinasas de serina, de

treonina y de tlrosma se ublca;hacia la regidn C-termmal Ademés, estas dltimas cinasas

’ tamblén dlﬁere de cinasas de hi idina en que su producto es un fosfoéster en lugar de

un‘quforgml‘da‘to 0s ramldatos‘tlenen grandes bnergfa: hbres de hldrélls1s (1,

13




fosfonlacnén ocurrc en mms, en el caso de CheA. el dominio central de una subunidad
catahza !a fosfonlacién dcl reSIduo Hss 48 de la segunda subunidad, De hecho, se ha
observado que deleclones del gcnc CheA que climinan el residuo His-48 pueden
complementar una cepa m‘utame en cjzeA que tiene alterado el dominio catalitico o central

(103).

= La reglén carboxtlo de CheA es esencnal para la regulacxén medlada por el receptor

(24) Estudlos genétlcos sugneren qu kaen esm reglén se encuen“ 0s de intemccxén

con CheW y con "l‘ recep




- la reaceidn de fosforilacidn) las cuales aun son capaces de unir CheY y CheB de forma
7 rsrir':niliag a la protefna intacta (103), Asimismo, la remocién del dominio catalitico de CheA
no afecta la capacidad de unir a CheY o CheB. Por lo tanto, los residuos importantes en la
interaccidn con el regulador de respuesta, se encuentran especificamente localizados en el

__dominio P2 (fig 7).

CheA
Ilis 48 Union a Unidn a CheW,
CheY,B (P2) ND ¥ G Receptor
' T Mistidin etmasa T 51'

Fosfotransferencia

" Dimerizacion con CheA

Figura 7 Estructura del cristal del dominio P1 de CheA (arriba), esquema de los diferentes dominios
) de CheA (abajo).

ChéY, gs ,uné'f p;r"o‘vte{ha‘de 14 kDa monomérica (68, 99) de la cual la estructura

cris(alogrziﬁcii tanto d‘e‘lq:pyroterfna silvestre como de algunas mutantes ha sido determinada

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN




(108) (ﬁg.V:S);rlGrélcriags\h éllp. fay la fc(:hn se¢ tiene ung idea bastante exacta de la geometria

del sitio é,ctlivio' y:;dgjli}s supcrﬁcnes prot‘)ables'd.c acoplamiento con otras protefnas, CheY

' coh.si:s;t:é' aé"dﬁéé’»;éi;a’e'n;éﬁTﬁ&fﬁlélﬁs de hojas B, rodeadas de cinco a-helices, CheY es
foSfo;iladi; ‘er:,"ké’l fesidyuoi Asp57 (19, 86), el cual se localiza al final del extremo C-terminal
de la éédéna [33, yuxtapueslo a dos residuos de aspartato, Aspl2 y Aspl3, localizados enel

: extremo C-(crmmul de la-cadena B-1, Estos tres residuos forman el “pocket écndo qu1§ ‘

o funcnona como sitio de unién del ion Mgll (l2 6l 63 73 lOO), el cual es indlspensable},

para la reaccnén de fosfonlacnon Otro resnduo altumente conservado es la’ Lyle9 la cual -




presencia de la proteina CheZ (35). In v(vb, CheZ juega un papel determinante para
desfosforilar CheY-P, dado que la vélociid@%i:déj la reaccién de auto-desfosforilacion serfa
demasiado lenta para explicar lavelocidadde resbuesta de la bacteria a cambios en la
concentracién de atrayente o repeléhtc; El mecanismo molecular por el cual la protefna

CheZ lleva a cabo su funcién es atin incierto,

Figu;a' 8, Estructura tridimensional de la protefna CheY. Las letras indican las o-hélices de forma ascendente
contando desde el amino terminal. Las hojas-J estdn indicadas de la misma forma pero con niimeros.

17



El fenémeno de qulmlotaxts requiere de la presencia de un mecanismo de

adaptac:én. capaz de entrar en funcionamncnto una vez que el complejo ternano Reccptor-

CheW CheA haya sndo actwado o inhibido en respuesta a un estfmulo dctenmnado. Las
protefnas CheR Y CheB meulan (97) o desmetilan (102) rcspectivamente, los receptores

(MCPs) que han s:do alterados por el estimulo. La reaccnén de metilacién provoca la

acuvaclén de la cinasu CheA, mlentras que la reaccién de’ desmeti

hibe (15, 74).

bases ‘en su-e

Flid bérmite la formacién

ubiézjﬂo"n‘d"arr’ibﬂ el operén ﬂtF La protefna dejfusnc’)n;Fll

de ﬁ;éélds_;fgnc (57) A pamr de este res ‘ :ta ,edulo quethG interactia con el

Cxtrcmo'cnrboxll_o_ li .ayk'que exnste: una r,cy ac dcstgqu:omcmca de 1:l entre estas



proteinas. Se considera que las proteinas FliM y FIiN se disponen en la periferia de FIiG, en
un arreglo a la fecha desconocido.

Por'o(ro'ladﬁ,“sc determind que el blanco de la proteina CheY dentro de este

complejo es lav"pr:btciﬁg’ FliM. Medidas directas de la interaccién entre estas proteinas
permitierbn coﬁobérar el mbdelo que habfa sido propuesto principalmente con base en
datos genéticos, Se 'deteﬁniné asi que la afinidad de CheY por FliM aumenta
considerablemente cuando la proteina se encuentra en estado fosforilado (112),

El anlisis detallado de la interaccién FliM-CheY-P fue llevado a cabo mediante el
estudio de deleciones las cuales abaréaban diferentes regiones de ﬂiM"de estos estudios se

concluy6 que los pnmeros lO ammozicndos de FliM eran el blanco de unic’m dc la proteina

CheY-P (106). De formu adlcnonal se determind que un peptido smtetncorcorrespondnente a

los pnmeros 19 resnduos dthM era capaz de unir CheY P in vitro con una gran afinidad

(20). Ademﬁs, la especihcndad deA a mteruccién fue corrob

la” cua oa este péptido le

fueron mtroducnd :IAO,

,los cuales’

mella fotd de forma bidireccional, esto es, rota
oj ;(}W)Lb en el sentido inverso (CCW) (60). En
gelar tha pfedominantemente en direcciéon CCW, y las
_ do una trayectoria lineal sin ser interrumpidas por

buctemv. nada

los eventos de bamboleo (tumble) La unién de CheY-P a FliM promueve la rotacién CW

19



y por lo tanto los eventos de bamboleo, los cuales permiten la reorientacion de la bacteria
(112), |

A Ia fecha, elmodelo giobal propuesto para la respuesta quimiotdctica postula que
la unién de un atrayéyr:\te"dlk receptor provoca un cambio conformacional que trae por
consecuencia la inhibicibn de la actividad de CheA y por lo tanto, una disminucidn en la
éoncentrhciéh iﬁtfacélujlzir dé CheY-P. Esta disminucién provoca que los motores flagelares

roten en direcci6n CCW durante un lapso de tiempo mayor, lo cual se traduce en el

desplazamiento de la bacteria en direccién del atrayente. La adaptacién a esta nueva

‘sie:nndo‘ el Tequiklibrfi‘

concentracién basal

frecuencia, lo cual le proporciona una mayor oportunidad de localizar un medio ambiente
favorable. En este caso, la desmetilacién del receptor. (c

inhibicién de la cinasa y por lo tanto la adabtacién.'Ryecwnl_émenlt‘: ‘se ha demostrado que

20




los receptores quimiotdcticos, asi como las proteinas CheW y CheA se encuentran
localizadas en uno de los polos del cuerpo celular (66), en lo que se ha llamado la nariz de
la bacteria. Esta observacion ha llevado a plantear la posibilidad de que la sefalizacién
quimiotdctica ocurra a través de multimeros de receptores . Esto es, una sefial recibida por
un receptor dimérico puede propagarse a los receptores vecinos dentro del agregado y
modificar el estado de senalnzacnén del conjunto de receptores, amplificando la seiial. Esta
forma de trunsduccic’m de la senal permltm'a una mayor sensibilidad del sistema y estarfa
controlada por el numero de receptores que esttin en el mult{mero. Alternativamente se ha

propuesto que la unién de CheY P a: liM ocurre con una alta cooperatividad, Varios

estudios han sndo hechos al resp, cto, sm emba go los da(os siguen siendo contradictorios

(2 88)
Antecedentes Particulares

Rhodobacter sphaeroides es un organismo de vida libre y con una gran variabilidad

metabdlica, capaz de realizar fotosfntesns i se encuentra en un ambiente anaerobio y

luminoso. En ausencia de luz perb todavfa en un ambiente anaerobio puede obtener energfa

por fermentncnén 0 resplramén naerobia y en un ambiente con oxigeno puede respirar

nerc')blcamenle. Flnalmente. siempre que se encuentre en un ambiente anaerobio y en caso

de que Io requiera, 1tr6geno atmosférico. Esta versatilidad metabdlica se ve

reﬂejad en-la:cantidad:de.estimulos-a los que es capaz de responder para buscar las
condiciones - de“crecimiento’. mas apropiadas, asi se han reportado hasta el momento

quimiotaxis, fototaxi

nérotaxi‘s y taxis energética (105).
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Esta especie bacteriana tiene un solo flagelo de localizacién sﬁbpdl;ir, el cual rota
unidireccionalmente en el sentido de las manecillas del reloj (CW). En esta bacteria, Jas
trayectorias de desplazamiento lineal son interrumpidas por breves episodios en los cuales
la rotacidn del flagelo se detiene y el movimiento Browniano reorienta a la célula. Durante
los perlodos de paro, la hélice que forma el filamento flagelar se relaja y adopta una
contr'orrﬁaci‘én 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 velocidadqs muy
bajas, por lo tanto fue propuesto que esta lenta rotacién podria favorecer l;a rgqriéhtaciénkde

la bacteria (7)

La frecuencia de los cventos de paro se encuentra controlada por los ‘estimulos del‘,_:

medlo amblente :En presencxa de un atrayente, la frecuencla de cstos evento ,dnsminuye, Y.

(79). A ’demés de esla respuesta, R, spha

cual, 'In velocldad de nado de lab asta un 25% arriba de su valor promedio

en pt_‘esen’ m;dc, un vesk‘timulko, sta respuesta sélo ha sido observada al

aﬁadlrémdos voﬁrg(}(_ utf’ayghtes mds fuertes para esta bacteria (76).
~ Las bases 1Q§i}iesis son a la fecha desconocidas, aunque
datoé’v":t pr : féhd_nieno es independiente del potencial
eIéétféqﬁur é‘lléc‘tAr‘ones (76).

__qu:illnAiOtéctica en este organismo también muestra
lo, a la fecha no se han identificado moléculas

repelentes. Adem{\s‘;_[ os : atrayentes pafécen ser subproductos metabdlicos, dado que es
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7 rgqﬁisi(p indispensable el transporte y/o el metabolismo de los atractantes primarios para
qu‘e. estos produzcan una respuesta quimiotdctica (41, 42, 44, 80, 81). Los principales
' éttaycntés son fcidos orgdnicos débiles, aunque también han sido observadas respuestas
hacia ﬁzﬁcares y aminodcidos 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 liberacién de metz;nol producido por la supuesta

desmetilacién de un receptor a la fecha desconocido (54) LA respuesta a la luz de R.

sphaeroides parece estar compuesm de dos rutas dlfercnte ' n una de ellas, a longltudes de

onda mayores a 500 nm la producclén de metanol 51gue el espectro de absorbancm de los

plgmentos fotosnntéucos. suglnendo'que éstos actiian’como sensores en csta 'respuesta. La

respuesta repelente ‘observada ante-un' incremento abrupto en/ Ia luz azul esfindependlente o

de Ios plgmentos otosintéticos (esto'es;"

' krespuesta en células’ crecndas a al(as o.bajas intensidades de luz);‘por.lo, tanto la |dentidad s

del fotoreceptor que medm esta respuesta es desconocida, Se.asume que este fotosensor no S

fotosfptesns,y Jn‘l r‘nllsm\q ti » “ o de la radlamén azul (54).
i R, sphi egul,zirés de las respuestas tdcticas (quimiotdcticas,
fotof&icﬁé@ el 6hg1das en los pdrrafos anteriores son a la fecha
|‘¢nti'ﬁcado genes homologos a los genes che de

desconocidas

enterobacterias la respuesta es ain incierto. En el cromosoma de R.

' ‘.vplmér(‘)idés eilg S. os genes cheA, tres cheW, cinco cheY, y dos cheR (5). Las

copias extras de estos-genes son muy similares entre sf pero no idénticas, por ejemplo:
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CheY4 s 49%, 49% y 75 déntica a CheYl CheYz y CthB rcSPecnvamcnte (90), Lo

mismo se observa para el resto dc los gcnes prcsentes en copws cxtras.fSc asumc que cstos

'gem.s So expresan a pamr de cuutro unidades transcnpcnonales duferentes. Por un lado, el

lo ‘ genes' cheY! c/leA cheW cheR,cheYll' el operon II; cheYlll

cheAll cherl cheRll LheB an' el operon lll mch cheYlV y un cuarto operén que

' 'contienc acherV. ’(5)
| A pesar de que E coll y Salm(mella poseen solameme una copia de los genes
quimlot{lctlcos en sus cromoso,mas, la redundancia de los mismos no es exclusiva de R,
.§ph2teroides. A l n féchﬁ,' \\/ariasicopias de los genes che han sido reportadus para diversas
especnes por ejemplo, Caulobacrer crescentus, Borrelia burgdorferi y Mlxowccus xanthu& :

(5). Sm emburgo. el escaso conocimiento de Ia respuesta qunmiotactlca en todas estas

¥
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sugiro que ChéAll es una cinasa involucrada en la sefializacion de diversos estfmulos, entre

= ’ellos la luz. los :écidos orgdnicos débiles y los azdcares (31), Sin embargo, el porqué en

uusencia de estfmulo lus células mutantes en este operén muestran una conducta de nado
indlstinguiblc de la cepa silvestre sigue siendo un enigma. Para explicar este resultado se
puede especular que’ las copias adicionales de cheA o la auto-fosforilacién de CheY
utilizando inte'rmé:('ii;r'i'os metabélicos como el acetilfosfato podrfan compensar, en ausencia
de estimulo, la falta de CheAll,

Con respecto a los sensores del snstema qulmlotécueo en R sphaermdes, la

mformncién es aun escasuA Durame mucho tlemp se sos! v a idea de,que en esta bactena

do a‘n‘ticju,erpos arm-

: encayo tlpo Wes rn blo utlllzando un antlcuerpo anti- McpA de Caulobacter crescentus, se

1dcnt1ﬁc6_ unz\_ fuerte sefal cn[la‘-fracmén citoplasmdtica de R. sphaervides. Ademis, se

observ'ayyr,d_n otras bar'idas,fmihotitaﬁays que podrian representar MCPs adicionales (110).
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; snmllar a Ia de la cepa Sllveslre. Aunque las caracterfstwas dc nado“de‘la cepa mcpA no
:.fueron anahzadas. su conducta en Ia ca_]a de swarm ha llevado a postular que esta protefna
'W:-puede estar mvolucrada en la senahzacnén en condncnones aeréblcas (l 10)
Fmalmente se observo que, al igual que las MCPs de E colf las cuales se encuentran

k agrupadas en uno de Ios polos de la bactena (66), en R, sphaermdes las proteinas similares

a McpA se encuentran agru ‘adas. ‘ En células crecndas aerébicamente en la obscuridad estas

, protefnas se Iocalizan tanto en los polos, como agregadas en un solo punto del citoplasma.

"Sm embargo, cuando las'celu!as sc crecen en condiciones anaerdbicas en presencia de luz,

;  ‘ la c:ariudadjde s agregados lc‘;(alesvdisminuye considerablemente, fundamentalmente en los
umero de particulas en el citoplasma es similar entre ambas
7 p t'porcién de agregados en el citoplasma contra agregados en
‘ta‘dps llevaron a postu.lkar la ‘id“@:akde‘que la sfntesis de MCPs
dox dé 1a célula /o por a intensidad de laluz 0 porel

mbranas fotosinté

En cuanto al: estudio del ﬂagelo en R s‘phaemldes', en‘nuestr Iaboratono se cloné

el gen que codifica para la protefna ﬂlM Este gen fue identlﬁcado en un fragmento Sall de

4.6 kb ‘La secuencm nucleoudlca de dicho fragmento reveld la presencm de ocho marcos
“de lectura ablenos. cuya traduccién conceptual mostré similitud con las proteinas FliL,
FliM, HlN FI|O FliP, FlilQ, FliR y FIhB. Cepas mutantes llevando el alelo fliM::uidA-

aadA prcsentan fenotipo Fla', esto es, son incapaces de ensamblar el flagelo (28). Esto
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puede ser éxpl‘icac‘io‘ dado ‘q‘ué FIiM y/o FiiN parecen estar involucradas en la estabilizacién
del uparato de exportaclc'm ﬂagelar (56) 7 .

El anzilnsns de complementacién de ‘esta mutante sugiri6 que la unidad
transcripcional a la cual pcnenece ﬂzM inicna en algun punto arriba del sitio Sa/l localizado

en fliK y termina después de ﬂlN Por lo tanto‘ ﬂlO SliP, fliQ, fliR y flhB deberian

pertenecer a una umd‘qd,,t unscnpquna! d erentp.‘,'vEsta h1p6(esns fue apoyada dado que

de si estos genes son expresados slgunendo un orden Jerarqmco.
Objetivos

El objetivo del presente trabajo consiste en determinar si la secuencia localizada en
In regién intercistrénica fliN-fliO es un promotor funcional dependiente del factor o, En
caso afirmativo, también nos proponemos estudiar que tan extensiva puede ser la

dependencia de ™ para controlar la expresién de otros genes flagelares en R. sphaeroides.



Materiales y Métodos

Cepas bacterlanas y Medios de cultivo, Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este
xrdbajo fueron: JIM103 [(Alac-pro), thi, strA, supE, endA, sbeB, hsdRIF traD36, proAB,
lacl, lacZAMI5); S17-1 [Pro’ Res’ recA, RP4-Tc:Mu- Kn::Tn7] Estas cepas fueron

crecndas en medio LB (1% bactotnptona. 0, 5% extracto de levadura y l% cloruro de sodio).

Para cultivos en medio sélido, se: unadié 15 g/l b cto agur, En caso necesario. los

siguientes antibidticos fueron anadidos al medio: ampicilina’ (VIOO p.g/ml), tetraciclina (10

iguiente antibidticos fueron

_ ml), tetraciclina (1pg/ml);

i espc,ctmomlcma (25 pg/ml).”yikunanuulm (25 pg/ml)i
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Las ccpas ‘de E colt fueron crccldas a8 37°C mientras que las cepas de R,
Y/)haermdes a 30°C. ya sea hctcrotréﬂcamcme en la obscuridad y con agitacién, o
: fotohetersiroficamente, en \lales Ilenos hasta el tope € llummados continuamente con luz

artiﬁcial (300W)

Transformacién de E. coli (8). Un cultivo 7d::e71727.'colrircrecido hasta fase exponencial media
(D.0. ssonm 0.5) fue enfriado en hielo por 10 min. antes de que las células f‘ﬁeran qospchdgjas
por centrifugacién a 5000 rpm en un rotor tipo SS34 (Sorvall), El paqueté celular se
resuspendié en la mitad del volumen utilizando una solucién fria y estéril de CaCly 100

mM, Las células fueron 1ncubadas en el hielo durante 20 min, Posteriormente, se cenmfugé

nuevamente y el puquete celulur se resuk endié en l/ lO del volumen onglnal con CuClz lOO

: mM Las células se mcubaron en el_hielo por un penodo de a 24

hrs El DNA que se:

élulas competentes -y se'mcubu en el o

~sean expresados F
. °C loda fa noche‘ £
: Cohiugacién'(ZZ) , th ‘cepas“de.Eto p'haér’oide's' son crecidas hasta -fase
exponencnal medm kLa célula

lavan con_ LB,: se . mezclan en proporcién 1:1 'y se .

concentran lO veces chh mezcl

'iOblC una cula de Petn «con medio LB.:Sc¢ incuba por 6 hrs. a 30 °C. Las células se cosechan

y se pla(ean en medlo selecnvo
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Purificacién de plismidos en pequeiia escala (8). Las células Td@ un cultivo de 2 ml,
crecido durante toda la noche, son cosechadas y resuspendida's:ehr 300 j.ll de solucién STET
[8% sacarosa, 5% tritén, 50 mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCI pH 8]. Se afiaden 25 pl de

lisozima (10 pg/ml). Se agita en vorlex 2 seg. y se incuba en un baiio de agua hirviendo

durante 45 seg.,, Se centrifuguka;tempéfdim_‘ “ambiente durante 20 min, Se recupera el

sobrenadante y se mez 'l‘q n 230 | 'i‘dé isopropanol, Se precipita el DNA incubando a —70

°C'y se centrifugn duran 15'min; a 4 °C, La pastilla se lava con etanol al 70% y se secaal

* vacfo duﬂran(e 10 min, La pastﬂla se resuspende en 40 pl de agua y se utilizan 5 |l para su

andlisis en gel.

Purificacion de plismidos a gran escala y recuperacion de fragmentos de DNA a
partir de geles de agarosa. Se utilizaron columnas de Qiagen (P-20 o P-100) para la
purificacién de grandes cantidades de DNA plasnnfdiéo. Se siguieron las instrucciones del
fabricante en todos los pasos. Para }n punﬁcaciénde frngmen(os de DNA a partir de geles

de agarosa, se wtiliz6 el kit de quiagen QIAEXII.

Extraccion de DNA cromosomal. Se siguié el protocolo previamente reportado por

Ausubel, F. M. et al., 1989,
Hibridizacién DNA-DNA tipo Southern blot. EI DNA cromosomal total se digirié con
las enzimas de restriccién apropiadas y las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1%,

los cuales fueron tratados como se describe en Ausubel F. M. er. al. 1989, El DNA fue
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entonces transferido a upa membrana de nylon (Hybond-N) mediante presién positiva
' dufﬁnte 5 mi'n. El DNA se fij6 a la membrana mediante la incubacién de la misma a 80 °C
durahfe 2 hrs, La sonda fue marcada utilizando biotina-14-dCTP. La membrana fue
sometida al procedimiento de pre-hibridacién, hibridacién y deteccién siguiendo las

indicaciones del fabricante de kit PhotoGene de GIBCO-BRL,

Determinacién de P-glucuronidasa (GUS) (43), Las células de R. sphaeroides
provenientes de un cultivo crecido hasta fase exponén'cial media, fueron cosechadas y

resuspendidas en buffer de extraccién (50 mM N H‘PO4 pH7 10 mM B- mercaptoetanol

10 mM EDTA, 0.1% Triton X-100) -a 1 fde olumenvonglnal Estas muestras fueron

entonces sonicadas_y éentrifuqu reve ente'para ellmmnr los restos celulures La

con(emendo 1 mM 4-metil umbeliferil-3- D-

Extraccuon de RNA e Hibridizacién tipo Northern blot. El RN

: culnvo de células crecidas heterotréficamente hasta fase e

: punf"cacién del RNA fue realizada de acuerdo al pro(ocolo de Alba H. et al (l981) 20 pg '

s vdc RNA fue sometido a electroforesis en geles de qgarosa-formaldehido. El RNA fuc vv
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transferido entonces a una membrana de nylon, El RNA fue hibridado utilizando una sonda
marcada radiactivamente con o-P*%-dCTP, Las cdndicioncs de hibridacién y los lavados se

realizaron de acuerdo a los protocolos previamente deseritos (67),

Mapeo del sitio de inicio de la transcripeién (8), El RNA total de R/ sphaerozdes (50 lOO o

pg) fue alineado con el cebador o primero especfﬁco 42° : i de"formamlda al

reacmén de transcnpcnén revcrsa fue Ilevad

de lranscrlptasa reversa AMV Al (érmmo de la reaccnén el cDNA fue extrafdo con fenol y

precnpltado con acetato de sodio y etanol. El cDNA fu_e soyr‘nertl\do”a electroforesis en un gel
de acrilamida al 5%. |

Mutagénesis por recombinacién homdloga. Las cepas SP1, SP2 y SP3 fueron producidas
mediante recombinacién homdéloga entre un alelo con la mutacién deseada y ‘el cromosdn’i‘av

de la cepa receptora, El alelo mutante fue clonado en el plésmldo p.IQZOO emtroducndo a

la cepa receptora por conjugacién, El pldsmido pJQ200 es mcapaz d rephcarse 'en R.

vphaermdev pero si tlcnc un origen de transferencm La mezcla‘d 6n se plateé en

cajas de ’Lurm Sacurosa (5%) con acndo nuhdfxlco ’:icinya. Se probo la

’ sensxblhdad d colonlus resultantes a g es Ia resistencia del plasmido

su|c1d'\ Algunas de las colomas Gm’ fuer

gida: pai'n‘:éomprobar si el remplazamiento

ocumé de la forma esperada medmnte an{x ks1s upo Soulhem blot y/o PCR.
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>4 Promoters Control Expression of Genes Encoding the Hook and
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Gene expression of the flagellar system is tightly controlled by external stimuli or intracellular signals, A
general picture of this regulation has been obtained from studies of Salmonella enterica serovar Typhimurium,
However, these regulatory mechanisms do not apply to all bacterial groups. In this study, we have investigated

regulation of the flagellar genetic system in Rhodobacter sphaeroides. Deletion analys

site-directed mutagene-

sis, and 5'-end mapping were conducted in order to identify the jl:() promaoter, OQur results indicate that this
promoter is recognized by the factor o®, Addl(l(mnlly. 5'-end mapping of the flgh and fliK transcripts suggests
that these mRNAs are also transcribed from o promoters, Finally, we showed evidence that suggests that fliC
transcription is not entirely dependent on the presence of a complete basal body-hook structure. Our results are
discussed in the context of a possible regulatory hicrarchy controlling Hagellar gene expression in R. sphaeroides,

The flagellum is the structure responsible for the motility of
many bacteria, Some of its structural features include the basal
budy, the hook, and the helical filament. In Salmonella enterica
serovar Typhimurium, biosynthesis of the fagellum depends
on the expression of more than 40 genes, The products of these
genes are required for several flagellar processes, including
assembly, export, and transeriptional control (for recent re-
views, see references | and 16).

The expression of these genes follows a hicrarchical pattern
that is highly regulated. At the top of the hicrarchy is the flhDC
operon, encoding two proteins which form the heterotetra-
meric positive transcriptional regulator of the class 11 genes.
Global regulators, such as the cyclic AMP receptor protein,
DinaA, and the nucleoid-associated protein H-NS, influence
the expression level of lhis operon and consequently the for-
mation of Nagella (18, 21, 23). The uprusmn ol class 11 genes
is dependent on the RNA polymerasc-o ™ holoenzyme (Ea™)
and FIWND-FINC. Proteins involved in the formation of the hook
and the basal body complex (HBB), as well us the rq,ul.llmy
proteins FlgM and FliA, belong to this class (1 1. FliA is a
specific sigma factor (o ) rL([lIII‘Ld for the expression of class
11 genes, while FIgM is an anti-sigma factor that inhibits FliA
activity, The release of FiA from the inhibitory action of FlgM
oceurs when the HBB structure is completed, allowing FlgM
export out of the cell. FiA is then free to associate with the
RNA polymerase core enzyme in order to transeribe class 111
genes (10, 15).

The fagellar penctic system of Rhodobacter sphaeroides is
poorly understood. Detailed analyses of some structural com-
ponents of the Magellum have been deseribed, but nothing is
known about the factors that regulate gene expression. Re-
cently, genctic evidence has suggested the location of func-
tional Hagellar promoters in this organism. Complementation
studics have indicated the presence of promaoters at the fliN-
i€ intercistronic region (7), upstream of the fleBCDLEFE oper-
an (T, Ballado, L. Camarena, B. Gonzilez-Pedrajo, E. Silva-

* Corresponding anthor, Mailing address: Departamento de Biol-
ogi Moleeular, Institut de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ap.
Postal 712 N 4510 Mexico City, Mexico. Phone: (525) 022 38 24,
X (525) 622 38 91, E-mail: rosaleoservidor.unam.ms.

Herzog, and G. Dreyfus, unpublished data) and upstream of
motet (6). However, no physical evidence supporting these
results has been reported,

In this work we show evidence that o o™ promoter is located
at the iN-IiO intercistronic region and is responsible for the
transcription of the fliOPQR fihB operon. In addition, primer
extension experiments revealed transcription start sites up-
stream of figh .|nd JUHK. In these two cases, a sequence similar
1o that of the o™ promoter was also identificd a few base pairs
upstream of the transcription start sites. These results indicate
that Ea™ is responsible for the expression of genes encoding
structural components of the flagellar export apparatus, the
motor, the hook, and the basal body proteins. We also deter-
mined that mutations in the fliM, fliK, and fliR genes did not
alfeet the expression of other Magellar genes dependent on o™,
In contrast, fliC mRNA was reduced in fliM or flg strains.
These results allow us to propose a regulatory hicrarchy con-
trolling the expression of the flageltar genes in R, sphacroides.

MATERIALS AND METHODS

Bacterind strains and growth conditions, &, sphaeroides cells were grown in
Sistrom's succinate-basat salt medinm at J°C (20). Heteratrophic growth con-
ditivns were achicved by growing 10-ml cultures in 250-ml Eslenmeyer Dasks with
strong shaking (30 rpm) in the dark. Phototrophic conditions were achieved by
growing cultures in completely filled serew-cap tubes under continuous illumi-
nation. Cullures were harvested at an optical (Iumly at 600 nm of 0.5 £ 005
{mean = i ion). When req 1. spe cin (1S p/ml),
mycin ( 25 pg/ml), or tetracyetine (8 pp/ml) w.:\ added to the culture medium,
Excherichia coli strains were grown acrabically at 37°C on Loria-Bertani medium.
Antibiatics were added at the Tollowing concentrations: ampicilling UK} pp/mls
mr.uulmc 10 pg/ml; and k.m.nnyun. SO pml.

DNA techniques. Routine genetic nanipulations were per-
deseribed elsewhere (2). Restriction ens alkatine phosphatase,
and T4 polynucteatide Kinase were purchased from GIBCO-BRL..

ng Qiagen catumns and procedures,

Plasmid DNA was isolated from £ eoliy
Sequencing was carried oul using i llmnnuxupnu\.n\c Kit {Amersham) on single-
strimded DNA,
Conjugnl mating. Plasmid DNA was mabilized ino R sphaeroides cells by
conjugation siccording to procedures previously teported (5).
Site-directed mutagenesis, Site-directed mutagenesis was perforned aceord-
u\l. 10 the method of Kunkel (1) with a uracil-containing single-stranded DNA
as |hc e, ‘The ol leotides used for mutagen TGCAA
¢ l(»A( GCC ((n('('('(i('(r- + SCTGCAACATC
3, 56 ACAACATCCGTGC
CCCCCTCCGCAACAACATCCGTGUCG- 3,
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TABLE 1. B-Glucuronidise speeific activitics expressed from

chromosomal ‘widet Tusions (o fli promaolers

R. sphweroides -Cilieuronidase

strain tienotype activity'

PG nphioel Q.02 L 004
NGI dodeA-aned A 08 L2y
SP “nphoct fliALidet-aadA 002
sp2 wielA-qadA 14 £ 4.5
SPa ]/:I\ Tophod fliRaidA-aadA 123 £ 39

# Specilic activities are given in micromoles ol -methylumbeltilerone prao-
duced per minute pee mitligram of protein. The means and standied deviagions
ol three indepemlent determinations are shown.

RNA isolation and Northern blot analysis, Tolal RNA wis isafated from
heteratraphic cultures as deseribed previousty (24). For Northern blotting, 20 g
of ench RNA sample was separated eleeteophoretically an agirose- Inrm.lhldlytlc
gels and transferred by capillary action onto nylon membranes with a pore size
al 0,45 o, Filter hybridizations were pestorsed as deseribed previously (2). The
DNA probe used was i L1-hb 21/ fragment feom i, labeled witly [a-*1)
dCTTP by nick teanslation,

Primer extension analysis, Reactions were pedormed as deseribed previously
(2). Tatal RNA (50 o for i) awd fledt reactions and 10 jup for fhiK reactions)
was annealed witl aspecilic primer at 42°C i the presence of SOU formamide,
Oligonucleatides used s primers (or eDNA synthesis 5 end labeled with
‘I palynucieotide kin A 20 pCial Jy-“PIATE at 37°C Tor M) win. Unin-
carporated nuclentides were remaved by chiematography. The primer elong;
tion reactions were carried out with avinn myeloblastosis virus reverse leanseri
tase (Promega). Unlabeled primers were ased o geoerate a oucleatide sequence
linkler.

i} curonidise activity assay. {3-Glucuronidise assays employed $-methyl-
wmbelliferyl-p-p-glucuronide as o substrate alang with sonicated cell extriets as
deseribed previously (12). Samples of [0 pl were taken ot three ime points
between 10 and 40 min and then mixed with 0.9 ml ol stop buller (0.2 M
N:i,COL) Fluarimetrie determinations were made with o Parkin-Elmer 1S-5
is (excitition wavelength, 300 nm; coission wavelength, 46 nm), The
horimeter was calibrated H-methylumbelliterone stmdards. Specitic en-
zyme activity in cell extracts was expressed as micromoles of d-methyfumbeti-
ferone per minute per milligram of protein. Protein content was determined
using the Bio-Radl protein assay Kit, with bovine serum albumin as a standard.

RESULTS

Transcriptional organization of the flagellar cluster flitllJK
LMNOPQR fihB3. A large flagellar cluster was previously iden-
tified which contained 12 flagellar genes from flitd to fliR and
JIhB (3, 7). The transcriptional organization of this region was
inferred from & complementation study on a strain carrying a
palar insertion in the flidl gene (fliM:uidA-aadA). This study
indicated the presence of a promoter downstream of fliN (7).

To analyze this possibility, transcriptional fusions of the fliM
and fliR penes to the promoterless ‘nidA genc were made,
These fusions were used to replace cither the flid* orthe fliR !
genes from the chromosomes of the wild-type WSS strain and
from the PG2 strain, which carrics the mutation flik:TnphoA
(8). Correct replacement in each of these four strains was
confirmed by Southern blot analysis (data not shown).

The expression level of B-glucuronidase dependent on flagel-
lar promoters was determined under heterotrophic growth
conditions. Strains carrying the fliM:uidA-aade or the fliR:
nidA-aadA fusion in a wild-type background showed a high
level of activity (Table 1). In contrast, when fusions were
placed in the fliK:TophoA background, only the strain car-
rying the fliRuuidA-aadA allele showed B-ghucuronidase ac-
tivity. This result can be explained in terms of a poldr effect
exerted by the Tnplo-l transposon over genes in the same
transcriptional unit. Therefore, fliK, JHL, and flib appear to
belong to the same transeriptional unit, whereas f/liR belongs to
a different operon,

Deletion mapping of a transcriptionally active "II[,(."I!I' res
gion. To identify the promoter controlling transcription of fiR,

J. Bacreri.

deletion analysis of a 4.4-kb EcoR1 fragment carrying the fliRk::
tidel-gad allele was performed. This fragment, which incorpo-
rittes sequences Trom the middle of (5L to the middle ol fihfi,
wits cloned into the pRE41S veetor in an orientation opposite
W that of the pRKAIS promuters.

WSS cells carrying this plasmid were grown 1o mid-log phase
and the level of B-glucuronidase was determined ina cell es-
This construct produces high levels of B-glucuronidase
(Fig. 1. construct 1) The “nidel gene was cloned into pRK41S
in both oricntations with respeet 1o the pRK41S promoters for
use as controls (Fig. 1, construets 6 and 7). B-Glucuronidase
activity was detected only when widel was transeribed from the
known pRK4IS promoters,

Nested deletions of the EcoRI1 fragment were performed
using previously identified restriction sites. ‘The first deletion
removed the flidl coding uuun leaving the Ssrl site in the
middle of the fiN gene as o 3° boundary (Fig. |, construet 2).
This construct shows a high level of uaetivity, In contrast,
defetion of the next L1 kboup o the Sall site located in fli,
completely abolished B-glucuronidase activity (Fig. 1, con-
struet 3). ‘Therefore, the sequence from the Sl site to the Sall
site spanning from the middle of fiN to fliP? (1.1 kb) contains
a Tunctional promoter.

‘To further detine this promaoter region, i 600-bp Sacll frag-
ment, spinning from the 3 end of N o the 8" end of JliQ, was
cloned upstream of the “widet gene (Fig. 1, construct 4). This
region was Tully functional (or promoting wide transcription,
Further delfetion of 181 bp from the fiN side only modestly
affected the transeriptional capability of this fragment (Fig. 1,
construct 5).

In summanry, these results focalize o functional lLu,LlI.lr pro-
moter 10 i 420-bp region (Sstl-Sacll fragment) (Fig. 1, con-
struct 5). Previous sequence analysis of this region did not
shuw i good match with lhu consensus promoler sequence
for o7 instead, o putative o™ promoter sequence was clearly
|dcnuhul .

Site-directed mutagenesis of the o™ consensus region, It is
known that the mmr conserved regions of the promoters ree-
ognized by Ea™ are the dinucleotides GG and GC located
near positions ~24 and — 12 upstream from the transcription
start site. Changes 1 these bases interfere with the ability of
o™ fo promote transcription (4).

Site-directed mutagenesis was carried out on the o™ con-
sensus promoter region present in the Sstl-Sacll fragment. The
putative nucleotides in the =25, =24, and —12 positions were
replaced by the nucleotide T, After mutagenesis and sequenc-
ing, this region wis cloned upstream of the ‘nidA gene in
PRK41S (Fig. 2).

B-Glucuronidase sctivity was determined for cach construct
using cell extracts. Al mutational changes negatively affected
B-glucuronidase actvity (Fig. 2). The control contained a mu-
tation at the —18 position, which is irrelevant for promoter
recognition (4). In this case, B-glucuronidase activily was very
similar to that of the wild type (Fig. 2). These results provide
evidence that promoter activity detected in this region is de-
pendent on the RNA polymerase associated with the o™ fac-
tor.

It is known that integration host del()l’ protein (1HF) binds
t specific sites pleced between the o™ promoters and the
activator hmdlng sizes. which are usually located upstream of
the initiation site a: approximately - 100 to =150 bp. There-
fore, it has been proposed that THEF bends DNA, favoring
contact of the actisztor with Ea™ bound at the promoter, The
420-bp region propsed to carry a lagellar promoter was an-
alyzed using the program Segscan at www.bmb.psu.cdu/nixon
fwebtools/molbiol.h:m in order to identify any potential IHF
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FIG. 1. B-Gluewronidase activity from /I/()/: -ttiede| Tusions, “The upper part shuws same of the relevan restriction sites within the 4.0-k0

scoRE fragment, Arcows

indicitte the direction of the wid.t unlm;. region, Broken agrows indieale the direction of the pRK4ES promoters. Abbreviations lor resteiction sites: B, FeoRE Se, Saell;
S8, Ssrl; Sa, Safls B, Heltd, B-Glucuronidase activities are given as indicated in Table 1. GUS, B-glocuranidase: ND, not determined.

binding site. No matches above the program threshold were
found. However, it is still possible that a low-aitinity binding
site with a poor match with the consensus sequence may exist.
Finally, two different palindromic sequences which may repre-
sent the activator hindinl_ site were located at ~ 145 and — 127
bp upstream of the o™ promoter (data not shown).
5' end mapping of (hc flagellar mRNA dependent on o™

promoters, Putative o™ promoter sequences have been iden-
tificd upstream of the flagellar genes flgB, fliK, and motA (Gen-

Bank accession number US6454) (6; Ballado et al., unpub-
lished). The nueleotide sequence of cach of lhuu regions wis
alighed with the sequence of the functional o™ promoter in the
JUEN-fO intercistronic region. The nueleotide residues GGCA
and TTGC are present in all sequences (dati not shown). In
order to obtain evidence that these sequences correspond to
functional Nagellar promoters, we examined if specific mMRNA
transcripts were produced from these putative promoters,
Primer extension assays were performed using total RNA

N o JLC
r L o S
Ss Sc B-glucuronidase activity
75423
WT - GCGGCACGGATGTTGCAG
: >001
G-25T GCTGCACGGATGTTGCAG
' >001
G-4T - GC‘GTCACGGATGTTGCAG
C-12T . - GCGGCACGGATGTTGTAG 5001 =
A-BT . GCGGCACGGITGTTGCAG 83431

FIG. 2. §-Glucuronidase expression of wild-type and mutated fli0p promoters, The dark box represe lhc il
GG and GC are shown in bold, Specifie chunges made in ench construct are shawn in the left column, - Gluv.ummd.m activitios are given as indicated in Table 1, GU:

B-glucuronidase: W, wild 1ype.

‘The conserved dinuclentides
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FIG. 3. Delermination of the fi0), flgh, and fliK transcriptional start sites by reverse transcriy
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rimer analysis earricd out with

i p )
total RNA isolated from wss wild-type cells is indicated as “chr.” The assay carried out with total RNA from WS8 cclls mmsformcd with the pRK415 plasmid

conaining the |lll|(|llv(. ™ promoter cloned in opposite orientation to the vectar promoters is

ed ns “pl.” N upstream of the observed

transcriptional start sites are shown. The asterisk indicates the nucleotide proposed to be the transcriptionat start ‘»Ilc ‘The conserved regions including the —24 and

=12 pasitions are underlined.

extricted from wild-type cells. Since flagellar transcripts arc
scarce, we also included total RNA from WS8 cells overcx-
pressing the region to be analyzed. This was done by cloning
the specific region in pRK415 in opposite orientation to the
vector promoters, In spite of the low copy number of pRK415,
a slight increase (of at least two- or threefold) of the specific
transcripts could be expected, facilitating its detection. Primers
used in these experiments were designed to be complementary
to the regions of the fliO, flgB, and fliK genes predicted to
encode the N termini of the gene products,

Each reverse transcription reaction yielded a major band
that defines the start site of mRNA transcription (Fig. 3). As
expected, this band was stronger from RNA isolated from cells
carrying, the flagellar promoter sequences in pRK415. In all
cases, the ¢cDNA product was of the same size as that from
wild-type mRNA,

The transcriptional start site for O was identified at 24
nucleotides (nt) upstream of the 'I'TG start codon (data not
shown) and 11 ot dmvnsuc.lm of the dinucleotide GC of the
sequence recognized by o™ Transeription of flgB and flik
started 35 and 17 nt upsllc.\m of the ATG start codon, respee-
tivm.ly (data not shown). In all cases, the distance between the

P promoter sequence and the transeription stdrl site is con-
slsluu with the distance reported for functional ™ promoters
4).
( ')l'hu 5" end of the mRNA tocated upstream of fi0Q, together
with other evidence presented here, indicates that the expres-
sion of the fli0 operon depends on Lio™, Morcover, a stable
5'-end mRNA was detected upstream of other regions thought

to carry a o**-dependent promoter. Thercfore, these sequences
may represent the functional promoters of the flgBCDEF and
the fliKLMN operons in R, sphaeroides. Nevertheless, to obtain
additional evidence supporting the above conclusions it would
be necessary to determine the expression level of these promot-
crs in an lpoN bacl\_s,round (lacking the rpoN1 and rpoN2 gencs)

Expression of the flagellar fliO pr is not d d
on growth conditions. It has been shown for several baclcnal
groups that flagellar synthesis is affected by cnvironmental
conditions (9. 13). In the case of R. sphaeroides, flageliar con-
trol signals might be related to the cell cycle and possibly in-
dependent of environmental conditions. To determine if growth
conditions atfect the expression of fliOp, WS8 cells carrying the
fusion fliOp-"1idA in pRK413 were grown heterotrophically or
photoheterotraphically. No significant difference in the level of
B-glucuronidase activity was observed, suggesting that the ex-
pression of some of the components involved in flagellar syn-
thesis is not signiticantly affected by these growth conditions
(Fig. 1). Since our results are focused on only two extreme
conditions, i.e., light and oxygen, it remains to be investigated
if other environmental conditions modify the expression level
of the flagellar promoters.

1s tlagellar gene expression in R. sphaeroides hierarchical?
[n enteric bacteria, the best-characterized checkpoint in flagel-
lar assembly is controlled by the protein FigM (10, 15). To test
if this checkpoint exists in R. sphaeroides, we investigated wheth-
cr a functional HBB structure was necessary for Qagellin gene
expression,

Expression of fliC was evaluated by Northern blot analysis
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QATITTTGOAAGGAACGCTAAAAGTTTATCCGACCUGCCGTTGAAGUAAACA

QAGCUCCACAAGUCAAGCOACGCUAGATCAGGAGGUTCAACCCATG ACG ACG
Met The The
ATC AAC ACG AAC ATC
He Asn Thr Asa lle

FI1G. 4. Northern blot anatysis of fiC iranseripts, Total RNA extracted from
WS wild-type cells (lane 1), NG L cells (flidfuidA-aad4) (tane 2), and L.CI eells
Wt zandA) (lane 3) was probed with o **P-labeled fiC fragment as deseribed in
Muterials and Methods. “The nucleatide sequence of the §' end af the fliC gene,
including its control region, is shown (sccession sumber AF274346) The se-
quence resembling 1he o™ prameter, the putitive start codon of fiC, und the
ribosamal binding site are shawn in batd.

using total RNA from wild-type WSH cells and from cells
carrying a mutation in cither the fliM or flgls gene. Transcripts
of fliC were clearly detected in RNA preparations from wild-
type and mutant strains (Fig. 4). However, the mutant strains
showed a decrease in the quantity of fiC mRNA produced
compared to that of WSS cells, This result may be due to cither
a reduction in the amount of mRNA synthesized or a reduction
in its stability. Despite this, fliC expression does not appear to
be absolutely dependent on the presence of a functional HBB
structure.

The regulatory region of fiC does not show any sequence
similarity with the o™ consensus promoter, However, in agree-
ment with a previous report, a sequence similar to that of the
o™ consensus promoter (GenBank accession number Y 14687) is
located approximately 51 bp upstream of the putative ATG
start codon (Fig. 4).

DISCUSSION

Structural components of the Nagellum of R sphaeroides
have been recently characterized (3, 6, 7, 8, 19; Ballado et al.,
unpublished). However, still nothing is known about the fac-
tors that regulate the expression of the genes involved in mo-
tility. In this work, we identified several promoters responsible
for the transcription of the flagellar genes involved in the for-
mation of the basal bady, the switch, and the hook.

This work showed that fiOp is a lunctional o™ promoter.
Our results support the idea that this promoter is responsible
for the expression of fliO, fliP, fliQ, JliR, and probably fihi.
Additional studics are in progress to define whether this op-
cron includes fihB and beyond.

A sequence similar to that of the o™ consensus promoter
was identified upstream of the fliK gene. ‘The functionality of
this promoter sequence was supported by the identification
of the fliK 5'-end mRNA, the start site of which is within the
expected range for a functional o™ promoter (Fig. 3). On the
other hand, the polar cffect exerted by the mutation fliK::
TnphoA over fliM expression suggests that fliK and fliM belong
to the same operon (‘Tuhlc 1). Together, these results support
the idea that the o™ promoter located upstream of fiK is
responsible for transcribing the fiiK, fliL, fliM, and fliN genes as
a single transeriptional unit. The inclusion of the fliN genc in
this operon was previously proposed from a complementation
study ol a strain carrying the fliM:uidA-aadA mutation (7).

A third transcriptional start site defined in this work was
located upstream of flgh. A sequence similar to that of the

FLAGELLAR GENE EXPRESSION IN RHODOBACTER SPHAEROIDES 5791

o™ consensus promoter is ata proper distance from the figh
mRNA initiation site. Consequently, we suggest that this se-
quence is the functional o™ promoter responsible for the ex-
pression of the fleB, fIgC, flgD. flgl, and flel” genes. "The inter-
nal organization of this region bas been recently elucidated,
and genetic evidence supports the idea that these genes form
an aperon (Ballado et al., unpublished).

The data presented here allow us 1o propose that in R,
sphaeroides the expression of the flagellar genes, whose prod-
ucts are involved in the assembly of the basal body, the switch,
and the hook structures, is dependent on Eo™. This iy in
contrast with the situation found in both S, enterica serovar
Typhimurium and E. coli, where the flagellar genes involved in
the synthesis ol these structures are dependent on Ea™ and
the FIWD-FINC activator complex. At a glance, R. sphacroides
Magellar gene expression would appear to be similar o that
observed in Candobacter crescentus, where the genes involved in
the formation of the rod and the hook are dependent on Eg™
(22). However, several of the genes rchrlcd here as being de-
pendent on o™ are dependent on Ea ™" in C creseentus, More-
over, two Magellin genes of C.o creseentus are dependent on
Eo™ (22), whereas the regulatory region of fiC of R. sphaer-
vides shows a sequence resembling that of a o™ promoter, as
oceurs in enteric bacteria (E. coli and Salmonella). Therefore,
the flagellar genetic system of R sphaeroides seems to combine
features from these two systems.,

As mentioned before, in S, enterica serovar Typhimurium
the flagellar genes folow a hicrarchical order of expression:
therefore, the transeription of the genes placed at o low level of
the hicrarchy is dependent on the expression of the genes at a
higher level. 1n this regard, in R sphacroides \he activity of
JliOp and the expression of the flid gene, both of which were
tested as the activity of the ‘uidA reporter gene, have been
shown to be insensitive to the presence of other mutations in
flagellar genes, such as /iR, fliM, and flgl (this work and data
not shown). Therefore, we suggest that all these genes helong
to the same transcriptional class and may be assigned to class
IL Iaterestingly, genetic evidence has suggested that the motA
gene may be dependent on Ea™ (6). Therefore, motA could be
expressed simultancously with the genes encoding the struc-
tural components of the basal body and the hook. Additional
studies are required to define whether the mor genes, together
with the fli and the flg genes, can be grouped within the same
transcriptional class.

According to current knowledge of the o™ factor (17), the
existence of an activator protein must be considered. This
protein may represent the flagellar class 1in R, sphaeroides.
Although its identity remains to be elucidated, it could be
suggested that this protein would belong to the family of o™~
dependent activator proteins.

Finally, the class I genes could be transcribed by Eg®®, as
seems to be the case tor the fliC gene (Fig. 4). The reduction
in the amount of the fliC mRNA observed in the figk and /iM
strains may represent the control that class 11 genes exert over
the expression of a™*-dependent genes. This negative control
doces not seem to be absolute and allows  certain level of fliC
expression even in the absence of a functional HBB structure.
Supporting the idea that class I genes are expressed from
Ea®® promoters, we have found that fliD, which is expected to
belong to this class. also shows a o™ consensus promoter a few
base pairs upstream of the putative initiation codon (data not
shown),

In summary, our results support the idea that in R. sphaer-
vides the expression of the Qagellar genes is controlled accord-
ing to a hierarchical pattern, Class 11 genes are dependent on
Eo™, whereas class 111 genes seem to be dependent on Eo™,
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The control that class 11 genes exert aver the expression of

class 11 genes does not seem to be tight, and the molecufar
bases underlying this weak regutation are under investigation
in our hboratory.
ACKNOWLEDGMENTS
We are fndebted 1o Lawrn Vekizgquez Tor her commenis and eritient

. Ukebwe, T

1. Bacrimion.

Hughies, K. Ty K, 3 Gitleng M8 Sewman, und )
stonetural intesmedinies in bactecial Wagettar as
tive regutator, Science 26352771280,

Tyadu, sod Ko Kuvsukike, (90, PPromoter susdysis of the class
2 tageBar operons al Safinoncila. Genes Gepwt, Syst 2400 79- 183

Julleesun, R A L Muegess, aned D dhirsds, (986, $-Gilncuronidase $im
Eachetichia col usion nukes. e Natl Acad. Seis USA BES7-8431.
Rapateat, Vo, 5. A, Obion, ) C Pepesand 8, A Ninndet 1990, Yemperinure-
dependent eepwlation of Yeninin caterocofitivn cliss T Gagelay genes. Mot.

Kavlinsey, J99) Semsiog
mbly Ly export of anega-

review of the manusceipt, We thank T, Bullado for technical ussi )
We also thank Luis Scrvin-Gonzilez and . Sitva-Herzog Tor hetpful
discussions.

“This wark was supported in part by DGAPA grant IN221598 10 G.D.
and L.C,

REFERENCEN
. Aleawa, Seb 1990, Flagelar b
crabiol, 19:1-5,
Ausuliel, ¥, 0., R, E, Kingstan, 8. B, Moore, J. G, Seldonnm, §. A, Smith, snd
K. Strald (ed.), Y987, Current protocods in moleculue bivlogy. Jotu Wiley
amd Sons, New York, NY.
Bultadn, Ty A Catugs, L, Comarenn, aid G, Dreyfus, 1990, Fliegellar genes
fram Rhsdobacier sphacroides sre homologaus o gemes of the i operon of
Satmanelly sphinrinnt and W the type-111 seeretion system. Gene 170:09-
n.

m f

e
in s v

Mul. Mi-

o

-

=

. Barrtas, 1L, B4 Valdervama, and B Moset, 1999, Compilistion and smalysis
Modependent promuser sequences. Nucleie Avids Res. 2743054313,

Jo T g Donolwe, wod S, Kaplan, 1988, Constraction, chiaracte
tien, sud complementation of o Pof - mutant of Rhodohacter sphaeroides.
5. Bacterind, $T0:320-32

. Beepan, 8 1L, wod R EL Sockett 1995, Apadysis of 1he et Qagetiar mator
genwe fyom Rhodobacter sphacroides, a bactesiuny with o npidivectional, siop-
staet Gagebum, Mol Micsobiol, $7:961-90%,

. Garela, No A, Comipos, A, QOsorde, 8, Pogglo, B, Gongdlez-Pedrijo, L, Co-
nurena, and G Breyfus, WES The thgetlar switcl genes (A and fEN of
I\hmh;lm-n'l sphacroides are contained i a farge Dagetlas gene clusler,

1. Bacteriol, 180:3978-3082,

2 l'nlrn]u. B, T, Batladn, A, Cantpas, R K Sockett, L Camurenn,

P97, Steuactusad and genetic anadysis of o mutant of ffo-

oidey. WSS deticiemt in hook Jengtl comtrol. 3. Bacteriol,

>»

=

~

. Hesner, Ko, B, Brasd, sod J. Hackee, 1999, The expression of the thagebum
of Legionella prewmoplile i modolited by different environmeatal factors,
FEMS Micsohiol, Lett, 178:09-77.

. Kutsekake, K, 1994, Lxceetion of the anl

. Sowtourima, O, A, Kalb, B Kein, Claucent-Winter, 8. Rim

. Yauagihora, S.,

Mictobiol. 19: 1001 - 178,

Konkel, 1. A TURS, Rapisd and eiticient siteapevific motagenesis without
phenmypic setection. Prac. Nath, Acid. Sci. USA 82:4588-400

-signa bactor through a lgeWar
substructure couples Thagelln geoe espressioe with Qagetfar assembly in
Salmenclla cphiismman. Mal, Gen, Genet, 24015012,

. Maenab, R. ML 6, Fhageita .unl awntility, p 423195 dy 1. CL Nullh.mlL

R Curtiss $1L 00 L toageabam, £ CLCL L, KB Low, 10 Mags
Reenikofl, M. Riley, M. Schaeehier, and H B Umbarger (ed.)
colt and Sudmonela: colludar wnsd nvtecutine biclogy, 204 ed., Am
ciety Tor Micsobinlogy, Washingtm, D.C.

Merrick, M. 993 Era class of it awn—the RNA palysiersise stgisi factor
o™ (™), Mal. Micsobind. 19:m3-4000,

. Mizushinm, T, K. Kovanapl, T, Katuyauo, 'V, Miki, and K, Sckimiae, 1997,

Decrease i expressian of the master opecan of Hagellin syathesis in g
draA4n mutmn of Ewherchin cofi, Biol, Phacm, Boli, 200327011,

. Shahk, B, 8, 18, 3 P Armituge, and R 5 Sackett, (998, Rbadohicter spler

oides WS expresses a polypeptide shat is simitiar o Mot of Exchericlia codi.
3 Bactedal, 177:2039-2932,

28 Sistrom, W, 1 U6l The hineties of e synthesis af phiotapigntents in

Risdopsendonwnas sphoeraides. ). Gen. Microhio), 28:007-616,

A Danching
and 0, Bertin, 1999, Multipte control of Dagellum bivsynthes Swherichia
coliz role of NS protein and the eydic AMP.cdabolite activitor protein
complex in teaseription of e fDC sxster operon, J. Bacteriol. 181 75t0-
TS0,

Wu, S, and A, Newtan, 1997, Regulation of the Cardehaecter Sageffar gene
hieraschy; not just foe mosility. Mol Micrabiol, 24239,

Trada, Ko Ohnishic 1. Uoo, and K. Kutsekeke, 1999,
Structure wnd transeriptionad control of the Qagellar naster opetan of Saf-
monella wphivsrinm. Geoes Genet, Syst, 74103~

. Zhu, Yo N nad 8. Kaplan, 1985, Efleets of tight, oxygen, am substrites on

steidy-stite fevels of MRNA coding fos sibutose-LS"-hisphosphate cirbosy-
lase and fight-hanesting and reaction center polypeptides in Rhodo-
paeuderonny sphacrodes, 3. Bacterinl, 162:923-432,




Resultados

Organizacion transcripcional de los genes flagelares fliK, fliL, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ,

fliR, fihB.

Como fue mencionado en la introduccién, el gene fliM se encuentra en un
agrupamiento de genes ﬂagelares en el genoma. El orden de los genes en esta reglén es!

JUF, G, iH, il fid, K. i, /uM fl:N ﬂtO ﬂtQ, ﬂ:R ﬂhB(lO 28).

~‘f7il\’::d‘idA-‘ua’dA' ue delernnnado en.un ondo’ genelnuo{snlvestre y en el fondo genétlco

} /IIK‘.TII[)’H)A Cabc. muuumm, quc, u.(udlm (lb (.omplt.mt,ntamon dc. la cepa PGl

(K ::Tnplm/\)’sugleren que el transpos6n insertado en fIiK, provoca un efecto polar sobre
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los genes ubicados rio abajo (30), Por esta razén, esta mutacién combinada con las fusiones
en fliM y fliR, nos permitirfa determinar si la polaridad de esta insercion ejerce un efecto
"hegjativorksot:)ré I expresion de fliM ylo ﬂiR.

‘La cepa SPI(fliK::TnphoA fliMiuidA-aadA), y las cepas SP2 (fliR::uidA-aadA) y
SP3 (ﬂ:K"TnphoA ﬂtR uidA- aadA) fueron construidas como se indica en la seccién de
Matenal y Melodos 7

Lu actwndad de B glucuronldasa para estas tres cepas fue determinada a partir de

cultlvos cremdos heterotrof“ camente hasta fase exponencial media. Como se puede observar'

; en la T bla \'l el las cepas NGl (/hM..utdA aadA) y SP2 (fliR; utdA uadA) se detecto un; ,

: alto nivel de’ actnvndnd enznmatica Sin embargo, al colocar estas fusnones en fondo geneuco

vé quc solumentc la fuslén ﬂlR uldA aadA mantcm’a clevados

: ,ni\iéles;;'d‘;‘. {glucuromdasa (comparnr la acnvndad de SPl con la de SP3)

Cepa : ~Genotipo ;‘ u -+ actividad de B-glucuronidasa
PG2 MKTMMA 0.02£0,14
NGL ~ﬂm4uMAamM : o 98229
SPI s th ThphoAjhAruadAcumm o ,oo9+-00‘,l¢

’446i4ig>‘

1}13¢3975,7

moles de’ 4-met|lumbehterona tornnda por minuto
r mg de protefna ‘
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Dado que el efecto polar del transposén (TnphoA) sélo afectaria a los genes
pertenecientes a la misma unidad transcripcional del gene en que este insertado, los
resultados anteriores nos sugieren que ¢l gene fliM forma parte de la misma unidad

transcripcional a la cual pertenece fliK, y que fliR forma parte de una unidad independiente.
Mapeo por delecion de una regién flagelar transcripcionalmente activa.

A partir de los resultados anteriores, nos propusimos identificar la regién' que
controla la expresién del gene fIiR mediante un andlisis de delecion. Para ello, el cassette de

resistencia ‘uidA- aadA se insertd en un sitio tinico Bglll presente ¢ un fragmento EcjoRl-




glueuronidasa (Fig. 9, construccion 3). Por lo tumo. nucstros resultados sugicren que la

secuencia compwn(llda desde el sitio Sa(l nl snio Sull (l | kb), contiene un promotor

luncnoml Este fragmento mcluye parte de la reguén codiﬂcadora de JUiN, fliO, y parte de

,/hl’.

Con bl objelo de’ leslrm;,ir Ll lamano dc la reglo ! puomotora, se cloné un lragmemo

L Vl‘r:» .f, cl cus n clonados cn la om,nta nopucsla u

los promotores pi

promotor flagelar vlun‘c‘m‘mil. SR
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NiM NN QO P lQNR - N
i: Slc.l‘_}:; !, o3 E'.g ;!_ Actividad de i-glucuronidnsn

Acrobico  Anacrohico

1 - «— PPRE4IS 12.5%3.) 7.542.1
E —_— E
2 g___.b..w,_‘,,_' AAAAAA ey 92128 5.3
o B
3 ~—— . ———| < =001 001
N ry L
4 — . — 30.5812 4£198
Sc  S¢ 4
5 — I — 11£3.2 ND
i 8 Je ’
6 — — >0.01 >0.01
»
7 I — 621174 493L15
peve—

Figura 9. Actividad de B-glucuronidasa de las fusiones de ‘uidA con la regién promotora rfo arriba de
JHO. En la parte superior se muestra un mapa con algunos sitios de restriccién relevantes. Las flechas a la
derecha muestran la direccidn de la transcripeion de los promotores del plsmido, mientras que las lechas
debajo de las cajas indican la orientacién del gen widA. Las actividades especificas estdn expresadas en pmol
de producto/min/mg de proteina. Be/ll, Bg: EcoRlLE; Sucl, Ss: Sall, Sa; Sacll, Sc.

Al analizar la secuencia del fragmento de 420 pb (fragmento Sucl-Sacll) buscando

la sceuencia consenso mds estricta para los promotores dependientes de 6™, identificamos

una_ secuencia
secuencia se ubi
conservadas de

. N

ipeidn.

~transcr

~-activadora, : la ' cual ‘usualmente se une

aproximadamente 100 pb rio g

iba del promotor. En ocasiones estos promotores requicren




de la presencia de la protefna IHF (Integration Host Factor), la cual se une entre ¢l promotor
Ios sitios de unién del acuvador' s cres que el papel de [HF es el de favorecer la
curvatura del DNA en forma de lazo, con el obJeto de promover el contacto entre ¢l

activador y Eg™ umda al pxomolor,

La secuencm der DI\A de la region intercistrénica fliN-fliO, se analizd buscando

posnbles sitios de unlén de IHF, utilizando el programa seqscan el cual se encuenlra en la

slguiun(e paglna de u,d' www.bmb.psu, ulu/m\on/\\«.hmols/nmllnnl hun, La matriz

uliliznda“por este_ programa incluye 37 silios dc unidn;a IHF confirmados por datos
experimentales, Sin embnrgo. ninglin sitio p_o:siblvt’:p’zblra‘ laumdn de‘iHF fue predicho por el
prog'x"uma a pesar de que en lg base Jdc‘(:lmb‘s' :sg:inéliuwyc lifiﬁsirtio dc‘ IHF de Rhodobacter
c.-ap.s'u/ums. La aparenie nusencia de silios IHF suglelequ‘, ésta regién de DNA debe tener

una’ uuvmum inmn%cn de. hccho en cxpunnentos plclimmarcs en el labomlono se ha :

‘obquv.\do una mnglauon_anonula dc un hagm«.nto conespondlemc a lu region

mlcrcmuomca cnlw //lN y /710 Fsla mlglacnon anomala es indicativa de una curvatura

‘inujfnsccu del 1'mgmcnlo analizado.
Anilisis de las secuencias regulatorias de otras posibles unidades transcripcionales.

A partir del andlisis de delecidn y del andlisis de la secuencia presente en la regién

intercistrénica ﬂiN—ﬂiO_.Vse édn‘éidéré la hipélesis de que el promotor responsable de la

transcripcion dg Ios gcne% ﬂngelmes sea rcconocndo por el Iaclor 0 . Se decidié entonces

analizas otras rcgnpu cs ﬂagulmu (.onﬁlduadaq u)mo po%nblcs mglonw plomotoms




La primcra region analizada fue la zona intercistrdnica fIiJ-fliK. La posibilidad de
que esta reglén fuese una region promotora, proviene del hecho de que una cepa mutante
rllevando el alelo ﬂzl TnphuA, fue complementada con un fragmento EcoR1 de 5.3 kb, el
cual contiene !a reglon termiknal de flit, los genes flil, fliJ, fliK, fliL y la mitad de la region

codificadora qeﬂiM ly\Oy); Tomando en cd‘cmqque la insercion de este transposén (TnphoA)

ada en la cepa *




ausencia de los productos de los genes fliM y fliN, los cuales estdn
ausentes en este fragmento y su expresién a partir del cromosoma estd
limitada por la presencia del transposén (ndtese la reduccidn en la
actividad enzimdtica en la cepa SP1, Tabla 1),

(2) El hecho de que este fragmento de DNA haya complememado la lesnén

en fliK de la cepa P02 en ambus orientaciones _suglere que:, este

fragmento EcuRl conuene un oI motor ur _~,1pe|m1tc la

expresion de ﬂlK de I'o: ma independleme a los promotores del vec(o:.

H segundo cxpcnmuuo quu rcnhznmos_consnsno en clonar un tmgmenlo EwRI-J

Sall de 2 l\b cl cunl Ile\a la |eg|6n mlermslrém‘ca ﬂlJﬂlK delanle del gene reponelo

gene de "l‘mnmunlda transcripcional;-y: que’los. genes fliK, fliL; fliM,y 71N,”co'nlormah un -

operon,
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- El am‘;lisis de la secuencia en la regidn intercistronica fli/-fliK, también mostré la
p'resé‘ni;i‘i de:i'méfsec‘ucnéiu similar al promotor consenso 6™, aproximadamente a 16 pb rfo

7abajo dcl presunlo codon de término de fliJ.
Por otro lado, la secuencia localizada rio arriba del gene flgB (ver mapa fig. 9),

tiimbién mueslra una secuencia similar a este promotor consenso, De hecho, la evidencia

_ .. genética previamente reporiada, sugirié que en esta zona se encuentra el promotor de esta

5 = ‘u‘flidz‘\c:i trﬁnscripcional o).

: Secuencna consenso de los promotores flagelares dependientes
de 6™ en Rhodobacter sphaeroides

Se identificd la secuencia consenso reconocida por la RNA polimerasa
asociciada al factor o en las regiones:

intercistronica fliN-fliO CGGCA CGGATG TTGCAG
rio abajo de fliJ © TGGCA. CCGATC TTGCAA
en los 260 pb rio arriba de flgB TGGCA TCCTCC TTGCAA
CONSENSO ' GGCA (NS) TTGCA
2_

| _.GGCA
0'-N& G

N O

(A,

Figura 10. Logo generado a partir de las posibles regiones promotoras identiticadas.
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12
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Las :séCLi;eﬁciyns huClédtidfcas de estas regiones de DNA ﬂ;cron alineadas con ¢l

‘ objo(o d; determmar con claridad los rasgos ubsolulamente conservados emrc eStas tres

reglqncs.; Conforme a lo esperado, los dinucledtidos - GG y GC estan totalmenle
gconsc[vados. asf como la distancia entre los mismos (ﬁg.r lO).‘ Ligeras ‘vanuclones con

rcspecto a la secuencia consenso propuesta para los promotox es dcpcndientes dx.l factor o

-fueron obcervadm en las posiciones adyacentes a estos dmucleéudos Sln embargo dudo
que los rasgos mds importantes reportados para_los prbmolores c™, como son: los
dinucledtidos y la distancia entre los mismos se encuentran conservados, consideramos que

estas secuencias podrian representar promotores funcionales.

Mapeo del sitio de inicio de la transcripcién en las regiones fliN-fliO, fli]-fliK, y rio

arriba de flgB.

En caso de tmé las secuéncias propues(as como posibles promotores representasen

res Ium:l nalw d

bummo% ser capaces de ld(.ntth{ll el smo dc inicio

en verdad



contrarin a ]os ‘bi‘omolN‘es dcyl vector, A pesar del bajo nimere de copias de este vector, un

incremento en 1a cantidad de los transcritos especificos, quizf del orden de dos o tres veces,
“podria ser esperado,

V’EI'RNA se alined con ¢l oligonucledtido. marcado, y.la reaccién se llevé a cabo

' k-utilizah‘(lo transcriptasa reversa (AMV), El producto de 1a reaccidn se corri6 en un gel de

i ucrll

amn(la al 5%, y una reaccién de secuencia l‘ . incluida en el gel-para- usarla-como

refc.u.nciu d(. los tamaiios de los cDNAs.

n.msmpuon se encuentra dentro del rango reportado para diversos pre s funcionales

’o"(ll)
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Estos resultados nos llevan a concluir que cada una de estas regiones flagelares

. . . S
contienen un promotor funcional reconocido por el factor ¢ 1,

o SluB Sk
g - R ;
'i’..‘ -~ .. - . < --_:2 ! ' -
- - - .
CGAT  chrpl CGAT chrpl CGAT chlpl

sobre exposicion

ﬂ".‘— E..‘_
- ‘

®
flio CGGCACGGATGTTGCAGCGGAGGGGG
figB TGGCATCCTCCTTGCAAGTCCCGGTCCAG

-2 - 12

Sk TGGCACCGATCTTGCAA
- 24 R LY ]

e
CCGCGCGGGG.

Figura 1 1. Extensi6n de cebador para identificar el inicio de la tmnséripcién de los promotores fliOp,
MNyBp, fliKp (cepa silvestre, chr; cepa tranformada, pl).

La expresién del promotor flagelar fliOp es independiente de las condiciones de

- crecimiento.

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

flagelares se ve afectada por las condiciones ambientales.

-H



"En ¢l caso de R, sphaeroides las scﬁaies que controlan la expresion de estos genes
' 'prgivdr'fajpr c“'s_tur asociadas con el ciclo celular, y por lo tanto, ser independientes del medio
siblenie, |

Con-.cl . objeto de 'ekxplorur si la cxpresion del promotor fliOp, se encuentra

inﬂljcnciada por las condiciones ambientales, se determihd la cantidad de PB-glucuronidasa

producida por la fusién ﬂlOp mdA cuando Ias célulus (ueron crecidas helerotroﬁcameme,

o cuhndo las células sonAcreCIdm huerouollcamenle o Iolohetelolréhcamente (32) Por lo
- t:intdsc podria hlpou.nznr quc en R vphummdec lﬂ qmtcsxs dc las protcfnas ﬂagelalus y de

IOs'componentes‘,del s_lsten_m qunmotacnco podrm encontrarse disociada (al menos en

+ algunas condiciones de crecimiento).
La expresién de los genes flagelares en R. sphaeroides sigue un patrén jerarquico
Como fue mencionado en la introduccion, en E. coli y Salmonella, el punto

de control mejor caracterizado durante la sintesis del flagelo, es aquél que se encuentra

regulado por FIgM (ver fig. 4).
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esu, upo d» comrol podm s«.r obsewado en R,
,splmeum/e.s', decudimos m\csugar si la exprestén del gene de la ﬂagelma (fliC), requeua de

la plesencm de lu esuucturra conouda como gancho- cuelpo basal (HBB), a través de Ia cual '

“se exporlarm eﬂlxpresun:lo factor anti- ™ (FigM) para permitir la expresién de los genes

ﬂageldres de clase 111,

La expresmn clerla ﬂagelma fue evaluada mediante Norther blot, ullllzando RNA :

total de lns cepns.WSS (snlvcstrc), NGl (/lrM::tua’A-aadA), y LCI (ILE aadA) Los

unmcnlos de ﬂlC qc delec(mon clammeme en el RNA provemenle de las lres‘cepas

ulili/adm (hg I2) Sm unbargo las cepas mulanles nmestrnn una reduccnon en lu canudad

de munm]cro al compamrlo con lu cepa-silvestre, Esta rcduccton puedc dcberec a una

ruluccnén en Ia camidad (le mRNA sintetizado, o qui/a a una reducclon en su es(abnlldnd A

- pesar d(, cllo. u cl‘uo qw. paru quc, se prxw. cl guu, //1() ul mcnos a mvc.lc.s b{l_]OS, no se

lL(]lllLlL d(. lu tornwcxon dc uni estructura gancho-cuerpo busal funcnonal

it

1 2 3

Figura l" Norlhnrn blot usando como sonda el gene de Hagelina hibridado contra RNA total de las
cepas WSS 1. N(‘l 2,yLCL 3.
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Recientemente en d laboralorno se obtyvo la sgcuencnu de Ja regidn regulatoria dul
gene f1iC, dicha secuencia no mueslra mnguna snmlluud con la secuencia consenso de los
promotores dependientes de o™, Sln embargq, una secuencm similar al promotor consenso
o™ fue identificada a 51 pb rfo arriba del’cbddn de inicio de flagelina (89), Por lo tanto, se
llevé a cabo un expernnenlo de exlenslén del cebador (prlmer ex(ensnon), uullzando un
oligonucledtido complementuno a la regl(’)n ‘S' lermmul del gene ﬂlC Como se puede

observar en la figura I’& el m1c1o dcl mRNA dc'ﬂlC sc, ubica a 42 nt l(o amba del codon dc

inicio, y 8 nt rfo abajo del presunlo promolo sngma-"S Ambas dlslancms son consislenles

con lm dlqmncme mportadas pmn olros p omotorcs o ‘ uncnollnlcs (39).

-

= .

—_> o : -
=

- E-

fliC TAGC

Jic TAAAAGTTTCTCCGGCCGGCCGTTGAAGGGGACA& ‘

Figura 13, Tixtension de eebador para identiticar el inicio de Ta transcripeién del promotor de fIiC,

a7




En resumen, nuestros resultados apoyan la idea de que los genes flagelares en R,
sphaeroides se expresan utilizando diferentes factores sigma, esto es, los promotores de los
genes que codifican para las proteinas del gancho, del cuerpo basal, y del aparato de
exportacién son reconocidos por el factor 6™, mientras que €l promolor del gene de la

flagelina parcee ser dependiente del factor o™,
Discusién

A la fecha, kalgunos componenlf:s » del . ﬂxigel,o:i!‘dek R Sphaemide.v han sido
'cm‘uc(cr_i,zil’(los. Sin embargo, no existe in l'or‘niu’cviéﬁ‘ nllwpwto de los factores involucrados
en la éXpre}Siél"l de estos genes. En este lra\lhb‘aj’(:)‘, seldenlihcaron tres diferentes promotores
flagelares, ylos‘ cuales son dcpcndicntcé del ft’\‘crl'br '65" y estdn involucrados en la expresion
de las proteinas que forman parte del cqcfbib bv_u'sal;v‘dc‘l gancho, del aparato de exportacion y

“del interruptor ﬂugeylm’., : s 7 Lo

Asimismo, nuestros result ieren que: la expresion del gene de la flagelina es-

_dependiente de un promotor.G



De forma adicional, los experimentos realizados en el laboratorio, demostraron que
él cambio de uﬁa sola base en los dinucleotidos GG o GC del promotor f1iOp, abatian
éo:ﬁplelamenle la cupacidad lrdnscﬁbcibnal del mismo, Por lo tanto, consideramos que
existe una fuerte evidencia cxpcrimcntal que permite concluir que f1iOp es un promotor

dcpcndlcntc clt.l fuctou o™

Por olro lado una secuenci'l simllar a es(e promo(or fue |denullcada rfo abnjo del

gene flid, Una |jeg|‘oh dc. DNA conlcmcndo esta’ secuencia fue capaz de pnomovu la

“expresién de un gene rcporlero.‘ Ademﬁs, se identificé el inicio del mRNA de /11K al7 pb ‘.

“rfo abajo_de esta secuencia; l:slos resullados apoyan la ldea de que ﬂzKp es un plomolor ‘

Ifil‘hpiohal,' el cual también es dcpcndlcnlu del lacton bqle pnomolor serfa wsponsable de

la ékp Sié de | /IlM v /IIN lal y como. lo sugleu,n qu esludlos de

' complumnlncmn (lc a cepa NGl (10), y el esludlo de ln uxpresnon del geneﬂ'M, mostrado
en Iu Tnbl.\ I
Idenullcnmoq un lercer plomolm dependlhme de este mismo lacton mgma, el cual se

‘ubica n’o arriba dcﬂ‘qB‘ La cwdcncm quc'upoyn la functonahdad de eslc promolor provxenc

de un cstudio de c.omplt.rm.nmuon l(, unu cupa mumntc cn jlg “la cual pudo St.r
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Finalmente, fuimos capaces de identificar el inicio de la transcripcidn del gene fIiC
(flagelina), el cual se ubico a 8 pb rio abajo de una secuencia similar al promotor consenso
reconocido por el factor 6™, Este resultado, aunado al hecho de que no se encontrd en esta

regién ninguna secuencia similar al promotor consenso para o™, nos lleva a sugerir que el

 promotor del gene fIiC puede ser reconocido por el factor 0™,




los genes ubicados en un nivel bajo de la jerarquin, es dependiente de la expresidn de lds
genes pertenccientes a la jerarqufa superior, En este sentido, en &, sphaeroides, la ‘dcti\‘/:idad’
del promotor f1iOp, asf como la expresién de fliM, ambas probadas como la actividad del
gene reportero ‘uidA, es insensible a’ la 'preseticin de mutacioncs en fliR, fliK (Tabla 1) y a

la ausencia de ﬂlM y ﬂlN Por lo wnto, estos resultados sugieren que todos eslos genes

podrian perlenecer a la ‘misma entro de una. presunta jerarqufa lranscnpcnonal la

cual tentativumé‘ntjei hemos asig

Jerarqula regulatorla ﬂagelar en R sphaerozdes

Clase ] Clase Il Clase lll
(Genes tempranos)  (Genes intermedios) (Genes,tardios)

Scﬁalcsy 3
(All]blC)l‘lalqs 0 Intermas) RpoN (o§4) Ensanmblaje del
o cuerpo basal-gancho
B R NiOPQRANKB @.’&T&
S NIKLMN /i
Reguladores _t ,Aﬁgﬁ,“s‘j"———-»r gBCDEF fliC rpoN3
- globales i AeGHUKL — & & | fiD
i {motAB)
(fIhA orf 1TiA) FhA(fm)
(act1iFGH!))

Figura 14, Esqu:mnlde la pqsible‘orgnnizn‘cién regulatorin de los genes tlagelares en R, sphaeroides. )




ha sido identificado, puede ser asumido que esta protefna mostrarti Ios rasgos caracteristicos

de las proteinas que conforman la familia de activadores de 0“ Entre las caracteristicas de

dominio de unién al DNA y un dominio de actl\'aclén. e

Por otro lado, a pamr de evudencm genética, se sugmé que el gene motA podrux ser’

i expresudo a’ pumr de un promotor o Por lo tanto molAv podlfa expresarse~

, snnultaneumente con los genes que codlﬁcan pum los componentes estructumles del flagelo

(gancho cuerpo basal) Sera muy mteresante delerminar sn el gene motA, el cual en E. coli

per(enece a 1'1 clase lll es expresado de torma tempranu, esto es, Junto con los genes flg, y

TS resultados sugieren que ln expresic’m de los genes de clase lll,

enR, splmeundev es dependnente dcl factor 02 tul y como rece ser el caso de fliC,

Ev1denciu recnente obtumda cn el lnbomtono, permmo lu ldentlhcaclon del gene

‘ ﬂlD el cual codlﬁca para Ia proleina que ‘se_ ubica en’ la’punta del: ﬁlamenlo La reglon

regulmom de wu, gcne. mostro unz\ secuencia similar al promotor 02 Este xesultado apoya

ln 1dcn d(. quc en estc orgnnmno. exlsten varios genes que al 1gual que en E coli conforman

: a clyn "'lll‘ ln cunl serfa'dependiente del factor o

esta_reduccion, . nosotros creemos- que: éste




representaria ¢l control que los genes de clase 11 ejercen sobre la expresién de los genes de
la clase 11, o

Es necesario lﬁer{ciohzii' qtle este control negativo no parece ser absoluto, y por lo
tanto permite un cierto nivel de la expresién de fIiC atn en ausencia del cuerpo basal y del
gancho, Se requiere una profunda investigacién para elucidar la explicacién de este
resultado, Derhebcrhro. a la ercha no e*isle evidencia de la existencia del géﬁe flgM (antisigma
del factor o’ ) en R s‘phaemldev, que nos permita asumir que el control negativo que

observumos esta medmdo por esle mecamsmo. Sm embargo, rec;enteme 'le fue reportado el. :




podrian ser expresadas dependiendo de las condiciones de crccimiento. Sin cmburgo. Ja~

estruclura ﬂugelar en esla bacleria es un rasgo caracterfstico dc la especue, eSto es, un solo

ﬂagelo dc localizacién subpolar, este hecho permite suponer que la sfmesus de este dnico

flagelo, no cambiarfa dependiendo del medio ambiente, En lugar de gllg, pgede pensm'sc
que las sefiales que encienden y apagan su’expresiéh, podrian 'es_tur asociadt{s cdn el :ciclo
celular de la bacteria. Sin embargb, ala féclla no exis;e ningun ;asrt'ua'i'o que bérlﬁild 'z'ipoyar
la validez de este supuesto. Conviene hacer notar que nos fet’c;:ri‘mos fundalxwelltglll1ente al
nivel de expresion de los genes flagelares que confornian el gancho y el'cuerpo basal. . Ya
que no hay nmgunu razon para no pensar que algunos laclores amblen(ales afecten el nivel
de ﬂagulmd, lo cual se lraduurf'l en ﬂngclos mds lm gos o conlos dt.pendu.ndo del medlo

qm, la bauum luvie% que enlu.nlzu. :

Conclusiones

En cSlc lmbajo'inici‘umoq la- caracterizacidn del sistema gendtico flagelar en R,

regulatoria Nagelar en R, sphaeroides. .~

S



La dependencia del faclor & para la expresion de un gmpo de protefnas ﬂagelures
indica rla existencia de al menos una proteina activadora de la transcripeidn pertenecicnte a
ld t‘ainilricri de las protefnas activadoras de 6™ (Enhancer Binding Proteins) que constituiria
la clase Ten esta bacteria, R

— Perspectivas -

El reconocimiento de que la cxprcsién d(. al menos un grupo de gencs ﬂagelares en

R. sphaeroides dcpc.ndc. del factor 0'4 huce nccesaﬂa la ndcntuﬁcacxén y camctunzacnon de

molt.cul.n qm. per mlu. wla ]c ylujzz__qi(’)h,;
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