EL FACTOR ?F REGULA NEGATIVAMENTE LA LOCOMOCION EN Azotobacter vinelandii.
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Introduccion A. vinelandii es una bacteria Gram-negativa del
suelo, fija nitrégeno, en su ciclo de vida presenta una fase
vegetativa y otra en forma de quiste, esta Ultima resiste a la
desecaciéon. Las células vegetativas presentan flagelos
peritricos los cuales se pierden a entrar en enquistamiento.
En la generacién de los quistes la bacteria utiliza alginato y
poli-?-hidroxibutirato (PHB), estos polimeros son de interés
industrial. En nuestro laboratorio se estudia la regulacién
genética de la produccion de estos polimeros y del
enqguistamiento en A. vinelandii. En nuestros estudios se ha
determinado que los genes algU, mucA codifican para
proteinas que estan regulando la sintesis de alginato y €l

y MucA es un antisigma, €l cual regula negativamente a ?E
(1). Observaciones preliminares en e microscopio 6ptico
indican que estas proteinas también estan regulando la
locomocion de A. vinelandii. En el presente trabajo se ha
comenzado a estudiar como se dalarepresién del movimiento

por parte de ?F en esta bacteria, también se estudiara la
actividad de este sigma la fase vegetativa y a inducirse el
enquistamiento en esta bacteria.

Metodologia Varias bacterias presentan locomocién
mediante flagelos (A. vinelandii tiene flagelos peritricos), €
cua se conoce como “swimming” y “swarming’. En la
determinacion de “swimming” y “swarming” se utilizaron las
cepas. 1) silvestre, 2) algU’, 3) mucA'. y se emplearon medios
de fase vegetativa (BS, CM, PY) y de induccion 4
enquistamiento  (Burk-Butanol). Se realizo microscopia
electronica de las cepas utilizadas en los ensayos de

movimiento. Para determinar e efecto de ?F en lalocomocion
de la bacteria, se uso la secuencia del genoma de A.
vinelandii para buscar y elegir genes homdlogos
involucrados en la biogénesis y funcionamiento del flagelo,
para posteriormente analizarlos mediante RT-PCR o fusiones
transcripcionales, cual gen se esta afectando su expresion. El
gen que sea afectado su expresion, se averiguarasi se afecta

directa o indirectamente por parte de ?F. Para andizar la

actividad del factor ?F en lafase vegetativa y a inducir €l
enquistamiento se realizara una fusion trancripciona en €l
gen algC::gusA, algC es un gen estructural de la sintesis de

alginato que tiene un promotor dependiente de ? E

Resultados y discusion. En  nuestros resultados
determinamos que el “swarming” no se detecto en ninguno
de los medios. Mientras que el “swimming” se presento en
los medios BS, CM y Burk-butanol con 0.3% de agar: La
ausencia de “swimming” en el medio PY posiblemente sea

porque es un medio rico y las células no necesitan
desplazarse para conseguir sus nutrimentos, aunque también
puede ser que algin componente del medio inhiba este
proceso. En los medios donde se presento “swimming” se
observo que, la mutante algU tiene mayor locomocion que la
cepa silvestre, mientras que la mutante mucA no presento
“swimming”. En el medio de induccién al enquistamiento, se
observo que la cepa SMU88 sigue presentando “swimming”
(menor gque en crecimiento vegetativo), mientras que la cepa
silvestre lo pierde en este medio, en cuanto a la mutante
mMuCA se observo que también carecié de movimiento en este
medio. Las cepas que se utilizaron en la determinacion de
“swimming” se les realiz6 microscopia electronica en estado
vegetativo (medio BS), en nuestros resultados observamos
gue: La cepa silvestre presenta flagel os, la mutante mucA (la
cual no presento “swimming”) carece de ellos, mientras que
la mutante en algU presenta mas flagelos que la silvestre.
Nuestros datos sugieren que ?° esta regulando
negativamente la biogénesis del flagelo y en consecuencia
esta reprimiendo la locomocion mediada por flagelo en A.
vinelandii. Actualmente se esta trabajando en la microscopia
electrénica de las células en e medio de induccién del
enquistamiento. En el estudio del mecanismo de la represion
del movimiento por ?F, se esta generando un programa
computacional, para buscar secuencias consenso que
reconoce este sigma en las regiones de regulacion de los
genes involucrados en la generacién y funcionamiento del
flagelo.

Conclusiones. Los resultados que tenemos hasta ahora, nos
permite decir que: 1) la locomocion en A. vinelandii es
realizado por flagelos, donde presenta “swimming” y €
“swarming” esta ausente en las condiciones que probamos.

2) € factor 2E regula negativamente el movimiento de la
bacteria, mediante larepresion de la biogénesis del flagelo.
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