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RESUMEN

Una coleccion de 44 reguladores transcripcionales de promotores sigma70 fue
analizada en términos de secuencias de aminodcidos, propiedades regulatorias, sitios de
pegado al DNA y posicién del dominio que se pega al DNA (Amino (N-) o Carboxilo (C)-
terminal). Se obtuvieron un total de 14 familias de proteinas reguladoras, a partir de la
comparacion de secuencias de aminodcidos, algunas de estas familias ya han sido
establecidas previamente, Se propone un total de 4 nuevas familias con base en criterios
de similaridad de secuencias, asi como de algunas propiedades asociadas para cada uno
de los grupos. Las protefnas fueron reagrupadas en términos de sus actividades
regulatorias, observandose familias muy estables funcionalmente hablando, tales como
la familia GalR/Lacl y LysR. Se proponen algunas hipétesis acerca del probable origen de
la actividad regulatoria positiva y negativa de dichas proteinas. Se describen ademas dos
posibles relaciones entre actividad regulatoria y posicion del dominio de pegado al DNA
dentro de la proteina, y actividad regulatoria en relacion al tipo de simetria de la

secuencia de DNA del operador.



ABSTRACT

We have analyzed a collection of 44 regulatory proteins of sigma70 promoters in
E. coli in terms of amino acid sequences, regulatory properties, DNA binding
domains (Amino or carboxy! terminal) and DNA binding sites. We have obtained
14 families of regulatory proteins by amino acid sequence comparisons, of which
some families already have been reported. We are proposing 4 new families, The
regulatory proteins were grouped by regulatory activities. Very stable families such
as GalR/Lacl and LysR were observed. We propose some evolutive hypotheses
about the probable origin of regulatory activity: repression and activation, We-
described relations between DNA binding sites versus regulatory activity and the
position of DNA binding domain versus regulatory activity,
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L INTRODUCCION

La necesidad de tener una visién global acerca de los fendmenos bioldgicos, ha
originado que hoy en dia se lleven a cabo grandes esfuerzos en biologia molecular,
principalmente en proyectos de secuenciacién del genoma de Escherichia coli,
previéndose que aproximadamente en un lapso de dos afios pueda completarse dicha
secuenciacion, El sistema de E.coli, no es el tnico estudiado desde la perspectiva de
secuenciacién de genomas, ya que hay otros organismos en los que se trabaja bajo la
misma pauta, tal es el caso de Coenorhabditis elegans, Saccharomyces cereviseae y
Homo sapiens sapiens (humano) entre otros.

Estos proyectos originan cada dfa una mayor cantidad de informacién biolégica, que se
acumula a la informacién disponible, producto de trabajos realizados por tratar de
entender la fisiologia de los organismos en diferentes condiciones de estudio,

Vemos que cada vez se hace mis evidente la necesidad de englobar, clasificar y
correlacionar los resultados que por décadas se han venido generando, sobre todo en un
campo que puede proporcionar las pistas necesarias para poder conocer los principios
generales de la organizacién molecular: La regulacion de la expresion génica,

Bajo esta perspectiva hemos decidido estudiar las propiedades de una coleccién de
protefnas reguladoras de promotores sigma70 de E. coli, pur io cual es importante y a la
vez necesario dar una introduccién sobre el mecanismo de la regulacién de la expresién

génica y de sus componentes principales, entre los que debemos destacar las proteinas
reguladoras.
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1.1 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

Niveles de Organizacién y Regulacién Génica.

Con la elucidacién de las bases moleculares, las biomoléculas han incrementado su
papel en estudios taxondmicos, p.e. @@ DNA, RNA y las proteinas proveen un amplio
conjunto de datos acerca de las diferencias o semejanzas en la estructura genética de las
poblaciones, estimdndose muchas de las veces relaciones entre taxa. Estos estudios
moleculares han generado la realizacion de grandes bases de datos que proveen una
herramienta “comparativa”, que puede proporcionarnos algunas pistas en la
organizacion molecular.

Uno de los varios sistemas que han proporcionado gran informacién a nivel
regulacion génica es Escherichia coli, debido a su gran plasticidad de respuesta ante los
diversos cambios ambientales por el uso “selectivo” de sus genes, E.coli presenta de 3000
a 4000 genes, usando aproximadamente la mitad de ellos en condiciones normales, el
resto se utiliza en condiciones de estress (Neidhardt, F. et al, 1990). Toda esta flexibilidad
en la expresion de los genes en diferentes circunstancias refleja la importancia de los

mecanismos de regulacién génica como uno de los temas centrales de investigacién en
biologia molecular.

Asi mismo, debemos mencionar los mecanismos de regulacién integral en
procariontes que son importantes para el metabolismo bacteriano, para su plasticidad de
respuesta ante los estimulos ambientales y asi lograr una mayor adaptacién al medio.
(Hoopes y MacClure, 1987):

Regulacién Global: Incluye la regulacion en respuesta a diversas fuentes nutritivas,
tales como: N, C, Oz o P, respuesta al choque térmico, dafio y reparacion al DNA. Dicha

regulacion se lleva a cabo por proteinas reguladoras, tales como: CRP, Fnr y LexA entre
otras,
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Regulacién especifica: Donde los metabolitos o catabolitos regulan la expresién de
genes involucrados en su propia sintesis o degradacion. Algunas proteinas involucradas
en este tipo de regulacién son AraC, MalT y Lacl, entre otras.

Regulacién temporal: Regulacion para replicacién y/o ciclo celular .

Es necesario que los mecanismos de regulacién involucren genes organizados en
diferentes sistemas, de manera que puedan funcionar integra y/o adecuadamente ante
los estimulos ambientales. De esta forma los sistemas de organizacién de los genes
conocidos podemos clasificarlos con base en su asociacién y/o respuesta, de la siguiente
manera:

Operén: Conjunto de genes estructurales, promotor y operador que son regulados por
una sola proteina reguladora, que se encuentran adyacentes unos con otros y que son
transcritos en una cadena de RNAm paolicistrénico. Figura 1.

Regulén: Red de operones o genes individuales controlados por una sola proteina
reguladora (que reconoce una secuencia particular comn a las regiones de los operones
o genes) y su ligando efector. Por ejemplo el regulén pho (para la toma de fosforo)
(Neidhart, F. C. et al, 1987). Figura 2
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OPERON LACTOSA

Lacl-lac

@& SPP: ANApol
@ amp P
Represor

mondémero
-0 Lacl

>

Lsctoaa

Represor
Tetrdmero

P: PROMOTOR

0: OPERADOR

I: Sitio de Pegado de la proteina activadora
CRP-cAMP: PROTEINA REGULADORA
RNApol: HOLOENZIMA (RNApol-s70)
Genes del Operén: lacZ, lacY y lacA.
Inductor del Operén: Lactosa

Lacl-lac: Complejo represor-metabolito que
se separa del DNA

Fig.1. El oper6n lac en E. coli, consiste de 3 genes adyacentes (lacZYA) y un gene
regulador, lacl. El operdn responde a la presencia de lactosa como inductor y es
reprimido con el pegado de Lacl en posiciones -80 y +1 aproximadamente, con respecto
al inicio de la transcripcion (+1). El sistema es dependiente ademds del sistema de
cAMP-CRP, durante la represion catabdlica. Modificado de Lehninger, A. L., 1975,
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Fig 2. Mapa genético de E. coli, en que se muestran los genes que integran el regulon
fosfato, para la toma de fésforo. El reguldn consiste de por lo menos 20 genes arreglados
en 4 operones y que son regulados por la proteina PhoB. Los genes envZ, his, ilv, malB,
oriC, proC, recA, rpsl, thr, trp y trpR se ponen como referencia.(Wanner, B. L, 1987)

Modulén: Red de operones, en el cual cada operén miembro puede ser regulado
individualmente por una proteina reguladora, pero ademas estin regulados
conjuntamente por una proteina comun. Por ejemplo: el moduléon CRP que regula los
operones gal, lac y deo, entre otros. (Neidhart, F. C. ¢t al. 1987)

El control de la actividad de los genes bacterianos (asociados en operones, regulones o
modulones) es usualmente ejercida a nivel transcripcional (Neidhardt, F. et al. 1990).
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Proteinas Reguladoras y Dominios de Pegado al DNA.

Las proteinas que regulan la transcripcion reconocen sitios -especificos dentro del DNA
por medio de pequeiios dominios. En algunos casos, estos dominios como por ejemplo
el dominio de pegado al DNA, pueden ser intercambiados entre protefnas, mostrando
que pueden comportarse como unidades de plegamiento independientes (Harrison, 8. C.
1991),

Un dominio es la unidad funcional de la estructura terciaria de las proteinas, y se
define como una cadena polipeptidica que puede plegarse independientemente en una
estructura terciaria estable, Los dominios son unidades funcionales; asi los diversos
dominios de una protefna estdn asociados también a diferentes funciones. (Branden, C. y
J. Tooze, 1991),

Las proteinas pueden comprender desde un sélo dominio hasta una amplia variedad
de los mismos (Branden, C. y J. Tooze, 1991). Los dominios de pegado al DNA revelan
una variedad de disefios; pueden plegarse y presentarse como protuberancias en la
superficie molecular o bien como estructuras flexibles que se extienden a traves de la
proteina para contactar con las bases del DNA. Estos contactos ocurren en el surco mayor
del DNA e incluyen puentes de hidrogeno, mediados directamente por moléculas de
agua, asf como por interacciones de Van der Waals. (Harrison, S. C., 1991)

La mayoria de las proteinas reguladoras que pertenecen a la coleccién analizada
presentan una estructura denominada Hélice-Vuelta-Hélice o HTH, que estd definida

por un segmento de 20 residuos de aminodcidos, con dos a-hélices que forman un
dngulo de 120 grados.

La segunda hélice se denomina de reconocimiento, ya que contacta con bases muy
especificas de la region del surco mayor del DNA, as{ mismo en experimentos
mutacionales se ha observado la importancia de dicha hélice. (Harrison, S. C. y A. K.
Aggarwal, 1990). Figura 3.

Se ha sugerido que las estructuras HTH de las diferentes protefnas reguladoras en las
16



ESTRUCTURA HELICE-VUELTA-
HELICE

Pares de Bases

sam 1]

FIG. 3 Estructura de pegado al DNA, hélice-vuelta-hélice. La hélice N-
terminal o hélice 1 contacta con los grupos fosfato del DNA, mientras que
la hélice 2 contacta con bases especificas del surco mayor del DNA.
Esquema tomado de Adhya, S. y S. Garges, 1990.
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cuales estd presente, han derivado de un precursor comin y que la capacidad de pegarse
al DNA en operadores especificos ha sido adquirida por reemplazamientos de
aminodcidos dentro del la estructura del HTH. (Harrison S, C. y A. K. Aggarwal, 1990)

En otros casos se ha detectado la presencia de una estructura de hoja B-plegada
antiparalela, que se constituye de 4 a-hélices, como en Met] y ArcA o Dye,

Proteinas Activadoras.

Las proteinas reguladoras pueden ser activadoras del inicio de la transcripcién,
incrementando la afinidad de la holoenzima por el promotor a nivel de *formacién del
complejo cerrado, incrementando la tasa de formacién del complejo abierto del
promotor o bien aumentando la velocidad con que la holoenzima abandona el
promotor (antes o después de la liberacion del factor sigma de la holoenzima, para la
elongacién de la cadena de RNAm), (Von Hippel, P. H. et al. 1992). En general, las
proteinas activadoras responden a concentraciones de metabolitos, sustratos, cofactores y
segundos mensajeros (Von Hippel, P. H. ¢t al. 1992), por ejemplo CRP responde al nivel
de cAMP intracelular.

Proteinas Represoras

Los represores estin sujetos a controles similaresa los de los reguladores positivos y
pueden operar en varios niveles de la funcion del promotor con respecto a su asociacion
con la RNApol; ya sea bloqueando totalmente un promotor, previniendo el pegado de la
RNA polimerasa y evitando la formacion del *complejo cerrado o bien evitando la
isomerizacién del complejo cerrado a complejo abierto (Von Hippel, P. H. et al. 1992).

* Para mayores detalles de los complejos de isomerizacién DNA-Holoenzima ver la seccién 1.3,
L4 ylafigura$s.
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1.2 OPERADORES

Un operador puede definirse con base en la funcién que desempefia, esto es, es una
secuencia de DNA que es reconocida por una protefna reguladora a la cual se asocia para
formar un complejo nucleoproteico y que puede interferir con el inicio de transcripeion,
ya sea para activar o bien para reprimir.

La estructura interna de la secuencia del operador es una caracteristica muy
importante, ya que puede presentarse en la forma de repeticién directa, repeticién
invertida o con asimetria. Estas diferentes formas de secuencias de los operadores, son
importantes para la actividad regulatoria asociada (como se verd en resultados y
discusién) , asf como la posicién en que se hallan ubicados dentro del DNA con relacién
al inicio de la transcripcién.

En relacién a la posicién que ocupan los sitios regulatorios u operadores y que afectan
el inicio de la transcripcién, podemos distinguir dos tipos de localizacion, definidos con
base al promotor lac. y la proteina reguladora CRP. Los sitios proximales estdn definidos
como aquellos que estdn entre el sitio de pegado corriente arriba para CRP (-65) y el sitio
de pegado corriente abajo de la RNApol (+20). Esto significa que el rango va de -65 a +20,
con respecto al inicio de la transcripcion. Aquellos sitios que no tocan este rango de
posiciones, se consideran como sitios remotos. La definicién se basa en que
aproximadamente dentro de este rango de posiciones CRP puede contactar la RNApot
para ayudar a la transcripeion del operdn lac (Collado-Vides, J. et al. 1991).

Sitios de Pegado de las proteinas reguladoras en el DNA.

En un estudio realizado por Collado-Vides, ]. y J. D. Gralla (en prensa), se analiz6 una
coleccién de promotores sigma70, en conjunto con proteinas reguladoras, observindose
zonas de exclusion o permitidas para que se de la activacién o la represion en base a los
sitios de pegado de las protefnas en base al +1 o inicio de la transcripcion. La figura 4
muestra que los activadores se pegan predominantemente a posiciones entre -80 y -30,
aunque dentro de estas 50 pares de bases no hay una fuerte predominancia hacia
posiciones determinadas.
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Para el caso de las proteinas represoras, que necesitan bloquear el inicio de la
transcripcion, como se indicé anteriormente, no se observa una alta preferencia hacia
una posicion de pegado en particular (va del rango de -80 a +50), Lo interesante es que la
zona de pegado de los represores coinciden con el sitio de pegado de la RNApol. La
flexibilidad en la localizacién de sitios de pegado para las proteinas represoras puede
reflejar la capacidad de interferencia con la mayoria de los sitios de pegado para la
RNApol. Figura 4.

"
SV wena 514105 rEprESOTEs
L -
60 ," \ sitios activadores
s 1
b .
-4
-
g 40 ~
:
<
3 20
0

-80 -60 40 20 +1 +20 +40
Pares de Bases Contactadas por las Proteinas Reguladoras de
Promotores Sigma70 de E .coli.

Figura 4. Distribucién de los sitios de pegado al DNA de las proteinas
reguladoras de promotores sigma70 de Escherichia coli. Gréfica tomada
de Collado-Vides, ] y Gralla, ., en prensa.
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1. 3. PROMOTORES Sigma70

Por definicién, los promotores son secuencias de DNA que son reconocidos por la

RNApolimerasa (RNApol)-a79, para que se de el inicio de la transcripcién con la
respectiva sintesis de un RNAm policistrénico.

La secuencia de DNA de un promotor refleja la capacidad de actuar como un sitio de
reconocimiento especifico para una protefna y su subsecuente manipulacién enzimdtica,
resultando en la separacion de la doble cadena de DNA. Ei reconocimiento diferencial de
los promotores es determinado por el factor sigma (sigma70 en este estudio) siendo la
base principal para la separacion de las secuencias de los promotores en clases. Ver tabla
1. La clase mds abundante de promotores son los reconocidos por la RNApol-sigma70,
existiendo ademds otras clases de promotores reconocidos por otros factores sigma como
se muestra en la tablal.

_Sigma Organismo region -35 region -10
70 E. coli TTGACA TATAAT
32 E. coli TCTC-CCCTTGAA |CCCCAT-TA
A B. subtilis TTGACA TATAAT
B B. subtilis AGGTTTAA GGGTAT
D B. subtilis CTAAA CCGATAT
E B. subtilis ATATT ATACA
G B. subtilis TGAATA CATACTA
K B. subtilis AC CATA--T
H B. subtilis CAGGA GAATT--T

gp28 fago SPOI1 AGGAGA TTT-TTT
gps5 Fago T4 Ninguna TATAAATA
Sigma Organismo regidn -24 region -12
54 E. coli, K. pneumoniae CTGGA-A TTGCA
Risizobium sp., S. typhimuriun

Tabla 1. Secuencias consenso de promotores reconocidos por la RNA
polimerasa conteniendo varios factores sigma (Gross, C. A., M. Lonetto
y R. Losick. 1992).
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Los promotores sigma70 tienen una estructira que consiste en una secuencia consenso
hexanucleotidica o caja de Pribnow (TATAAT) centrada aproximadamente 10 pares de
bases antes del inicio de la transcripcién (caja -10). Una segunda secuencia
hexanucleotidica (TTGACA), centrada aproximadamente 35 pares de bases (pb) corriente
arriba (o upstream) con respecto al inicio de la transcripcién. Ademds de 2 secuencias
espaciadoras entre el -10 y el inicio de transcripcion (+1) con una longitud
relativamente variable y que va de 5 a 9 pb, y otra secuencia espaciadora entre el <10 y el
-35 que varia un rango de 16 a 18 pb. La secuencia en la region intermedia entre cada caja
puede no tener relevancia, pero la distancia puede ser muy importante para mantener
los dos sitios con la separacion apropiada para la disposicién espacial de la RNApol.

Se sugiere que la funcién de la secuencia -35 es suministrar la sefial para el
reconocimiento por la RNApol, mientras que la secuencia -10 permite la conversion del
complejo cerrado a complejo abierto. Figura 5.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el inicio de la transcripcién depende de la
fuerza del promotor, la cual se basa en la capacidad de establecer interacciones estables
con la RNApol. Se han realizado mutaciones de promotores aumentando la homologia
con la secuencia consenso descrita arriba o bien reduciendo la distancia del espaciador a
longitudes cercanas a 17 pb, produciendo un aumento en la transcripcion; por otro lado,
cuando se realizan mutaciones que disminuyen la semejanza de cualquiera de los sitios
con la secuencia consenso o aumentan la distancia entre ellas a mds de 17 pb, disminuye
la frecuencia de transcripcién de los genes adyacentes. Estos resultados indican
claramente que la fuerza del promotor depende de cuan cercana se encuentra su
secuencia de la secuencia consenso.

Los promotores pueden clasificarse en simples o controlados por un sélo sistema
regulatorio o una sola proteina reguladora; promotores miltiples si su regién
regulatoria esta cerca a otro promotor y ambos son controlados por lo menos por una
protefna comiin o bien transcriben el mismo gene, por ejemplo gal con dos promotores
sobrelapados o malE, K con sus dos promotores divergentes, y promotores complejos,
que pueden ser miiltiples como gal o bien formar parte de un sistema mas complejo de
regulacion, tal como lac que es regulado por dos proteinas reguladoras, como CRP y Lacl.
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De un total de 107 promotores sigma?0 de E. coli:, 37 % son promotores miiltiples, 20 %
son de regulacién multiple y 40% con regulacién simple (Collado-Vides, J. et al. 1991).

Estos resultados sugieren que la mayorfa de los promotores son regulados
aisladamente; sin embargo, muchos de estos promotores simples son parte de grandes
regulones, Si uno toma en cuenta la conexién via reguladores, sélo 4 de 107 promotores

parece que estin regulados aisladamente de los otros promotores (Collado-Vides, J. et
al. 1991).

En los apartados anteriores se han explicado los elementos necesarios para que se de la
regulacion génica, tales como promotores, operadores y proteinas reguladoras, también
como sus principales papeles dentro del mecanismo de la regulacién de la expresion
génica; ahora bien, es necesario describir el mecanismo de la transcripcién y su

regulacién, como un proceso global que involucra a todos los componentes antes
mencionados.

L. 4 TRANSCRIPCION

La respuesta de todos los genes necesita estar regulada, para lo cual se ha desarrollado
un mecanismo a lo largo de la evolucion capaz de modular la expresion de los
genes ante un estimulo dado; tal como la utilizacion de carbono, nitrégeno o respuesta
al choque térmico, entre otros. El mecanismo de control de la actividad de los genes
bacterianos se ejerce principalmente en la transcripcion, ya sea bloqueando el
reconocimiento de la polimerasa al promotor, evitando o estimulando cualquier etapa
intermedia para que se de la elongacion del RNA mensajero (RNAm),

La transcripcion es un evento preciso, sitio especifico y con orientaciones especificas en
el cromosoma. En E.coli la frecuencia del inicio de la transcripcién varia en un rango de
10 000 veces como resultado de los mecanismos regulatorios y de la fuerza inherente de
los promotores (Neidhardt, F. et al. 1990).
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Para comprender mejor el mecanismo de regulacién génica por activaciéon y/o
represion por pegado al DNA por proteinas reguladoras, es necesario dar un panorama
de como se lleva a cabo el inicio de la transcripcién en promotores sigma70 en
procariontes:

El modelo del inicio de la transcripcion sugiere los siguientes pasos: Figura 5.

A. Formacién del complejo RNApol-factor sigma70, generando la holoenzima. Figura

5A. El factor 670 confiere especificidad al complejo para el reconocimiento del promotor.

B. Reconocimiento del promotor por la holoenzima, dade por el factor sigmaZ0,
formando el complejo cerrado. Figura 5B,

C. Desnaturalizacién o apertura del DNA en la zona de contacto entre DNA-RNA pol,
aproximadamente entre la posicién -10 y +1, exponiendo el sitio de inicio de la
transcripeién. Este es el denominado complejo abierto. Figura 5C,

D. Al iniciar la transcripcion el factor sigma se libera, .volviendo a reciclarse. Se
sintetizan cadenas cortas de RNAm “abortivas”, al sintetizarse una cadena lo
suficientemente estable de 8 a 9 nucleétidos, se produce la elongacién de la cadena del
RNAm. La transcripcién se realiza corriente abajo del promotor. Figura 5D.

Como dato adiclonal, se han observado pausas en la elongacion de la cadena, sin darse
todavia una explicacién clara de este proceso.

1. 5 REGULACION DEL INICIO DE LA TRANSCRIPCION

En E.coli, 1a tasa del inicio de la transcripcion en los promotores sigma?0 es regulada de
acuerdo a los requerimientos celulares. Esta regulacion opera a dos niveles: primero, una
directa modulacién de la especificidad y afinidad de la RNApol-sigma70 para el
reconocimiento de su promotor, y segundo, el control por reguladores que interactian
con sitios de pegado adicionales al promotor cercanos generalmente al sitio de pegado de
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TRANSCRIPCION EN PROMOTORES
SIGMA70

b. Reconocimiento de!l

promotor por la ¢, Complejo cerrado
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FIG. 5. El proceso de la transcripcion se da por un mecanismo de reconocimiento de
un promotor especifica por el complejo RNApol-sigma70. La transcripcion se da por
una serie de pasos que consisten en: Formacion del complejo RN Apol-sigma70,
reconocimiento del promotor (con cajas -35 y -10), formacién del complejo cerrado
DNA-RNApol-sigma70, apertura del DNA en la region del -10 e inicio de
polimerizacion del RNAm. (Para detalles ver e} texto).
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la RNApol-sigma?0.

Los sistemas de regulacién que interactian con sitios de pegado al DNA (operadores)
adicionales al promotor pueden actuar positiva o negativamente, definida esta
propiedad en base a la respuesta del operdn cuando no se encuentra una proteina
reguladora,

Los genes bajo control negativo se expresan, a menos que una proteina represora los
inactive. Una proteina represora se pega al DNA para impedir que la RNApol inicie la
transcripcién, Las proteinas reguladoras represoras se pegan al DNA en un sitio
localizado corriente abajo del promotor o bien sobrelapado con el promotor, de manera

que la RNApol no puede reconocer el -10 o el -35 del promotor y por lo tanto no puede
iniciar la transcripcion.

El operén lac ha sido el modelo de estudio de la regulacion negativa. Los tres genes lac
(lacZYA) son expresados en altos niveles cuando se encuentra en el medio el sustrato
adecuado (lactosa), La regulacidn ocurre como sigue: el gene lacl codifica una proteina
represora Lacl que se pega a un sitio corriente arriba del promotor de lac, inhibiendo el
inicio de la transcripcion, en ausencia de lactosa en el medio. En presencia de lactosa en
el medio, el complejo represor-operador es desestabilizado por el pegado del inductor a
Lacl, formdndose el complejo represor-inductor, produciendo la separacion de Lacl del
DNA, conduciendo asf, al inicio de la transcripcidn por el pegado de la RNApol al
promotar. Figura 1,

Para genes bajo control positivo, la expresién tnicamente es posible cuando una
proteina reguladora activadora esta presente. El pegado de la proteina reguladora cercana
al sitio de inicio de la transcripcién incrementa la tasa de transeripeion, incrementando
la formacién del complejo abierto. ‘

Los promotores son, en este caso, débiles para la interaccion con la holoenzima, puesto
que sus secuencias normalmente difieren de la secuencia consenso. La proteina
activadora interactia con el DNA y con la RNApol para ayudar al inicio de la
transcripcion. Para el caso que se ha propuesto en el operdn lac, la interaccion de CRP
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con la RNApol se da cuando la proteina represora del operén (Lacl) se despega del
operador; la subunidad alfa de la RNApol hace contacto con un segmento de la
proteina activadora CRP, que va del aminodcido 158 al 164, ayudando al inicio de la
transcripcion.

El papel de las proteinas reguladoras en el inicio de la transcripcién es fundamental,
puesto que contribuyen a la expresion de los genes bajo diversas condiciones
ambientales, desde la presencia de un metabolito (como el caso de lactosa), hasta la
ausencia total del mismo.

Es necesario pues, que el estudio de los componentes del mecanismo de la regulacion
génica, y en particular de las protefnas reguladoras de los promotores sigma70, se realize
desde una perspectiva mds global, que pueda ayudarnos a entender el comportamiento
de la coleccién de proteinas reguladoras desde el dngulo de la clasificacion de las mismas
y de una relacion con sus actividades regulatorias.
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. ANTECEDENTES

Familias de Proteinas Reguladoras.

Las clasificaciones en biologfa son muy importantes, ya que son las herramientas
que nos ayudan a resumir y describir la diversidad organica y por las cuales tratamos
de encontrar explicaciones a los fendmenos biol6gicos. Las clasificaciones son el
almacén de atributos o caracterfsticas no sélo de organismos, sino también de
moléculas.

Las protefnas son agrupadas en familias cuyos miembros han divergido de un
ancestro comun, tienen plegamientos similares y presentan por lo general
secuencias y funciones similares (Chothia, C, 1992).

Uno de los temas de estudio mds interesantes lo constituyen las proteinas
involucradas en la regulacién de la expresién génica, tales como las que regulan la
expresion de los genes u operones asociados al factor sigma70. Su clasificacién se
basa generalmente en la comparacion de secuencias de aminodcidos o estructuras
primarias, por lo cual hemos conjuntado una coleccion de 44 proteinas reguladoras
de promotores sigma70 de Escherichia coli, de las cuales 26 protefnas ya han sido
identificadas dentro de alguna familia proteica.

Dentro de los estudios realizados para clasificar las proteinas reguladoras,
encontramos los trabajos de Haydon D. J. y J. R. Guest, 1991, que describen la familia
GntR en base a similaridad de secuencias con respecto al represor GntR del operén
gluconato en Bacillus subtillis, ademds se incluyen los reguladores para la
utilizacién de histidina en Psendomonas putida (HutCpp) y HutCka de Klebsiella
aerogenes, el represor FadR para la utilizacion de dcidos grasos, entre otros.
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Henikoff, S. et al. 1988, realiza el trabajo de clasificacién de los miembros de la
familia LysR con base en alineamientos de secuencias y ademds predice una
estructura a manera de hélice-vuelta-hélice como dominie de reconocimiento del
DNA. Con base en este trabajo se deduce un posible ancestro comin para todas las
proteinas de esta familia, que pueden presentar plegamientos similares.

Por lo que respecta a la familia AraC/XylS, la descripcidn de sus miembros se basa
en la comparacion de sus secuencias con respecto a AraC y XylS, dos protefnas
reguladoras muy estudiadas y que exhiben gran similitud entre sus secuencias,
(Ramos, J. L. et al. 1990). Ver tabla 2, pdg. 39, para mas detalles.

Enel caso de la familia GalR/Lacl, las proteinas se han agrupado comparando su
secuencia de aminodcidos, observindose la presencia de proteinas que no se pegan al
DNA y que por lo tanto no son reguladoras, sino transportadoras de azucares
asociadas a membranas celulares.

Sin embargo, no todas las proteinas reguladoras se han clasificado comparando
las secuencias de aminoacidos, sino que algunas clasificacones responden a las
propiedades funcionales de las proteinas per se, caso concreto de esta aseveracion lo
constituye la familia de los componentes en la cual se han agrupado proteinas que
responden a estimulos provenientes del medio y que comparten un dominio de
pegado al DNA, ademés de un dominio que es fosforilado por un proteina cinasa.
(Stock, J. et al. 1989).

En la base de datos “SwissProt” podemos encontrar todas las familias de
proteinas reportadas, tales como la familia AraC/XylS, GalR/Lacl, LysR, Crp, ArsR,
entre otras; con sus respectivos miembros. Como se describe en dicha base de datos,
las proteinas reguladoras se han agrupado comparando ¢l dominio que se pega al
DNA, como la estructura denominada hélice-vuelta-hélice.
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Las clasificaciones en proteinas reguladoras de la expresién génica, se basan en la
comparacion de secuencias, tratando de encontrar posibles relaciones entre cada una
de las proteinas, como ya se ha mencionado anteriormente, a excepcién de la familia
de los dos componentes en que el agrupamiento se basa en la funcionalidad de sus
integrantes.
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111 OBJETIVOS

El presente trabajo es un primer intento en tratar de relacionar la informacién que a
cada dfa surge de cientos de laboratorios en el mundo en el drea de regulacién de la
expresién génica y con el cual pretendemos conocer desde una perpectiva global, la
dindmica de la regulacién génica, en promotores sigma70 de Escherichia coli,

Uno podria preguntarse por qué E. coli y par qué restringirse a los promotores
sigma70, considerando que la informacién que se genera en regulacién no sélo se
restringe a estos dos campos de estudio. Pues bien, consideramos estos aspectos, debido a
que tenemos por un lado, que la coleccién de promotores sigma70 representan una de las
colecciones mdas conacidas y completas, ademds que representan parte del
“housekeeping” bacteriano, de allf su importancia no sélo para la bacteria sino también
en el conocimiento en biologfa; y por otro lado, la importancia de E. coli se ve reflejada,
en que es uno de los principales modelos de estudio para poder entender sistemas
biolégicos mayores, como por ejemplo el hombre. Por lo cual, el genoma de E. coli estd
siendo secuenciado (y podria ser el primer genoma celular completamente secuenciado)
como un proceso de conocimiento previo para la secuenciacion de grandes genomas
eucariontes,

Dentro de este proceso de conocimiento de los grandes genomas, debemos ademés
estudiar o conocer los componentes accesorios que estdn involucrados en la regulacién
de la expresion génica; para lo cual disponemos de una coleccion lo suficientemente
grande de 44 proteinas reguladoras de promotores sigma70, con sus respectivas
propiedades regulatorias,

Las propiedades que consideramos como necesarias de conocer son: actividad
regulatoria (protefnas represoras, activadoras o con ambas actividades), niimero y papel
de los dominios que conforman cada una de las proteinas, enfatizando aquéllos
dominios necesarios para la regulacion (donde se localiza el HTH u otra estructura de
pegado al DNA), tipo de simetria de la secuencia de DNA del operador; como estin
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organizados los genes, ya sea en regulones u operones; entre otras.

Finalmente, con este trabajo pretendemos realizar una clasificacion de la coleccién de
las 44 proteinas reguladoras desde una perspectiva mas dinamica, englobando todas sus
propiedades disponibles en relacidn a la regulacién génica y adicionando nuevas
propiedades a cada familia protefca para reforzar la nocién de familia. Ademds de
realizar posibles relaciones funcionales entre dichas propiedades, para tratar de entender
un poco més la regulacién de la expresién génica en un sistema tal como E. coli, a la vez
de estar tratando de realizar posibles hipdtesis evolutivas en relacién a la actividad
regulatoria asociada a cada proteina. '
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IV. MATERIAL Y METODO

Para la realizacién del presente trabajo se empleé una coleccion de 44 protefnas
reguladoras de promotores sigma70 de Escherichia coli, de las cuales 33 se mencionan en

la revision de Collado-Vides, J. et al. 1991 y las restantes 11 proteinas se obtuvieron por
revisién bibliografica.

IV.1 CARACTERISTICAS FUNCIONALES

En la revision mencionada se describen algunas caracteristicas importantes de las
proteinas, tales como promotores asociados a cada proteina; la posicion del operador con
respecto al inicio de la transcripcién (+1); la asociacién de promotores, esto es, si son
simples o muiltiples; la actividad regulatoria, si son represoras, activadoras o duales y la
presencia de autoregulacién. Para el caso de las proteinas restantes, se hicieron
revisiones bibliogrificas para cada protefna, aproximadamente de 1985 a la fecha,
obteniéndose de manera general las siguientes propiedades para cada proteina
reguladora: '

-Nombre y secuencia de aminoédcidos de la proteina reguladora;

~Familia a la cual pertenece: en el caso de haber sido reportada previamente como
perteneciente a alguna familia;

-Actividad regulatoria: si es represora, activadora o con actividad dual;

-Posicién dentro de la proteina del dominio de pegado al DNA (N- o C- terminal),
cuando este determinado;

-Tipo de simetria de la secuencia de DNA del operador (Asimétrica, de repeticion
invertida o repeticion directa),

-Multimerizacién o nimero de subunidades que se asocian en solucién,

-Ntmero de sitios de pegado al DNA por promotor,

-Numero de nucledtidos protegidos por la proteina en el DNA (“footprinting”),

-Papel de algunos aminodcidos dentro de cada protefna, entre otras propiedades.
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IV.2 BASEDE DATOS

Con las caracteristicas mencionadas anteriormente para cada proteina, obtenidas por
revision bibliogréfica, se realiz6 una base de datos en el Software ClarisWorks 2.1 v3,
1994 para la posterior evaluacién de las funciones encontradas de forma conjunta, en
una Macintosh Classic II.

IV.3 SECUENCIAS

La secuencia de aminoacidos de cada una de las proteinas fue obtenida a partir del
GenBank , en el software GeneWorks v.8 1994, en una Macintosh Quadra 805.

IV.4 GCG-PILEUP: ALINEAMIENTO MULTIPLE.

Para el andlisis de las secuencias, se trabajo en el paquete Genetics Computer Group
(GCG)-Pileup, version 7.2 (Universidad de Wisconsin, Madison), que crea un
alineamiento multiple de secuencias, a partir de un grupo de secuencias relacionadas.
También realiza un rbol o dendograma, mostrando las relaciones en grupos, basado en
el alineamiento, en el cual la distancia del eje vertical es proporcional a la diferencia
entre secuencias; la distancia del eje horizontal no tiene significado alguno.

El procedimiento de alineamiento muiiltiple inicia con la comparacién de las dos
secuencias mds similares generando un grupo o “cluster”. Este grupo puede entonces
compararse con la siguiente secuencia mds similar o bien a otro grupo de secuencias
alineadas. El alineamiento final es realizado por una serie de comparaciones progresivas
entre pares, que incluye un decremento en similaridad entre las secuencias y clusters,
hasta que todas las secuencias han sido incluidas en el alineamiento final. Figura 8 y
apéndice 1, .

Antes del alineamiento, las secuencias son primero agrupadas por similaridad para
producir un dendograma o representacion gréifica del grado de similaridad entre las

distintas secuencias alineadas. Figuras6 y 9 .
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Se realizaron dos alineamientos multiples con GCG-Pileup, uno utilizando las
secuencias totales de las proteinas y el otro con el uso unicamente de las secuencias de

los dominios de pegado al DNA, ya fuera hélice-vuelta-hélice o una hoja p-plegada.
IV. 5 GCG-MOTIFS (MOTIVOS)

Este software busca motivos dentro de las secuencias de proteinas en base a la
comparacién con los patrones definidos en el “PROSITE Dictionary of Protein Sites and
Patterns”. Despliega ademds una serie de reportes bibliogrificos para lectura adicional.
Con este software se detectaron las familias en que se agrupan 26 proteinas reguladoras,
del total de 44.

1V. 6 GCG-BESTFIT

Bestfit realiza el alineamiento mds 6ptimo del mejor segmento de similaridad entre
dos secuencias. Los alineamientos 6ptimos son realizados por insercion de “gaps” para
maximizar el nimero de pares. Con este software se localizaron dominios de pegado al
DNA dentro de las proteinas que no han sido reportados previamente.

IV. 7 ProDom (Protein Domains)

Para enriquecer la descripcién de las proteinas dentro de una familia, decidimos
identificar la organizacion en dominios de las 44 protefnas reguladoras, auxiliindonos
en la base de datos construida por D, Kahn: ProDom o Protein Domains. Esta base de
datos es similar al programa de BLOCKS en NCBI.

Uno de los pasos iniciales en la construccién de estos dominios es un alineamiento
multiple sin gaps (del total de secuencias conocidas de proteinas no fragmentadas y que
estan reportadas dentro de la base de datos de Swiss-Prot 21.0); subsecuentemente, las
secuencias de las protefnas son cortadas en diferentes dominios. Se generan asi
consensos para cada familia 0 dominio, que son utilizados para la bisqueda rapida de
homologfas con otras proteinas. La consulta de Prodom fue realizada via correo
electrénico en la direccién “prodom@toulouse.inra.fr”,
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V. RESULTADOS

En resumen, los resultados considerados coma parte central de este trabajo son
los siguientes:

1. Clasificacion de las 44 proteinas reguladoras, con base en la comparacion de
las secuencias totales de aminadcidos y con la realizacién de un dendrograma que
muestra las relaciones de similitud. Obtencién de 14 familias, de las cuales 10 son
familias previamente establecidas y 4 son deducidas de este estudio. De las 10
familias ya establecidas a 4 se les agregan nuevos miembros que forman parte de la
coleccién de proteinas reguladoras de nuestro estudio. Ver figura 6 y apéndice 1.

1.AEnriquecimiento de los criterios o propiedades para cada familia o grupo
abtenido. Los criterios van desde porcentaje identidad entre los miembros de cada
grupo hasta propiedades relacionadas con la regulacién génica. Tabla 2.

1.BDeteccién de los posibles dominios en que se compone cada proteina por
medio de la base de datos “ProDom” y organizados en familias que se han obtenido
en este trabajo. Figura 7,

1.CComparacidén de los dominios de pegado al DNA para las proteinas en que se
ha detectado la estructura de HTH u hoja B-antiparalela. Tabla 3 y figuras 8 y 9.

2. Reagrupacién de las familias reguladoras en respecto a su funcion reguladora
(activador, represor o dual). Tabla 4.

3. Relacién entre la actividad reguladora de las proteinas reguladoras y el tipo de
simetrfa de la secuencia de DNA del operador. Tabla 5.

4. Relacion entre la actividad y la posicién del dominio de pegado al DNA
dentro de la proteina (N- o C-terminal). Tabla 6.

A continuacidn, se describen de manera mas extensa los resultados obtenidos, asi
mismo, en la discusién se realiza una posible interpretacion de estos resultados,

36



A partir de una coleccién de 44 proteinas reguladoras de promotores sigma70,
obtenidas por medio de una revision bibliogrifica, asf como de sus secuencias de
aminodcidos obtenidas a partir del GenBank y alineadas (Apéndice 1) utilizando el
programa GCG-Pileup se obtuvieron los agrupamientos de las proteinas
reguladoras.

Los grupos protefcos obtenidos por medio de la comparacién de sus secuencias de
aminoacidos, se pueden ver en el dendograma de la figura 6, en el que se
representan grificamente las relaciones de similaridad entre las estructuras
primarias de cada proteina. Estos grupos nos muestran la estabilidad de familias
previamente establecidas, tales como AraC/XylS, GalR/Lacl, LysR y la familia de los
dos componentes, y que ademds nos sirvieron como grupos control para la
descripcion de nuevas familias como: Fur/GIpR, PifC/PutA, TrpR/TetR y
BirA /Met], tabla 2,

Del total de las 44 proteinas reguladoras de la coleccion se ha determinado que 26
proteinas se reportan como integrantes de familias previamente establecidas,
mientras que 18 proteinas se ubican como integrantes de nuevas familias o bien se
adicionan a familias ya reportadas.

Las 26 proteinas que ya se han reportado como integrantes de familias ya
establecidas, se agrupan en 6 diferentes familias; mientras que de las 18 proteinas
restantes, 7 proteinas se adicionan como miembros de familias ya existentes y 11
proteinas forman 4 nuevas familias propuestas en este trabajo, a excepcion de 2
proteinas (DeoR y Tra]) que pueden considerarse como casos separados. Tabla 2.

En resumen, en la tabla 2, se muestran en negrillas las nuevas familias que se
proponen como parte de este trabajo, asf como los nuevos integrantes de familias
previamente reportadas, y algunas de las propiedades importantes asociadas con
cada familia proteica; también se muestran las familias que no sufren modificacion
alguna, por medio de nuestra clasificacion.
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Familia

AraC/XylS
Fur/GIpR

AsnC

LysR

GntR

ATP/GTP
CRP
BirA/Met]

GalR/Lacl

Protefrias como sigma54

Dos componentes

LuxR
PifC/PutA
TetR/TrpR

Fig 6. Las protefnas fueron agrupadas con base en sus secuencias totales, por
medio del programa Pileup-GCG. Los nombres de las familias son

mencionados.
* Nuevos miembros en familias ya establecidas,
**Nuevas familias obtenidas en este trabajo.
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Tabla 2. Familias de Proteinas Reguladoras de Promotores sigma70 en
Procariontes: Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

Se muestran las familias y sus miembros que forman parte de la coleccién de 44
protefnas reguladoras, Se indica ademds el nimero total de integrantes por familias
y propiedades establecidas por trabajos previos. En negrillas mostramos las nuevas
familias e integrantes, asf como las propiedades asociadas a cada familia en algunas
familias establecidas.

Las propiedades nuevas que se adicionan como parte de este trabajo se indican
también en negrillas. .

Nota: Se agrega en esta tabla a Salmonella typhimurinm, debido a que muchas
proteinas de la coleccién también se han secuenciado en esta bacteria, ademds que S.
typhimurium es considerada como un organismo muy cercano a E. coli,
evolutivamente hablando.
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Familias de Proteinas Reguladoras de Promotores sigma70 en Procariontes:

MIEMBROS REPORTADOS

AxaC, Rhak y 13
proteinas adicionales.
Total: 15 proteinas

GalR.Gals. LacI, CytR.
PurR,FruR, RafR y 7
proteinas adicionales.

Total: 14 proteinas.

Ilvy, CysB, MetR, CynR
OxyR y 23 proteinas
adicionales.

Total: 28 proteinas.

Escherichia coli y Salmonella typhimurium.
PROPIEDADES

Todas las proteinas presentan entre 77 y 85% de similaridad. en segmentos ali-
neados; ademds de una fuerte homologia en la region C-terminal: necesitan efec-
tores para regular. La mayoria estam involucrados en el metabolismo de azucares.
{Ramos, 1990).

AraC y =xhaR: regulan izad en P ; ®son dimeros

en solucién y sabas reconocen eitios dentro del DEA con simetris

directa. Los aminocicidos conservados son: A3, D4, GSe, G56, G70,
B107, L1161, S208, I238, G246, P247, D249, Y252 rxespecto a AraC.

Todas las proteinas tienen 60% o mas de similaridad. La secuencia de DNA de
reconocimiento estd altamente conservada para todas las proteinas. Todas ne-
cesitan azicares como efectores o inductores: regulan ademas genes para el
metabolismo de azucares, excepto CytR y PurR que estan involucrados en el
metabolismo de nucledtidos. Presentan ademds una Argl37 para Lacl conserva-
daen el grupo. (Weickert y Adhya. 1392). La mayoria de las proteinas son
represores. {(Swiss-prot). El1 HTH se ubica en el N-term de las proteinas.

El1 sitio de pegado al DEA presenta simetria invertida;los amino-
décidos conservados en el grupo con respecto a Lacl son:816, T19,
821, P49, Pleé, R197.

La mayoria de las proteinas de este grupe regulan operones biosintéticos trans-
critos por promotores divergentes. No hay un consensc para sus sitios de pega-
do al DNA, aunque se presenta una estructura HTH (Henikoff, 1988). Las proteinas
activadoras son autoregualdas negativamente. El sitio de activacién transcrip-
cional del gene(s) estructural regquiere de una melécula inductora y de la
proteina reguladora. Presentan un tamafio similar. de 300 aminodcidos en pramedio
Una fuerte homologia en secuencia de aa se presenta en la region N-terminal

de los activadores.{Francoise, A.1993).

21 aminoécido vado com T a CysB es: Q36; se detecta
47% de similarided.



FAMILIA MIEMBROS REPORTADOS PROPIEDADES

CRP CRP, FNR El HTH se localiza hacia el C-term. Con secuencias muy similares{Swiss-Prot}.
y 8 proteinas adicionales Ambas proteinss son reguladores duales, dimeros en solucién y se
Total:10 proteinas. pegan a sitios en el DEA con sisetria invertica. los aminoécidos
conservados con respecto & Fnr, pars el grupo son: KSO0, T57, G74,

G96, N137, I190, G218, I221. Ademdés se cbserva un 45% de simileri-

4aad en cuencias; Tregulan genes organizados en wmodulones.
AsnC Lrp y 2 Presentan 258 de identidad,el HTH se desplaza hacia el N-terminal {wWillins, 1991)
proteinas adicionales. La mayoria son proteina activadoras (Swiss-Prot},
Total: 3 proteinas. excepto ICiR Que @8 represcor. Los aminoécidos conservados peara el
*Ada e IciRk. grupo con respecto a Lxp eon: Ll2; adesis Qque se cbserva un 45%

de similarxidad.

GntR FadR y 6 Presentan un posible HTH conservado hacia el N-term; similares en peso
preteinas adicionales. molecular: ademds de ser proteinas con una amplia distribucidén funcional.
Total: 7 proteinas. {Haydon y Guest, 1331}.
o *PapB Son reguladores duales, con 46% de similari@ad, 1los aemincédcidos
- *FacAh y PanB de E.coli conservados en el grupo con respecto a PapB son: P25, G26, T97
LuxR MalT y 12 El tamafio promedio de estas proteinas va de 190 a 230 aminodcidos. excepto
proteinas adicionales. . MalT que presenta 900 aminodcidos de longitud. E1 HTH se encuentra en la
Total : 14 proteinas. regidn C-term. {Swiss-Prot).
*LexA y Arsk Se observa un 48% de similaridad de secuencias.
2 componentes OmpR. PhoB, KdpE. Presentan repeticiones cortas y directas dentro de sus secuencias: son pro-
ArcA. NarlL teinas involucradas en repuestas adaptativas, controladas por proteinas

18 proteinas adicionales. transductoras de seflales. La fosforilacicn de las proteinas reguladoras es

Total:23 proteinas. una caracteristica fundamental en 21 mecanismo de la tramsduccion de sefiales
en la regidn N-terminal. Se observa un dominio hacia el N-terminal conservado.
de aproximadamente 100 aminodcidos {Stock, 1983}.

Los sminocdécidos conservados dentro del grupo, CORn Tespecto a Omph

son: D12, R17 y K115; aealemis se presenta un 56.4% de simileridad an

tviavi

secuencias.
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FAMILIA MIEMBHROS REPORTADOS
Sigma 54 Tyr®, MNR(I) 12
proteinas adicionales.
Tetal: 14 proteinas.
“rias
ATP/GTP DnaA.
*"AXrgR
*DosA de Psendomona sp
*Dnak de Micrococcus 8
*Dnak de Protans sp
*Dpah de Bacillus sp
E *DosA de Streptomyces sp
[3S]
#Ffur/Glpk Fur y GlpR
#PifC/Puth PifC y Puta
*Pfcl dAa E.coli.
sTrpR/ TIPR y TetR
TetcRk *Tarl, Terl2, Taxld
Yy Ter5 d&e E.coli
#BirA/ Bira y BRetJ
Ratd BetJ de Salmonells sp
TABLA 2

continuacion...

PROPIEDADES

Proteinas con dominio conservado de 230 aminodcidos en la regidnm central para
interaccidn con el factor sigmaSd y otro dominio menos conservado de 45 s3a en
el C-term. Todas las proteinas son reguladoras duales(Stock, 1389},

Se pegan a sitios en el DMA con simetria invertide; con 50.4%

de similaridad y sus aainocdcidos conservados con respecto s Pis,

son: Q6, L63.

Proteinas que pegan ATP O GTP: con una regidn conservada rica en Glicina
{Swiss-Prot)

Z1 BTE se locsliza bhacia
grupo con respecto a Argh

el C-term; los aminodcidos conservados AQel
son: K12. se detecta un 47% 4de similaridad.

Regulan genes orgstizados en regulones.

Que e pegan & aitiocs Jdantro del DNA con
los aminoécidos conservados con respecto s

se presenta ademdés un 48.1%x de similaridad.

Proteinas represcras,
simetria invertida:
GlpR son: L6,D75.D140;
PifC y PutA son proteinas represcoras, que se pegan a sitios Adentre

Los aminokcidos conservsdos, con

del DMA con simetria invertida.

respecto a PutA son: R17; se detects 47.3% similaridad. Regulan ganas
oT] izados en .

TrpR y TatR sgon P inas P . a4 ez solucién, aus

sirics Qde pegsdo sl DEA presentan simetria invertida. Los aaminodcidos
conservados pars el grupo sonl{con respecto a TrpR): %8, 017, TS3,
R56, PS3; dené as 51% &e similariaad.

BirA y MerJ mon protains Teprasoras y Adimeros en solucién; los aa
conservados con relacién a NetJ son: Pll, Gl&. Se detecta adenés un

ilaridad en secuencia.

47.5% Qe



Adicionalmente, para cada nueva familia propuesta, se’ presentan por lo menos
dos proteinas reguladoras de promotores sigma70 que son parte de esta coleccion,
ademds de otras proteinas candidatas que aunque no forman parte de la coleccién de
44 proteinas, se adicionan por el criterio de porcentaje de similaridad con respecto a
los integrantes de cada nuevo grupo, asi como por compartir un dominio comtin
con los miembros de la familia; finalmente, se determina que por cada familia hay
por lo menos de 4 a 6 miembros proteicos. Figura 7.

Ademds del criterio de similaridad entre secuencias de proteinas, se incluyen
propiedades funcionales o estructurales para la mejor caracterizacion de cada grupo
en particular, como por ejemplo:

a) Se identificaron de 2 a 3 aminoacidos conservados (a manera de una firma)
para cada familia, para el caso de la familia de los dos componentes, dos de estos tres
aminodcidos se reportan conservados dentro del gran nuimero de proteinas
miembros de la familia (Stock, J. B. et al. 1989);

b) Se detecto la presencia de dominios comunes para cada familia;

¢) Presencia de un HTH en una regidn determinada dentro de cada miembro de
la familia (en posicién N- o C-terminal o bien presencia de una estructura diferente

al HTH, que también se pega al DNA como la hoja f-plegada de Met] y Dye); y
¢) Papel que cumplen dentro de un proceso metabélico; entre otras propiedades,
como puede observarse er la tabla 2.

Como ya se ha mencionado, una de las caracteristicas o propiedades adjuntas a
cada familia proteica lo constituyo la organizacion de los dominios de cada una de
las 44 proteinas reguladoras y que fue considerada para reforzar los grupos obtenidos
por alineamiento y relaciones de secuencias por medio de Pileup-GCG,

La utilizacion de una herramienta capaz de detectar o predecir posibles dominios

0 médulos dentro de las proteinas es importante desde la perspectiva de prediccion,

para lo cual la base de datos “Prodom” o "Protein domains” basada en “SwissProt” o

base de datos de proteinas fue empleada para detectar los posibles dominios 0 médu-
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Gal$
GalR
CytR
PurR
Lacl
RafR

FruR

DOMINIOS PROTEICOS POR FAMILIAS

! \ 400
Longitud en aminoacidos

Familia AraC/XyIS
N
o Pl

Familia GalR/Lacl

T B L GG U0 B
R e R/ /)
BSSSIRRRRIT 1 2 I 1 3 HRRERRA e DY

FIGURA 7, Las protefnas reguladoras de promotores sigma70 de E.coli
fueron agrupadas en base a sus respectivas familias, Se detectaron los
posibles dominios para cada protefna por Prodom, a excepcion de tres
projtefnas no detectadas en esta base de datos y que son: PutA, IciR y
TraJ.

Los niimeros indican asignacion de cada familia dada por Prodom y de
acuerdo a la nomenclatura dada por Sonnhaimmer y Kahn, 1994. Los
espgcios en blanco representan segmentos proteicos no detectados por
Prodom.
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DOMINIOS PROTEICOS POR FAMILIAS
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FIGURA 7 continuacién...
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los para cada proteina reguladora de la coleccion. Los dominios detectados fueron
agrupados por su presencia en las respectivas familias proteicas formadas
previamente, Figura 7.

Los dominios detectados al interior de cada familia pueden actuar como
marcadores especificos para cada una de ellas, por ejemplo las proteinas de las
familias GalR/Lacl, LysR y de los dos componentes presentan dominios particulares
que no son compartidos por protefnas de otras familias.

Los dominios “firma o indicadores” importantes con sus respectivas familias son
los siguientes:

- El dominio 459, de la familia GalR/Lacl que se ubica en la regién N-terminal se
conserva para los 7 miembros de la familia que forman parte de la coleccién de 44
proteinas reguladoras;

- El dominio 160, de la familia LysR, ubicado hacia el N-terminal y que es
caracteristico de los integrantes de esta familia y pertenecientes a nuestra coleccién; y

- El dominio 80, presente en los miembros de la familia de los dos componentes
pertenecientes a nuestra coleccion,

Por otro lado, asf como se presentan dominios caracteristicos de cada familia
proteica obtenidas en este trabajo que pueden servir como indicadores o firmas de
un grupo en particular, también se presentan dominios que sélo se encuentran en
proteinas particulares, es decir, son dominios exclusivos a ciertas proteinas, por
ejemplo:

- El dominio nimero 8456 de la proteina ArgR (de la familia ATP/GTP) y el
dominio niimero 7880 de BirA (de la familia BirA/Met]) entre otros casos. Figura 7.

Asi mismo, hay familias en que sus miembros muestran dominios compartidos,
es decir, dominios “cruzados”, por ejemplo:

- El dominio niimero 80 de NR(I) (de la familia de proteinas similares a sigma54),
que es comun a los miembros de la familia de los dos componentes; ademds del
dominio 190 que comparte con TyrR, que es miembro de su misma familia
(protefnas como sigma54).

- NarL presenta dos dominios compartidos por dos familias diferentes, un
dominio compartido por los miembros de la familia de los dos componentes

L Y4



(nimero 80) y otro dominio que es similar a los de la familia LuxR (471), Figura 7.

Continuando con la nocién de dominios proteicos, se detectaron las estructuras
que se pegan al DNA (tabla 3), denominadas HTH o hélice-vuelta-hélice para cada
una de las proteinas de la coleccién de 44 proteinas reguladoras, obteniéndose que
aproximadamente en 30 proteinas se detecta la estructura HTH, mientras que en el
resto o no hay evidencia clara de que estructura de pegado al DNA se presenta o bien

se presenta una estructura denominada hoja B-plegada bien determinada para el
caso de Met] y Dye,

Con base en la secuencia del dominio de pegado al DNA detectado en las
proteinas de la coleccidn se realizé un alineamiento que puede verse en la figura, 8,
ademds de un agrupamiento en base al dendograma presentado en la figura 9.

Los grupos formados en este andlisis fueron los siguientes:

a) CynR, OxyR, IlvY, MetR, CysB y RhaR.

b)LexA, Met] y PapB.

¢)Fur y MalT.

d)Lrp, TyrR, NarL y TetR.

e)AraC y TrpR.

f) Fis y NR(1).

g)Ada, AraC2 e I¢iR.

h)GalR, GalS, PurR, Lacl, FruR, CytR, RafR y DeoR.

i)CRP, FNR, FadR y BirA.

Las diferencias en cuanto a los grupos obtenidos por medio de este agrupamiento
en relacién a los grupos obtenidos por alineamiento total de secuencias, se discutird
mas adelante.

Regresando a la formacién de familias o grupos por medio de la comparacién de
secuencias totales, se adicionaron propiedades importantes para las proteinas de las
diferentes familias obtenidas, que refuerzan la nocién de grupos (Tabla 2), por
ejemplo:

48



Estructura de pegado al DNA para protefnas reguladoras de
promotores sigma?0 de Escherichia coli.

PROTEINA  ESTRUCTURA EVIDENCIA REFERENCIAS

Ada HTH Samson, 1992,

AraC HTH ByD Schleif, R, 1992,

ArcA hoja p-plegada B Breg, J. N. et al. 1990.

BirA HTH ByC Brennan, R. G. et al. 1989,

CRP HTH AyC Spiro,et al.1990. Harrison, 1990
HTH

CysB HTH B Ostrowski, J. y Kredich, 1991,

CytR HTH Brennan y Matthews, 1989,

DeoR HTH B Brennan y Matthews, 1989,

FadR HTH DiRusso,et al. 1991. Brennan, 1989.

Fis HTH A Harrison, C.5. 1991.

FNR HTH ByC Shaw, et al. 1983. Spiro.et al. 1990.

FruR HTH Weickert y Adhya. 1992,

Fur HTH ]

GalR HTH B Shaw, et al. 1983. Weickert y Adhya.

1992,

Gals HTH Weickert y Adhya. 1992.

kiR HTH

fivy HTH

KdpE Prob. hoja fi-plegada Bestfit-GCG

Lacl HTH NMR Harrison, C. S. 1990.

LexA HTH Gicquel-Sanzev y P.Cossart, 1992.

Lrp HTH

MalT HTH ByE Cole, T. 8. y O. Raibaud. 1986

Met) hoja f-plegada A Rafferty, et al. 1989, Somers y

Philips, 1992,

MetR HTH

Narl HTH )

NR(I) HTH Pittard y Davidson, 1991,

OmpR Prab. hoja B-plegada Bestfit-GCG

OxyR HTH

PapB HTH

Phob Prob, hojaP-plegada Bestfit-GCG

PurR HTH Weickert y Adhya, 1992.

RafR HTH Aslanidis, 1990.

RhaR HTH

TetR HTH B Brennan y Mathews, 1989,

TrpR HTH A Harrison, C. S. 1990

TyR HTH C Pittard y Davidson, 1991,

Tabla 3. Las protelnas reguladoras de promotores sigma?0 de E. coli exhiben una estructura de pegado
al DNA, que se muestra en la tabla, as{ como la evidencia por la que fue detectada y las referencias
correspondientes. Las proteinas que no se presentan, no hay evidencias claras de la estrcutura de pegado
al DNA, entre ellas: ArgR, ArsR, DnaA, GIpR, PifC, PutA y Tra).

NMR: Resonancia Magnética Nuclear. A: Difraccién por rayos X. B: Comparacion con secuencias
de otras proteinas reguladoras. C: Mutagénesis.D: Clonacion y sobreexpresidn del dominio de pegado
al DNA, E: Prediccion de estructura secundaria. HTH: Hélice-Vuelta-Hélice,
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*  aHélice 1 - Vuelta - c Hélice 2 * No de aa

CynR 18 .., SFTRAASA LHS QPALSQQIR..... IR Cevea e 37 300
OxyR 18 ...HFRRAADS CHS QPTLSGQIR. ... vinvurvsvnnns . X 305
Ilvy 18 ...HFGRSARA MHS PSTLSRQIQ..... S - 1) a9
MetR 19 ...SLAARAAT LHT QSALSHQFS.......vvvvvvuiinnrnrienenonsns 30 31
CysB ail . .STAEGLYS QPG QPGISKQVR. ... ovvvevrivervnvorvnnnrsnse .39 335
RhaR 238 LDKFCDEASC .+S ERVLRQQFR...... ettt ea e e ...346 313
LexA 141 ....NGQVVVA RID DEVTVKRLKK.................. veiversaess. . 161 303
Metd 21 ......,.QV KKITVSIPLK VLKILTDERTRRQVNNLRHATNSELLCEAFLHAFT 67 106
PapB 9 ++»RSGNAFLL NIR ESVLLPGSM......00veevrvinrnerssnensranes 38 108
Fur 114 ......TAAKH GIR LTNHSLYL,......0o.0tveinvinnrnoonssenses.129 140
MalT 741 ...ALKLANRT GFI SHFVIEGEA........v.vevuurereronnesassrs. 760 903
Lrp 28 RISNVELSKRV GLS PTPCLERVRRLERQG.....:...vuuurerrvinsssis 36 165
TyrR 481 ,PSTRKLAKRL GVS HTAIANKLR......voiveevivninnnrnnnnrons ....502 514
NarL, 309 ...NKMIARRL DIT ESTVKVHVK...... vvovivrerinnnnernnreos.... 338 2385
TetR 26 ..TTRKLAQKL GIE QPTLYWHVK..........vvvvnvivninorionnaen . 47 a1s
AraC 2336 .. AKLLLSTT RMP IATVGRNVG..,....vovv s vnrnnrurnnsrsess. 335 394
TrpR 680 ... QRELKNEL GAG IATITRGSN.......0o0ivuivuvvnnnonrnnnronansss 07 109
Fis 74 ...QTRAALMM GIN RGTLRKKLK........0onicurinnnvnnnnn RIS & ] 99
NR(I) 445 .., .QEAARLL GWG RNTLTRKLKEL.....' 00 vereenvoeronnons e s 465 468
Ada 100 .VTLEALADQV AMS PFHLHRLFK.......ciiivninvevrnrirennseas,131 358
AraC2 197 ..DIASVAQHV CLS PSRLSHLFR.......0vvvvvivenvenriinensns,. .. a7 394
IciR 47 ,..LTELAQQA GLP NSTTHRLLT...... . vivuvinrrernriseisnsas. 66 a5
GalR 4 .+ IKDVARLA GVS VATVSRVIN.............. - 1 344
Gals 4 «+.IRDVARQA GVS VATVSRVIN......iviiivviinnrrinennrisras. db 34
PurR ¢ ++ +IKDVAKRA NVS TTTVSHVIN. . vviivnnnnnviv v invnronvenos . 84 362
LacI € ++ »LYDVAEYA GVS YQTVSRVVUN. ...ttt innnnnnrnoravnsinvnes. .28 361
Frur 3 ++ . LDEIARLA GVS RTTASYVIN....'vvvervrenvnsinanvnesonnss. .83 335
CytR 12 ...MKDVALKA KVS TATVSRALM........ovvtevinronmranerronna .32 KT}
RafR 3 ++ LKAIATTL GIS VITVSRALG. . ...t vvvivinnrneseanonerinens, @3 337
DeoR 34 ...LKDAAALL GVS EMTIRRDLN. ......c0vvivenvirivnvrnnnnva, .84 kLY
CRP 169 ...RQEIGQIV GCS RETVGRILK.......'vvrrvureronronrnonns el 108 2121
FNR 197 ...RGDIGNYL GLT VETISRLLG............... A s L 1 -1
FadR 35 ., ,ERELSELI GVP RTTLREVLQ........00ev.. Ve vn e NERRN | a40
BirA 23 ...GEQLGETL GMS RAAIMKHIQ......... S T I S AN .41 322

FIG. 8. Alineamiento de los dominios de pegado al DNA: hélice-vuelta-hélice y hoja-B-
plegada, para las proteinas reguladoras de promotores sigma70 de E.coli. Se observa la
presencia de aminodcidos muy conservados, tales como Glicina, Valina o Alanina.

Se propone que la glicina en conjunto con tres aminodcidos hidrofébicos ayudan a
estabilizar el arreglo de las dos hélices en el HTH y a empacar el dominio contra el resto
de la proteina.

*: Posicidn de la estructura dentro de la proteina total,

No. de aa: Total de amindacidos de cada proteina.

Sdlo se presentan las estructuras ya detectadas en las protefnas reguladoras, ver tabla 3.

50



Cynr
_-{* Oxyr
Ilvy

Metr
_‘l—- Cysb
Rhar

—

Lex
'Metj}
Papb

Fur
Malt

[ Lrp

Tyrr

Narl
Tetr

: ___{ Arac}
Trpr
| Fis
Nri}
[ Ada
AracZ}
. : Icir
______: Galr
Gals
e PUrY
-1 Laci
Frur
Cytr
Rafr
Deor
Crp
Fnr

Fadr
Bira

Fig. 9. Agrupamiento de protefnas con base en dominios de pegado al DNA.
Las protefnas fueron agrupadas con base a sus dominios de pegado al DNA,
por medio de Pileup-GCG. En esta figura se muestran 34 dominios de pegado
al DNA, para el resto de los dominios de las proteinas que no se muestran en
este anélisis no no se conoce la secuencia de la estructura de pegado al DNA.
Todas las protefnas presentan una estructura Hélice-Vuelta-Hélice, excepto

Met] que presenta una estructura hoja f-plegada antiparalela.
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- Los integrantes de la familia LysR (de nuestra coleccién), se presentan como
reguladores duales, es decir, son represores y activadores, entre otras propiedades.

Asi como podemos encontrar familias muy estables en cuanto a secuencias y
propiedades asociadas, también encontramos familias con una alta variabilidad
entre sus integrantes, desde la perspectiva de propiedades regulatorias. Por ejemplo,
la que agrupa a FadR y PapB,

Las protefnas reguladoras se regruparon de acuerdo a sus respectivas familias y
en relacidn a sus actividades regulatorias, como puede observarse en la tabla 4, con
el objeto de obtener posibles pistas acerca del origen de los miembros de cada una de
las familias, obteniéndose que:

- Aproximadamente la mitad de las 14 familias contienen reguladores con dos
actividades, ya sea activadores y represores, activadores y duales o bien represores y
duales,

- De las 20 proteinas represoras, 35% aproximadamente pertenecen a un grupo
que contiene exclusivamente proteinas represoras (familia GalR/Lacl),

- En el caso opuesto, sdlo 28% de las 16 protefnas duales pertenecen a un grupo
como LysR, que contiene exclusivamente proteinas con actividad dual, y

- Finalmente las 4 proteinas activadoras restantes pertenecen a familias con
miembros represores o con actividad dual, adicionales,

Por otra parte, pensamos en la posible relacién que puede existir entre las
actividades regulatorias de las proteinas de la coleccidn con respecto a la orientacion
del sitio de pegado al DNA u operador, para lo cual se agruparon todas las proteinas
reguladoras con respecto a la orientacién del operador ( s decir, repeticién directa,
invertida o asimetria en el sitio), Tabla 5. Se observa que:

- Aproximadamente 90% de los represores se asocian con sitios dentro del DNA
que exhiben una orientacién de simetria invertida,

- Aproximadamente 40% de proteinas activadoras se asocian a sitios con
orientacion de simetria directa, y
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Proteinas agrupadas por familias y actividades regulatorias
Familia Actividad en promotores sigma?70 de E.coli
Rep(r;sor Activador (+) Represor y Activador (1)
Arac / XylS RhaR(2) AraC(1)
LysR OxyR(1), CysB(1), IivY(1),
MetR(1), CynR
CRP CRP, FNR(1)
GalR / Lacl GalS(1),GalR(1),
CytR(1),PurR(1),
Lacl,FruR,RafR(1)
Dos componentes PhoB(2), KdpE - OmpR, NarL,ArcA o Dye
Similares a TyR(1),Fis(1)
Sigma54 NR(1)*
Fur / GIpR Fur, GlpR
AsnC IciR Lrp, Ada(2)
GntR FadR, PapB(2)
ATP / GTP ArgR(1) | DnaA(1)
BirA / Met] BirA(1), Met)(1)
LuxR LexA(1), ArsR MalT**
TrpR / TetR TetR(1), TrpR(1)
PifC / PutA PifC(1), PutA(1)
Tra) Tra)
DeaR(1)

Tabla 4. Las proteinas reguladoras de promotores sigma?0 son reagrupadas por

familia y actividad regulatoria. Las indicaciones hechas dentro de la tabla indican lo
siguiente: (1) Proteinas autoreguladas negativamente y (2) autoreguladas
positivamente. (*) Activa promaotores sigmaS4 y (**) el gene para MalT esta
regulado positivamente por CRP.
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- 20% de las mismas protefnas activadoras que se asocian a sitios con orientacién
asimétrica.

- Para el caso de las protefnas con actividad dual no hay una tendencia clara de
asociacién con la disposicion de un sitio de pegado al DNA.,

Siguiendo por esta linea de relaciones entre las propiedades necesarias para la
regulacién de la expresion génica, se relaciona la actividad regulatoria con respecto a
la posicién del dominio que se pega al DNA (Tabla 6), ya sea que se ubique en el
extremo C-, N-terminal o a la mitad de la proteina (posicién definida en base a la
posicién del dominio de pegado al DNA con respecto al resto de la proteina, ver
figura 8 . Lo mds relevante de la tabla donde se describe esta relacién es que ninguna
de las proteinas que presentan el dominio de pegado al DNA desplazado hacia el N-
terminal son activadores estrictos, sino que pueden ser represores o con actividad
dual. En el caso opuesto, las protefnas activadoras estrictas no presentan el dominio
de pegado al DNA desplazado hacia el extremo N-terminal de la proteina.



Proteinas agrupadas por actividades regulatorias y orientacion de los sitios de

pegado al DNA
Actividad Orientacién del sitio de pegado al DNA
Simetria Directa Simetria Asimetria | No determinada
Invertida
Fur,GIpR,IciR, CytR, ArcA o
ArgR,BirA,Met], Dye, ArsR
" GalS,GalR,PurR,
Represores FruR LacL RafR,
LexA PifC,PutA,
TrpR,TetR,DeoR
Activadores RhaR,PhoB MalT Tra] KdpE
Duales AraC, DnaA, | llvY,MetR,PapB, Lrp,CynR,OxyR,
OmpR CRP,FNR,TyrR, Ada FadR,NarL
Fis,NR(I)

Tabla 5. Las proteinas reguladoras de promotores sigma70 son agrupadas en base a la

orientacion del sitio de pegado al DNA y su actividad regulatoria, Las protefnas

reguladoras represoras muestran una tendencia clara a la asociacion con sitios de

pegado al DNA con orientacion simetria invertida, pero con sitios con simetria

directa. No se observa la asociacién de activadores con sitios de simetria invertida,
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Proteinas agrupadas por pasicién del dominio de pegado al DNA

y actividades regulatorias

Actividad Posicién del dominio de pegado al DNA
C-terminal N-terminal Toda No determinada
IciR, Fur, GalS(1),GalR(1), ArcA o Dye, GlpR,PifC(1),
TrpR(1),ArgR, CytR(1),PurR(1), MetJ(1) PutA(1)
Represores LexA(l), ArsR Lacl,FruR,
RafR(1), TetR(1),
DeoR(1),BirA(1)
Activadores RhaR(2), PhoB(2), Tra)
MalT(**) KdpE
Duales AraC(1), DnaA(1), CRP FNR(1),
NarL,Fis(1), FadR PapB(2), OmpR
NR(I)(*), TyrR(1) | OxyR(1), CysB(1),
IlvY(1l) MetR(1),
CynRLrp, Ada(2)

Tabla 6. Las proteinas reguladoras de promatores sigma70 son agrupadas en relacion
a la posicion del dominio de pegado al DNA y su actividad regulatoria. Aquéllas
proteinas reguladoras cuyo dominio de pegado al DNA se desplaza hacia el extremo
N-terminal, son represoras o duales, pero no activadoras estrictas.
El dominio de pegado al DNA se define de acuerdo a su ubicacién dentro de la
proteina total como puede observarse en la figura 8.

Las indicaciones dentro de

la tabla indican: (1) Proteinas autoreguladas

negativamente, (2) Autoreguladas positivamente, (*) Activa promotores sigma54 y
{**) el gene para MalT es regulado positivamente por CRP.

56




VL. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las proteinas son uno de los componentes mds importantes en la organizacién de los
procesos metabolicos celulares, pero la organizacion de esta red metabdlica es s6lo una de
las muchas funciones que son realizadas por las proteinas, ya que desempefian otras
funciones, también muy importantes, como por ejemplo: forman parte estructural de la
célula (componentes del citoesqueleto o formando parte de membranas celulares),
proteinas receptoras de estimulos ambientales, anticuerpos en organismos superiores y
por supuesto las proteinas reguladoras de la expresién génica (presentes no sélo en
células procariontes, sino también en eucariontes y virus, entre otros sistemas
biolégicos). (En el apéndice 2 se pueden ver las funciones reguladas por las proteinas de
la coleccién analizada).

La misma diversidad funcional que se exhibe en las proteinas es producto de la gran
diversidad de secuencias de aminodcidos, lo que ha provocado que las clasificaciones
proteicas cobren gran importancia desde el punto de vista bidlégico, ya que nos ayudan a
comprender tanta diversidad funcional y estructural, por medio de una organizacién en
grupos con propiedades comunes. Esta comprensién muchas veces se relaciona con
pistas acerca de los cambios a través de la historia evolutiva de los organismos y de las
moléculas en general. Para el caso de las proteinas reguladoras, se ha observado que una
clasificacién de las mismas, nos vendria a dar mayores pistas en la evolucién de
mecanismos tales como el de la regulacion génica.

Las clasificaciones de las protefnas se basan en la comparacién de la estructura primaria
0 secuencia de aminodcidos. Para el caso de las 44 proteinas reguladoras de la coleccién,
la comparacién de las secuencias de aminoacidos dio por resultado la formacion de
varios grupos que se pueden ver en las figuras 6 y 7 de la seccion de resultados. Un
resultado interesante del alineamiento y por ende de la formacién de grupos proteicos,
es la exhibicion de heterogeneidad entre las protefnas reguladoras, refiriendonos por
heterogeneidad a una amplia diversidad de secuencias dentro de la estructura primaria
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de cada una de las proteinas de la coleccion, asi como también podemos observar la
presencia de segmentos o dominios comunes como la estructura que se pega al DNA
denominado Hélice-Vuelta-Hélice, y que no es exclusiva de las protefnas reguladoras de
ésta coleccion,

La heterogeneidad entre las secuencias de las proteinas reguladoras de la coleccién
mencionada anteriormente podemos comprenderla en base al mecanisimo de evolucién
por médulos o dominios que se plantea para las protefnas en general. El mecanismo se
plantea como la posibilidad de una evolucién en segmentos protefcos 0 médulos, por lo
cual lo que realmente vemos hoy dfa es el resultado de una diversidad de historias
evolutivas asociadas en una unidad proteica.

En resumen, los alineamientos de las secuencias completas de las proteinas
reguladoras de la coleccidén, condujo a la formacién de 14 grupns, que se pueden observar
en conjunto con algunas propiedades asociadas en la tabla 2 de la seccidn de resultados.
La misma heterogeneidad de secuencias condujo a la formacién de este alto nimero de
grupos. En promedio podemos encontrar 3 proteinas reguladoras de esta coleccién por
grupo formado.

Aunado a la diversidad de secuencias de aminodcidos para las proteinas reguladoras de
la coleccién es necesario precisar los criterios minimos para que se pueda realizar una
clasificacién que pueda proporcionarnos la mayor cantidad de informacién posible acerca
de la regulacion de la expresién génica. Entre los criterios de clasificacién que
consideramos como importantes, son:

- porcentaje de similitud entre secuencias de proteinas reguladoras,

- deteccién del niimero y ubicacién de los diferentes dominios para cada proteina (para lo
cual "ProDom o Protein Domains database” serd una buena herramienta). Figura 7.

- organizacion de los genes regulados por las proteinas reguladoras de la coleccién, esto
es, si se encuentran arreglados en operones, regulones 0 modulones.

- Actividad regulatoria: Activadora, Represora o con ambas actividades.

- Ubicacién del dominio de pegado al DNA dentro de la proteina,

La caracteristica mds generalizada dentro de las proteinas de nuestra coleccién, es la
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presencia de una secuencia corta de aproximadamente 20 aminodcidos, con excepcion de
6 protefnas (5 son miembros de la familia de los dos componentes y uno miembro de la
familia BirA/Met]) que parece que exhiben una estructura de pegado al DNA diferente y
de mayor tamaiio al HTH.

Las proteinas reguladoras presentan diferentes dominios involucrados en la
regulacién de la expresion génica, que podemos agruparlos como sigue:
a)Dominio de pegado al DNA, ya sea una estructura Hélice-Vuelta-Hélice (o HTH) o bien

una estructura a manera de hoja f-plegada antiparalela.

b) Dominio de multimerizacion.

¢) Dominijo de reconocimiento de pegado a metabolitos, tales como grupos fosfato o bien
carbohidratos, entre otros, es decir, donde se detecta una sefial fisiologica.

La deteccién de dominios probables para cada proteina reguladora es de suma
importancia puesto que podemos reconstruir como se ha dado la evolucién de las
proteinas no solo reguladoras, sino de todas en general, asi de sus propiedades
reguladoras como asociacién a los diferentes médulos o dominios protefcos.

Por otra parte, la tabla 4 muestra la asociacion de familias de proteinas reguladoras con
respecto a su funcion, los resultados podrian implicar un origen evolutivo comin si
realmente las familias proteicas muestran un origen comin como lo menciona Chothia,
C. 1992 (ver la seccidn de Antecedentes).

La mayoria de los activadores y reguladores duales pertenecen a familias que ademds
presentan miembros con una funcidn regulatoria diferente (protefnas represoras o
duales), esto es, en los miembros de estas familias se han presentado cambios de
actividad reguladora:

De positivos a duales, de duales a positivos o negativos, étc.
Estos cambios no parecen ser una regla comin dentro del conjunto de proteinas
represoras, debido a que se muestran mds estables como clase, evolutivamente hablando,
que las otras clases; como ejemplo tenemos la familia GalR/Lacl, que presenta a todos
sus miembros como represores, pero ningtin miembro es activador o presenta actividad
dual.
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Podemos pensar que los reguladores duales derivaron de ancestros activadores (o
quizds el proceso se di6 a la inversa), mds que de ancestros represores. Esta idea la
podemos constatar con base a varias evidencias, tales como: -

-Las familias con miembros represores se mantienen muy estables, sin cambios a través
de la evolucidn, tal como se muestra en la familia GalR/Lacl,

-En el conjunto total de las proteinas reguladoras hay mds proteinas represoras que
activadoras. De 44 proteinas, s6lo 5 son estrictamente activadoras, mientras que 20 son
represoras estrictas.

La posibilidad de cambios dentro de la distribucién de actividades antes mencionada
para la coleccion de las proteinas reguladoras se ha contemplado, sin embargo existe la
certeza de que aun con descubrimientos de nuevas funciones para las proteinas, la
distribucién no cambiara radicalmente, sobre todo por las siguientes razones:

-Un gran niimero de represores como: Lacl, LexA, ArgR y GalR, y de activadores como
MalT, se han estudiado cuidadosamente desde hacia ya varios afios, por lo cual es dificil
la descripcion de nuevas funciones regulatorias asociadas a estas proteinas,

-La autoregulacion negativa podria ser una fuerza de seleccion para cambiar un
activador en proteina con actividad dual (debido a que para la mayor parte de las
proteinas con actividad dual de ésta coleccion, la regulacién de su propio gene es de tipo
negativa ,ver tabla 4), y para varios de estos reguladores, la regulacién de su propio gene
ya se ha caracterizado,

-Las proteinas con ambas actividades no se modificarin en cuanto a su actividad se
refiere por actividades adicionales ya que presentan ambas actividades, es decir,
presentan la propiedad de ser represores y activadores.

La probable seleccién evolutiva para cambiar un activador en proteina dual se debe a la
necesidad de autoregulacion negativa:
De las 29 proteinas reguladoras en dénde la regulacion de su propio gene estd conocida:
-24 son autoreguladas negativamente,
-4 son autoreguladas positivamente, y
-MalT que es regulado positivamente por CRP.
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Lo anterior muestra una clara tendencia a la regulacién negativa de un gene regulador.

Las proteinas reguladoras son generalmente producidas en pequefias cantidades en la
célula. La teoria de la demanda de la expresién génica predice prateinas que son
requeridas en bajas cantidades, para estar bajo contral de regulacién negativa, mientras
que en el caso inverso, protefnas o genes requeridos en grandes cantidades estdn bajo
control positivo (Savageau, M., 1983). En relacion a esta tearia, nueve de las 16 pratefnas
duales son autoreguladas negativamente, y 3 lo son pasitivamente (incluida NR(I)),
mientras que dos activadores estrictos son autoregulados positivamente (incluida MalT)
tabla 4. Una comparacién mds cuantitativa de la cantidad de produccién de estas
proteinas se requerird para evaluar si la teorfa de la demanda es suficiente para explicar
estas diferencias en la regulacién de los genes reguladares o si hay restricciones
adicionales involucradas en la conservacién de estas propiedades regulatarias.

. Las proteinas pudieron haber evolucionado como resultado de la separacion de los
diferentes dominios de las protefnas ancestrales -idea relacionada a la evolucion protefca
en base a dominios o mddulos-, debido a que los grupos proteicos obtenidos
previamente por comparacién de secuencias completas (Figura 6) se madifican cuando
se comparan los dominios de pegado al DNA para las proteinas reguladoras (Figura 9),
por ejemplo: TetR y TrpR, dos reguladores de la misma familia estin separados en
términos de su HTH, asi coma Lrp y Ada ( que pertenecen a la misma familia y que son
dos reguladores con actividad dual), AraC, una proteina con actividad dual y RhaR un
activador de la misma familia (AraC/XylS) quedan separadas en términos de su HTH; o
bien proteinas en familias mas estables que se mantienen sin variaciones o con algun
nuevo integrante con propiedades similares, tal es el caso de la familia GalR/Lacl que se
conserva como tal, con la adicion de DeoR, un represor; sugiriendo un pasible arigen
comun para las proteinas reguladoras de esta familia y que corrobarada por el anilisis
realizado por Vartak, et. al,, 1991. Otro casa es el de los reguladores de la familia LysR,
con actividad dual en su totalidad, se retienen estables como un grupo basado en su
dominio de pegada al DNA, con adicién de RhaR, un activador estricto adicionado a este
grupo. En este caso, aunque los miembros de la familia pudieron haber sido activadores
que adquirieron mds tarde la funcién de represores, emergieron posiblemente por
duplicacién génica de un ancestro comin que presentaba la capacidad de activar la
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transcripcion.

Asf, la historia evolutiva de las proteinas reguladoras podrfa no ser humogénea, lo que
hace sentido con la hipé6tesis evolutiva por dominios para las proteinas en general,
Desafortunadamente, no se dispone de informacién suficiente para proteinas de otros
grupos.

Por otro lado, uno de los pocos articulos que se aventuran a hacer una hip6tesis acerca
del origen de las proteinas reguladoras, Raibaud (1989) sugicre que CRP fue inicialmente
un represor que se convirtié después en un activador. Raibaud pensd en esta posibilidad,
a partir de la observacién de que CRP se pega a sitios dentro del DNA con simetria
invertida, mientras que diversos activadores se pegan a sitios con simetrfa directa, Las
proteinas se pegan frecuentemente a sitios de aproximadamente 20 pares de bases, con
aproximadamente 10 pares de bases de pegado por un mondmero y la otra mitad por un
segundo mondmero, de una proteina dimérica en solucidn. La posicidn cara a cara de
los monémeros correlacionara con la orientacion del sitio de pegado al DNA, siendo de
simetria directa o invertida (ver Raibaud, O. 1989). La observacién de que los activadores
se pegan a sitios con simetria directa se pretende explicar suponiendo una interaccion
débil entre sitios heterélogos que la simetria implica, comparada a una fuerte interaccion
entre sitios isélogos para proteinas que se pegan a sitios con simetria invertida. Los
activadores que se pegan a sitios con simetria directa dimerizardn con menos frecuencia
que las proteinas que se pegan a sitios con simetrja invertida. Raibaud agrega que es inds
comiin encontrar proteinas como monémeros en solucion y que sean activadoras o
reguladoras duales, esto incluye a MalT, Ada y DnaA. Nosotros catalogamos a Ada y
DnaA como reguladores duales, mientras que de los reguladores positivos estrictos sélo
se dispone de informacién del estado multimérico para MalT, un mondémero, y RhaR,
un dimero. (Tobin y Schleif,1990).

En nuestra coleccion, 18 de 22 represores se pegan a sitios con simetria invertida en el
DNA y sdlo Met], se pega a repeticiones que no se han determinado como directas o
invertidas (Rafferty et. al,, 1989). De 16 proteinas duales, 7 se asocian a sitios con simetria
invertida. 2 de los activadores se pegan a sitios con simetria directa, mientras que para
las otras 2 la simetria no esta clara todavia. Tabla 5.
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A manera de resumen, podemos decir que tenemos evidencias para suponer que las
proteinas con actividad dual provinieron de proteinas activadoras, tales evidencias son:
el bajo nimero de proteinas activadoras estrictas en la coleccion, parece ser que una
fuerza de seleccion es la autoregulacién, predominando la del tipo negativa en la
mayoria de las proteinas de nuestra coleccion. 4

Por lo que respecta a la relacién existente entre los sitios de pegado al DNA y la
multimerizacién de las proteinas, podemos decir que las proteinas represoras presentan
simetrfa estructural (es decir asociados en pares, ya sea que se asocien en dimeros,
tetrameros, étc), asi como simetria en el sitio de pegado en el DNA, predominando la
asociacion con la de orientacion de repeticion inversa. Podriamos pensar de acuerdo con
esto, que los sitios de pegado para las proteinas en el DNA, determinan el tipo de arreglo
espacial de los multimeros, ya que de alguna manera podrian determinar como va a ser
la orientacion de las subunidades protefcas con respecto al DNA y con respecto al resto de
la protefna con la cual interaccionan.

En otro orden de ideas, es interesante ver la posicion del dominio de pegado al DNA
dentro de las proteinas reguladoras, con relacion a la actividad asociada (represor,
activador o dual). Los resultados de la tabla 6 muestran una mayor tendencia a la
asociacién de proteinas represoras a presentar el dominio de pegado al DNA en posicién
N-terminal, mientras que ninguna proteina activadora estricta presenta el dominio de
pegado al DNA en ese extremo.

Dentro de las proteinas represoras, tenemos que se presenta la familia Lacl/GalR, una
familia muy estable evolutivamente hablando lo que trae consigo la importancia de tal
relacién funcional.

Posiblemente la posicion del dominio este involucrada con la posicion de otro
dominio que se da a la tarea de reconocer metabolitos necesarios para la actividad de la
proteina, sin embargo, esta linea de investigacion todavia no esta clara.

La actividad de reguladores de la expresién génica de las proteinas de la coleccion es
una propiedad inherente de las mismas, sin que esto quiera decir que es la tinica funcién

que desempenan.
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Uno de los aspectos tomados en cuenta al estudiar la coleccién de proteinas reguladoras
como fuente de informacion lo constituye la presencia de ciertos aminoacidos, tales
como los aminodcidos hidrofobicos que se presentan en alta cantidad y que determinan
la funcién y localizacion de la proteinas dentro de la célula, es decir, en base al contenido
de aminodcidos podemos tener protefnas asociadas a membrana como el caso de PutA o
bien pueden ser proteinas asociadas a DNA como lo son todas las proteinas reguladoras
de la coleccién con la cual se realizo w1 trabajo, o bien proteinas que ayudan a la
transferencia del pldsmido F de una bacteria a otra, tal como Tra,



VII. PERSPECTIVAS

El presente trabajo forma parte del proyecto de maestria que se estd realizando en el
Centro de Investigacién Sobre Fijacién del Nitrégeno y que tiene por objetivo el tratar
de encontrar posibles relaciones funcionales entre todos los elementos involucrados
en la regulacién de la expresion génica, tales como operadores, promotores asociados
al factor sigma?0, genes y proteinas reguladoras en Escherichia coli.

Los resultados nos muestran que podemos seguir varias lineas de investigacion, que
en algunos casos ya se empezaron a abordar, casos concretos son los siguientes:
-Anilisis evolutivo de !as secuencias de las 44 proteinas reguladoras de la coleccién
por medio del software Phylip;

-Bisqueda de secuencias de proteinas reguladoras de promotores sigma70 de otros
organismos no E.coli, tales como Salmonella typhimurium, Kleibsiella aerogenes,
entre otros;

-Reunir evidencias para poder explicar la relacién existente entre la posicién del
dominio de pegado al DNA y la actividad asociada para las proteinas reguladoras,
siendo las siguientes evidencias las siguientes: Posicion del HTH para proteinas
reguladoras (en general y no sélo de E.coli ), de acuerdo a los extremos N- o C-
terminal, asi como las actividad regulatoria asociada (si es represor o activador o dual);

Por otro lado, y de orden mds técnico debemos de hacer mencién que se esta
realizando una base de datos con informacién de regulacién génica, con el objeto de
ordenar las propiedades de interés para un andlisis mas detallado de los mecanismos y
componentes de la regulacién de la expresion génica.

Finalmente, tenemos que mencionar que el trabajo se continuard como una linea
importante del proyecto de maestria.
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Apéndice 1. Alineamiento de secuencias totales de las proteinas reguladoras de
promotores sigma?0 de E.coli, usando Pileup-GCG.,

Las proteinas reguladoras fueron comparadas con base en un alineamiento de
secuencias totales de aminodcidos. Se agregan algunas propiedades,
Nota: Las numeraciones dadas en los pies de figura se expresan con relacion a la
numeracién del alineamiento total
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La estructura de pegado al DNA o Hélice-Vuelta-Hélice (HTH) del residuo 205 al 214, para
el gruro de GalS, GalR,CytR,PurR lacl, RafR y FruR; mientras que para BirA, se presenta del

217 a

mencionadas, execpto en BirA, que va del residuo 208-2-0.
En RafR hay-tres amino4cidos involucrados en el reconocimiento del operador, que son:
V216, T217, R221; localizados en la hélice de reconocimiento del HTH. (Aslanidis, 1990).
Para el caso de GIn (NR(I)) y TyrR, se presenta un dominio de pegado de ATP que va de los
residuos 214 a 221, Asf mismo se presenta un dominio de interaccion con el factor sigma 54
en GIn(NR(I)), que va de los residuos 225 al 247.(Austin,1991)
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Un dominio de pegado a ATP para NR(I) y TyrR, se ubica entre los residuos: 297 a 305, y
que se relaciona funcionalmente con el dominio de 234 a 241 de pegado a ATP.(Pittard, 1991).
Se observa otro dominio de pegado a ATP para MalT, que va de 278 a 301, {Richet, 1989),

251

AKRGRKPAVA

RDWGVDVFTV
PHANAQALAT
PNANARALAQ
PQPMGRNVKR
PSAVARSLKV
PNRVAQQULAG
PNTQARRLKT
PNAVAAGLRA
SPRAKAPFIA
SPRAGKPYLA

oo URKVY

HTVVRERLLA

FCN

Vreaaranen

Traves

TAPATGQVQS
.. .MVDS
RPCKRCQPEK

e

P e

FVEGKSNQLA

seeas

PGKGYSLPEP

QTTETVGLWW
NESRTILVIV
NHTKSIGLLA
KQSLLIGVAT
GKTDAIGLVY
GRTRSIGLV1
LNMAAIPKDL
LNCASIPEDA

EATAASAVVN

EEERREERE

KLSGANNFRL

NANLLNVFVR

LTRGLKLLEW
KRRPGKDLDR
ANAQQHRLDK

PRI S

RAAARQVADN
+ MIPEKRII
IQLLNARQIL

MDVSDAFFGA

GDVSDPFFGA
PDICDPFFSE
TSSEAAYFAE
SSLALHAPSQ
PENDVPFNSG
PDLENTSYTR
IESELFGHEK
VESELFGHAP

QVAPKWWSPL

EEEREE

mientras que para DnaA, va de los residuos 291 al 305.

Tres Cistefnas en FNR en posiciones 288, 292 y 295, definen el dominio involucrado en la

sensibilidad al oxigeno del medio. {Dispensa, 1981).

La citosina en posicion 263 de Ada, sirve como aceptor de grupos metilo provenientes del
DNA, para la restauracion del DNA y activacion de la proteina. Ademds presenta el HTH

entre los residuos 295 a 316.
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301 350

Ecoara PLLPG..YSF NAHLVAGLTP IEANGYLDFF IDRPLGMFGY ILNLTIRGQG
Ecrhac KLLKDDFFAS DQQAVAVADR VPQDVFAEHT HDF..... .C ELVIVWRGNG
Ecfur TALKKAGLKV TLPRLKILEV LQEPDNHHVS AEDLYK..., ......RLID
Ecoglpr ..MARRCLSI SAPRRKRYDA LLNHSNLRIV TNNLNVANTL MVKEDFRIIL
Ecoicir AQQAGLPNST THRLL...TT MQQQGF.... .VRQVGELGH WAIGAHAFMV
Ecolrp SKRVGLSPTP CLERV...RR LERQGF.... .......... ..IQGYTALL

Ecada ADQVAMSPFH LHRLFKATTG MTPKAWQQRW RARRLRESLA KGESVTTSIL
Ecocynr NYFLAVAEHG .SFTRAASAL HVSQPALSQQ IRQLEESLGV PLFDRSGRTI
Ecoxyr EYLVALAEHR .HFRRAADSC HVSQPT“GQ IRKLEDELGV MLLERTSRKV
Ecocysba RYIVEVVNHN LNVSSTAEGL YTEQPGIIKQ VRMLEDELGI QIFSRSGKHL
Ecoilvc KTFLHLAESR .HPGRSARAM HVSPSTLSRQ IQRLEEDLGQ PLFVRDNRTY
Ecometr KTLQALRNCG ,SLAAAAATL HQTQSALSHQ PSDLEQRLGF RLFVRKSQPL
Ecfadr ..MVIKAQSP AGFAEEYIIE SIWNNRFPPG TILPAERELS ELIGVTR...
Ecpapak ....MAHHEV ISRSGNAFLL NIRESVLLPG SM..SEMHFF LLIGISS...
Ecoargr ...... cies seevesess, MRSSAKQEEL VKAFK..... ...cvvvunnn
Ecodnaa LLHAVGNGIM ARKPNAKVVY MHSERFVQDM VKALQNNAIE EFKRYYRSVD
Ecocrp VLGKPQTDPT LEWFLSHCHI HKYPSKS.TL IHQGEKAETL YYIVKGSVAV
Econirr SIPFTLNEHE LDQLDNIIER KKPIQKGQTL FKAGDELKSL YAIRSGTIKS
Ecobira LLDRIGELKS GDACIAEYQQ AGRGRRGRKW FSPFGANLYL SMFWR,....
Ecometja .......... .ueus soees o JMAEWSGEY ISPYA..... «v..0
Ecgals5 VLIGNSYH.E AEKDGHAIEV LIRQRCNALI VHSKALSDDE LAQFMD..N
Ecogal LLIGNGYH.N EQKERQAIEQ LIRHRCAALV VHAKMIPDAD LASLMK..QN
Ecocytr VLIGDCAH.Q NQQEKTFIDL IITKQIDGML LLGSRL..PF DASIEEQRNL
Ecopurr LILGNAWN.N LEKQRAYLSM MAQKRVDGLL VMCSEYPEPL LAMLEEYRHI
Eclac VVVSMVERSG VEACKAAVHN LLAQRVSGLI INYPLDDQDA IAVEAACTNV
Ecorafro LLIADDEHAD CHS..,YMRL VESRRIDALI IAHTLDDDPR ITHLHKA.GI
Ecfrur LLIA.CSEDQ PDNEMRCIEH LLQRQVDAII VSTSLPPEHP FYQRWANDPF
Ecgln TLFLDEIGDM PLDVQTRLLR VLADGQFYRV GGYAPVKVDV RIIAATHQNL
Ecotyrr SVLLDEIGEM SPRMQAKLLR FLNDGTFRRV GEDHEVHVDV RVICATQKNL
BCOELS ittt i e e e
Ecoompr KNLVVDDDMR LRALLERY.. LTEQGFQVRS VANAEQMDRL LTRESFHLMV
Ecphob  RILVVEDEAP IREMVCFV.. LEQNGFQPVE AEDYDSAVNQ LNEPWPDLIL
Ecodye HILIVEDELV TRNTLKSI., FEAEGYDVFE ATDGAEMHQI LSEYDINLVI
Ecokdpe NVLIVEDEQA IRRFLRTA,. LEGDGMRVFE AETLQRGLLE AATRKPDLII
Ecnarl TILLIDDHPM LRTGVKQLIS MAPDITVVGE ASNGEQGIEL AESLDPDLIL
ECArSY iitvrinn srniiirnen caiiiaree saeaan
Ecomalt DEGDNQQERF ASYLIAAVQQ ATNGHCAICE TMAQKRQYAS LTSLFAQLFI
Ecolexa .......... .. .MKALTAR QQEVFDLIRD HISQTGMPPT RAEIAQRLGF
Ecplfc .ovivivnt veians Ve e PRI
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ECOLIPr ....ovviin cunnuns e i s YT .
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Bcetraj ......... e eeesee e tebaieraas
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En las posiciones: IciR de 297 a 319; Lrp de 294 a 325; FadR de 336 a 363; PapB de 313 a
332 y DeoR de 333 a 352, se presenta la estructura HTH. )
En CytR se presenta una Lisina en posicién 315 necesaria para la represién(Sogaard-A,
1993).Los amino4cidos ac. glutdmico y ac. aspartico en posicién 306 y 307 respectivamente, se
encuentran conservados en el grupo de OmpR a NarL, estdn involucrados en la fosforilacién de
las proteinas de los dos componentes (Stock, 1989). El ac. glutdmico en posicién 307 en
OmpR, es necesario para la interaccién con EnvZ, su proteina activadora, que fosforila
ademds, una serina y una fenilalanina en posicién 345 y 346 respectivamente. (Brissette,
1991).
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351 400
Ecoara VVKNQGREFV CRPGDILLFP PGEIHHYGRH PEAREWYHQW VYFRPRAYWH
Ecrhac LHVLNDRPYR ITRGDLFYIH ADDKHSYA.. .SVNDLVLON IIYCP.....
Ecfur MGEEI..... LGLATVYRVL NQFD..DAGI VTRHNFEGGK SVFELT....
Bcoglpr AGGELRSRHG RSLANGRSIL SPSSAVDFGI LGISGIDSDG SLLEFDYHEV
Ecoicir GSSFLQSRNL ...,...LAI VHPILRNLME ESGETVNMAV LDQSDHEAIL
Ecalrp NPHYLDASLL ...... Wi vivo. . FVE ITLNRGAPDV FEQFNTAVQK
Ecada NAGFPDSSSY YRKADETLGM TAKQFRHGGE NLAVRYALAD CELGRCLVAE
Ecocynr .RLTDAGEVW RQYASRALQE LGAGKRAIHD VADLTRGSLR IAVTPTFTSY
Ecoxyr LFTQAGMLL VDQARTVLRE VKVLKEMASQ QGETMSGPLH IGLIPTVGPY
Ecocysba TQUTPAGQE! IRIAREVLSK VDAIKSVAGE HTWPDKGSLY IATTHTQARY
Ecoilve T.LTEAGEEL RVFAQQTLLQ YQQLERHTIDQ QGPSLEGELH IFCSVTAAYS
Ecometr .RFTPQGEIL LQLANQVLPQ ISQALQACNE ... PQQTRLR IATECHSCIQ
Ecfadr ...TTLREVL QRLARDGWLT IQHGKPTKVN NFWETSGLNI LETLARLDHE
Ecpapak . ..IHSDRVI ..LAMKDYLV GGHSRKEVCE KYQMNNGY.F STTLGRLIR.
Ecoargr ALLKEE.... ..KFSSQGEI VAALQEQGFD NINQSKVSRM LTKFGAVRTR
Ecodnaa ALLIDDIQFF ANKERSQEEF FHTFNALLEG NQQIILTSDR YPKEINGVED
Ecocrp LIKDEEGKEM ILSYLNQGDF IGELGLFEEG QERSAWVRAK TACEVAEISY
Econirr YTITEQGDEQ ITGFHLAGDL VG.FDAIGSG HHPS.FAQAL ETSMVQEIPF
Ecobira .LEQGPAAAI GLSLVIGIVM AEVLRKLGAD KVRVKWFNDL YLQDRKL,.A
Ecometja + -EHGKKSEQ VKKITVSIPL .KVLKILTDE RTRRQVNNLR HATNZELLCE
EcgalsS PGMVLINRVV PGYAHRCVCL DNLSGARMAT RMLLNNGHQR 1GYLSSSHGI
Ecogal PGMVLINRIL PGFENRCIAL DDRYGAWLAT RHLIQQGHTR IGYLCSNHSI
Ecocytr PPMVMANEFA PELELPTVHI DNLTAAFDAV NYLYEQGHKR IGCIAGPEEM
Ecopurr PMVVMDWGEA KADFTDAVID NAFEGGYMAG RYLIERGHRE IGVIPGPLER
Eclac PALFL..DVS DQTPINSIIF SREDGTRLGV EHLVALGHQQ IALLAGPLSS
Ecorafro PFLALG.RVP QGLPCAWFDF DNHAGTVQAT QKLIALGHKS IALLSENTSH
Ecfrur PIVALDRALD REHFTSVVGA DQUDAEMLAE E.LRKFPAET VLYLGALPEL
Ecgln EQRVQEGKFR EDLFHRLNVI RVHLPPLRER REDIPRLARH FLQVAARELG
Ecotyrr VELVQKGMFR EDLYYRLNVL TLNLPPLRDC PQDIMPLTEL FVARFADEQG

ECOELS ittt ittt ity e e
Ecoompr - LDLMLPGEDG LSICRRL... .........R SQS. .NPMPI IMVTAKGEEV
Ecphob LOWMLPGGSG IQFIKHL... .........K RESMTRDIPV VHLTARGEEE
Ecodye MDINLPGKNG LLLAREL... .........R EQA...NVAL MFLTGRDNEV
Ecokdpe LDLGLPDGDG IEFIRDL... ......,..R QWS..,AVPYV IVLSARSERS
Ecnarl LDLNMPGMNG LETLDKL... ........,.R EKSL.,SGRI VVFSVSNHEE
Ecarsr .........M LQLTPLQLFK NLS....... ....DETRLG IVLLLREMGE
Ecomalt ELAEWHSPLY LVIDDYHLIT NPVIHESMRF FIRHQPENLT LVVLSRNLPQ
Ecolexa RSPNAAEEHL KALARKGVIE IVSGASRGIR LLQEEEEGLP LV,..... GR
Ecpifc ... ,MLSQUN LRFHKKLIEA LKTRAGRENT SVNALAERFL DDGLRTVAPG
Ecputp ..... MGTTT MGV.,KLDDA TRERIKFAAT RIDRTPHWLI KQAIFSYART
Ecotrpr ........ e aaaeaas P P 9.Y
Ectetra AALELLNETG IDGLTTRKLA QKLGIEQPTL YWHVKNKRAL LDALAVEILA
Ecetraj ....... Sae e «.MTV VDPARFMYER NHFPSLTDKE FETLVLYCQM

Ecdeor LNNHSAPVVL LGGYIVLEPR SASHYLLSDQ KSRLVEEKRR AAKLAATLVE

En CynR se encuentra un Probable sitio de pegado a ATP, entre los residuos 373 -376.

El sitio de separacion de Ada, por proteolisis, se localiza entre los aminodcidos Lisina(373)
y glutamina(374).

En Met], se detecta la estructura hoja -plegada antiparalela de pegado al DNA entre los
residuos 360 -402. Los aminodcidos de reconocimiento al DNA para Met] son: Glicina(355),
lisina(357), Serina(358), arginina (381), y asparagina-serina en posicién 395-396
respectivamente; mientras que los aminodcidos de dimerizacién son: Treonina(365, 382)
(Somers y Phillips, 1991). Por otro lado, TetR presenta un HTH en posicién 366 a 375.
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401

EWLNWPSIFA
ERLKLNLDWQ
ser...QQHR
RTKRAIIENS
IDQUQCTHLY
LEETIQECHLY
SERGICAILL
FIGPLMADFY
LLPHIIPMLH
ALENVIKGFI
HLPPILDRFR
WLTPALENFH
SVPQLIDNLL
.LNALAARLA
NAKMEMVYCL
RLKSRFGWGL
RKFRQL. . ..
ETLDDL. . ..
GILVEL. ...
AFLHAF. . ..
EDDAMRKAGW
SDAEDRLQGY
PLCHYRLQGY
NTGAGRLAGF
VSARLRLAGV!
SYVIARRQGW
SVSFLREQGF
VEAKLLHPET
VPRPKLAADL

ey e

DRIVGLEIGA
DRVRGLETGA
DKILGLEIGA
DKIAALDAGA
DVVTALKRGA
LCVCDLCMAL
LGIANL.RVR
VAAGEPLLAQ
DGYFQLIADP
TGKQRYSAG.

QQSPYSAAMA
RHHDYSLPAA
MNVQMVADYQ
PDQTLFFDCG

NTGFFRPDEA
GATPGFNASA
HDHLICLDCG
RHVMLVVDHS
RMS.....AP
SGD.....FD
GDDDATLISE
ARYPSITLQL
QTFPKLEMYL
ERYPRYSLHM
AENPSVEIKL
KNWPQUVEMDF
SVRTNISTIF
PYYTDESSAF
PAELGVPTTS
TVAIEPPELE
. IQUNPDILM
. SGKMENLRQ
TGKTGDAAQ
JTGQP. ..
MSALKEQDIT
YDALAESGIA
VQALRRCGIM
MRAMEEAMIK
HKYLTRNQIQ
LDALREHGLK
RTAWKDDERE
EAALTRLAWP
NTVLTRYAWP
DDYIPKPFNP
DDYITKPFSP
DDYITKPFHP
DDYLSKPFGI
DGYLLKDMEP
DQSQPKISRH
DQLLEIGSQQ
QHIEGHYQVD
EATVRQLYRH
ATCAAFWR.
EQRIQEWLRF
GESWQSFLRN
NRKPDVI TKH
TTTPWIIEAL

HQPHF . ... .
GQPHWRLGSM
Kevvorouns
KFGRNAMVNM
IGGKLPMHAS
YLLKTRVFDM
LOQMFPRADN
QEMSQEKIED
HEAQTHQLLA
HQGSPTQIAD
TTGDAADAME
KSGVTFDPQP
IRTAFRQHPD
[
SPLKNLVLDI
TRVATLMKKA
RLSAQMARRL
QMMRLMSGET
V... IGAGL
.....LPDDA
PPESWIGAGT
ANDRLVTFGE
VDPQYIARGD
VPESWIVQGD
PIAER. .EGD
. .DPLLRLVS
V. .HFLYANS
GNVRQLENT.
GNVRQLKNATL
RELLARIRAV
KELVARIKAV
RELTIRARNL
GELQARLRVA
EDL. . .LKAL
LAMLR . ESGI
LAFTHQEANE
PSLEKPHADF
I1LGQTFGTS

VDL . LKNAYQ.

NAMSFRRALL
LKSCRQKIGV
DNEIPFTAVC

GMAQARQVIG

.. .VIEFS
GSISMVDAVY
GAGKAFLAQL
SAYRKLLGE .
APADLMFQQH
MLCRDELDVG
QLDSGKLDCY
AVSKGNADFA
KVVTGEADLA
ALQQGELDLY
KAQE. ...
DYNDAVVVIN
DEND. . ..IR
QUTSEKVGNL
KGDQDMILLL
NMAMRRVEES
DLRKERSDE.
PDMPGGEAAM
PDESGGEQAM
FTFEAGSKAM
FEPESGYRAM
WSAMGGFQQT
PTRRAGYLAV
YEREAAAQLF
CRWLTVMAA .
YRALTQLDGY
LRRQANELPG
MRR......1
LSRTMNLGTYV
LRRH, . ...
HQAAAGEMVL
LLORKQGKWV
FFDCRLSSPI
L. ... -

NDLHLPLLNL
RYRDGAKVHL
ESDFELYFIV
YSLNTFLALK

450
QIINAGQGEG
QLEHESSQHV
DDSIEARQRE
TDAAAASKRD
SEEQVTKLLH

<o JTLLR
VREVIASLNQ
IAFAPVH.SP
ILALVKE.SE
TATEALHLYE
IAGKPETLPG
MTSDILPRSG

. VLATANEVAD

TSPGAAQLIA
LPGEVAFFIA
AFLDVTGRIA
SKKNAEERLA
VUNQGWITLQ
IPEAAKEIMR
VELLGRNLQL
TELLGRGRNF
QOLLDLPQPP
QQILSQEHRP
MQMLNEGIVP
MELMSLPAPP
EKWLETHPMP
., \GQEVLIQ
ELRPQDILLP
MFEQRVNSD
APSQEE. AVI
SPMAVE . EVI
SEERRSVESY
SATTAPDELY
SEALTPVLAR
HY....RLSP
EAAESSRICD

MLTPDER. .E
GTRPDEKQYD
INKFVNFERYV
EXPHCRAFLC

Una alanina en posicién 401 estd involucrada en la dimerizacién de MetJ. (Somers y Phillips,
1991). Dos triptéfanos en posicion 414 y 382, estin involucrados en el reconocimiento del
sitio de pegado al DNA.(Hansen, 1987)

El dominio de induccidn para el grupo de GalS a FruR se localiza en posicion de 401 a 410.

En CRP, los aminodcidos TS en posicion 433-434 son necesarios para el pegado a cAMP.

Para el grupo de OmpR a KdpE, se presentan tres aminodcidos conservados: ac.
glutdmico(407), arginina (426 y 433) necesarios para la dimerizacion de las proteinas.

Una alanina en posicion 401 es necesaria para la dimerizacion de Met].
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451

RYSELLAINL
PFANEMAELL
TAAKHGIRLYT
AGADGPPYST
RKGLHAYTHA
LPGUNDTRTY
RDTPLTLPLD
ELEAIPLLTE
AFIEVRLFDE
DLVMLPCYHW
A, VAFSMLEN
. LHYSPMFDY
HADAFAELDY
RLLDSLGKRA.
KRLRSNVREL
QTLLNLAKQP
AFIYNLSRRF
EAGINLDRN.
EMGINPETW.
TAVFAYNDNM
TAVACYNDSH
TAVFCHSDVIM
TAVFCGGDIM
TAMLVANDOM
TATITDNDLS
QALFTTSFAL
DLPGELFEST
DYDA....AT
VLTVSTVNSQ
AFGKFKLNLG
EMQGLSLDPT
KFNGWELDIN
RFSDVTVDLA
SLRANRAT, ,
HIPSWAAQIL
DVSGWATALQ
MSMKDIGINM
GRNRLATLPA
ALGTRVRIVE
TVETCLRFNT
FPELTSEQIN
GQEFHASNAL

LEQL. .LLRR
FGQLVMLLNR
NHSLYLYGHC
GAVLILHGFP
TLVSPVHLKE
VVHEEVKQSH
IRGTAFQQQV
SLALVVAQHH
PMLLAIVEDH
NRAIVVTPDH
LAVVLIAPAL
EVRLVLAPDH
TIFRGLAFAS
EGILGTIAGD
EGALNRVIAN
DAMTH. BDGH
AQRGFSPREF

cees s TL
AAGALTALRD
AAGAMGVLND
ALGALSQAKR
AMGALCAADE
ALGAMRALITE
GDGAAMALQL
LQGVMDVTLR
V......AES
V......AVG
O.... 0.0V
TREMF .REDE
SHRVM., AGEE.
SRSLIGPDGE
AR.VIHRGEE

...TERD
EQAWLSQQD .
LTALSARQNT
DGDLLAVHKT
LDTLLDITGH
£.. .LLRGEM
ENGFSLRDGL
ILAAFSFYPX
FRPIDFQQTI

MEAINESLHP
HRYTSDSLPP
AEGDCRED, .
RQTKTRQVFA
DLAQTRKR. .
RLVIKTRX. .
WQALRTLPCG
PLAVHEQVAL
PWANRECVEM
PLAGKKAITI
PCPVRNQVSY
PLAAKTRITP
GNPIVGLILYN
DTIFTTPANG
ANF...TGRA
QIKITRQEIG
RLTMIRGRIG
AAMLIRELRA
NG. IATPLHL
NG, IDVPGET
QG . LKVPEDL
MG. LRVPQDV
SG. LRYGADI
RGRLSGKEAV
RDG . KLBSDL
TSQMQOPRSWA
EDAMEGS. .
OKPLRDSVKQ
PMPLTSGEFA
PLEMGPTEFK
QYKLPRSEFR
EVHLTPIEFR
UNQLTPRERD
. DVQVIARKL
HSAHKSARRL
QDVRNGQUWWY
LLAWQVEHDR

YAISAVSHFT
RSTIARRFDI
NNFCPDIAFY
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PHDNRVREAC
TSSETLLDK,
SAMRVIDAGF
.GYSFDDEEH

ETVSYQQLAN
5. .RLHDEKL
A. . DLAGEKL
E..ELAQYPL
EKPDWSTVPF
E. . DLASETL
GMKGLYTRIG

FTVKDLYEA

ITIDFVREAL
QIVGCSRETV
NYLGLTVRTL
ALELFEQEGL
SIIGFDDIPT
SLIGFRDVLV
SIIGFDNIDL
SLIGYDNVRN
SVVGYDDTED
SLVVYDGLEPQ
AIATFGDNBL
TLLAQWADRA

ALENYFAQLN
YLKALVSHPR
LLHFFMTHPE
AMLHFCENPG
LAGRCSTMPE
ILKLIA, ...
ASVNCSGSSK
AGINASHLSD
ARID,....D
PVDGHYLEGT
AGI.. . LATI
LGAVLEQQEH
YRCDIYDELS
SAAGVHVSKG

500
QYISDHLA, .
+ « LITRLAAS
EHAHEGK. ..
ALARNVKKLA
ALGLRCLARC
AIGKPKAVRA
VLLSAEFATR
LMLEDGHCLR
VTYTFGFTGR
IMADQGPVRR
LIYPVQRSRL
RHYFANPEAR

RDLLALQEKL
GRILKMLEDQ
SRLLGRFQKS
APYLSRWEKL

ARYTDPQL

SRYVRPRLTT
TQFCDPPLTT
ARYFTPALTT
SSCYIPPSTT
DSITELDVAA
LPFLQCPVLA
LRSGHONLLS
RTINS %2
GQDVN. DLYE
EPLSRDKLMN
RVYSREQLLN
KIQSRAELLK
KYSPSGPVLN

AVCIX. ...,
YLVDEVLINV
EVIVKRLKKQ
FRLAGKNWTE
TRGSNSLKAA
TAALTDRPAA
KIRNNLGIED
ATCFNLEELP

Para el caso del grupo de ArgR a BirA, se detectan dos aminodcidos involucrados en el
reconocimiento del operador, un primer aminodcido mds variable, en posicién 487(Y, R, V 0 Q)
y un E conservado en posicién 488.

En FNR la presencia de D en posicion 478 es necesario para estimular la transcripcidn,

Se detectan los HTH para CRP y FNR de 476-196; de 451-466 para Fur; 498-524 para
NarL; de 472-496 para TrpR y de 474-499 para LexA.
Alanina en posicion 481 en TrpR es necesario para el pegado del L- triptofano (inductor).

El dominio involucrado en la dimerizacién para el grupo de GalS-FruR, se ubica en la
posicién 485 a 493; mientras que el de induccién se ubica entre los residuos 456-459 y 483-
486. Sitio de pegado a la RNApol para CRP se localiza entre los residuos 463 a 470, mientras
que para FNR se ubica entre los residuos 474-478.



continuacién.,.

501 550
Ecoara .DSNFDIASV AQHVCLSPSR LSHLFRQQLG ISVLSWREDQ RISQAKLLLS
Ecrhac LKSPFALDKF CDEASCSERV LRQQFRQQTG MTINQYLRQV RVCHAQYLLQ
BefUr .oiuiiiin siaieienes veeaaean e erhereaaey taaeseerans
Ecoglpr SGCGKRLCLA ADSDNVFQLH TVEEIDVFCL CAHERRKRGG AALLPVIAQT
Ecoicir IFDEHREPFA AISISGPISR ITDDRVTEFG AMVIKAAKEV TLAYGGMRX.
Beolrp ....oiiil e
Ecada VASACAANKL AIIIPCHRVV RGDGTLSGYR WGVSRKAQLL RREAENEERX
Ecocynr EQIDHYCEKA GLHPQVVIEA NSISAVLELI RRTSLSTLLP AAIATQHDGL
Ecoxyr DQAMGFCFEA GADEDTHFRA TSLETLRNMV AAGSGITLLP ALAVPPERKR
Ecocysba SELDTAFNRA GLTPRIVFTA TDADVIKTYV RLGLGVGVIA SMAVDPVADP
Ecoilvc RIELWFRRNK ISNPMIYATV GGHEAMVSMV ALGCGVALLE EVVL,.ENSP
Ecometr DVWRHPLQPA GVSPSLKSVD NTL.LLIQMV AARMGIAALP HWVVESFERQ
Ecfadr SLALGFYHKL SALCSEGAHD QVYETVRRYG HESGEIWHRM QKNLPGDLAI
ECPAPAK 1 viviniiit siireaeee it teaaaes
Ecoargr .......... ereeasaaas Cerreacea b i arar abese e
Ecodnaa VTIDNIQKTV AEYYKIKVAD LLSKRRSRSV ARPROMAMAL AKELTNHSLP
Ecocrp NLISAHGKTI VVYGTRX... (ivvivrinn cinennirir aenreanaon
Econirr GMLAVKGKY! TIENNDALAQ LAGHTRNVAX ....... Cee srasaeiaay
Ecobira DNFINRPVKL IIGDKEIPGI SRGIDKQGAL LLEQDGIIKP WMGGEISLRS
BCOMBLIA ..ottt s e e e eeaaaan

Ecgals5 VRYPIASM.A KLATELALQG AAGNIDPRAS HCFMPTLVRR HSVATRQN.
Ecogal VRYPIVTM.A TQAAELALAL ADNRPLPELIT NVFSPTLVRR HSVSTPSLEA
Ecocyty IAQPRYEI.G REAMLLLLDQ MQGQHVGSGS RLMDCELIIR GSTRALP...
Ecopurr THQPKDSL.G ETAFNMLLDR IVNKREEPQS IEVHPRLIER RSVADGPFRD
Eclac IKQDFRLL.G QTSVDRLLQL SQGQAV.KGN QLLPVSLVKR KTTLAPNTQT
Ecorafro VIQSTRSLVG RQISDMVYQI INGASPESLQ ITWTPIFYPG STVHSPSFX.
Ecfrur VAQRHRDV.A ERVLEIVLAS LDEPRKPKPG LTRIKRNLYR RGVLSRSX..
Ecgln EAQPELERTL LTTALRHTQG HKQBAARLLG WGRNTLTRKL KELGME.,.,
Ecotyrr EITSRFERSV LTQLYRNYPS TRKLAKR.LG VSHTAIANKL REYGLSQKKN
Ecofi{s LVLAEVEQPL LDMVMQYTRG NQTRAALMMG INRGTLRKKL KKYGHNX..,
Bcoompr LARGREYSAM ERSIDVQISR LRRMVEEDPA HPRYIQTVWG LGYVFVPDGS
Ecphob HVWGTNVYVE DRTVDVHIRR LRKALEPG.G HDRMVQTVRG TGYRFSTRF,
Ecodye KMTGRELKPH DRTVDVTIRR IRKHFESTPD TPELIATING EGYRFCGDLE
Ecokdpe QVWGPNAVEH SHYLRIYMGH LRQKLEQDPA RPRHFITETG IGYRFMLX.,
Ecnarl KMIARRLDIT ESTVKVHVKH MLKKMKL... KSRVEAAVWV HQERIFX...
o0 ¥ 3 oSN
Ecomalt DLATRHFLLK SAILRSMNDA LITRVTGEEN GQMRLEEIER QGLFLQRMDD
Ecolexa GNKVELLPEN SEFKPIVVDL RQQSFTIEGL AVGVIRNGDW LX........
Ecpifc EFEAFRAALR PVVDQMYAEH LLRPLESDCF GLAEVPDAVL AEIFTLPRLK
Ecputp ..... et e eia e e e e ..
Ecotrpr PVE,LRQWLE EVL,.LKSDX ,.......0. c0vrnon e e
Ectetra PDENLPPLLR EALQIMDSDD GEQAFLHGLE SLIRGFEVQL TALLQIVGGD
Ecetraj LESLRMLFFM KITVFLX... .tiievvins cnnvncinns oo
Ecdeor VKHWAMSMAQ KHVLVVDHSK FGKVRPARMG DLKRFDIVVS DCCPEDEYVK

Estructura HTH detectada para: AraC(507-526), TyrR(519-541), Fis(522-541), NarL (498-
524)y GIn(NR(I)) se ubica de 523 a 543.
En Ada se presenta un dominio de activacion para la reparacion del DNA, con una cisteina
en posicién 516 del alineamiento, que funciona comao sitio activo de la proteina, ya que es el
aminoacido donde se transfiere el grupo alkil proveniente de la cisteina del DNA.
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Ecoara
Ecrhac
Ecfur
Ecoglpr
Ecoicir
Ecolrp
Ecada
Ecocynr
Ecoxyy
Ecocysba
Ecoilve
Ecomety
Ecfadr
Ecpapak
Ecoaxgr
Ecodnaa
Ecocrp
Econirr
Ecobira
Ecometja
Ecgals$
Ecogal
Ecocytry
Ecopury
Eclac
Ecorafro
Ecfrur
Ecgln
Ecotyrr
Ecofis
Ecoompr
Ecphob
Becodye
Ecokdpe
Ecnarl
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551
TTRMPIATVG
HSRLLISDIS

VYLIFNHVQS

KAISLAP. ..
DGVVYLPCIK
D.LVRVDAHD
EPVRNRVMIL
GLVVTKTLGE

ATTNSTNQAM
SHHATSDX. .
YRRX......
ASPRALADSL

KLIIPFC...

YAQTQRIKLM

RNVGFDRQLY
TECGFEDSNY
DASASGKGGH
«ev..s . PLL
PEPRRTIGLV
IFSHSTTKIG
ERSDEKTPFE
GLWSR. ....

HTTVLHACRK

FSRVFEKCTG
FSVVFTRETG

RVTLAESSRK

ERTAVLLRR.
YRPGSPLRS .
FRRSTFLRSY
LGVCAQKKRL
LYAAVRDGEQ

e ‘e

ASPSEFPAGC
MTPSQWRHLN

LPRHVAWGEV

KNSWQTARAK
RYEQLAEAIR
MYDFIQRFAP
HEPLIEAFWK
RQPVTEAFIR

Cever e
RN

bevrrn ey

600
EEKVNDVAVF.

AFLHMALDKC
ARMDGHFDKV
HLTRDVVDAA
ILPNHKX. ..
SARNHACDHL

Se localizan dos estructuras HTH: RhaR de 556 a 583 y para AraC de 545 a 564,
El dominio para la tetramerizacion de Lacl se ubica en posiciones 556-570.
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Ecoara
Bcfur
Ecoglpr
Ecada
Ecacyur
Ecoxyr
Ecocysba
Ecoilve
Ecometr
Ecomalt
Ecolexa
Ecpife
Ecputp

Ecarsr
Ecomalt
Ecolexa

Ecpifc

Ecputp

Ecomalt
Ecolexa
Ecpifc

Ecomalt
Ecomalt
Ecomalt
Ecomalt
Ecomalt
Ecomalt
Ecomalt

Ecomalt

AVVGGNESRX ...

LKQAV... ..
VALRSNEEIE
PFVKSAERPT
ALAAODALML

701

VMFKDIKLPE KX. ...v..
YDAPTVRPGS PARLX..
RDILLNHAWS LFNHSELSLL

EEEEEEEER]

TPRLHLLITG QDFVVPYGWE

RYGEVNTLLA RAEHEIKDIR

DRI

SPPGNVTPEG FFGIDGLRIF

EESLKALPWD SLLENPQLVL

ALSELLGLFT LYARHPEALT

R R

700

EDTMHAEFNA LRAQVAINDG

MPAEAFETLY RELATRCQEG

750

NPDEAERLAK LALEELPPGW FYSRIVATSV LOEVLHCKGE LTRSLALMQQ

PLAEALTGLR CLYGDL. . .h vvvnnnvnns vovsunnas sasnananas

751 800
TEQMARQHDV WHYALWSLIQ QSEILFAQGF LQTAWETQEXK AFQLINEQHL
§01 a50
EQLPMHEFLV RIRAQLLWAW ARLDEAEASA RSGIEVLSSY QPQQQLQCLA
851 900
MLIQCSLARG DLDNARSOLN RLENLLGNGK YHSDWISMAN KVRVIYWQMT
901 350
GDRAAAANWL RHTAKPEFAN NHFLQGQWRN IARAQILLGE FEPAEIVLEE
951 1000
LNENARSLRL MSDLNRNLLL LNQLYWQAGR KSDAQRVLLD ALKLANRTGF
1001 1050
ISHFVIEGEA MAQQLRQLIQ LNTLPELEQH RAQRILREIN QHHRHKFAHF
1051 1100
DENFVERLLN HPEVPELIRT SPLTQREWQV LGLIYSGYSN EQIAGELEVA
1101 1139

ATTIKTHIRN LYQKLGVAHR QDAVQHAQQL LKMMGYGVX

Dominio de pegado al DNA (HTH) en posicion 991-1010.

82



1%

APENDICE 2. PROTEINAS REGULADORAS DE PROMOTDRES SIGMA70 Y GENES REGULADOS
EN PROCARIONTES.

PROT ORGANISMO(S) GENES REGULADOS FUNCION METABOLICA REFERENCIAS
Ads E.coli Genes de respuesta adaptativa a agentes alquilantes Shavell, D. y G. Walker, 1891,
AraC E.coli Operon araC y araBAD Utilizacion de L-arabinosa. Lee, 1987; Ogden, 1980.
ArcA E.coli Expresion de alcalin-fosfatasa, transcripcion de Drury, L. S. y R. S. Buxton, 1985.
los genes del factor sexual F.
ArgR E.coli Regulon arg, organizados Sintesis de arginina. Charlier, D. 1992; Smith, 1989.
Bacillus subtillis en 9 locis.
ArsR E.coli Operon ars Operdn para respuesta a arsénico. Detoxiticar. Swiss Prot
BirA E.coli Operon bio BFCD Sintesis de biotina. Nath, S. K.,1988; Cronan, J. E, 1989
Otsuka, A y J. Abelson, 1978.
CRP E.coli Operon lac, gal, mal, ara, Asimilacidn de fuentes de carbono y sintesis de pilis Raibaud, O y M. Schwartz, 1984; Kolb, A,
5. typtumurium  cat. deo, tnaA, etc baclerianos. et al, 1993; Goransson, M. et al, 1989.
CynR E.coli Operén cynT, S, Xy CynR.  Detoxiticacion de cianato(comp > 16xico celular). Francoise, 1993.
CysB E.coli Regulén cysA, CD, JIH Asimilacion de sulfato y si is de cisteina. Raibaud, O y M. Shwartz, 1984;
Ostrowski, J y N. Kredich,1991.
CytR E.coli Operdn cytRP Catabolisme de nucleétidos. Pedersen, H. et al, 1992
DeoR £.coli Operén deoCABD Catabolismo de deoxiribonucledsidos y ribonucledsidos. Amouyal, M. et al, 1989.
DnaA E.coli dnaA, rpoH, oriC inicio de la replicacion del DNA. Wang, Q. y J. M. Kanugi, 1987; idem,
1989; Fuller, R. &t al, 1984.
FadR E.coii Regulén de ac. grasos Sintesis y degradacién de dcidos grasos. Henry M y J.E. Cronan, 1992.
Fis Ecoli Siete operones de TANA Sintesis de RNA ribosomal Ross, W. et af, 1980.
FNR Ecoli chiCl. frd, nar, efc. Transporte anaerobico de elecirones Raibaud. O. y M. Schwartz, 1984,
FruR Ecoli Operén fru Utilizacién de g >génicos(fructosa). Ramseier, T. M. et al, 1993,
8. typhimurium Independiente de CRP-CAMP.
Fur Ecoli Reguldn fur Reguién de 20 genes para la toma de Fierro. Stajiljkovic, 1994,
GalR E. coli Operon galK,.T.E Metabolismo de D-galactosa Adhya, 1991
GaiS E.coli Operon galk,T.E Metaboli de D-g Adhya, 1981
GIpR E.coii Regulon gipACB, gipTQ, Utilizacién de sn-Glicerol-3-Fosfato Ye.. y T. J. Larson, 1988.
gipD, gipF. gipK, gipR.
IciR  E.coli Oper6n aceBAK Catalisis de acetatos. Cortay, J-C. et al, 1991,
HvY E.coli Aeguién liv Biosintesis de Isoleucina, Valina.
KdpE E.coli Operdn kdp Toma y utilizacién de Potasio Voeiner, P. et al, 1993,
tacl E.coli Opero6n {acZYA. Catdlisis de lactosa. Gralla, J. 1992.

LexA Ecoli Genes de respuesta a danos por alquilacion ai DNA. Little, J. et ai, 1981; ibidem, 1980;
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PROT ORGANISMO(S)
Lrp E.coli

MalT Ecoli
Kleibsiella sp.

Metd E.coli

MetR E.coli

NR(1) E.coli
Enterobacterias

Narl E.coli

OmpR E.coli

OxyR E.coli

PapB E.coli

PhoB E.coli
Pseudomona sp.

PitC E.coli

PurR E.coli

PuUtA E.coli
S. typhimurium
RatR E.coli
RhaR E.coli
TelR E.coli
TrpR E.coli
TyrR Ecoii

Trad Ecoli

GENES REGULADOS

Reguidn de par lo menos
40 genes

FUNCION METABOLICA

Genes de respuesta a Leucina.

Regutén mat, con 3 op
malPQ,EFG,malKiamBmatM
Regulon met

Regulén met

Regulon para la toma
nitrégeno.

Operon narG.'H‘ J

Genes ompC y ompF

Operén pap.
Regulén phoA E.S, efc.

Operon pifCAB

Reguldn pur arreglados en
9 locis.

Operon putA y putP

Operon rat
Operdn thaDBA
operdn tet
Operdn trp

Regulén tyr, con 8 unidades Sintesis de L-tirosina y aminio4acidos aromaticos.

transcripcionates.
Operon tra¥-Z, traM

Toma y bolismo de maltc y maltosa
como fuentes de carbono.
Biosintesis de metionina
Biosintesis de metionina

Asimilacién de nitrogeno.

Induccion para Iz produccién de nitrato reductasa
por nitrato en anaerobiosis.
Genes de repuesta al estress oxidativo.

Genes de respuesta a estress osmotico y oxidativo

Sintesis de Pilus-adhesina (pilis).
Sintesis de alkalin-fosfatasa y toma de Fosfatos.

REFERENCIAS

Ermsting. 8. et al, 1993.
Vidal-Ingigliardi, 1991; Richet, 1989.
Somers, W. S. y G. Walker, 1991,
Somers, W. S. y G. Walker, 1991,
Feng, 1987. Walker, 1992.

Maeda, S. et al, 1991; ibidem, 1990;
Brissette, R. et al, 1991.

Storz, G. et al, 1990.

Goransson, M. et al, 1989.
Wanner, B. L.. 1991,

inteccion abortiva del plasmido F en presencia de} 1agoT7 Kennedy, M. et al, 1990.

Sintesis de novo de purinas y sintesis y via de
sal i o de pirimidi
Oxidacién de pralina a ac. glutamico.

Toma vy catalisis de rafinosa.

Catélisis de L-Ramnosa.

Genes de resistencia a antibiéticos (teiraciciina).
Sintesis de t-triptofano.

Control del pldsmido F en ta conjugacion.

Rolfes, 1930.

Menzel, 1981; Ostrowski, 1991;
Maioy.1991.
Aslanidis, C. et al, 1990.

Allard, J. D. et al, 1993.
Gunsalus. R. P. y C. Yanotsky, 1980.
Pittard, 1991; Andrews, 1991,

Apéndice 2. Se muestran los operones y/o genes regulados por las proteinas reguladoras
de promotores sigma70, asi como sus funciones y referencias.
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