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Generalidades de fa expresion génica

Una unidad transcripcional comprende el ADN entre el promotor, donde inicia lu
transcripcion, y un terminador, donde concluye. Una cadena sencilla del ADN en esta region sirve
como templado para la sfntesis de una cadena complementaria de ARN, creando una region hibrida
ARN-ADN muy corta (2-3 pb) que se mueve a fo largo del ADN junto con la burbuja de
transcripeidn, Caracterizada por su capacidad de incorporar ribonucledtidos al ARN bajo la
direccién de un templado de ADN, la ARN polimerasa (ARNP) forma parte de un complejo
aparato involucrado en la transcripeion: supervisa la fidelidad del aparcamiento de bases del
hibrido ARN-ADN y cataliza Ia formacidn de enlaces fosfodiester en lu cadena naciente de ARN
(101) (Fig. 1).

Una de las ARNP bacterianas mejor caracterizadas es la de Escherichia coli, 1a cuad es
responsable de la sintesis de todos los ARN ménsajuros, ARN ribosomales y ARN de
transferencia en esta bacteria. Existen alrededor de 7000 moléeulas de ARNP en una céluba de F.
coli y dependiendo de 1a condicién de crecimiento de la bacteria pueden ser de 2000 a 5000 de
ellas sintetizando ARN al mismo tiempo. La holoenzima ARNP puede ser separada en dos
componentes principales: la enzima bésica, que es un multimero de estructura 266" responsable
de la elongacién de la cadena de ARN, con un peso molecular de aproximadamente 480 kD y el
factor sigma (o), una subunidad sencilla que se¢ requiere en la etapa de iniclacion para el
reconocimiento del promotor. La ARNP de E. coli mide aproximadamente 90 x 95 x 160 Ay

~ contiene un canal o zurco de alrededor de 25 A de ancho en su superficie cuya longitud permite

contener hasta 16 pb de ADN (101).

El proceso de transcripeion puede ser dividido en las siguientes etapas (Fig.2)

A) Formacion del complejo cerrado - Esta etapa comienza con la unién de la ARNP a la
doble cadena del ADN en una secuencia especfﬁéu llamada promotor. La enzima basica tiene una
afinidad general por el ADN y la adicién del factor ¢ incrementa su afinidad por los pronotores.
La estructura formada por la holoenzima unida al promotor se conoce como complejo cerrado,

B) Formacién del complejo intermedio - Existen evidencias que indican la presencia de un
estado intermedio del complejo de transcripeién entre el cerrado y el abierto. Se trata
aparentemente de pares de bases de la region de promotor que se desfasan entre sf creando una
estructura que pudiera Lonsndmrse precursora directa de a burbuja de transcripeion.

(o)) Formuc:én del complejo abierto - La holoenzima lleva a cabo la separacion de las
cadenas para permitir que la cadena wmplado s¢ encuentre dlspomb!e para la complementacién con
los ribonucleétidos. La burbujn de la transcripcidn se crea por un desenrollamiento local que
comienza en el sitio de unién de la ARNP, La formacién de la burbtua !mpllCd un cambio
conformacional, tanto de la holoenzima como de las cadenas del ADN, conocido como



isomerizacién a un complejo abierto,

D) Iniciacion - Es la sintesis de los primeros ribonucledtidos enlazados como ARN, La
ARNP s¢ mantiene sobre el promotor mientras que se unen los primeros ribonuciedtidos,
aproximadamente 9, La iniciacién puede ser detenida por la ocurrencia de eventos abortivos, en
los cuales la enzima sintetiza transcritos cortos (de menos de 9 b) que son liberados, promoviendo
la sintesis de un nuevo transcrito. La iniciacién termina cuando la ARNP extiende la cadena de
ARN mds de 9 nucledtidos.

E) Desalojo del promotor - Es la fase durante la cual fa enzima se mueve a lo largo del
ADN y extiende la cadena creciente de ARN. El factor ¢ se libera al principio de esta etapa, el
patrén de proteccion de la enzima bdsica se reduce y la polimerasa pierde su contacto arriba de la
posicidn -35 deslizandose sobre la cadena del ADN dentro de 1a fase codificadora. Una region de
ADN localmente desenrollada, conocida como burbuja de transcripeion, se mueve junto con la
enzima a partir de este momento hasta el final de la unidad de trancripcién, Cuando la cadena
naciente de ARN alcanza una longitud de {5 a 20 bases ef patrén de proteceion se reduce ain mis,
hasta cubrir solamente 30 a 40 pb. Los ribonucledtidos se afiaden al extremo 3' de la cadena de
ARN, formande un hibrido ARN-ADN en la regién desenroliada. Detrds de esta regién
desenrollada, el templado de ADN se aparca con su contraparte original para formar de nuevo la
doble hélice. | - | |

F, G, H ¢ 1) Elongacidon - La ¢longacién involucra el movimiento de Ja burbuja de
transcripcion al descomponer la estructura del ADN, en la cual la cadena codificadora se aparea
con la cadena naciente de ARN en su punto de crecimiento. Durante esta etapa, la polimerasa se
transporta de manera discontinua sobre el ADN. Esto ha sido demostrado al provocar
artificialmente que la enzima haga pausas en distintos puntos, midiendo en cada uno de ellos la
longitud del templado cubierto por la enzima, asf como el tamafio y posicidn de la burbuja de
transcripeion. Los resultados obtenidos con este método indican que la polimerasa conserva su
posicidn y tamaiio hasta que afade de 8 a 10 ribonucledtidos y entonces, sibitamente, brinca hacia
adelante. El {imite anterior de la burbuja de transcripcion permanece constante conforme se aftaden
los ribonucledtidos mkntms que se exticnde por el otro extremo. In ¢l momento que la polimerasa
brinca hacia adelante a burbuja se reduce de 8 a 10 bases. Estos datos indican que Ia'pcxlinierasa se
mueve como una unidad a lo largo del ADN en pasos de aproximadamente 10 pb, y que mientras
la burbuja de transcripeidn sc abre continuamente, se cierra de manera discontinua sincronizada
con el brinco de la enzima (12.89)

La afinidad de la polimerasa bdsica por el factor o disminuye una vez que se compromete
en la conformacién de elongacién. Se ha observado que al abandonar el factor el complejo de
clonga'cién, éste se asocia con NusA. Al llegar a un terminador, ¢l complejo de elongacion se
desprende del ADN y NusA abandona a la polimerasa bdsica, la cual thda disponible para
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interaccionar con otra molécula de factor 6 y comprometerse en un nuevo ciclo de la transeripeion.
Al separarse del ADN, la afinidad de Ja polimerasa bdsica por NusA disminuye mientras que
aumenta por el factor ¢ (64) (Fig. 3).

La ARNP es capaz de reconocer ¢l punto donde debe detencr fa formacidn de enlaces
fosfodiester entre los ribonucledtidos y el complejo de elongacion debe descomponerse. Cuando
se afiade la dltima base a la cadena de ARN, la burbuja de transcripeion se colapsa mientras el
hibrido ARN-ADN se disocia. E1 ADN se reasocia como doble hélice y la enzimay ¢l ARN se
liberan, La secuencia de ADN requerida para estas reacciones se conoce como terminador.

Existen dos tipos de terminadores. Unos son los sitios de terminacidn intrinseca, que
contienen una estructura de tallo-asa rica en pares GC seguida de una corrida de residuos de U.
Estas estructuras son reconocidas in vitro por la enzima bisica sola. Los segundos son los sitios
de terminacién Rho-dependientes, los cuales requieren de este factor tanto in vivo como in vitro; la
condicién comidn es un tracto de 50 a 90 nucle6tidos rico en C y pobre en G precediendo al sitio
de terminacién. El factor Rho es una protefna esencial que acttia como un factor de terminacion
adicional, el cual reconoce el ARN vy aclia en sitios donde la ARNP se ha pausado. La actividad
de terminacién requiere de fa hidrélisis de ATP. '

Control del inicio de la transcripcién en E. coli

La etapa de iniciacién de la transcripcién puede subdividirse en los pasos secuenciales
eshozados en el apartado anterior, todos lo cuales son sitios potenciales de control in vivo. En esta
seccion mencionaremos con mayor detalle estos pasos, tomando a E. coli como sistema modelo.

Localizacién del promotor y reconocimiento por Eo70 - En E. coli se han identificado
varios tipos de holoenzimas definidas en base al factor ¢ que posean. Todas ellas utilizan la misma
enzima bdsica y existen evidencias sobre la competencia de diferentes factores o por el mismo
sitio, Esta competencia esta dirigida aparentemente por el equilibrio y el resultado dependerd de la
concentracion relativa de los difcmntcs factores @. v .

Si tomamos células de E. coli creciendo en fase exponencial en ausencia de estrés,

encontraremos que el factor o mds representado es 670 (el mimero indica la masa molecular

aparente de la proteina expresada en kD). Aunque otros organismos presentan protefnas
homélogas con diferente masa molecufar se ha convenido que el de E, coli sirva como modelo.
Alternativamente y en respuesta a sefiales extracelulares y de desarrollo se firoduccn otros factores
o con caracteristicas especfficas que participan en la cxpresién coordinada de genes involucrados
en la respuesta al estimulo. En la Tabla 1 se muestran algunas caracterfsticas de estos factores.
Debido a la gran similitud a nivel de secuencia de 67¢ con ¢l resto de los factores o menéionados_
en la Tabla 1, se les ha agrupado en la misma familia. En esta seccién nos enfocaremos
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\inicamente en las observaciones levadas a cabo con Ec??, con ¢l conocimiento de que su
mecanismo es esencialmente igual al de los otros elementos de Ia familia y en la préxima seccién
hablaremos del tinico otro factor 6 no relacionado.

En principio, aquellos promotores cuyas secuencias son similares compiten entre sf por un
tipo particular de holoenzima, es decir, la parte de la poblacién que contenga cierto factor o, Tal
grupo de promotores relacionados podrian definirse como parte de la wisma "clase de
especificidad”. La competencia por la holoenzima entre promotores de la misma clase serfa el
segundo punto de control de la iniciacion de 1a transcripcidn, después de la competencia por la
ocupacidn de la enzima bdsica por los factores @,

Los promotores bacterianos reconocidos por Ea70 estdn identificados por dos secuencias
cortas conservadas en las posiciones -35 y -10 con respecto al inicio de la transcripcién y
separadas entre sf por 15 a 21 pb. Eo% contacta inicialmente con el elemento -35 (TTGACA) y
extiende su contacto hacia el elemento -10 (TATAAT), cubricndo un total de 77 pb. Recientemente
se ha identificado en los promotores de los genes ribosomales de E. coli un tercer punto de
contacto de 1a polimerasa, denominado elemento UP, que consiste en una secuencia rica en AT
localizada alrededor de 20 residuos arriba del elemento -35 (22). La fuerza de la interaccién de un
promotor dado con la polimerasa correlaciona directamente con la similitud de cada uno de estos
tres elementos con su consenso, es decir, con aquella porcién de secuencia que une a la respectiva
subunidad de la polimerasa con mayor afinidad (32).

Formacién de! complejo cerrado con E6” - La fonnacién del complejo cerrado puede ser
vista como la reaccién de unién de las bases del promotor con E¢70. Dicha reaccifn posee una
constante especifica de equilibrio que deriva en el grado de ocupacién del promotor, ¢s decir, en la
proporci6n de las secuencias del promotor presentes unidas a EG70, Esta constante de equilibrio
representa la estabilidad de la interaccién. El complejo cerrado tiene un potencial definido para

-isomerizarse espontdneamente a un complejo abierto, caracterizado por la burbuja de transcripeidn.

La apertura del complejo puede considerarse como un proceso cinético con una tasa constante de
formacién, La reaccién de apertura es lenta, pero la reaccién contraria ¢s amin mds lenta. Esta
constante de formacién implica no solo la isomerizacién del complejo de iniciacién, sino también
la separacién de la doble cadena del ADN. Se considera que este proceso es irreversible (183).
Existen evidencias diversas sobre la topologia del complejo cerrado formado por Eo70: el
andlisis de las propiedades electro-Gpticas del complcjo formado en el promotor Al del fago T7
demuestra que la holoenzima induce un doblez de 45° (£5°) sobre el ADN (116). Por otro lado,
observaciones directas de complejo formado en el promotor Py, del fago lambda indican que el
doblez formado por la holoenzima es de aproximadamente 54° (147). A pesar de la diferencia en
los valores obtenidos, en ambos casos se comprueba que la adicién de Ia holoenzima induce la
formacién del doblez favoreciendo un dngulo especffico, probablemente estabilizado por la



estructura de Eg™0, Cabe mencionar que estas observaciones se llevaron a cabo sin considerar el
cambio conformacional correspondiente al complejo intermedio, por lo que no se precisa si se trata
de ia ultima estructura lista para isomerizarse o de algiin precursor (Ver mas adelante),

Formacién del complejo abierto - EG™ es capaz de interferir con los puentes de hidrégeno
que mantienen estabilizada la estructura de doble hélice del ADN, inclusive bajo condiciones que
favorecen ésta estructura sobre las cadenas separadas y adn en ausencia de hidrolisis de ATP.
Contrario a la idea que se tiene cominmente, 1a doble hélice del ADN es una estructura dindmica y
sufre disociacidn-reasociacién en cuestion de milisegundos (56). En ausencia de fuerzas externas,
un par de bases se separa con una probabilidad de 1 X 10-5, El tiempo de vida de un par de bases
asociado es de 10-2 seg en equilibrio con 10-5 seg del disociado. Este equilibrio provee una
condicién en la cudl las protefnas que interaccionan con ¢! ADN puedan contactar con bases que de
otra manera estarfan secuestradas en la doble hélice (41).

Como se menciond previamente, estudios cinéticos y estructurales de la iniciacion de la
transcripeidn en varios promotores permiten identificar un estado intermediario entre el complejo
cerrado y el complejo abierto (2,8.‘40). La interaccién con Eg7 induce hipersensibilidad en ta
regién promotora de algunos genes a reactivos quimicos o enzimdticos que revelan la presencia de
bases mal apareadas. La formacién de este intermediario s¢ basa en un proceso de Ec7 que
prepara al ADN para su disociacién. La transicion del complejo cerrado al intermedio en este
modelo involucra la aplicacién de una fuerza sobre la doble hélice, generada por un cambio
conformacional de Eo70, que favorecerfa la disociacién de los puentes de hidrégeno de los pares
de bases mds tensos.

La separacién mds frecuente observada entre los elementos -10y -35 es de 17 bases, lo
cual corresponde a una distancia de 1.6 vueltas de la doble hélice entre ellos. Sin embargo algunos
proinolores son mds activos (se aumenta su tasa de transcripeidn), cuando se disminuye el
enrollamiento local de 0.3 a 0.5 vueltas, 1o que provoca que ambos elementos se encuentren en fa
misma cara de la molécuta con una separacién de dos vueltas entre ellos (168).

Este resultado, junto con las evidencias de la existencia del complejo intermedio, pueden
imcrpretar's_e ’como prueba de la aplicacién por Ia ARNP de una fuerza que génera una
conformacién precursora ditecta de la apertura del complejo. Esta torsion local provoca una
tensidn entre los pares de bases del promotor que facilitarfa su separacidn posterior. Es importunte
considerar que todos tos cambios conformacionales mencionados son espontdneos, ya que que
esta propiedad influye directamente en su modulacién, _

Todas las subunidades de Eo70 participan en las interacciones con ¢l ADN,
especificamente, 670 contacta a la posicién -3 en la cadena no codificadora, mientras que la
subunidad B contacta a la posicién +3 en la burbuja de transcripcidn (162). También se ha
encontrado una fuerte asociacién, aunque menos especffica, de la subunidad 8' con la cadena no



codificadora (13). Por otro lado, ¢l extremo carboxilo de la subunidad . comprende un dominio
independiente, capaz de dimerizarse y unirse a ADN en ausencia del resto de la polimerasa, El
contacto de este dominio con ¢l ADN es en el sitio UP, localizado arriba del promotor (22)}.

Fuerza y eficiencia del promotor - El termino fuerza del promotor engloba aspectos
cuantitativos de la formacién del complejo cerrado, su isomerizacion y la iniciacion de la sintesis
de ARN, incluyendo la regulacion de estos pasos por proteinas reguladoras. Lu fuerza de un
promotor tiene componentes intrfnsecos (dependientes de la secuencia) y externos (dependientes
de otros factores). '

Existen dos partes de la definicién de la fuerza de un promotor. La primera es un
componente de equilibrio, que relaciona el grado de ocupacién del promator (complejo cerrado)
que puede obtenerse con una concentracién de Eo70 dada. El segundo componente es cinético y
relaciona la velocidad a la cudl se isomeriza el complejo de cerrado a abierto. La fuerza del
promotor puede definirse como el producto de la constante de equilibrio para la formacion del
complejo cerrado y la constante cinética de formacién del complejo abierto (183).

Estos pardmetros pueden evaluarse por separado de manera experimental por medio del
ensayo de iniciacién abortiva de McClure et al. (109), que aprovecha que durante las primeras
etapas de la iniciaci6n el transcrito es relativamente inestable y el complejo de transcripcién es
susceptible de abortar pequefios productos. En este ensayo, los transcritos se sintetizan utilizando
solo algunos de los cuatro ribonucle6tidos necesarios para Ja formacion del transcrito completo.
Midiendo el tiempo necesario para la producci6n a tasa constante de estos transcritos abortivos,
uno puede determinar la constante de equilibrio y la constante de isomerizaci6én del complejo.
Valores tipicos obtenidos para promotores de E. coli van de 107 a 109 M-! para la constante de
equilibrio y de 10-1 a 10-3 seg-! para la constante de isomerizacién,

Después de que los primeros residuos del transcrito naciente se han polimerizado, ¢l
complejo de iniciacién se convierte en un complejo estable de elongacién. Esta conversion
involucra la liberacién del factor o, disociacién del promotor y un cambio conformacional mayor
en la polimerasa bésita del complejo. El promotor no es accesible a ora Eo7¢ hasta que la
conversion al corplejo de elongacién de la molécula asociada en el ciclo previo se completa. Estos
procesos se conocen como la etapa de desalojo del promotor, las cuales se describen con la misima
constante cinética. Adicionalmente, dada'la inestabilidad del complejo de iniciacién, solo una
fracci6n de todos los eventos de iniciacién entrardn a la etapa de elongacion. La tasa de desalojo de
un promotor determina la disponibilidad de éste para ser ocupado por otra Ea70 (183).

Basados en las consideraciones anteriores, es obvio suponer que cada promotor de una
clase de especificidad sca caracterizado por tna eficiencia particular de iniciar la transcripeién. No
todos los eventos de entrada de Ja ARNP dentro de la secuencia cedificadora de un gene van a ser
exitosos, y e} tamafio de esta fraccién depende directamente de todos los factores mencionados



hasta ahora. AdGn mas, la tasa a la cudl se van a producir transcritos de tamafio completo y
funcionales va a ser menor que la tasa de entrada a elongacién. Esto se debe a que la polimerasa no
siempre llega hasta el final del operdn por terminacion prematura.

Control de la eficiencia de un promotor por factores reguladores - La eficiencia de la
transcripeion es modulada por la interaccion entre factores que actian en trans y sitios que actdan
en cis. Un factor que actia en frans es el producto de un gene regulador, usualmente una proteina
pero también puede ser ARN. Un sitio que actia en cis en el ADN es una secuencia que funciona
al ser reconocida in situ, no tiene funcién codificadora y puede regular solamente aquellas
secuencias que se encuentran ffsicamente contiguas a ella.

La capacidad de la ARN polimerasa de iniciar la transcripeidn en el promotor es disminuida
o aumentada por otras proteinas. Aquellos genes que sean activos a4 menos que se apaguen son
represibles, mientras que aquellos genes que sean activos solamente cuando se les enciende son
activables.

Una proteina represora previene que la ARNP se una al promotor o que active la
transcripeion al unirse a una secuencia especifica, Hamada operador, que usualmente se encuentra
localizada alrededor del inicio de la transcripcidn. Los operadores son secuencias cortas y
frecuentemente palindromicas, mienitras que el represor es usualmente un homomultimero cuya
simetrfa refleja la de su secuencia de unién. La capacidad del sepresor de unirse al operador
depende de la presencia de una molécula pequeiia, un inductor (usualmente el sustrato de fa enzima
codificada por el gene) que previene al represor de unirse mientras que un corepresor lo activa. El
mismo represor puede conirolar miiltiples blancos que contengan la secuencia del operador,

En contraste, otros promotores no pueden ser reconocidos por la ARNP, o son
reconocidos pobremente, a no ser que un factor regulador positive (activadori se encuentre
presente. A su vez, las proteinas activadoras pueden ser reguladas por moléculas pequeiias
(efectores) o por modificaciones postraduccionales (fosforilacidn, oxidacién, etc.). que median fa
respuesta a las necesidades de la célula al transducir otras sefiales quimicas, incluyendo la
- concentracion de sustratos, cofictores y mensajeros secundarios. Adicionalmente, la sintesis de
fos mismos activadores puede ser regulada por procesos metabélicos.

| Las protefnas activadoras estimulan la eficiencia de diferentes promotores de E. coli de
varias maneras; ya sea incrementando la afinidad de E6” por el promotor a nivel de formacion de
complejo cerrado, incrementando la tasa de isomerizacién a complejo abierto o aumentando la
velocidad de desalojo de! promotor por el complejo de iniciacibn (183). Los represores estin
sujetos a los mismos tipos de control metabdlico y de desarrollo que los activadores. Un represor
puede bloquear un promotor completamente y entonces eliminarlo del grupo que compite por
Eo79, previniendo (en un sentido de equilibrio) la formacién del complejo cerrado. También es
posible que el represor interfiera la isomerizacién del complejo cerrado a abierto o el proceso de



desalojo del promotor (183).

Interacciones entre factores de la transcripeidn - La activacion o la represion de la iniciacién
de la transcripcién puede involucrar mds de una proteina reguladora, Los factores de la
transcripcién pueden interactuar de manera acoplada o cooperativa para formar complejos
reguladores, caracterizados por mayor afinidad o estabilidad.

El ensamblaje de los complejos reguladores involucra miltiples interacciones entre
proteinas y ADN, como por ejemplo, la unidn secuencial de los reguladores y Ec7% al ADN,
donde la constante de equilibrio de unidn de cada factor aumente al incorporarse el siguiente. Las
especificidades de los contactos proteina-proteina entre Eg70 y los factores de transcripcion son
determinadas a través de segmentos cortos en la superficie expuesta de cada componente.,

Se han identificado dos regiones de Eo™ involucradas en la interaccidn con varios factores
de la transcripeidn, una en el extremo carboxilo de la subunidad o y otra en ¢l extremo carboxilo
del factor @70, Entre los factores que interaccionan con el carboxilo de o se encuentran: Ada, Trpl,
OxyR, OmpR, Crp e IHF (81). Entre los que interactuan con el extremo carboxilo del factor g70
se conocen PhoB y Crp (81). La posicidn relativa de los sitios de unién a ADN de los tactores es
dependiente del tipo de interaccidn que tengan con Ea79, por ejemiplo, cuando CRP contacta el
carboxilo de o se une en la posicion -60 (uxud o lac), mientras que cuando contacta con el
carboxilo de ¢ el sitio se sobrepone con el promotor (gal) (81).

Comparacién con el modelo eucanidtico - La ARNP bacteriana y {a LULdl’lOllCIl se
componen de miltiples subunidades, a diferencia de Jas mitrocondriales o de fagos, que «,onstan
de una sola subunidad, Como se mencioné anteriormente, la ARNP bacteriana consta de 5
subunidades, mientras que la ARNP [T eucaridtica estd compuesta de por 1o menos por diez
subunidades. Las dos subunidades mayores de la ARNP H estdn claramiente relacionadas a nivel
de secuencia con las subunidades B y B’ de su homdloga bacteriana. También se han identificado
otras dos subunidades con cierta similitud con la subunidad o (200).

ARNP II reconoce promotores conteniendo la secuencia TATA alrededor de la posicién-
25 y/o un motivo iniciador en la poSicién +1, aunque también se han identificado promotores
carentes de estos elementos. El complejo de iniciacién formado por ARNP Il pucde ser
ensamblado in vitro, condicidn bajo la cuil ha sido intensamente estudiado, Algunos otros factores
secundarios p.ul:cnpan en la formacion del complejo cerrado. De estos, TBP, TFIIB. TF IIE y
TFHF presentan una similitud poco significativa con g70 (49).

En contraste con Eo, la cual lleva a cabo la isomerizacion del complejo cerrado a abierto
espontdneamnente, ARNP II requierc de Ia hidrSlisis de ATP. Existen evidencias de 1a fosforilacién
de un dominio localizado en el extremo carboxilo de la subunidad grande, el cual consta de un
heptapéptido repetido 26 veces en levadura y 52 veces en mamiferos. Aparentemente se requiere la
fosforilacién intensiva de este dominio para el desalojo del promotor. Interesantemente, también se



requiere de la hidrélisis de ATP para la funcidn de protefnas carentes del extremo carboxilo, por lo
que este nucledtido pudiera tener al menos dos papeles diferentes en la isomerizacion del complejo
cerrado (94,142,187).

Al igual que Ea™, el complejo cerrado formado por ARNP II pasa a través de una fase de
transcripcidn abortiva en la cudl algunos transcritos pequefios se sintetizan antes de {a formacion
de un complejo estable de elongacidn (102). Aparertemente al entrar en la fase de elongacién
algunos de los factores iniciales se disocian de la holoenzima,

Factores sigma (g)

Los factores o confieren especificidad a la enzima bésica de la ARNP bacteriana para ¢l
reconocimiento de promotores. Existen dos grandes familias de factores o, una relacionada a la
secuencia del factor 670, el factor primario en E. coli, y la otra relacionada a 64, un factor
alternativo en E. coli originalmente caracterizado por su papel en la transcripeién de genes
regulados por 1a fuente de nitrégeno, La existencia de factores o alternativos provee una forma
coordinada de regular la expresidn génica en respuesta a condiciones cambiantes o a patrones de
desarrollo. '

Familia de 67 - Todos los factores de la familia de 07 reconocen promotores compuestos
por dos elementos localizados aproximadamente en las posiciones -10 y -35 cen respecto al inicio
de 1a transcripcién y separados por 15 a 20 pb de secuencia no conservada (Tabla 1). La
localizacién y el espaciamiento exactos son especificos para cada factor 6. Las holoenzimas
formadas con cualquier factor de esta familia son capaces en principio de isomerizar el complejo
cerrado a abierto en ausencia de factores externos aunque es frecuente encontrar que se regulen por
otros elementos en trans (activadores o represores). |

Los factores pertenecientes a esta familia pueden distribuirse en dos grupos, aquéllos que

~ consisten en el factor primario, o sea, aquél m4s abundante bajo condiciones de crecimiento

relajadas (20) y en los alternativos, que se encuentran més representados bajo condiciones de
estrés (choque de calor, escasez de fuentes de nimige‘nvo'. diferenciacion, ¢tc). Hasta el momento se
han caracterizado ambos tipos de factores en bacterias gram-positivas y gram-negativas (ver Tabla
1).

La secuencia deducida para las proteinas de los factores primarios presentan gran sinuilitud,

- desde 99% de identidad entre las secuencias de E. coli y Salmonella thyphimurium, hasta 51%

entre las secuencias de Chlamydia trachomatis y de Staphylococeus aureus. Una comparacién
equivalente de las secuencias de factores alternativos demostré una similitud promedio de 20
30% de identidad. Cabe recordar que estos valores corresponden a la comparacién de proteinas
involucradas en funciones diversas de organismos no relacionados (65).
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Con base en estas comparaciones se identificaron cuatro regiones conservadas entre todos
los factores estudiados (Figura 4). La regién 1, localizada en la porcién amino terminal, se
encuentra presente solamente en los factores primarios, mientras que las regiones 2, 3 y 4,
localizadas en la segunda mitad de las protefnas, estdn presentes en todos. La regién 2 se divide en
cuatro subfegiones (2.1,2.2, 23 y 2.4) y la regién cuatro en dos subregiones (4.1 y 4.2). La
subregién 4.2 presenta un motivo hélice-vuelta-hélice (HVH) similar al que se ha demostrado
participa en la interaccién con ADN en otras protefnas y es aparentemente responsable del
reconocimiento del elemento -35 del promotor (65). La subregién 2.1 esta probablemente
involucrada en la uni6én con la enzima bisica, mientras que la subregion 2.4 participa en el
reconocimiento del elemento -10 del promotor (65). Los determinantes de activacién de 679, con
respecto a la separacién de las cadenas del promotor, se encuentran localizados en las subregiones
2.1y 23 (65). _

Las subregiones 2.4 y 4.2 se encuentran altamente conservadas entre los factores
primarios pero no entre los otros miembros de la misma familia. Esto es consistente con su
funcién de reconocimiento de promotores, ya que los factores alternativos varfan
considerablemente en cuanto a la secuencia especifica que reconocen.

Familia de 05¢ - El factor de iniciacién o3 fue identificado originalmente por su papel en
la transcripcidén de genes regulados por la fuente de nitr6geno, como por ejemplo el gene
estructural para la glutamina sintetasa en E. coli (72,80). Desde entonces se ha demostrado su
. participacidén directa en la regulacién de la transcripcion de genes involucrados en la fijacién de
nitrégeno, biosintesis de flagelo, biosintesis de pili, catabolismo de tolueno y xileno, etc. (44).
Recientemente se caracteriz6 una protefna homdétoga tanto funcional como estructuralmente en B.
subtilis, una bacteria gram-positiva (42). ,

A pesar que se utiliza el nombre ¢ (peso molecular en kD de la proteina de E. coli) para
identificar a los ¢omponentcs de esta familia, el peso molecular de las distintas protefnas varia de
47 hasta 59 kD. Sin embargo, y aunque existen otros nombres para este factor (oN, deN. NtrA)
o34 es el més conocido. La comparacién de la secuencia de aminodcidos de factores de diferentes
organismos permiti6 identificar tres regiones, dos de eilas fuertemente conservadas (Fig. 5). La
regién I se localiza en el extremo amino terminal de 1a vpvrote.fna y las predicciones de su estructura
sugieren que es rica en o-hélices. También comprende una regién de cerca de S0 aminodcidos
ricos en glutaminas y leucinas. La regi6n II, de entre 60 y 110 residuos de longitud, es altamente
dcida pero no estd notablemente conservada. En bacterias entéricas, los primeros 33 residuos de
esta regién se designan como la repeticidn de trfmeros deidos, ya que cada tercer aminoédcido posee
una carga neta negativa (157). La regi6n Il es una regidn compleja de aproximadamente 400
residuos, localizada en el extremo carboxilo terminal de la proteina y contiene dos posibles
motivos HVH y una secuencia de 10 residuos altamente conservada conocida como la ';cajel
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RpoN" (112,192)
Transcripcién de promotores dependientes de o54

Reconocimiento del promotor - Las proteinas de la familia ¢34, a diferencia de las de Ia
familia 079, reconocen promotores con la secuencia consenso 5'-TGGCAC-NS-TTGCA-3',
localizados 11 pb arriba del inicio de transcripeién. Los dos elementos invariables de estos
promotores son el doblete GG en la posicion -24 y el par GC en la posicidn -12, razén por la cudl
se les conoce como promotores -24/-12 (170). Tal como se menciond anteriormente, gran
variedad de penes, con muy diferentes funciones, son transcritos a partir de promotores de este
tipo (91). |

Dos porciones de la secuencia de 0% presentan una estructura probable de HVH pero solo
una de ellas (localizada entre los residuos 366-386 en K. pneumoniae) es necesaria para el
reconocimiento de la posicidn -13 del promotor (37,113). Deleciones de la regi6n 11T que incluyen
este motivo abolen la interaccién con el elemento -12, sin afectar 1a unién a ADN por medio del
extremo carboxilo de la protefna, probablemente mediante la interaccién con el elemento -24 (193).
Cerca de la estructura HVH s encuentra otra porcién de la proteina que contacta directamente al
ADN, tal como se demostré por medio de la formacién de enlaces covalentes entre ellos por luz
ultravioleta ("UV crosslinks"). Esa subregion tiene una estructura probable de a-hélice (28).

Formacién del complejo cerrado con Eg%4 - Al igual que a70, 654 sc une a la pohmcras,a
bdsica en una relacién 1:1 (80). Sin embargo, 6% no comparte las regiones identificadas en 670
como involucradas en la interaccién con la polim”erasa basica (subregion 2.1, Fig. 4). Tampoco
comparte el mecanismo de unién al promotor, ya que 6% no requiere asociarse previamente a la
polimerasa bisica (16), por ¢l contrario, ¢* es responsable de todos los contactos detectados
entre Eo%4 y el ADN, localizados en la misma cara de la doble hélice entre las posiciones -31y -5
y funcionando como un intermediario-adaptador dentro del complejo (16,24). Por lo tanto, ¢l -
pnmer paso para la formacion de complejos cerrados con Ec5“ es la unién de 054 al templado y

‘solo postenormeme s¢ admona la polimerasa bdsica, la cudl cstab:hza la interaccién 054~ADN

(16). , ,
Como ya se menciond, no se han detectado contactos del promotor con las subunidades ¢,

B o 8" en Eo%4, por lo que las diferencias observadas en los perfiles de interaccién del promotor,
ya sea con 054 o con la holoenzama, se deben probablemente a cambios conformaclonales de 054
inducidos por la polimerasa hdsica (129). Estos cambios conformacionales dependen de la
secuencia del promotor, sugiriendo que existen diferentes arqunectura.s pam los complejos
cerrados (27,123). '

~ Las funciones de unidn a! promotor y a la polimerasa bisica son independientes en 054 y
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s¢ pueden separar mediante la delecién de los residuos 178 al 183, con lo que se genera una
protefna incapaz de unirse a la polimerasa bésica sin lesionar su unién a ADN (193). Por otro
lado, esta regién es un dominio independiente ya que conserva su capacidad de unién a la
polimerasa bésica si se aisla del resto de ¢34 (residuos 107 a 303) (29). Ambas evidencias
coinciden en indicar que los determinantes de ¢4 para la unién con la polimerasa bdsica estdn
localizados en el extremo carboxilo de la regién I (Figura 5). La composicién de este dominio es
dcida-hidrofébica, y sustituciones puntuales, tanto de los residuos dcidos como de los
hidrofébicos disminuyen notablemente la funcidn de unién a la polimerasa basica (172). Es
posible que el uso de un motivo 4cido para la unién a la polimerasa pudiera ser importante para la
modulacién de la actividad de la holenzima de forma tal que ocasione que el complejo formado con
el promotor se mantenga cerrado en ausencia del activador (193). No se ha determinado atn la
subunidad de la polimerasa bésica con la que interacciona 654, aunque se sabe que no es con el
extremo carboxilo de la subunidad o, como se ha demostrado para otro activadores (97).

A pesar de establecer un contacto estable con el promotor, 654 no promueve por si misma
la isomerizacién del complejo cerrade a abierto, ni siquiera en presencia de los activadores (16).
Por tante, la formacién de un complejo cerrado activable depende de alguna interaccioén critica
entre 63 y la polimerasa bésica. Se ha observado que 1a unién de Eo3 al promotor trae como
consecuencia una distorsion local del ADN dentro del complejo cerrado, en posiciones adyacentes
al elemento -12 (16,129), lo que recuerda al complejo intermedio observado en algunos
promotores dependientes de Ea7 (Fig. 2). Esta distorsién depende estrictamente de la formacién
del complejo, y no se observa cuando 054 se une solo (16). La distorsién local es evidente como
un sitio hipersensible a reactivos quimicos que indican un desempalme entre bases mds que la
separacién de las cadenas, |

Aparentemente, el ADN requiere ser desenrollado localimente por la holoenzima como una
condicién critica para la isomerizacién del complejo, en consecuencia, e factor o no solo tiene un
papel en el posicionamiento especifico de la polimerasa sobre ¢l promotor, sino también en el
cambio conformacional del complejo. Con Eo® la distorsién se detecta inicialmente alrededor del
elemento -12 y se propaga hacia el sitio de iniciacién de la transcripcién, donde finalmente se
localiza, cuando una protefna activadora interactua con el complejo cerrado (129), mientras que
con Eo™0 1a distorsion es interna a los elementos del prom'otor (41). La distorsién alrededor del
elemento -12 podria tener unvsvegundo papel, ya que en el caso de ser estabilizada dentro del
complejo cerrado (como aparentemente sulccde) crearfa una b:nrrera_energética a vencer por ¢l
activador para la formacién de la burbuja de transcripcion (129). En conclusién, la distorsin de
las bases del ADN se encuentra nucleada dentro del complejo formado con Eo34 y se define en
parte por los contactos existentes con el promotor, pero dependiendo de las interacciones de la
polimerasa bdsica con ¢%4,

13



Los determinantes de reconocimiento del promotor han sido asignados al amino terminal
de 034, Una proteina conteniendo una delecion en fase de 13 residuos de la regién I (del 18 al 31)
tiene una mayor afinidad reconocimiento del promotor, pero no contacta ni distorsiona el ADN en
la regi6n -12, ni tampoco ileva a cabo la isomerizacién a complejo abierto (27,129,157,193). Esta
region se caracteriza por la presencia de repeticiones regulares de leucinas, alternando una serie de
seis leucinas separadas por seis residuos entre ellas (llamada hexada) con una de cuatro leucinas
separadas por siete residuos (llamada heptada). Otra copia de la heptada se localiza en el extremo
carboxilo de la regién I1I, aunque no se le ha identificado ninguna funcién. Estas secuencias
presentan similitud con un motivo caracterizado en reguladores eucaridticos, llamado "zipper” de
leucinas, el cudl forma dos hélices anfipdticas que interactuan entre sf para formar un dominio de
unién a ADN (93.182). _

Las variaciones observadas tanto por la delecién como por saturacion de sustituciones de
estas leucinas, coinciden en indicar su papel en el reconocimiento del elemento -12 perono en la
unidn al ADN por medio del contacto con otros residuos (74). Esta region tiene un papel complejo
en la funcién de ¢34, ya que la derivada con la delecidén no sufre el cambio conformacional
inducido por la polimerasa bdsica en la protefna silvestre. En base a esto se ha propuesto a esta
regién como sensora y transductora de la presencia de la pulimérasa basica al promotor, un
requisito indispensable para la isomerizacién del complejo cerrado (27). Mutaciones puntuales a
saturacién de las leucinas contenidas en esta region liberan a 634 de la necesidad de un activador
para la isomerizacién del complejo (184), enfatizando su papel como parte de un mecanismo'que
inhibe la funcién de apertura del complejo.

Formacién del complejo abierto - La regién de 654 involucrada en la activacién del -
promotor, o sea. del cambio conformacional de la holoenzima que cataliza la separacidn de
cadenas de ADN y da origen de la burbuja de transcripcién corresponde al extremo amino terminal
de la proteina. Esta regién se caracteriza por la presencia de los residuos de leucina que participan
en la isomerizacion del complejo y que se encuentran intercalados entre residuos de glutarnina

- (Figura 5).

* Pequeiias deleciones del extremo amino terminal de 054, carentes de los residuos 2 a 16,

- 51a76y 18 a 31, dejan de isomerizar el complejo abierto sin que su capacidad de interaccionar

con ADN se vea modificada (157,193). Mutaciones puntuales a saturacién de estas glutaminas
prescnian el mismo fenotipo (75). La duplicacién de una fraccidn interna de esta regién también
modifica la capacidad de isomerizacién (ver mds adelante), todo lo cual indica que esta region
forma el dominio de activacién. o | ‘ |
Una porcién de la region II compuesta por residuos 4cidos alternados, denominada
repeticién de trimeros dcidos y localizada entre los residuos 48 y 81, es indispensable para la
isomerizacién del complejo a temperatura ambiente (157). Este motivo se encuentra involucrado en
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la modulacién de la tasa de formacién del complejo abierto, probablemente al disminuir la barrera
energélica impuesta por los puentes de hidrégeno de la doble hélice (157). Una proteina NifA que
contiene una duplicacién discreta de esta porcion es mis cficiente que la proteina silvestre en
cuanto a !a velocidad de formacion, pero no en cuanto al rendimiento (192). Interesantemente
ambas protefnas mutantes son igual de eficientes que la silvestre a bajas temperaturas.

Los resultados anteriores indican fuertemente que ¢l amino terminal de 6% contiene todos
los determinantes de activacién de! complejo de iniciacién, intercalados de una forma por demas
compleja, lo que ha dificultado su andlisis. Se ha propuesto recientemente un modelo integrado en
el cudl el activador contacta con las glutaminas de 6% para generar un cambio conformacional que
libera a la holoenzima del bloque impuesto por el motivo de leucinas. Existen evidencias de este
cambio conformacional, a} observarse diferencias en el perfil de proteccion del ADN por Eg34
durante la activacién (16,17). En el modelo, éste cambio conformacional expondria los residuos
dcidos sobre la doble cadena del ADN, creando un microambiente de repulsion electrostdtica que
solo podria aliviarse al separarse la doble cadena, dando origen a la burbuja de transcripcion
(192). |

Adicionalmente a las glutaminas localizadas en el exiremo amino terminal, otras porciones
de la proteina también participan en el contacto con el activador. Especificamente, se ha logrado
identificar a la Cis307 de 654 como sitio de contacto con la protefna activadora DetD), aunque por
¢! momento no se sabe si este residuo es indispensable para la activacion (99).

La caracterfstica mds interesante de! proceso de isomerizacién del complejo por Eo54 s su
estricta dependencia por un activador. Algunos activadores de Eo™ incrementan la transcripeion al
estabilizar la interaccién de la holoenzima con ¢! promotor y facilitar la isomerizacion espontinea
del complejo. En contraste, los activadores de Egs requieren para su funcién de la hidrélisis de
ATP simultinea con la isomerizacién del complejo (44). Como ya vimos, se considera que la |
energia obtenida de la hidrdlisis es transducida a la holoenzima, la que a su vez la utiliza para
superar algin tipo de barrera energética, probablemente a través de cambios conforinacionales,
Wedel y Kustu (185) establecieron un sistema expetimental que les permite ia caracterizacion de la
naturaleza de esta barrera al estudiar las formas que adoptan los complejos de iniciacion al decaer,
considerando como opciones iniciales una barrera cinética o una barrera termodinémica.

Dado que la isomerizacién de un complejo cerrado estable no se lleva a cabo si el activador
no puede hidrolizar ATP aunque todos los demds componentes se encuentren presentes, sumado a
que una vez formados, los complejos abiertos decaen muy lentamente, hace muy probable la
existencia de una barrera cinélica entre las dos formas. Adicionalimente. la posicién de equilibrio
termodindmico entre las dos formas del complejo favorece a los cerrados, ¢s decir, que la energia
libre de los complejos cerrados es menor que la de los-abiertos, por lo que la isomerizacién no
ocurre esponténeamente. Por lo tanto, la barrera energélica posee ambos componentes, uno
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cinético y uno termodindmico. También se demostrd que el activador abandona el complejo de
inciacion una vez se ha isomerizado, por lo que la transmisién de la energia debe estar acoplada
entre la hidrélisis de ATP y la isomerizacidn,

Adicionalmente de la transduccién de la energfa derivada de la hidrélisis de ATP para
promover el cambio conformacional de la holoenzima, Wedel y Kustu exploraron la posibilidad de
que el activador pudiera canalizar la encrgfa hucia la separacidn de las cadenas del promotor,
funcionando como una helicasa sitio-especifica. Los autores utilizaron una serie de promotores
pre-abiertos, es decir, con la porcién equivalente a la burbuja de transcripeién en forma
heteroduplex. Ea3 no es capaz de iniciar la produccién de un transcrito normal en ninguno los
heteroduplex probados en ausencia del activador, con lo que se desearta que la separacidn de
cadenas sea ¢l paso limitante y que el activador funcione como helicasa. Para Ec70, se ha
demostrado que la enzima comienza la transcripeidn espontdneamente a partir de un templado pre-
abierto en ambas direcciones aunque no contenga secuencias similares a los motivos consenso,
con lo que se demuestra que para promotores dependientes de 679 el paso limitante es el
establecimiento de 1a burbuja de transcripeion (173). Todo esto indica que Eo%4 utiliza la energfa
transducida por el activador para efectuar una fabor mecinica, es decir el cambio conformacional
del complejo que lleve a la apertura de la burbuja de transcripeion (17,144). |

Como conclusién, es aparente que ¢l cambio conformacional de Ea54 es el paso limitante
para la formacién del complejo abierto, no la separacién de las cadenas (185). También Eo70 sufre
un cambio conformacional durante fa transicién del complejo cerrado al complejo intermedio (Fig.
2) y en ambos casos, el cambio precede la separacion de las cadenas, pero solo Ea34 necesita
superar una barrera energética intrinseca que estabiliza ¢l complejo cerrado, por medio de la
hidrélisis de ATP por un activador. Esta barrera puede suprimirse artificialmente al sustituir una
serie de feucinas en el extremo amino tenminal de 634 (184), Jo que indica que ©% posee todos los
determinantes estructurales necesarios para la formacidn del complejo cerrado estable y de su
posterior isomerizacion. "

Caracterfisticas generales de la familia de protefinas activadoras de promotores -
dependientes de o4 ‘ .

Como ya se ha mencionado, una de fas caracteristicas mds sobresalientes de los
promotores activados por Eo% es su dependencia por una protefna activadora, cuyo papel es,
aparentemente, el de transducir la energfa derivada de la hidrélisis de ATP para la induccion de un
cambio conformacional que permita la isomerizacién del complejo cerrado y el establecimiento del
complejo de elongacién. ' |

Este mecanismo de reaccién presenta caracteristicas poco frecuentes en pmcariotés: la
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extraordinaria estabilidad de los complejos cerrados formados por Eo34, la dependencia estricta de
una proteina activadora, la necesidad de hidrolizar ATP, etc. La conservacion de estas
caracteristicas es notable y ha sido muy fdcil encontrar similitudes entre los numerosos regulones
de este sistemna, tanto a nivel mecanfstico como estructural. La composicién y estructura de las
protefnas activadoras no es la excepcidn. A continuacién revisaremos las generalidades
encontradas ¢ntre los miembros de Ia familia para centrarnos posteriormente en ¢l mecanismo de
reaccion de las tres més estudiadas.

Desde que se obtuvieron las primeras secuencias deducidas de elementos de esta familia,
fué evidente la notable conservacién de su organizacién general (46,152), especialmente la
presencia de mddulos con funciones similares. Posteriormente se demostrd que se trata de
dominios funcionales, es decir, que poseen una funcién y una estructura local especifica, y que
conserva ambas al ser separados del resto de la proteina. Normalmente los dominios estdn
enlazados entre sf por porciones flexibles y poco conservadas (194). Esencialmente, las protefnas
de esta familia contienen tres dominios: el amino terminal, el central y el carboxilo terminal. E )
dominio amino terminal se encuentra poco conservado e incluso puede no existir (128). Este.
dominio corresponde al médulo receptor de la sefial en aguellas protefnas que forman parte de un
sistema sensor-activador de dos componentes (128). El dominio central se encuentra muy
conservado y se ha demostrado que estd involucrado en la interaccién con Eg4 y conserva su
capacidad de activacién aislado del resto de la proteina (76,78). El dominio carboxilo teriinal estd
poco conservado, a excepcidn de una estructura semejante 2 una HVH involucrada en la unidn
especifica al ADN, al igual que el amino, conserva su funcién de unic ADN aislado del resto de la
protefna (124).

Interesantemente, las proteinas activadoras TyrR de £. coli y NuC de R. capsulatus
presentan la identidad suficiente con otros miembros de esta familia como para considerarlas
homdlogas, sin embargo no interaccionan con Ea34, sino con Eg7? (55,79,83). Ambas protefnas
carecen de una subregién altamente conservada de 15 residuos localizada en el dominio central que
podria estar involucrada en la interaccién con ¢, Morett y chbvia propusieron que estas
proteinas eran originalmente activadores de promotores dependientes de 03¢ que cambiaron su

especificidad al perder esta subregién (128).

vMecaniSmo de NirC - La protefna NtrC (nitrogen rcgulixlory protein C) es el regulador
central de la transcripcién de los genes estructurales para las enzimas involucradas en la
asirnilacién de amonio. Fue identificada originalmente en bacterias entéricas (K. pneumoniae, E.
coli 'y S. thyphimurium), donde ha sido intensamente caracterizada, especialmente en la
transcripeion del gene glnA, el cual codifica para la glutamina sintetasa, enzima clave para la
asimilacién de amonio. NtrC se une a cinco sitios en la regién reguladora de estc_'gene en £. coli,
pero basta con los dos localizados en las posiciones -140 y -108 antes del inicio de Ia transcripei6n
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para obtener una expresién méxima. Estos dos sitios presentan un comportamiento similar a los
"enhancers” eucariéticos (to enhance - aumentar, incrementar): tuncionan eficientemente a grandes
distancias del promotor, tanto antes como después del inicio de la transcripeidn y en cualquier
orientacion (132,149).

Aunque la proteina nativa puede unirse a estos sitios con alta afinidad, solamente
fosforilada puede llevar a cabo la funcidn de activacién. La fostorilacidn de NirC es catalizada por
NtrB (una histidina cinasa), y juntos formian parte de un sistema sensor-activador de dos
componentes (141). El circuito controla la funcién de NtrC como activador en respuesta a la
disponibilidad de nitrégeno combinado al modular el estado de fosforilacion de la proteina,
aumentando la fraccién fosforilada en condiciones limitantes de nitrégeno (104,13 1). El tamafio de
esta fraccién no se controla directamente por la reaccion de fosforilacion, sino por Ja contraria de
defosforilacién, también dependiente de NuB (84). La fosforilacién de NtrC tiene dos
consecuencias: (i) un importante incremento en la unién cooperativa de NuC-P como dimero a los
dos sitios en la regién reguladora de ginA, y (ii) un cambioe conformacional que activa a NuwC
como ATPasa (3,115,189). | |

De acuerdo a la organizacién general de los micmbros de la familia de activadores de
promotores dependientes de o™, la mavor parte de las actividades de NirC han sido asignadas a
uno de sus tres dominios (Fig. 6A). El dominio amino estd muy conservado y contiene al sitio de
fosforilacién (87,119,155). El dominio central es homdlogo al presente en todos los activadores
de la familia y es capaz de activar la lrunséripcién en ausencia del resto de la proteina, lo que
implica que contiene los determinantes de contacto con Eo34 (76,128). Este dominio también
contiene ei sitio de unidén de ATP y excepto en NtrC de R. capsulatus, la secuencia propuesta por
Morett y Segovia como probable sitio de interaccién con a3 (128,189). Los determinantes para la
dimerizacién y la unién a ADN se localizan en ¢l extremo carboxilo (86,135,145,161). El
determinante para la cooperatividad de la unién de NtrC-P al ADN parece estar dividido en dos
componentes, uno localizado en el dominio amino y el otro en el central (33).

La funcién de los sitios de unién para NuC es aparentemente la de aumentar la
concentracién local de la protefna en la cercanfa del promotor, con el fin de asegurar una
interaccidn exitosa con Eg34. Por medio del uso de concatemeros se demostré qub el sitio de
unién no requiere estar en ¢is, pero es necesario que se encuentre cercano al promotor (186). La
activacién de 64, a diferencia de la Eo70, se lleva a cabo a distancia. Especificamente, los sitios
de unién para NtrC se encuentran distantes de la polimerasa y no es posible un contacto directo
entre las dos estructuras. Observiciones directas de este complejo en el microscopio electrénico
indican que la interaccidn ocurre mediante el doblez del ADN intermedio (169), lo que ya habia
sido propuesto anteriormente en base a evidencias genéticas (118) y que parece ser una condicién
universal para este tipo de complejos (44).
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Mecanismo de DctD) - La proteina DetD es otro de los activadores de promotores
dependientes de 04 que se han estudiado a fondo, Esta proteina regula la transcripcion de una
permeasa de dcidos dicarboxilicos (DctA) en respuesta a la concentracion extracelultar de estos
compuestos, especialmente dcido succinico. Al igual que NuC, DetD forma parte de ua sistema
sensor-activador de dos componentes junto con DctB. DetB se autofosforila bajo condiciones de
induccién (presencia de dcido succinico) y transfiere ese fosfato al residuo 55 (dcido aspartico) de
DctD (58). Dctd-P se une a un par de secuencias localizados alrededor de 75 pares de bases arrtba
del inicio de la transcripcidn de detd anto en R. meliloti como en R, leguminosarum (95). Ambas
secuencias presentan simeltrfa invertida y son ocupadas por DctD-P in vitro en respuesta a la
concentracién del activador.

La fosforilacién de DctD es indispensable para su funcidn de activador transcripcional, al
mismo tiempo que aumenta su afinidad por ADN (58). Por otro lado, en ausencia de DetB o en
condiciones de no induccidn (crecimiento en glucosa), DetD se une a ambos sitios, o cudl ha sido
interpretado como un mecanismo de reduccién de la activacion ilegfitima de este promotor por NtrC
(92,95). Sin embargo un exceso de DetD también impide la activacion legitima por DctD-P,
probablemente bloqueando su pegado a ADN (92),

Ambos sitios de unién son necesarios para adguirir niveles miximos de induccidn, aunque
la afinidad de DetD-P por el proximal es de 50 a 100 veces mayor que por el distal (96). La
estructura de DetD-P en solucion es aparentemente en forma de dimeros, pero ¢s probable que el
grado de oligomerizacién de la forma activa sea mayor (100). Cinéticas de pegado a ADN
obtenidas in vitro con variantes en los sitios de pegado indican que la uni6én de DetD-P es
cooperativa y depende de un contacto especifico entre las protefnas (96).

- A diferencia del comportamiento de los elementos del promotor ginA de E. coli, donde los
sitios de unién para ¢l activador (NtrC) conservan su funcionalidad independientemente de la

| distancia cori respecto al promotor (35), los sitios de unién para DeiD en e! promotor de detA

requieren de una posicion especifica (96). Este comportamiento es comparable al observado en el
promotor ginH de E. coli. donde inserciones entre el sitio de uniéa y el promotor anulan la
activacién por NtrC (34). El drdmatico efecto posicional de los elementos de estos dos ejemplos se
debe a la participacién de THF (Integration Host Factor) una protefna dimérica capaz de doblar el
A'DN en sitios especfficos (63); la cudl participa en el establecimiento de una arquilectufa
productiva a través de la imposicidn de restricciones topolégicas.'Bs.tas}caracterfsticas estan
presentes en todos los promotores dependicntes de Eo%4 que se han estudiado (44). |

La naturaleza modular de DctD es similar a Ja de los otros elementos de la familia de
activadores de promotores ¢; el dominio amino contiene el médulo de recepcion de la sefial det
sensor (DetB) y el sitio de fosforilacién (82). El dominio central es capaz de activar transcripcion
aislado del resto de la proteina y contiene al sitio de unién de ATP (78). Resultados obtenidos de
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fa formacidn de enlaces entre DetD de R. meliloti y Ea54 indican que el dominio central estd
involucrado en la interaccién con la holoenzima, especificamente, con g™ y con la subunidad 8
(99). Estos datos coinciden con la regién propuesta por Morett y Segovia como posible sitio de
interaccién con ¢34 (128). El dominio carboxilo contiene la estructura de reconocimiento del sitio
de unién a ADN (82) (Fig. 6B).

No se requiere al dominio amino para la dimerizacidén de DetD, lo cudl indica su indepencia
del estado de fosforilacién de La proteina (66). Por tanto, los determinantes para fa multimerizacion
se localizan aparentemente en el dominio central. Adicionalmente, se demostré que una pequefia
regién del dominio amino (su extremo carboxilo) inhibe al dominio central en su funcion de
activacidn (66). Esto contrasta con lo obtenido para NtrC, donde derivadus deletadas del dominio
amino son incapaces de activar la transcripeién (47),

Una proteina DetD carente del dominio amino presenta una actividad de hidrélisis de ATP
independiente de la fosforilacién de la proteina (100). Como ya se menciond anteriormente, la
hidrélisis de ATP es un componente fundamental del mecanismo de activacion de promotores
dependientes de 0™ y se ha propuesto que la energfa obtenida se transduce al complejo cerrado
para su isomerizacidn (185). Estudios de injciacién de la transcripeidn de defA con esta proteina
deletada confirman que existe una dependencia estricta de la isomerizacion del complejo con la
hidrolisis de ATP (100). La actividad de ATPasa de esta derivada de DetD se estimula en presencia
de ADN no especffico, y notablemente inds cuando el ADN contiene los dos sitios de unidn
canénicos (100). La cinética de la estimulacidn sugiere que ¢l papel de los sitios de unidn de un
activador no es solamente incrementar la concentracion local de éste, sino la de servir de lcmp]ddo
para el ensamblaje de complejos multiméricos activos cerca de los promotores.

Mecanisino de NifA - NifA es el activador central de los genes involucrados en fa fijacidn
de nitrégeno en eubacterias, genes nif (15,53,139). Al Iblldl que NuC y DetD, NifA es un
activador de promotores dependientes de 054 y pertenece a la misma familia (46,114,128). NifA-
conserva la estructura modular observada en el resto de los miembros de la familia, pero a
diferencia de DctD y NirC, no es parte de un sistema de dos componentes ¥ no requiere sex
fosforilada, Probablemente debido a esta falta de funcién, el dominio amino de NifA es divergente
y su longitud varfa de 12 residuos en R legummosarum bv. trifolii a 400 en Psendomonas
syringae, careciendo del residuo de dbpﬁmCD receptor del fosfato presente tanto en DetD como en
NurC (128). El dominio central es altdmt.nw mmlu al de las otras protefnas de la familia,

‘compartiendo el sitio de pegado de ATPy ¢l probable sitio de interaccién con 634 (128), Al igual
que con el de DetD, este domino aislado de NifA de R. meliloti y K. pneumoniae conserva sus
propiedades de :ohlrbl positivo (6,76) y contiene al sitio de inhibicién por NifL. en K. preumoniae
(6). Cuando NifA proviene de Rhizobeaceas contiene un fragmento extra, localizado entre los
dominios central y carboxilo, caracterizado por cuatro residuos de cistefna conservados,
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aparentemente involucrados en la inactivacién de la proteina por oxigeno (Ver ds adelante)
(90,128). El dominio carboxilo contiene la estructura HVH involucrada en el reconocimiento del
sitio de unién a ADN (128) en un contexto poco conservado (Fig. 6C).

La nitrogenasa es sensible a inactivacién por oxidacién y para restringir 1a pérdida
energética que implicaria la sintesis improductiva de ésta enzima, por no mencionar las demis
protefnas Nif y Fix, todos los organismos fijadores de nitrégeno han desarrollado estrategias de
contencién en respuesta a altas concentraciones de oxigeno. La estrategia seleccionada por
Rhizobeaceas counsiste en limitar la transcripcidn de los genes nif y fix a condiciones de
microacrobiosis mediante una cascada reguladora que involucra a las proteinas FixLJ, FixK y
NifA (53).

En B. japonicum (y aparentemente en todas las especies de Rhizobinm) la actividad de
NifA, y por lo tanto la expresion de los genes nif, depende directamente de la concentracidn de
oxfgeno. Concentraciones atmostéricas de oxigeno producen la inactivacion de NifA, que en estas
condiciones ya no lleva a cabo la isomerizacién del complejo cerrado ni se une al ADN (125) y es
mds sensible a degradacién (77,125). NifA sensa directamente la concentracién de oxigeno a
través de un cofactor metdlico coordinado a la protefna mediante las cisteinas localizadas entre los
dominios central y carboxilo (90,128) (Fig. 5D),

Enk. preumoniae se ha observado un mecanismo diferente, donde NifA es inactivada no

solo por altas concentraciones de oxfgeno sino que también responde a la presencia de nitrégeno

“combinado (121), La inhibicién depende de NifL., la cual antagoniza ja actividad de NifA de forma
estequiométrica, sin involucrar la transterencia de fosfatos o cualquier otra forma de madificacién

postraduccional obvia (98). La reaccién de inhibicidn ha logrado reproducirse in vitro, ya sea con

sistemas acoplados de transcripcion-traduccion o con los componentes puros y se han observado

dos diferentes comportamientos. En el primer caso, y utilizando NifL. renaturalizado y una

derivada fusionada NifA-MalE, ambas de K. pneumoniae, se demostré que NifL no sensa

directamente la concentracion de oxfgeno o los niveles de com;ﬁuésms nilrtjgcnados', sino que

aparentemente se requiere otro eleniento no identificado (98). Por otro lado, utilizando NifL y

NifA puros de A. vinelandii se demostré que la inhibicién por NifL es sensible a la presencia de

ATP y ADP, y que el segundo cémpucs;to la estimula (5 D). El mecanismo propuesto involucra la
existencia de una conformacién especifica de NifA al unir ADP, diferente a la adquirida cuando

une ATP, susceptible de interaccionar con Nifl,, quedando en consecuencia impedida de

interactuar con Eo54 (126) al mismo tiempo que bloguea su actividad de ATPasa, prdhablemcnte

al ocupar el sitio de unién de ATP (51). Independientemente del mecanisino real de esta rcacci(m.

¢l extremo carboxilo terminal de NifL. contiene todos los determinantes necesarios para

interaccionar con el dominio central de NifA (6,130). _ |
Al igual que el resto de las proteinas de la familia, NifA puede interaccionar con Ea™ cn
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trans, pero funciona mds eficientemente unida a secuencias especificas colocadas arriba del
promotor (TGT-N10-ACA) (19,122). La mayorfa de los genes nif estdn precedidos por estos
sitios, y se ha propuesto que la cantidad de ellos permite modular finamente la tasa de expresion de
un promotor (67). Al igual que con NtrC y DetD, la interaccién entre NifA y Eg34 es estabilizada
por [HF (44,73), facilitando su encuentro orientado y estimulando la transcripeion de 10 a 30
veces in vitro (73). El papel de IHF y la arquitectura que impone a la regién promotora son
aparentemente parte del mecanismo general de activacién de promotores dependientes de o34 (91).
Esta estimulacidn ha sido demostrada especificamente para la expresion de varios genes nifH, el
modelo mds utilizado para el estudio de la actividad de NifA (30,156). La estructura del complejo
fue observada en este promotor por medio de microscopfa electrénica (73), comprobidndose el
doblez en el ADN sugerido previamente cn base a evidencias genéticas (18).

Se considera que IHF es utilizado por promotores débiles, es decir, sitios de baja afinidad
por Eo%4, para elevar su eficiencia. Esto coincide con la capacidad de THF para estimular
diferentemente la expresién de varios promotores nif, donde mientras mds lejana al consenso es su
secuencia, son mds sensibles a estimulacién por este factor (156) (Fig. 7).

Los genes nif de Rhizobium etli

Rhizobium etli es la bacteria endosimbiética més frecueniemenie asociada a rafces de frijol
aisladas de la regién central de México (108). Anteriormente clasificada como R. phaseoli 6 R..
leguminosarum by. phaseoli, recientes evidencias moleculares promovieron su separicion como
una nueva especie (160). Son bacilos gram-negativos aerdbicos capaces de crecer en medio
minimo con dcidos dicarboxflicos como la mejor fuente de carbono. deia_ nédulos e¢n raices de
frijol y es caracterizada a nivel molecular por la presencia de reiteraciones del gene nifH, asi como
la separaci6n de fos genes nodA y nodBC (178). La diversidad genética de aislados de esta especie
es la mayor conocida para bacterias (143), lo cual sugiere que proviene de un linaje muy antiguo.

Se han caracterizado hasta ¢l momento en la cepa CE3, considerada la cepa tipo de esta
especie, dos copias de los genes nifDK v tres de nifH (146) los cuales codifican para las enzimas
nitrogenasa y nitrogenasa reductasa, asi como al gene nifA (61) cuyo producto ya fue descrito.
También han sido clonados los genes nodS (181), nodBC (178), nodA (178) y nodIJ (179) cuyos
productos estdn involucrados en la sintesis ¥y modificacién de sefiales morfogénicas durante la
interaccién planta-bacteria. Adicionalmente. se requiere la integridad de algunos otros genes para
un desarrollo éptimo del proceso simbiético, aunque sus productos no esten directmﬁjente
involucrados. De estos dltimos, cepas de R. erli con una mutacién en genes cuyos productos
participan en la cadena respiratoria producen nddulos vacios (163), mientras que cepas incapaces
de producir algunos de los lipopolisacdridos presentan deficiencias de diversos grados en el
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desarrollo del nédulo (31).

Los genes estructurales para la nitrogenasa estin organizados en dos operones nif HDK
(146) ubicados en el plismido simbidtico en orientacidn directa y separados por 120 kb (60).
Ambas copias se expresan en nédulo (127) y son necesarias para la expresién dptima de la
actividad de nitrogenasa (151). La tercera copia de nifH se localizé como independiente de
cualquier otro gene (146), y se ubica en el pldsmido simbidtico entre las otras dos copias, en
orientacién invertida (60). Las copias de nifH asociadas a los operones se conocen como copias a
y b, mientras que la copia independiente se conoce como ¢ (60).

Como se menciond anteriormente, la presencia de reiteraciones de nifH es una
caracterfstica de R. etli y ha sido observada en todos los aislados de esta especie (108). R.
leguminosarum bv. phaseoli estd relacionado con R. etli y comparte alguna de sus caracterfsticas
simbiéticas, como la presencia de reiteraciones, el rango de infeccién de leguminosas, la
organizacidn y secuencia de algunos genes, etc (7,9-11,45,117). Una revision reciente de nuevos
marcadores filogenéticos de estas dos especies permitié la reconstruccién de una probable historia
evolutiva (160). '

Siendo el frijol una planta nativa de mesoamérica, y dada la frecuencia y eficiencia de
- nodulacién de esta planta por R. etli, se puede considerar como el endosimbionte original. Al
exportarse la planta a Europa. algunas semilla Hevaban células de R. etli, que una vez en contacto
con las poblaciones indigenas de chmpos europeos transfirieron su pldsmido simbidtico a células
de' R. leguminosarum no simbidticas mé&s aptas para sobrevivir en esas condiciones, adquiriendo -
todos los determinantes caracterfsticos de R, erli. Evidencias a favor de esta historia son la gran
similitud, y en algunos cusos identidad, entre los pldsmidos simbidticos de ambas especies,
comparado con la enorme divergencia entre marcadores cromosomales (150). Una segunda
evidencia es la alta conservacién genética entre aislados de R. leguminosarum bv. phaseoli, en
contraste con el polimorfismo moderado observado en los biovares viciae y trifolii, lo cual
* concuerda con un origen reciente del biovar phaseoli (48,160,199).

En conclusién, existen pocas evidencias sobre la regulacion de los genes nif localizados en
R. etli y aunque se identificé recientemente al gene que codifica para la protefna reguladora NifA
(61) apenas se estd comenzando a estudiar el efecto de ta carencia de esta protefna.
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Nuestro interés particular es estudiar el mecanismo regulador que controla la expresion de
los genes reiterados para la nitrogenasa en R. etli, los cuales presentan una serie de caracteristicas
particulares. Estos genes, tal como otros genes dependientes de ¢54 que se han estudiado,
presentan una secuencia promotora similar a la consenso 100 residuos arriba del inicio de la
traduccién. La regién codificadora de los tres genes es idéntica, y la identidad se mantiene hacia
arriba hasta el promotor. Hacia abajo, dos de los tres genes forman operones nif HDK 'y comparten
el mismo patrén de enzimas de restriccion (146). Estas copias fueron identificadas comoay b, La
tercera copia de nmifH (copia ¢) comparte ¢l patrén de enzimas de restriccién de las otras dos
solamente en su porcién codificadora, divirgiendo en las zonas aledaiias y no hibridiza contra un
detector heterélogo que contiene los genes nifDK (146), por lo que se te supuso independiente de
estos genes.

La regién reguladora de las copias a y b es idéntica hasta por 1o menos 100 nucledtidos
antes del promotor, y contiene una secuencia similar al sitio de unién de NifA (146). La copia ¢ no
tiene parecido con las otras dos en esta porcidn ni contiene secuencias similares al sitio de unién de
NifA. Expcrimenms sobre la expresion de estos genes, basados en fusiones con ¢l gene para la B-
galactosidasa de E. coli (lacZ), demostraron que Jas tres copias son transcritas en nddulos de frijol
(127). Sin embargo, los niveles absolutos de transcripeién no pudieron ser evaluados dada la alta
frecuencia de amplificaciones en las cephs recombinantes, las cuales generaban una copia extra de
la fusién (127). |

Inserciones polares en cada una de las res copias de nifH sirvieron para evaluar su papel
en la funcién simbidtica de la cepa con plantas de frijol (151). Inserciones en las copias ao b
disminuyen al 50% la actividad de reduccién de acetileno y el contenido de nitrégeno de las
plantas, lo que se interpreta como evidencia de un fenémeno de dosis génica entre ambas copias
(151). Inserciones en la copia ¢ no presentan fenotipo simbidtico (151).

La presencia de las copias reiteradas de nifH ha llamado nuestra alencién por dos razones
principales. Por un lado, la necesidad de tener dos operones nifHHDK para alcanzar niveles
mﬁximos de nitrogenasa en simbiosis, cuando en todos tos demds organismos esludiados basta
con una copia. Esté fenémeno no es comiin en bacterias, ya que por lo general basta con la
regulacion de la expresién de un gene para modular el nivel del producto. Como se mencioné en la |
Introduccidn, ésta regulacién puede llegar a ser muy compleja sin necesidad de involucrar
duplicacién. En los casos donde se ha observado, la duplicacio"‘n de genes estructurales
normalmente conduce a su regulacién diferencial, por ejemplo niflf de Azorhizobium caulinodans,
donde una copia se expresa en vida libre y la otra en condiciones simbidticas (133). Por otro ladb.
la existencia de la copia ¢ es diffcil de justificar. La identidad de este gene con los otros dos es
sorprendente dado que aparentemento no posee una funcién en simbiosis y por lo tanto, es diffcil
pensar que su secuencia esté sometida a presion selectiva. En principio, las diferencias en su

25



secuencia reguladora indican que su perfil de expresion pudiera ser diferente, de hecho, la aparente
ausencia de secuencias de unién de NifA sugiere que este gene se expresa de manera
independiente al regulén simbidtico.

En dos proyectos anteriores profundizamos la caracterizacion de la regién del plismido
simbiético de R. etli que contiene a la copia c. Inicialmente Hevamos a cabo un estudio a nivel
estructural, basado en la identificacién de secuencias similares a los genes nifHDK diferentes de
las dos mencionadas, Este trabajo proporciond evidencias de la presencia de una secuencia similar
a nifD, pero no a nifK, asociada a la copia ¢ (176). Posteriormente llevamos a cabo la
subclonacién de la copia c y sus porciones aledafias y demostramos que 1a zona de similitud con
nifD consiste en la porcidn amino terminal de éste gene. El gene truncado (nifD*) esta ligado
transcripcionalmente al gene nifHc y es idéntico en su secuencia nucleotidica al gene nifD de la
regiéon b en 292 de sus 307 residuos. No tenemos evidencias sobre la funcidn de nifD*, pero
sabemos que no es exclusivo de la cepa CE3, sino que se encuentra en todos los aisiados de R. erli
que analizamos, siempre asociado a la tercera reiteracion de nifH (177).

Simultdneamente comenzamos un estudio sobre la expresion de dos de las reiteraciones,
insertando en el pldsmido simbiético fusiones transcripcionales de nifHfa y nifHc con ¢l gene lacZ
y cuantificando su expresién en vida libre y en simbiosis, Como mencionamos anteriormente,
nifHa estd precedido por secuencias similares a un promotor dépcndicntc de 034 y de un sitio de
unién de NifA, mientras que nifHc solo presenta la secuencia del promotor. Con base en eslo
podemos predecir que el primer gene, pero no el segundo, va a ser expresado en microaerobiosis,
una condici6n de induccién reconocida para la actividad de NifA en otras especies de Rhuzobium.
Contrario a lo que esperdbamos, ambos genes se expresan en cultivos microaerébicos, siendo mds
alta la transcripcién de nifHc que de nifHa, Estas expresiones son cxclusivas de bajas
concentraciones de oxigeno disuelto y tienen un miximo en 1%, También determinamos Ia
actividad de B-galactidasa en nédulos inducidos en rafces de frijol por las cepas con las fusiones,
En estas condiciones, ambos genes se expresaron, pero la actividad de la fusién nifHc-lacZ fué
mayor (177). ' _ v

Estos resultados aumentaron nuestro interés en dilucidar el mecanismo de regulacién de la
expresién de los genes nifH reiterados, pues su comportamiento transcripcional era contradictorio
con nuestras predicciones, hechas con base en los datos disponibles. |

El objetivo principal de'cSle trabajo es el andlisis del mecanismo de regulacién de la

‘expresién de los genes nifH reiterados de R. etli cepa CE3, y la identificacién de los elementos

reguladores involucrados. Como'cstrateglias decidimos continuar con el estudio de las fusiones
mientras que comenzamos una caracterizacion de la regidn reguladora de nifHc a nivel de
secuencia. La expresién de las fusiones fué estudiada en dos contextos genéticos, en el original de
R. etli y en un sistema heterdlogo en E. coli.
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Regulatory Proteins and cis-Acting Elements Involved
in the Transcriptional Control of Rhizobium etli
Reiterated nifH Genes
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Eubucterial nitrogen fixation genes (nif and fix) are
generally transcribed from g34-dependent promoters
located between positions <26 and -11 refative 1o the
transcription start site and having the consensus
sequence 5“TGGCAC-Ns-TTGCA/ST-3' (37). 0™ (also
known as RpoN, sN or NtrA) assists in the assembly
of a preinitiation closed complex with the RNA
polymerase and the promoter DNA (Eo%).
Isomerization of this stable closed complex is
dependent un the NifA regulatory protein and hydrolysis
of a nucleoside triphosphate (37). NifA binds to a
conserved sequence motif (8- TGT-N;g-ACA-Y), located
at a distance ranging from 80 to 150 nucleotides
upstream from the transcriptional start site (known as
Upstream Activator Sequences or UAS) (36). Tt has
been proposed that the function of the UAS is w0
incrense the local concentration of NifA and to correctly

orientate it ‘in the vicinity of a given promoter to

facilitate a productive interaction with Eg34 (8,25).
Once NifA is bound to its UAS it approximates the
preinitiation closed complex by looping the intervening
DNA (8,25). In this regard, expression of several 054-
dependent promolers is enhanced by the Integration
Host Factor (IHF), a DNA-bending dimeric
heteroprotein that binds specifically between the UAS
and the promoter (25,29). Although remote activation
is a general mechanism for the expression of G34-
dependent genes, certain sirong promoters, whose

sequences strongly resemble the consensus, can be
partially activated even in the absence of UAS or by
NifA proteins impaired on their DNA binding ability
(4.7,26,38), indicating that the DNA binding and the
activation of wranscription are different functions of the
same regulatory protein. Gubler (23) proposed that the
presence and number of UAS in a NifA-dependent
promoter provides a fine-tuning mechanism for the
regulation of gene expression.

Oxygen concentration is the major c.nvnrunmcmal
signal regulating nif gene expression. This regulation
is enacted by comrolling both the expression and the
activity of NifA. Autoactivation has been observed in
several species (19). In Rhizobium meliloti nifA

~ expression is additionally controlled by the oxygen

sensing, two-component FixLI systemn (19), whilst its
activity is directly controlled by the oxygen
concentration, probably through the oxidation of a
metal cofactor linked 10 a conservcd set of cysteine
residues (19).

All Rhizobium etli (formerly R. phmenh) (‘ii)
strains characterized to date have three copies of the

‘nitrogenase reductase (niff) gene (32,46). As in most

of the nitrogen {ixing eubacteria, in the type strain CE3
nifffa and nifHb are wranscriptionally coupled with the
nitrogenase structural genes forming nifHDK operons,
while no homologues of the latter genes have been
found downstream of niffic (47). The three nifH genes

29



are actively expressed during symbiosis with hean
plants, but it scems that only the integrity of both
nifHDK operons is required to achieve full nitrogenase
activity (39,50). The sequence of the three genes is
identical up to 6 nucleotides upstream from a putative
a34-dependent promoter (5-ATGGCACGGGTTIT
GAA-3'). The identity between nifHa and nifffo extends
at least up to 110 nucicotides further upstream and
comprises a sequence resembling a NifA binding site
(UAS). In contrast, no UAS has been found upstream
of nifHc (47). Although there are no functional
evidences for any of these cis-acting regulatory
clements, their asymmetric arrangement suggest that
the reiterated nifff genes are differentially expressed.

In this report we analyzed the expression of the
reiterated mifH genes of R, etli. We show that nifffa
and nifHc are differentially transcribed both in
symbiosis and in free living conditions, where they are
dependent on NifA, o and low oxygen concentrations.
Expression and in vivo DMS footprinting analyses
showed that the DNA binding abitity of NifA is
essential 10 activate both genes, although NifA
protected different sites upstream of each gene. We also
obhserved a distinct dependence on IHF, with aifffa
being more dependent that niftc.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial stralas, plasmids and wedia.
Plasmids and strains used in this work are described in
Table 1. Rhizobium strains were grown al 30°C in PY
comptex medium or minimal medium conlaining succinale
and ammonium chloride as sole carbon and nitrogen
satirees (18). E eoli strains were grown at 37°C in LB
complex medium or at 30°C in minimal medivm conlaining
10 mM ghucose, 10 mM ammonium chloride or glutamine
as nitrogen source, 11 mM K;HPO,, 51 mM KH,PO,, 4
mM MgSO , 7H,0. Antibiotics tor E. coli strains were
added in the following final concentrations: 10 pg/ml

telracyeline, 100 pg/ml ampicillin, 15 pg/ml
chloramphenicol and 30 pg/ml kanamyein.
Constructlon of nifH-lacZ transcriptional

fuslons. EcoRl fragments canging the nifHa and niftic
regions from R. etli strain CEJ3 (47) were subcloned in
pSUP20S5 (54) 10 generate plasmids pEMIiS (39) and
pDEM2Y respectively. An interposon containing the

© promoteriess structural gene for B-galaclosidase and
kanamycin-resistance gene (28) was cloned in the mifH

internal Bellf site and the orientation was checked,

' rcsulting‘ in plasmids pDEM153 (nifHa-lucZ) and

DEM232 (nifHc-lacZ), R. edi sirain CE3 derivatives
- DEMIS53 and DEM233 were oblained as one step double
recombinants of the respective plasmid (pDEMI53 or
pDEM233) into the symbiotic’ plasmid using the suicide
vector method (24). Selection was carried out at {5 pg/iml
kanamycin and 20 pg/ml nalidixic acid. Al strains were
regularly analyzed for gicnomic stability (i.c. absence of
rearrangements) by Southern analysis (51).
Construction of pMJ220te. Plasmid pMJ220
caries the nifA gene from K. pneumoniae cloned in the
pEMBLS expression vector (36). An omega interposon
carrying a tetracycline resistance gene (45) was cloned in

the EcoRI site internal to the chloramphemcol resistance
gene of the vector. This construction, plasmid pMJ220ic,
preserved the activation ability of the pMJ220.

Ex-planta inductlon system, Cells from
exponenual phase cultures of R. edli strains grown in PY
medium were collected and washed with minimal medium.
Flasks containing minimal medium were inoculated at an
initial Asqg of 0.05. Aliquots (20 ml) were injected into
scated 150 ml hottles previousty flushed with several
volumes of the appropriate oxygenfargon mixture
{analytical grade, Linde, México). After incubation for 8
hours, samples for B-galactosidase and protein estimations
were withdrawn with syringes and assayed as described
below,

Heterologous expression system in E. coll.
E. coli strains were transformned by the TSS method (51).
Once the presence of the desired plasmid(s) was confirmed
by restriction analysis, the strains were grown in LI
complex medium with antibiotics until saturation.
Minimal medium contiaining either ammonium chloride or
glutamine, as needed, was inoculated at an initial Agyg of
0.05. Samples (0.1 ml) were removed from exponentially
prawing culures and assayed for B-galactosidase activity
as described below.

Plant growth conditions. Surface steritized
Phaseolus vulgaris L. ev. Negro Jamapa seeds were
germinated under sterile conditions for three days in
darkness. The secdlings were transferred to plastic pots
containing sterife vermiculite as a support and inoculaled
with | mi of an ovemight culture grown in PY. Plant
growth and watering were carried out under aseptic
conditions in a greenhouse.

Estimation of H.galactosldase activity,
Nodules from single plants were enished in cold Z butfer
(51), two drops of chloroform were added and the
preparation was vorlexed and centrifuged at 4°C. 8-
galactosidase activity was measured as an increase in
sample absorbance al 420 nm in the presence of 0.8 mM
ONPG. Activities in culture were measured as recommended
(51). Aliquots of nodule. extracts (0.05 ml) or bacterial
cuttures (1.5 ml) were precipitated with one volume of 10% .
trichloreacetic acid and the protein content was estimated
by the Lowry method. Specific activities are reported as
nmoles of ONP produced per min per mg of protein. Mitler
units were calculated as described (51).

DMS footprinting. E. coli cells were inocutated in
minimal medjium including 2 mM IPTG and grown to an
Agpo of 0.6. Al this point, B-galactosidase activity was
estimaied to ensure that induction had occurred. Dimethy!

- sulphate (DMS) was added (to a 0.1% final concentration)

from a fresh 2% solution in the same medium. Cells were
incubated for 1 min, diluted in cold saline phosphate (SP),
collected by centrifugation and washed once with SP.
Plasmid DNA prepared from a 100 ml culture was obtained

by the alkaline lysis mcthod (51 and resuspended in 0.1

ml of water, Piperidine was added to a 10% concentration
and heated a1 90°C for 30 min to cleave the DNA at
methylated gtianine residues. Piperidine was vacuum
evaporated, the plasmid DNA washed and resuspended in
0.1 m] of water. DNA was annealed with 0.5 pmol of 5
cnd-tabeliad oligonucleotide (5
GTAAAATGCGATTTGACGC-2") and extended with Klenow

- DNA polymerase {Amersham, UK) for 10 min at 50°C. The

reaction was precipitated with ethanol and resuspended in
formamide dye mix. ’

DNA sequencing and analysls. Double-stranded
templates were sequenced by the dideoxy-method (51)
using the Sequenase kit (Amersham, UK). Sequencing
reactions ‘mixtures were electrophoresed in 6%
polyacrylamide-8 M urea gels in a Bio Rad Sequi-gen
sequencing apparatus. Computer analysis of the sequences
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was accomplished with the Genetics Computer Group
package programs (15) and the Seqscan program, kindly
provided by Tracy Nixon, and now available at the URL
hitp:/fwww.bmb.psu.cdufseqscan. The R etli DNA
sequences mentioned here have been depasited in GenBank
and assigned accession numbers L14672, L1467},
1J3IB245 and U38244.

RESULTS

Free living expression of the nifH-lacZ
fusions, Multiple identical nitrogenase genes in K.
etli prectudes the appropriate identification of
messenger RNA coming from individual genes. In order
to characterize the mechanism involved in their
transcriptional regulation we constructed locus-specific
fusions with the E. coli lacZ gene by gene replacement,
This approuch has been wilized previousty but the high
frequency of DNA amplifications in the R. etli
symbiotic plasmid generated a second copy of the niffl-
lacZ fusion by homologous recombination, hampering
the accurate determination of their expression (32.49).
Strains containing either the nifHa-lacZ (DEMI153) or
the nifHc-lacZ (DEM233) gene {usions  were
constructed and lheir free-living expression estimated
under different oxygen concentrations. Strains DEM 153
and DEM233 were cultured tn liquid minimal medium
under |, 5 and 20% oxygen concentrations (Table 2).
For both strains, maximal B-galactosidase activilies
were aiwiys observed when grown under 1% oxygen.
Activities declined as the oxygen concentration was
increased. Interestingly, at the maximal induction
point, strain DEM233 presented 2.3 fold higher 8-
galactosidase specific activity than strain DEM 153,
This oxygen-sensitive expression suggested a posilive
regulation of the reiterated rifff genes by NifA as
observed for other nifH genes (19).

To deternine the role of NifA in the microacrobic
induction, niftfa-lacZ and nifHe-lacZ gene fusions were
also introduced into the nifA mutant derivative
CFNX247 to gencrate strains DEMI1S53-1 and
DEM233-1, respectively. Both strains failed to induce
significant B-galactosidase activity even when grown
under 1% oxygen (Table 2). This result indicates that

NifA is required for the free living induction of the nifti -

promoters tested. In support of this, expression of the
R. meliloti nifH gene, whose aclivation has been
shown to be dependent on NifA (5,17), was also
triggered under low oxygen concentrations in R. etli in
a NifA-dependent manner (Table 2) _

Symbiotic phenotype of the nifH-lacZ
fusion strains, After thorough verification of the
genomic stability of our fusion strains (not shown), we
evaluated the symbiotic transcriptional activity of the
nifHa and nifHe promoters. In planta 8-galactosidase

activity was measured in extracts of root nodules
collected 13 and 23 days after inoculation (Fig. 1). As
observed in free living cultures, 8-galactosidase activity
of nodules induced by strain DEMZ233 was four fold
higher than those induced by strain DEMIS3.
Symbiotic effectiveness was also evaluated and, as
previously reported (39,50), disruption of niffHa
diminished nitrogenase specific activity approximately
to 50%, by abating the expression of the
wranscriptonally linked nifDKa genes. while disruption
of nifH¢, which does not form part of a mifliDK
operon, had no effect (data not shown).

Heterologous expression analysis of the
nifH-lacZ fusions. To further anatyze the role of
the putative cis- and trans-aciing elements that control
the reiterated nifff gene expression. we made use of an
heterologous system in . coli. We evaluated the role
of NifA in the expression of the differemt nifH-lacZ
fusions by estimating the B-galactosidase acuvity of
strains carrying 4 plasmid that harbors the K.
pneumoniae nifA gene. Al the four fusions tested were
expressed only in the presence of nifA (Table 3,
columns | and IIj. The expression of nifHa was at a
similar level than the expression of the K. pneunioniae
and R. meliloti nifH. Interestingly, nifffc was
expressed at a lower level than nifHa. contrasting to the
two fold ratio obtained in R erli. A plausible
explanation to this ohservation is discussed lmer, _

Sequences highly resembling o34-dependent
promoters (5~ TGGCACGGGTTTTGAA-T) are located
upstream of the three reiterated nifff genes (47). In order
to cvaluate the requirement of o84 for the expression of
the nifHa- and nifHc-lacZ gene fusions, we determined
their B-galactosidase activities in strain ET8045 (rpoN
mutant derivative of ET8000) harboring plasmids
pDEMI1S3 or pDEM233 respectively. These strains
failed to induce B-galactosidase activity even in the
presence of the nifA gene, showing that 6% is essential
for the cxpression of bowl wifffa and nifHc and
supporting the functionality of the putative promoter
sequences (Tabie 3, column V).

It has been shown that centain o¥4-dependent
promoiters that highly resemble the consensus sequence,
as the R. meliloti nifH promoter, are prone to be

partially activated by other proteins of the NifA family,

such as NuC (30,33,55). This results from the strong
binding of Eg54 to the promoter. Nucleotide sequences
upstream of the reiterated »iff{ genes differ from the

consensits ¢ 34-dependent promoters only at the

conserved -12 position, where they have an A instead of
a C. We measured the proficiency of these promoters o
be cross-activated by NuC in strain ETR000 by
growing it on glutamine (where NirC is active) or on
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ammonium chloride (where NurC is inactive). In
contrast to the R. meliloti nifi promoter (that was
cross-activated by NtrC in the absence of NifA, Table
3, column IV} the B-galactosidase activities of strains
carrying the nifHa and nifftfc promoters were negligible
and very similar in both conditions (Table 3, columnns |
and IV). As previously shown, the same result was
obtained for the strain carrying the weak X,
pneumoniae nifH promoter (7,9). Thus it seems that
the R. etli nifH promaters are weak Ea54 binding sites,
despite having a sequence highly resembling the
consensus.

Influence of the DNA binding function of
NifA on the activation of the nifH genes.
The specificity in the activation observed for both R,
et nifH genes suggests that NifA must act in cis,
interacting with the DNA in the vicinity of the nifff
promoters. The nifHa gene is preceded by a consensus
UAS (47). however, and in spite of being highly
expressed, no canonical NifA binding sites have been
detected up to 200 nucleotides upstream of nifHc (47).
To assess the dependence of the K. etli niftf genes on
the DNA binding function of NifA, we made use of a
K. pneumonige NifA mutant protein that carrics o
single amino acid substitution in the recognition helix
of the helix-turn-helix motif (Tyr512-Phe) (36). This
mutation abolishes the ability of NifA to bind to DNA,
but it does not affect its posuive control properties
(36). As shown in Table 3 (column ), the mutant K.
pneumoniae nifA gene failed to induce the expression
of the nifHa and nifffc promoters. A similar result was
obtained for the weuk K. preumoniae nifH promoter,
while the R. meliloti nifif promoter, which has been
shown to be less dependent on UAS, was partially
activated by this DNA-binding defective protein,

The expression results shown above strongly
suggested the presence of NifA binding sites upstream
of nift{e. In the scarch for these predicted sites, we
extended the nucleotide sequence up to 500 nucleotides
upstream of this gene. As shown in Fig. 2A, two
elements resembling UAS were identified at positions
85 (5-TGG-N1p-ACA-Y) and 167 (5-TGT-N15-ACG-
¥') upstream from the promoter. The former resulted
from the correction of the previausly reported sequence
(47). : .

In vivo footprinting analysis of the nifH
upstream promoter regions. The resemblance of
the elements located upstream of nifHa and nifHe to
UAS suggested their function as NifA binding sites. In
order o identify residues contacted by this protein in
the regulatory regions of both genes, we perforied in
vivo methylation protection experiments with dimethyl
sulfate (DMS). Figure 3 shows the pattern of cleavage

products abtained from these regulatory regions after
exposure of ETBOOO cells harboring plasmids
pDEM153 or pDEM233 to DMS, both in the presence
or absence of plasmid pMI220. In the presence of
NifA. residues 95, 96. 98 and 99 upstream from the
niftc promoter were protected from methylation, These
residues constitute the promoter-proximal putative
NifA binding site depicted in Fig. 2A. No consistent
protection was observed at any other position, not even
around the putative promoter-distal UAS (data not
shown.. In the regulatory region of nifffa, residues 1X),
104, and 113 upstream from the promoter were
protected in the presence of NifA (Fig. 2B). The first
two positions correspond to the putative canonical site,
while the latter is within a NifA binding hall-site
(TG, located just 6 nucleotides upstream (Fig, 2B).

Influence of the Integration Host Factor
in the expression of the rvelterated nifH
genes. It is well known that [HE has a major role in
the activation of several ¢™-dependent promoters,
including those of K. preumoniae and R. meliloti nift
(11,25.52). A computer aided search for THF binding
sites upon the regulatory regions of both R. erli nifHe,
hased on the algorithm of Goodrich er al. (22) identified
putative sites between the UAS and the promoter at 5
and 18 nucleotides upstream from the niffic and nifHa
promoters, respectively (Fig. 2),

In order to evaluate the role of IHF in the
expression of the reiterated nifH genes, we detenmined
the B-galactosidase activity of strain SE100 (himD
mutant derivative of ET8000) carrying the different
nifli-lacZ gene fusions. In spite of the pleiotropic effect
of the himl) mutation, the B-galactosidase activities
observed in the absence of nifA were equivalent to the
values obtained in the isogenic ET8000 wild type strain
(Table 3. cnlumns | and VI)} When nifA was present in
the cells, induction of the nifff-lucZ fusions expression
was observed, however this was lower than in the wild
type strain (Table 3, columns 11 and VIII), being nifHa
much more dependent on [HF. As previously shown,
K. preumoniae nifH was highly dependent on [HF,
while R, meliloti nif was only partially dependent (52).
These results suggest that the NifA-dependemt
transcription of the reiterated nifff promoters is
differently stimulated by THF, despite having the same
sequence that highly resembles the consensus, It is
nateworthy that this is the only condition in £. coli
where nifHc was expressed at higher levels than nifHa,
as observed in R. etli (Table 2). - ,

It has been shown that the sharp bend induced by
JHF on the promoter region imay restrict access of non-
bound activators to the EgS4-promoter complex (43).
The absence of cross-activation by NurC observed in the



nifHa and niftie promoters (Table 3, column TV) could
be due either to the lack of a strong Ea54-binding site
or 1o a hindrance produced by THF. As shown in Table
3 (column VII), neither nifffa nor niffe were cross-
activated by NtrC in the absence of IHF, In contrast,
expression of the strong R. meliloti nifH promoter was
increased about three fold in the absence of THF. These
observations support our proposition that the nifHa and
nifH promoters are low affinity Eg54 binding sites.

Nucleotide sequence downstream of
nifHe. The nifHe gene is actively expressed during
symbiosis with bean plants (Fig. 1) and in cultures
under low oxygen concentrations (Table 2). Unlike
nifHa and niftb, nifHc¢ seemed not o formn part of a
nifHDK operon (47). Further sequencing of the
downstream region of aifHc allowed us 1o identify two
open reading frames: ORF70 and ORF2S5L.
Interestingly, the deduced amino acid sequence of
ORF70 bears high similarity (up to 91%) to the first
70 residues of the nitrogenase NifD protein fram
several nitrogen fixing bacteria (data nat shown), thus
this ORF is a truncated nifD gene of unknown
function. ‘The deduced amino acid sequence of ORF251
is 56 to S8% similar to the oxygen-independent
coproporphyrinogen [II oxidase protein from
Salmonella  thyphimurium (60), Rhodobacter
sphaeroides (14) and E, coli (57), coded by the hemN
gene. A sequence resembling a oE-dependent promoter
is located upstreain of ORF251, No expression of
ORF251-lacZ fusions was detected in culture under any
oxygen concentration tested, but it was actively
transcribed during nodule development (data nol
shown). The nucleotide sequence determination
downstream of nifffc allowed us to show that the
identity between the nifHc and the aifHb regions
. extends throughout the promoter until 13 nucleotides
before the ORF70 transtation stop codon.

DISCUSSION

in this work we characterized the complex cis- and
trans-ucting regulatary elements involved in the

rciterated R. etli nifH gene expression. Strain CE3

conlains three nifH genes, two of which are functional
nifHDK operons separated by 120 kb in the symbiotic

plasmid, while nifHc is located in between (21) and.

scems to be unlinked to other nif genes (32,47). Here
we show that nifHc is transcriptionally coupled to a
truncated nifD> homologue comprising the first 70
amino acids of the protein, Directly downstream, we
identified ORF251 which is similar to several hem¥N
genes. Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analyses of other distantly related isolates of R,

erli, previously classified and characterized (32,44),
suggests that this arrangement is gencral in this species
{not shown), Although the truncated nifD and the
hemN homologues were readily transcribed in nodules,
we do not have any direct evidence for their
functionality. As has been shown for other muitimeric
cnzymes as the hepatocyte growth factor (12) and the
Fos/Jun rdnscriptional factor (40), the incorporation of
truncated, non-functional monomers instead of the full
length polypeptides can regulate their activity, The first
70 residues of the NifD prowein do not form an
independent damain, do not interact with the NifK
protein nor with any af the metal cofactors (27).
Consequently it is unlikely that the truncated NifD
protein could be involved in the regulation of the
ritrogenase activity by this mechanism. Homologues
1o ORF251 have been characterized in E. coli, 8.
thyphimurium and R. sphaeroides (14,57,60), these
hemN genes code for the oxygen-independent
coproporphyrinogen Il oxidase, an enzyme involved in
the alternative biosynthesis of the heme cofuctor under
anacrobic conditivns, In contrast to AemA mutations
(16), gene disruption in ORF25! had no symbiotic

effect (not shown).

The different nucleotide sequences of the aifHa and
niffic upstream regulatory regions and the asymmetric
arrangement of their NifA binding sites suggested a
differential transcription of these genes. As it is well
known, low oxygen concentration is the most
important effector in the induction of wifH. so we
estimated the expression of the reiterated R. etli nifH
genes under different oxygen concentrations. For both
genes, maximal induction was observed under 1%
exygen concentration, being nifHc transcribed at higher
levels than niffin (Table 2}, By using a nifA mutant
derivative of strain CE3 we demoustrated that
expression of the reiterated nifff genes, as reported for -
R. leguminosarum bv phaseoli {34), was dependent on
NifA in an oxygen concentration responsive manner.
Evidences obtained by two different approaches show
that the activation is mediated by NifA bound to UAS
elements: (i) induction of both nifff genes was strictly

dependent on the DNA binding ability of NifA, since a

derivative impaired in its specific binding to the UAS
was unable to activale transcription (Table 3, column
I0), and (ii) in vivo methylation protection of yesidues
located within putative UAS was dependent on the
presence NifA (Figs, 2 and 3). NifA exerts its
activation properties by binding to a minimal DNA
sequence located around 100 residues upstream from the
promoter and having the sequence 5-TGT-No-ACA-3'

(38). Here we show that the NifA-dependent activation

of the nifHc promoter is mediated by the specific
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binding of NifA to a divergent UAS located 85 residues
upstream from the promoter (Figs. 2A and 3A). Fully
functiona! divergent NifA-UAS have been also
described upstream the K. prieumoniae nifd (10) and the
B. japonicum fixRnifA promoters (3), The protection
pattern observed upstream nifHc resembled the one
observed at the K, pnewmoniae niftl UAS (36), where
the G of the TGT conserved motif and the intermal G
residues at positions 5 and 6 were protected, suggesting
a simifar mode of contacting the DNA (Figs. 2A and
3A). At the nifffa regulatory region, in addition to
protection of the conserved G of the TGT motif, the G
residue at position 6 and a G residue located 8
nuclestides upstream from the UAS were also
protected (Figs. 2B and 3B). The lanter residue forms
part of a TGT UAS half-site. The same pattiern was
observed by Cannon er al. (1) in the upsiream region
of the K. pneumoniae nifE gene. where a canonical
UAS and an additional half site exactly 6 nucleotides
upstream, were protected by Nita. Protection of this
half-site could be due either o the binding of an
additional NifA molecule or 1o the DNA bending
induced by NifA, allowing the establishment of an
additional contact with the DNA. This half site could
help to increase the number of NifA molecules in the
vicinity of the nifffa promoter. raising the probability
of productive interactions with Eg™. In support of this
enhancing role, mutations in the UAS half-site
diminished the NifA-dependemt activation of the K.
pneumoniae nifE promoter (10). Protection of a TGT
UAS half-site in the bottom strand has also been
detected in the K. pneumaniae nifl/ regulatory region
§3))

The absolute dependence on Nif A for expression of
the reiterated nifH genes was also demonstirated in E.
cali, by the use of a plasmid harboring the K.
pneumoniae nifA gene (Table 3), Under this conditions,
niftia was transcribed at higher levels than niffic,
contrasting to the ratio observed in R. erli (Table 2).
Although a reproducible: NifA-dependent prolection
pattern was observed in the divergent UAS located
upstream nifHc¢ under saturation conditians (see Fig.
3A), we cannot rule out a lower affinity of K.
pneumoniae NifA to this sife,

The reiterated niftl genes are preceded by identical
sequences highly resembling consensus 054-dependent
promoters (47). Here we preseated evidenves on their
functionality by showing the requirement of @34 for
their expression (Table 3, column V). These promoter
sequences differ from the consensus only at position
~12, having an A instead of a C. 'This position seems
to be relevant for the promoter recognition by Eg34,
since it is highly conserved and an equivalem

transversion in the K. prneumoniae nifH promoter
abolishes the promoter capacity to be cross-activated by
NtrC (9). Most of the g34-dependent promoters
described so far have the conserved C in position -12,
but some exceptions are known among Rhizobia: in
the nifN gene of K. meliloti (1) and in the nifH genes
of R. leguminosarum (48), R. sp. ANU240 (2), R

feguminasarum by trifolii (59) and R. leguminosarum
bv phaseoli (34). It is interesting to note that in the
latter three species the #ifff genes are reiterated as in R
etli.

If a given promoter, as K. pnewmoniae nifH, is a
weak Ea54 binding site, it is more dependent on THF
and UAS and consequently it is less prone to cross-
activation (7.9,37.52). Conversely, promoters that
match to the consensus, as in R meliloti niftl, are
strongly bound by Eo34 and are less dependent on IHF
and UAS, but are readily cross-acuvated
(7,26,37,52,56). Although IHF has not been
characterized in Rhizobium, an homologous activity is
likely to be present, since the stunulation of expression
by IHF in E, coli has been specifically demonstrated for
several nif genes (11,52). As shown above, expression
of the reiterated nifff genes promoters is dependent on
the upstrewin binding of NifA and they are not cross-
activated by NuC, despile having a sequence that
highly resembles the consensus. Therefore, they
probably bind Eo® with low affinity and their
expression is likely to be dependent on THF. Results in
E. coli showed this dependence and also that the
requirentent for this protein differs, with the nifHa
promoter being more dependent than the nifffc (Table
3, column VII}. This difference could be the result of
the relative orientation of all three binding sites which
has been shown to be critical for the cxpression of
other g%4-dependent promoters as K. pneumoniae nift!
(35)and E. coli glnH (13). Interestingly, the UAS of
nifHe is located at 8 helicat turns from the promoter,
while at the nifHa it is focated at 8.5 1urns.
Furthermore, the partial independence of the nifHc
promoter on IHF could also be the resull of an
intrinsically bent DNA structure between the UAS and
the promoter that brings bound NifA and Ea54 in close
contact. This structure is either absent in the nifHa
regulatory region or given the half-p-turn different
phasing of the UAS does not allow a produc.uve contact
of the bound proteins,

In having reiterated genes an orgamsm gains
additional flexibility in the control of gene expression.
Two identical genes can be differentially expressed in
respons¢ to a changing cnvironment or can be
simultaneously transcribed, to ensure finctional
coneentrations of their product. In A. caulinodans two
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nifH genes are altematively expressed under free living
nitrogen fixation conditions and in symbiosis with
Seshania rostrata (42). In bacteria of the Azotobacter
genus, three different sets of nifHHDK gene homologues
are expressed in response 1o the metal availability (58).
In R. edli, it has been shown that both #ifHDK operons
are required to achieve full nitrogenase activity during
symbiosis with Phaseolus vulgaris (39,50), while in
this study we show that nifffa and nifHc are
differentially expressed. If a promoter is selectively
modified (o narrow its activation specificity range and
avoid cross-activation, then a decrease in its
transcription rate is likely to occur, Duplication of the
gene would be an advantageous alternative Lo restore the
original product level without loosing the stringent
control on its expression. Then, the asymmetric
arrangement of the cis-acting factors described here,
054-dependent promoters, THF binding sites and NifA-
UAS, contribute to the differential expression of the
reiterated nifH genes, by creating a finely regulated
architecture that assures optimal levels of the
nitrogenasc enzyme in R, etli. :
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LEGENDS TO FIGURES

TABLE 1, Bacterial strains and plasmids uscd in this swudy.

TABLE 2. Expression of nifH genes in R. etli under different oxygen concentration.

B-galactosidase activities of different niff-lacZ fusions in R edli wild type and a nifA mutant derivative under
different oxygen concentrations. Values are mean B-galactosidase specific activity units from two different cultures
in duplicate,

TABLE 3. Heterologous expression in E. coli of niftf genes from R. etli, R. meliloti and K. pneumoniae.

ETRO00, ET8045 and SE100 are isogenic lacZ::1S1 E. coli strains. They carry different nifH-lacZ fusions which
expression is activaled by the K. pnewnoniae NifA proteins contained either in the pMJ220 (wild type), the
pMI221 (unable to bind DNA derivative) or the pMJ220tc (pMJ220 but tetracycline resistant) plasmids. ET8045
and SE100 are derivatives of ET800 carrying rpoN::tc and him[)::cm insertions respectively. For induction
conditions see Materials and Methods. _

Cultures were grown in minimal médium with ammonium chionde (1) or glutamine (2) as nitrogen sources, Values
are mean B-galactosidase Miller Units from at least two independent cultures,

® Abbreviations: Re, R. etli; Rm, R. meliloti; Kp, K. pneumoniue. _

b Regulatlory proteins present: NuC. encoded by the chromosomal atrC gene; NifA, encoded in the pMJ220
plasmid; NifAYS12F, encoded in the pMJ221 plasinid; IHF, encoded by the chromosomal AimA and kimD genes;
¢54, encoded by the chromosomal rpoN gene.

¢ NT, not tested,

FIGURE . Symbiotic expression of the R. etli nifHa and nifHc genes,

Root nodules from P. vulgaris inoculated with R. etli swains CE3 £23 , DEM233 [0} or DEMI53 SR .
were assayed for B-galactosidase activities as described in Materials and Methods. Values are mean of 10 different
plants, '

FIGURE 2. Nucleotide sequence of niffc (A)and m}’Ha (B) upstrearn regions. UAS and promoter sequences are

~ indicated by open boxes. Shaded boxes indicate the putative translation initiation codon. Putative IHF hinding sites

are underlined. Arrows indicate differences with the nucleotide sequences previously reported by Quinto et al. (47).
Residues protected from cleavage in NifA-dependent in vivo methylation protection analyses are marked by dois.

FIGURE 3. NifA—dcpendcmi mclhybluu'un prot}cc’lio’n of lhc nifHc Z(A) and nifHa (B)_ promoler elements. Methylation
was pi:rformed in vivo in the presence (+) or absence (-) of NifA. The open circles indicate guanine residues

protected when NifA was preseat in the cells

38



TABLE ]

Strain or plasmid Relevant genotype and characteristics Source or reference

Rhizobium etli
CE} Wild type CFN42, sm' 4l)
CFNX247 CE3, nifAA::sp/sm (20)
DEM233 CE3, nifHc-lacZ This study
DEM233-]| CFNX247, niffic-lacZ This study
DEMI53 CE3, nifHua-lacZ This study
DEM153-1 CFNX247, nifHalacZ This study

Escherichia coli
ET3000 ths, gyrA, hut, lacZ::1S81 Mu, cts62 {31)
ET8045 rpoN208::tn 10 derivative of ET8000 (3n
SE100 himD::cm' derivative of ET8000 (35

Plasmids
pSUP205 Moblhzable denvauve of pPBR325 (te ) (54)
pKOK6 lacZ-km' interposon in pKOK4 (km', cb') (28)
pDEM233 Re nifFc- IacZ-km in pSUP205 (km', lc) This study
pDEMI153 Re nifHa-lacZ-km' in pSUPZOS (km' 1) This study
pMB210 R. meliloti nifH-lacZ in pGC926 (1<) 5
pMB210!1 pMB210 but in pMC1403 (cb') ' _ (D
pIMWE K. pneumoniae nifH-lacZ in pJEL126 (cb') 6
pMIJ220 K. pneumoniae nifA expressed from plac in pEMBLB (em’ ) (36)
pMJ221 pMJ220 but tyr512 to phe (cm )| (36)

pMI2201c pMJ220 but 1" : This study
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TABLE 2

Oxygen concentration (B-gal) Induction
Relevant ratio
Strain genotype 1% - 5% ' 20% 1% /20%
CE3 wild type 10102 10 £ 0.9 10 £ 0.5 1.00
DEMI153  nifHa-lacZ 141 3 5447 2541 5.64
DEM 153-!  nifHa-lacZ 5019 73 &1 5%t P42
nifAA;:sp
DEM233 nifHe-lacZ 32719 74 + 8 4519 7.26
DEM233-1  nifHc-lacZ 57+ 4 6 +7 6+ 6 1.58
: nifAA::sp ' . _
CE3/ Rm nifH-lacZ 553+ 38 142 +49 = 134 57 4:12
pMB210 -
CENX247/ Rm nifHi-lacZ 122 + 4 98 + 4 7742 1.58

pMB210 nifAA::sp




e

TABLE 3

Pgalactosidase activity (Miller Units)

1 1] )] v v vi viL . vii
ETEO00 " ETS000/™  ETROO0/'  ET8000 ° E1504% % SEIOG™ SE100"  sEtQurH
pPMIL0 pMI228 pAI220 pPMI2201
St - + + + .
NHA + - - + - +
NifAYS12F - - + . .
[HF + * + + * .
o't + + + + . + + +
Masmid Genatype
pDEMI133 Re nitHa-lac2 nzdt) lﬁﬁl!(ﬂl:ﬂ) b3 )] JoED) =)y 40,44} It 6247 i
poEM1Y} Re lll;fHé-hﬂ'z PETEA L LOT13(2072) 166(£17) su;'sn 101(x40) 203(144) 1591£45)  334)(1746) )
pIMWG Kp nifH-lac2 1704261 22561(22181) " IRB(x1T) 148230 CNT 104(£39) Im{iﬂla . 143&!41)
aMB2(0t “Rats ifH-lucZ 215(248) l9i99tt!6i9) 1317¢£2701 126512

MITEI2E) 0N 3624ras48) IBM(RTSA)
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~ B-galactosidase specific activity

FIGURE 1
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FIGURE 2
A

TTCITCCTC GoCTGAGAEE TP mAcs CECINGATIT ATTOATCTTT GACGCAAGCS ATTTCCAACS GATAAGACCT CGCAGCOGCT TIGTCCAGTT
LN 2 J N .

firoeTrre GAGRTARGA TTTITIGAIC CORCTTCGA AAGTIONGA CTAAATAGCT. GAAGAICAGE AAGhGASCTG TTITATATGS TOCTOCCCAT
Tt f : L i

AT ARG TLTTBAAT TOTTATIOEA GGCGACOMGA GUTGOCTGOC TTITACTCAS COATGGATGS AASIAMAGAA QaRAGGeGAT IfiRcrGATT

B
. . .. . .
ACGCOGTCTS TOoGCTTRGR oo oTaacs BCZjrraaars m'nuxn? TTICCTGIRN. TUGITOGAG TAACTTICTG AMACCCAACA, AMGGATCTT

ICETITOOCT COATOGNON AT A T TGAAs ATTGOCATGR GRGUOOCCGE GAGCTGEOTG COTTTTACTS AGEGATGGAT GGAACGRAAG -

Aoanaaeg Afiiireaca
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Perspectivas en la aplicacion de este trabajo
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La expresidn controlada de algunos genes clave permite, en principio, modificar el
metabolismo de un organismo. Existe interés general en esta estrategia y se dispone
comercialmente de algunos vehiculos que permiten modular el grado de expresién de un gene
clonado por medio de la adiciéa de un inductor (p. ej. IPTG con el promotor /ac). Otros vehfculos
utilizan ARN polimerasas exdgenas, por ejemplo la del bacteriéfago T7, la cudl transcribe
exclusivamente el gene insertado bajo su promotor especffico, lo cudl asegura la sobre-expresion
de la protefna clonada con respecto al resto del genoma. Se dispone de sofisticados vehiculos que
fusionan a la protefna clonada a un péptido lider que dirige su exportacién y para purificarla basta
concentrar el sobrenadante de un cultivo de tejidos, reduciendo al mf nimo el proceso (167).

Aunque itiles, estos sistemas funcionan dnicamente en cultivos, ya sea de bacterias o
tejidos eucariéticos. Para controlar la expresién de genes en organismos completos se utilizan
vehfculos en los cuales el gene clonado se encuentre bajo el control de un promotor especifico de
cierto tejido o etapa del desarrollo proveniente del mismo organismo o de algimo relacionado.
Como ejemplos, se han utilizado en leguminosas los promotores de proteinas especificas de
nédulos (nodulinas) (40), y en mamfferos se utilizan el promotor temprano del virus SV40 o el de
la timidina cinasa del virus de herpes simple, cuya expresisn es tejidd especifica (167). |

Especificamente para Rhizobium, se utilizan promotoms inducibles por IPTG o promotorcs
constitutivos, especialmente algunos de los que expresan genes de resistencia a ant:b:dtzcos p.cj.
la cloramfenicol acetil transferasa de derivados del pBR325 (4). La expms:(m constitutiva de estos

_promotores se basa en su aita afinidad por 8070 por lo que son transcritos sin necesitar
activadores (Ver Introduccidn). B
Sin embargo, existen ocasiones en que el producto de cierto gene es nocivo para la célula
en condiciones especificas o simplemente que se precise limitar su expresién a cierta etapa, Para
lograr esto, el experimentador necesita coordinar la transcripcion con alguna sefial facilmente
controlabie. Como ya se menciond, cuando se trabaja con cultivos estd seflal puede ser tan sencilla
como adicionar algin compuesto al medio, pero cuando se trabaja con ¢l proceso de nodulacién el
_ manejo es més complicado y aunque se puede afiadir el inductor a la solucién de regado de las
plantas, existe gran variacién entre las condlcnones locales de cada ralz, y serfa muy diffcil
sincronizar todas las réplicas de un experimento.

Como una altemativa, hemos estado colaborando con el Dr. Alberto Mendoza en la -
construccién de un vehfculo de expresién dependiente de NifA y por lo tanto inducible en
condiciones de microacrobiosis y simbiosis. Este vehfculo se basa en los resultados presentados
en el manuscrito anexo, en el cudl se determinan los niveles de expresion de los genes reiterados
para la nitrogenasa reductasa. De estos, nifHc se expresa a mayores niveles ques nifHa durante el
desarrollo del nédulo, siendo ambos transcritos & partir de promotores dependientes de 054,

El diseflo bésico de este vehfculo se describe en la Figura 8 y consiste en la clonacién de Ia
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regién promotora de nifHc en un vector de replicacién estable en Rhizobium (pTR101) (188).
Debajo de la regién reguladora se encuentra un sitio de clonado muitiple (polilinker) proveniente
del pldsmido pUX19, derivado del pUK21 (180), que permita insertar en diferentes sitios. La
eficiencia de la insercidn puede monitorearse en cultivos microaerdbicos, midiendo la actividad de
la protefna expresada en respuesta a la concentracion de oxigeno, inducida en 1% y reprimida en
20%.

Esta estrategia ya ha sido utilizada para expresar el gene gdhA, ¢l cual codifica para la
enzima glutamato deshidrogenasa de E. coli en R. etli CE3. Se habia demostrado con anterioridad
que la expresién de GDH en R. etli bloquea la infeccidn de raices de frijol (110,111), Este efecto
es aparentemente a través de la inhibicién de los primeros pasos del establecimiento de la
simbiosis, ya que la expresién del gene nodA se encuentra abatida en presencia de GDH, por lo
que no se prodﬁcen los factores de nodulacién necesarios (110). Para superar este efecto y limitar
la expresion de GDH a etapas posteriores del proceso, se insertd al gene gdhA bajo el control del
promotor nifHc v se comprobé la fidelidad de la construccion al encontrar actividad de glutamato
deshidrogenasa solamente en microaerobidsis. En ¢ste momento se estdn llevando a cabo los
experimentos de infeccién de raices de fn'jol correspondientes.

En una segunda linea de investigacién también dentro de nuestro grupo, se ha llevado a
cabo en colaboracion con el Dr. Alberto Mendoza la cionacion de los genes que codifican parala -
sintesis de polibidroxialcanoatos phaCBA de Alcaligenes eurmphus en ¢l vehiculo de expresion
especifico de simbiosis que hemos mencionado. La presencia de este pldsmido (pAM350) en R,
meliloti permite la acumulacién de PHB (polihidroxibutirato) en nédulos de alfalfa, lo cudl no se |
observa con la cepa silvestre (120). Esta construccidn permitird ¢l estudio de las interacciones del
metabolismo de carbono con la eficiencia simbi6tica en R. melilori, estudios lievados a cabo con
éxito en R. etli (50) pero que no habfan podido ser extendidos a esa especie,

En conclusién, basados en fa experiencia obtenida en la construccidn de los dos plismidos
conteniendo los promotores nifH de R. etli, estamos trabajando en la construccién de un vehiculo
de expresién universal para simbidsis, | '
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Consideraciones sobre la evolucion del sistema
~ transcripcional de la nitrogenasa
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La capacidad de fijar nitr6geno atmosférico ha sido identificada tanto en eubacterias como
en la rama de metanégenos/haléfilos de las arqueobacterias, o sea, en la mitad de los grupos de
procariotes conocidos, Dentro de estos grupos los fijadores de nitrégeno se encuentran en casi 100
géneros distribuidos sobre la mayor parte de las divisiones filogenéticas. La clasificacion actual de
todos los organismos estd basada en la comparacion de secuencias codificadoras para el ARN
ribosomal 168, un elemento universal y altamente conservado (105,138). Se ha cuestionado la
validez de las inferencias filogenéticas basadas en la secuencia del 168 ribosomal con el argumento
que no representa la evolucidn del genoma como tal y aunque en principio es cierto, la mayor parte
de los estudios realizados con otras secuencias codificadoras coinciden esencialmente con el drbol
de 168, siendo las distorsiones la excepcidn (71).

En el caso de los genes estructurales para fa nitrogenasa, la correspondencia con los drboles
de 16S permitiria distinguir entre dos origenes allernativos para la amplia distribucién de esta
capacidad entre los procariotes: la transferencia horizontal relativamente reciente de los genes nif,
apoyada por la existencia de replicones movilizables portzidoffzs de estos genes en algunas
especies; o bien, un ancestro comun para todas las nitrogenasas, lo cnal indicaria su origen como
un evento previo a la separacion de cubacterias y drqueobactcu.xs. |

En particular, el gene que codifica para la nitrogenasa reductasa se eru.ucnlra muy
conservado y s¢ ha utilizado para la construccién de drboles filogenéticos que corresponden
fuertemente con el drbol de 168 (134,198). Adicionalmente, el contenido de GC de nifH refleja
fielmente el del genoma que lo posee (69), una segunda evidencia de que este gene es un
componente establecido del genoma que lo porta. Ambas lineas de evidencia indican que los genes
para la nitrogenasa tienen un origen verdaderamente antiguo y quizd presentes en ¢l ancestro de
todos los organismos existentes. - '

Existe disparidad acerca de la antigiiedad dc la fijacion b:olégxca del nitr6geno. Algunos
autores consideran que surgié hace 3 mil millones de afios, correspondiendo con una atmésfera
reductora (166), con lo cual explican la scnsibilidad a oxfgeno de la nitrogenasa, mientras que
otros concluyen que su aparicién es postenor a la oxidacién de la almés&.m (106), y que la
sensibilidad a oxfgeno se debe mds a razones termodindmicas que a una evidencia de su origen.
Indepcndlememente de la fecha exacta del surgimiento del proceso, las evidencias bioquimicas
2y moleculares (198) obtenidas indican que mste solo un ongm comiin para todos los
sistemas de nilrogenasas conocidos. ' '

La genética de la fijacién de nitrégeno ha.Sido estudiada intensamente y seria imposible
~ citar todos los trabajos realizados, pero se pueden consultar revisiones recientes sobre K.
pneumoniae, considerado el paradigma (121) y sobre el género Rhizobium, dentro del cudl se
encuentra el organismo estudiado en este trabajo (53). Una de las conclusiones integradoras
derivadas de todos estos estudios es la conservacién del sistema transcripcional de los genes nif,
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especialmente de nifHDK. En todos los casos descritos hasta ahora, la transcripcién se efectua a
partir de un promotor dependiente de @34 activado por NifA. La arquitectura del complejo
activador parcce estar también conservada, pues en todos los casos donde se ha buscado se ha
encontrado el doblez impuesto por IHF (Fig. 7). Sin embargo, toda esta informacidn se deriva del
estudio de eubacterias gram-negativas. ‘

No se han logrado identificar secuencias similares a promotores dependientes de o o
sitios de pegado de NifA en secuencias de niff proveniente de firmibacterias (eubacterias gram-
positivas) o arqueobacterias (32,164,165). En Clostridium pasteurianum, una firmibacteria,
existen secuencias similares a promotores dependientes de a7? arriba de nifH2 (32). Esto sugiere
que nifH se encuentra bajo el control de otro sistema transcripcional, ya que se conoce que el
homélogo de o34 (sigma L) caracterizado en B. subtilis (42) reconoce secuencias similares al
ébnsénso descrito en bacterias gram-negativas (23).

En el caso de las arqueobacterias, se ha descrito en Methanococcus thermolithotrophicus la
transcripcién de nifH1 a partir de un promotor constitutivo (62). Este promotor consiste en la
secuencia TATA en ia posicién -25 y Ia secuencia TTGT en {a posicidon +1 con respecto al inicio
de 1a transcripcién. Ambos elementos se encuentran también en la secuencia reguladora del ARN
ribosomal de Sulfolobus shibatae (148) y del ARN de transferencia de valina en Methanococcus
vanielli (68). | _ |

Todos estos resultados indican que existe mds de un mecanismo transcripcional de genes
nifH, a pesar de su origen ancestral. Dado que obviamente se necesitan mas ¢asos para establecer
la distribucién de los mecanismos de transcripcion, se realizé el andlisis de otras secuencias
reguladoras relevantes depositadas en los bancos de secuencias, buscando elementos reguladores
similares a los previamente descritos. Se revisaron genes nifff de seis organismos diferentes, dos
cianobacterias (Anabaena azollae y Nostoc commune), una thalobacteria (Frankia), tres
arqueobacterias (Methanobacterium thermoautotrophicum, — Methanoceccus voltae y-
Methanococcus maripaludis), y dos proteobacterias (Acetobacter diazotrophicus (57) y

Rhodobacter sphaeroides). Esta dltima se clasifica en la misma subdivisién de R. erli.

Como se esperaba, dada su cercania con Rhizobium, los genes de A. diazotrophicus y R.
sphaeroides presentan un promotor dependiente de a5 y una secuencia consenso de pegado para
NifA. Los mismos elementos se encuentran en los genes de las cianobacterias A. azollae y N.
commune (Tabla 2).

Las thalobacterias son eubacterias gram-positivas y forman junto con las firmibacterias el
grupo de las firmicutas. Dada su cercanfa, esperdbamos encontrar similitudes entre los elementos
reguladores del gene de Frankia con los del gene de C. pasteurianum, sin embargo, no fue posible

- encontrar arriba de nifff de Frankia secuencias similares a promotores dependientes de 654, a los

elementos detectados en C. pasteurianum, ni a un promotor de la familia de 670 identificado en
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otra cepa de Frankia (38), por lo que no se puede concluir nada al respecto de este orggnismo. La
falta de similitud entre [os elementos detectados en Frankia y ¢n C. pasteurianum puede deberse a
la diferencia en el contenido de GC de sus genomas.

Tal como podrfa esperarse, dada su cercania filogenética, las tres secuencias provenientes
de arqueobacterias presentan similitud con el elemento TATA-N25-TTGT identificado arriba de
niftf de M. thermolithotrophicus. En este organismo se localiza en [a posicién 90 con respecto al
codén de iniciacién, mientras que en M. voltae se localiza en la posicién -50, en M.
thermoavtothrophicus en la posicién ~45 y en M, maripaludis en la posicién -80 (Tabla 2). El gene
nifH de M. thermoantothrophicus estd precedido también por una secuencia similar a un promotor
dependiente de g% pero no por una secuencia de pegado de NifA. Esta iltima similitud bicn
pudiera ser azarosa pues el contenido de GC en este oi‘ganismo es de 52% mientras que en los
otros tres es de 28-38%, con lo que serfa mayor la probabilidad de presentar una secuencia similar
a un promotor dependiente de ¢34, rico en GC.

Esta informacién, tomada en conjunto, nos indica la existencia de dos diferentes
mecanisinos transcripcionales para los genes de la nitmgenhsa. dependiendo de si el organismo
que los porta es cubacteria 0 arqueobacteria, y que a pesar de sus diferencias obvias comparten
algunas caracterfsticas comunes. |

Se ha discutido con anterioridad la similitud entre el mecanismo de EGS“ y la ARN
polimerasa eucariética, sicndo algunos de los puntos m4s relevantes:

1.- La capacidad del factor eubacterial 634 (16) o la proteina TBP (TATA bmdmg protein)
eucaridtica (14,158) de formar complejos cerrados estables.

2.- La interaccién demostrada de TBP con ¢l surco menor del ADN (158) y sugerida para
¢34 (25,129). Virnualmente todas las otras protefnas que unen ADN lo haccn a través de contactos
con ¢l surco mayor.

3.- La estabilizacion de la interaccién inicial g34-ADN por la enzima bdsica (27) en
cubacterias y de TBP-ARNP-ADN por TFIIA y TFIID (101).

'4.- El requerimiento de la hidrélisis de ATP para la isomerizacién del promotor a un
complejo abi_crto. En ambos sistemas existe una correlacién directa entre de este paso y un cambio
conformacional de la holenzima (158,185). '

5.-La presencia de secuencias "enhancers" (101,190). ,

~ 6.- La existencia de motivos estructurales tipicos de activadores eucaridticos en 6% (157).

Estos puntos han sido resaltados con anterioridad por otros autores, pero lo que no se ha
hecho es correlacionar el mecanismo de 634 con el del factor de iniciacién arqueal (aTBP). Aunque
no se ha estudiado tan exhaustivamente como los factores mencionados, aTBP ha demostrado ser
esencialmente homélogo, tanto a nivel de secuencia como a nivel de mecanismo con el factor TBP
eucariético (5). Su similitud pumne inclusive la sustitucién de aTBP por TBP de levadura o de
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humano en la transcripcion in vitro de promotores arqueales (191). Es especialmente interesante
que uno de los promotores probados es el de nifH de M. thermolithotrophicus (191).

De los seis puntos similares entre los mecanismos de g3 y TBP, se ha demostrado que
aTBP también forma complejos estables con el promotor y que estos son estabilizados por otros
componentes de la holoenzima (154). Dado que adn no existen suficientes evidencias
experimentales sobre ¢l mecanismo de aTBP para relacionarla directamente con 054, se llevé a
cabo una bisqueda sobre secuencias de factores ¢, TBP y aTBP que permitieran un andlisis
filogenético que nos indicara sus relaciones (Tabla 3).

De las 30 secuencias obtenidas, las mds corta son las aTBP con una longitud promedio de
200 residuos y 1as mas largas las de la familia de ¢79, con una longitud promedio de 800 residuos.
Del alineamiento de todas estas secuencias se seleccioné una porcién de 200 residuos conteniendo
la mayor parte de las TBP y aTBP, las regiones 2, 3y 4.1 de 67¢ y el dominio HI de 654.

En base a este alimeamiento, se llevé a cabo un andlisis filogenético con algunos de los
algoritmos mds utilizados (UPGMA, Fitch, Neighbor-Joining, Mdxima parsimonia). El dnico
algoritmo que produjo un drbol congruente fué el de Neighbor-Joining (Fig. 9), en el resto de los
drboles los grupos se intercalaban de manera azarosa. En este 4rbol se puede observar que cada
una de las secuencias es bastante similar con los demds clementos de su mismo £rupo, mientras
que los diferentes grupos se encuentran razonablemente distanciados. La dnica excepcion es 632
de C. crecentus, que se encuentra en un grupo mds cercano a las aTBP que al resto de los
miembros de la familia de 079, Esta exepcidn se debe a la presencia de un par de indcl'e_s en esta
secuencia que no son compartidos por el resto de tos miembros de la familia. |

Las seis secuencias de 3 forman un grupo discreto, a una distancia de 1.3 unidades del
nodo central. Las protefnas arqueales y eucariGticas se organizan en tres ramas, las dos mds
cercanas contienen las provenientes de arqueobacterias, la primera las de S. shibatae y H.
salinarum (0.03 unidades) y la segunda las de P. woesei y T. celer (0.45 unidades). Las
secuencias eucarioticas se organizan en tercer grupo localizado a 0.45 unidades del nodo central.
En resumen, si tomamos el nodo mds cercano al nodo central de cada grupo, la distancia entre la
rama de 054 y la de 079 es de 2.9 unidades, micntras que con las ATBP es de 1.33 a 1.85
unidades. | | | | n

| Esta distribucién coincide més con las caracterfsticas del mecanismo transcripeional de los
tres grandes grupos de organismos existentes que con sus relaciones ﬁiogené!icas’ reales. A pesar
de las grandes diferencias entre eucariotes y arqueobacterias en la estructura de Ja ARN polimerasa
existe suficiente similitud a nivel de secuencia de mds de un componente para consideraclas
homélogas. Con respecto a las cubacterias, dado el tiempo transcurrido desde su separacion de las
arqueobacterias, es muy significativo que todavfa se reconozcan similitudes entre sus mecanismos
de accién, especialmente con EG™, aunque no se conserve a nivel de secuencia,



Se ha tratado previamente de encontrar similitud a nivel de secuencia entre 670 y factores
eucaridticos o arqueales pero en ningdn caso ha sido significativa (49). Si adicionalmente
consideramos que sus mecanismos no son equivalentes y tomamos en cuenta las distancias
reportadas en la Fig. 9, parecerfa mds dificil sostener su homologia. Una alternativa viable es
suponer que g0 proviene de la modificacién de un ¢34 primigenio, el cudl si estaria relacionado
con los factores TBP y aTBP a nivel de mecanismo. Desafortunadamente la similitud a nivel de
secuencia entre 64 y 67 es muy baja, menor de la que se considera indicadora de homologia, por
lo que no puede utilizarse como argumento. Sin embargo podemos apoyarnos en evidencias
funcionales, especificamente una publicacién reciente donde por medio de una seric de
sustituciones a saturacién en el dominio de activacién de o354 de E. coli, ésta es liberada de la
necesidad de un activador, capacitandola para isomerizar espontancamente al complejo cerrado
(184). El camino inverso no ha sido demostrado, mds dada la complejidad del mecanismo de
activacién de promotores dependientes de 034 podria ser menos factible.

Finalmente, si el ancestro de todos los factores de iniciacién conocidos fuera aTBP, podria
haber sucedido que algunos promotores que no requiricran altos niveles basales de transcripcién
. conservaran el mecanismo original (nifHDK, ginA, flbG, ectc.), mientras que aquellos
involucrados en funciones fundamentales (protefnas ribosomales, resistencia a antibidticos,
division celular, replicaci6n, etc.), adquirieran el sistema de 679, de mayor rendimiento.
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Un howdlogo de hemN en el plasmido simbidtico de Rhizobuwm etli
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Como se menciond en los antecedentes, la regién de ADN directamente abajo del gene
nifHc se encuentra altamente conservada en todos los aislados de R. etli probados, pero no en
otras Rhizobeaceas, como por ejemplo R.loti, B. loti, R. fredii o R. meliloti segiin se muestra en
la Figura 10. La secuencia nucleot(dica de esta porcién del pldsmido simbidtico reveld la existencia
de una fase abicerta de lectura de 756 nucledtidos que codifica para una protefna de 251 residuos
(Fig. 11). Como puede observarse en la Fig. 12, la secuencia deducida de ORF251 es 50%
similar a varias de las proteinas HemN, una enzima involucrada en la sintesis del grupo hemo.

La biogénesis bacteriana de tetrapirroles involucra el producto de al menos nueve genes
diferentes. Los primeros pasos producen al precursor comin del grupo hemo y de la cloforila,
comenzando con la conversién de 4cido glutdmico en dcido §-aminolevulinico hasta la sintesis de
protoporfirina IX, Las primeras reacciones, hasta la formacién de coproporfirinégeno 11 son
ltevados a cabo por las protefnas Heml., HemA, HemB, HemC, HemD y HemE. La oxidacion de
éste ultimo compuesto puede ser catalizada por las isoenzimas HemN y HemF. El iltimo paso lo
lleva a cabo la proteina Hem@, y ¢l producto final de la via, la protoporfirina IX puede seguir dos
caminos altemativos. En caso de ser asociada por HemH a una molécula de fierro, se convertird en
un grupo hemo, mientras que si es a una molécula de magnesio, dard origen al grupo clorofila
(39). Evidencias genéticas y bioquimicas sobre la regulacidn de ésta via sugieren la existencia de
dos puntos de control. El primero en la formacién del icido §-aminolevulfnico y el segundoen la
formaci6n de protoporfirina IX a partir del coproporfirinégeno III (39).

En E. coli, los genes hem estdn distribuidos en todo el cromosoma. Alrededor del minuto
25 se encuentran los genes hemK, hemA 'y hemM, entre los minutos 85 y 87 se encuentran los
genes hemC, hemD, hemX, hemG y hemN. El gene hemF se encuentra en el minuto 52, hemE en
el 89, y hemL en el 3, mientras que no se sabe la localizacién del gene hemB. Los genes hemN y
HemF codifican para las dos isoenzimas de la coproporfirinégeno 111 oxidasa. Ambos genes han
sido clonados en S. thyphimurium y en E, coli (§9,174,175,196,197). Se han identificado
homélogos a hemN en Haemophilus influenzae (54), Rhodobacter sphaeroides (36) y Paracoccus
denitrificans (NCBI gi 1002875). Secuencias equivalentes a hemF han sido identificadas en
- Chlamydomonas reinhartdii (85) y Pseudomonas aeruginosa (NCBI gi 695693) asf como en
varios eucariotes, donde se conoce como heml3 o hem6: ratén (88), humano (107), soya (103) y
levadura (103,201). ‘

La decarboxilacion oxidativa del coproporfirinégeno 111 para formar protoporfirinégeno IX
‘requiere un receptor de clectrones. HemF utiliza oxigeno molecular, mientras que HemN utiliza
NAD+ o NADP+ (159,195). Cepas de F. coli interrumpidas en cualquiera de los dos genes
carccen de fenotipo en condiciones de crecimiento aerébico, sin embargo, mutaciones en hemN
confieren auxotrofia por el grupo hemo en condiciones anaerdbicas (195). Estos datos indican que
la sintesis anaerdbica del grupo hemo requiere la funcién de HemN, mientras que la aer6bica
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puede ser completada por cualquiera de las dos isoenzimas. Se ha propuesto que la actividad de la
isoforma anaerébica de R. sphaeroides estd coordinada con la sintesis de clorofila en condiciones
de induccidn de fotosintesis (36).

Una mutante derivada de la cepa CE3 con una insercidén en ORF251 no presenta fenotipo
simbidtico, ni diferencias en su ¢crecimiento en medio rico PY o en medio mfnimo con cloruro de
amonjo y succinato en condiciones aerébicas, No se detectd expresion de una fusiéon ORF251-
lacZ en microaerobiosis, probada bajos las mismas condiciones de ensayo de los genes niff (Ver
manuscrito). Sin embargo, se expresa activamente en nédulos de frijol (Fig. 13).

Es de suponerse que la sfntesis del grupo hemo es indispensable para los bacteroides de
Rhizobium, ya que no solo es precursor para los intermediarios de la cadena respiratoria, sino que
forma parte de la leghemoglobina, una protefna especifica de simbiosis (nodulina) que enlaza
oxfgeno molecular y lo transporta hacia el interior de nédulo (1). La leghemoglobina es una
protefna fundamental para el funcionamiento del nédulo, y durante las etapas tardias de su
desarrollo se sintetiza en grandes cantidades (1). Mutantes de B, japonicum carentes de las
protefnas HemA o HemG presentan graves deficiencias simbidticas (43,137). La falta de fenotipo
simbidtico de la insercién en ORF251 podria explicarse de dos maneras, Ja mds directa seria por
complementacién con HemF, aunque el gene para esta proteina no ha sido detectado aiin en
Rhizobium. La otra serfa por complementacién cruzada con la planta, ya que el homélogo de
hemF en soya (hem@) se transcribe abundantemente en nddulos, coincidiendo con la etapa de
sintesis de leghemoglobina (103). ,

Dadas las diferencias entre los perliles de expresion de ORF251 con el de hemA de B.
Japonicum en cultivo (26), consideramos posiblc' que no hayamos logrado encontrar las
condiciones adecuadas para su induccién. La expresién de hemA se observa en condiciones de -
crecimiento anaerdbicas, mientras que las nuestras son microaerébicas. Sin embargo, ambos
genes se expresan en nddulo, lo que sugiere que ORF251 es un verdadero gene, y que estid bajo
regulacién simbidtica, tal como hemA, ;

~ Anpartir de la secuencia del producto de ORF251 llevamos a cabo un andlisis filogenético
~ comparativo contra otras 13 secuehcias disponibles de genes hemN o hemF. El resultado de este
anflisis sé presenta en tres variantes obtenidas a partir del alineamiento de la secuencia central
compartida por todos los elementos. El primer drbol contiene las 14 secuencias en un’arreglo A
obtenido por medio del algoritmo de UPGMA, a partir de una tabla de distancias genéticas
corregidas por ¢l método de Kimura, utilizando el programa Phylip (Fig 14) (52). En esta figura
se oberva que todas las secuencias se organizan en dos grupos claramente definidos, el grupo 1
incluye las protefnas HemF de E. coli, S. thyphimurium y P. aeruginosa y las protefnas Hemé
eucaridticas, mientras que el grupo Il consta de dos subgrupos. En el subgrupo A se encuentran
dos protefnas aun no caracterizadas fisiolégicamente, una de H. influenzae y el producto de una
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fase de lectura localizada en el minuto 66 del cromosoma de E. coli (NCBI gi 382484). Ambas
secuencias se obtuvicron a partir de proyectos de secuenciacion gendmica y fueron seleccionadas
de los bancos de sccuencias en base a su alta similitud con HemN. El subgrupo B contiene ¢l
resto de las secuencias HemN. Las de E. coli, 8. thyphimurium y R. sphaeroides codifican para
productos activos bioquimicamente, mientras que las de P. denitrificans y de R. etli solo son
similares a nivel de secuencia. Se obtuvo un arreglo esencialmente igual al utilizar los algoritmos
de Neighbor Joining y de Fitch.

Al comparar secuencias provenientes de organismos tan distantes filogeneticamente como
procariotes y eucariotes e¢s probable subestimar las distancias reales entre ambos grupos. Esto se
debe a que conforme mas lejano sea ef evento de divergencia es mds frecuente la ocurrencia de
eventos de sustitucion miltiple en el mismo sitio. Para afinar las relaciones entre las secuencias
procaridticas, repetimos el anilisis con todos los elementos del grupo 11 y las secuencias de Hem¥
de E. coli y S. thyphimurium. Como puede observarse en la Fig. 15, las dos proteinas HemF se
conservan en un grupo definido, distante de las anaerdbicas. Los efementos de grupo 1T se asocian
en congruencia con las relaciones filogenéticas observadas entre cllos en base al andlisis de la
secuencia de la subunidad pequefia del ARN ribosomal. La tinica excepeidn la presentan la
secuencias de H. influenzae v la fase de tectura identificada en E. coli, ya que esta ultima no se
agrupa con las otras dos secuencias de bacterias entéricas,

Los resultados anteriores indican tres posibles linajes para la enzima coproporfirindgeno I
oxidasa. En resumen, el grupo 1 incluye a las secuencias dependientes de oxigeno como aceplor de
electrones, ya sean procaridticas o eucaridticas, mientras que ¢l grupo 11 todas las secuencias
relacionadas con l1a utilizacién de otros aceptores de electrones. Los tres linajes sugeridos son mds
ficilmente observados en el alineamiento de las secuencias provenientes de bacterias entéricas (£.
coli y S. thyphimuritm). La similitud marginal observada entre las secuencias de las formas
aerobicas y anaerdbicas podria indicar un origen comuin, pero seria necesario invocar tasas de
mutacioén completamente diferentes para cada uno de los genes como explicacion de a fuerte
divergencia (Fig. 16). Creemos que una alternativa més probable seria la convergencia funcional,
y que proviniendo de orfgenes diferentes, adquirieran la misma funcidn. La tercera variante
(codificada pot el ORF encontrado en E. coli) es suficiemcméntc parecida a HemN para
considerarla homéloga, aunque contiene diferencias discretas significativas, lo que también
ocasiona distdrsiénv en la clasificacion. Es importante recordar que aunque no existen evidencias de
funcién para esta secuencia, es altamente similar con HemN de H. influenzae y dado que
aparcntemente no existen en este ultimo organismo atras secuencias similares a hemN o hemF, es
muy probable que sea funcional (54). _ .

Para concluir, no tenemos evidencias sobre la regulacién de ORF251 de R. erli. Sabemos
que se expresa en simbiosis, pero que su patron de expresién es diferente al del gen niffic, al que
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se encuentra asociado. Esto indica que su expresién es a partir de un promotor independiente de
NifA pero que se expresa especificamente en simbiosis. En concordancia, el anilisis de la
secuencia reguladora de ORF251 no muestra ningtn probable promotor dependiente de ¢34 o sitio
de unién de NifA, Sin embargo, en la posicién 131 antes del probable inicio de la traduccién se
encuentra la siguiente secuencia, GAACT-N16-TCT, recientemente reportada como la secuencia
de promotores dependientes del factor of (70,153). Este factor ha sido caracterizado en la
respuesta de E. coli a choques de calor, aunque también existen evidencias de su papel como
regulador transcripcional en respuesta a estimulos extracelulares (153). En P, aeruginosa participa
en la sintesis de alginatos y su actividad e¢s uno de los puntos de control de la adquisicién de
virulencia en este organismo (70).

Para finalizar, quisiera hacer énfasis en el significado de Ja conservacién de ORF251 en R.
etli y su estrecha asociacién con el gene nifHe en el plismido simbiético. Estudios recientes sobre
la estructura de la cadena respiratoria, tanto de R, etli como de B, juponicum, demuestran la
existencia de un control estricto en la expresion de algunos elementos especificos para simbiosis
(136,171). Quiz4 la biosfntesis del grupo hemo también se encuentra regulada simbioticamente, y
la localizacién de ORF251 en el pldsmido simbidtico y su expresién son parte de este sistema.
Recientemente han sido clonado por Adriana Castillo en nuestro grupo otros elementos del reguién
de genes hem, por lo que en un futuro préximo se podrin Hevar a cabo experimentos integradores
de la informacién presentada aqui, con respecto a lu regulacion genética global de estos genes en
R el
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Figura 1 - Estructura propuesta por Ishihama (81) para la ARN polimerasa

asociada al factor 670 | | o
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Figura 7 - Modelo actual que representa la arquitectura del complejo de iniciacién |

formado por Ec54 unida al promotor y la protefna activadora NifA unida a sus
secuencias especificas. La protefna IHF impone un doblez al DNA intemo que
facilita la activaci6n a distancia del promotor.
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Figura 10 - Perfil de hibridizacién de ADN gendmico obtenido de las siguientes especies y cortado
con la enzima de restriccién BamHI: 1 R, etli CE3, 2 R. loti NZP2230, 3 B. loti NZP2037, 4R

~ fredii USDAI193, 5 R. fredii USDA194, 6 R. meliloti Rm1021, Detectores utilizados: Panel (A) gene
nifD* y extremo amino terminal de ORF251. Panel (B) ORF251, excepto el extremo amino terminal.
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. agaaatcggcgcdcacacttatgagcaatggctgagaaqccaggEEEEEbatgacgctgt
ctcgctctaEEEbcacattccattctgccgctcgatgtgctggtattgtggttttccgac
tagcatcactcgtcgggacactttgataaccgattatctagcaatcgtgcgcgaggaaat

'ccgcctggtcgccgagcaatgccgcaggcactctccgtgggtqacgtgcactttggcggc
MetProGlnAlaLeuSerValGlyAspVa1H1sPheGlyGly

gqaté¢CCQaCCattatgccatcggcagacttcctgtcgctaatggaactcctgcgcggc'

GlySerProThrIleMetProSerAlaAspPheLeuSerLeuMetGluLeuLeuArgGly

cgttttgcgcttgagcgaggtgcaaccattgccgttgaggtcgacccgcgcacgttcacc'

_ArgPheA]aLeuGluArgGlyAlaThrIleAlaVa1GluValAspProArgThrPheThr

accgatatggccgaagccctagaaagaaccggtgtgaatcgcgcaagcgtcggtgtgcag
ThrAspMetAlaGluAlaLeuGluArgThrGlyValAsnArgAlaSerValGlyValGln

.agqttcgatccCgtcgtacaaaaagcgatcaaccggattcagagcgaggcgcaagtgatg
SerPheAspProValValGlnLysAlalleAsnArgIleGlnSerGluAlaGlnValMet

accgccgtcgaaaacctcégcctgtatggggtcaggcgtatcaatttcgacttgatgttc
ThrAlaValGluAsnLeuArgLeuTyrGlyValArgArglleAsnPheAspleuMetPhe

ggtttgdcgaaccaaaccgtccégtcctgtctcgagagcgctatgttagctattgcgatg
GlyLeuProAsnGlnThrValGinSerCysLeuGluSerAlaMetLeuAlalleAlaMet

cgtecegaccgeetegegygtttieggttattececacgttoccatetttiega-aaaatcag

ArgProAspArgleuldlavValPheGlyTyrSerHisValProSerPheArylysAsnGln

cgcttgattgacacagecagecactgeeccgatatageogegegagetgageaggectcageo
ArgLeulleAspThrAlaAlaleuPreodsplleAlaAlaArgAlaGluGlnAlaSerAla

atggcrgatacgttagttgeageagyctatetygcaaattggtctegaccattttgetttyg
MetAlaAspThrLeuValAlaAlaGlyTyrLeuGinlleGlyLeuAspHisPheAlaLeu

coggatgacgagetigeaatagecacagagagetggtogtectgegecgaaattegettggt
ProAspAspGluLeuAlalleAlaGinargAlaGlyArgleuArgArgAsnSerLeuGly

tactcoctygcoegaaacctgetecaactgtcategyttitgggecgtocgecattggtegttgeyg
TyrSerAlaGluThrCysSerThrvalIleGlyLeuGlyArgProProLeuValValala

gegacggttacgttcaaaacgatctcacgeaaagctgttataaccggecacatag
AlaThrValThrPhelysThrileSerArglysAlavVallleThrGlyThrEnd

Figura 11 - Secuencia nucleotidica v secuencia de aminodcidos deducida del ORF251.
La porcién de la regién regulatoria similar a un promotor dependiente de 6" sc
indica con un marco.
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Figura 14 - Relaciones ﬁlogenéticas}inferidas para 14 Seéuencius similares a los genes
hemN 'y hemF. El anflisis se realizé utilizando el algoritmo de UPGMA.
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Figura 16~ Alincamiento de secuencias similarcs a hemN y hemF provenicntes de S. typhimurium y F. coli.



Tabla | - Factores de iniciacién de la transcripeién pertenecientes a la familia de o™ y las
secucencias de ADN a las que se unen especfficamente.

Sigma Proteina  Organismo Region -35 Region -10
o™ RpoD E. coli TTGACA TATAAT

o™ RpoH E. coli TCTC-CCCCTTGAA CCCCAT-TA
" i RpoS Varios . GTTAAGC* _ TATACT*
o RpoE E. coll GAACTT - TCTGA
o’

sigh B. subtllis " TTGACA TATAAT

* Dependiendo del promotor estudiado se le ha atribuido diferente relevancia a uno u otro elemento
(Mol Microbiol 1995, 18:841; Nucl Acid Res 1995, 23:827; Ann Rev Microbiol 1994, 48:53)
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Tabla 2 - Secuencias promotoras identificadas positivamente en arqueobacteias por medio
del mapeo de inicio de la transcripeidn y de cambios especificos de secuencia.

Organismo _ Gene -25 +1

M. thermolithotrophicus nifH1 TATA - TTGT
M. thermoautotrophicum purk ATTAAATA ND

S. shibatae TFB  TTTATAA  ND

ND- No determinado
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Tabla 3 - Secuencias de factores de iniciacion transcripcional incluidos en el andlisis comparativo.

Organismo Familia ~ ProteinaNCBI gi Siglas
Klebsiella pneumoniae G54 RpoN 133294 s54-kpn
Alcaligenes eutrophus a4 RpoN 38785 s54-acu
Azotobacter vinelandi 54 RpoN 133291 §54-avi
Thiobacillus ferrooxidans G54 RpoN 133300 s54-tfe
R. leguminosarum bv. phaseoli G54 RpoN 1046231 sS4-rph
Escherichia coli o5 RpoN 414885 sdd-eco
Caulobacter crescentus a0 RpoD 1079588 - §70-ccr
Escherichia coli glo Rpod 133309 570-eco
Lactococcus lactis G570 RpoD 216733 s70-1la
Agrobacterium tumefaciens G10 SigA 464685 s70-atu
Myxococcus xanthis G0 RpoD 133312 s70-mxa
Escherichia coli o RpoS 401023 s38-eco
Salmonella thyphimurium o3b RpoS 44116 $38-sth
Yersinia enterocolitica o8 RpoeS 687583 ! s38-yen
Escherichia coli g2 RpoH 133287 $32-cco
Pseudomonas aeruginosa ai? RpoH 493078 $32-pac
Caulobactei crescentus g RpoH 1022898 s32-éc_r
Excherichia coli g RpoE 464681 s24-eco
Salmonella thyphimurium o RpoE 585923 s24-sth
Photobacterium sp. G RpoE 780317 524-psp
Pseudomonas aeruginosa g RpoE 550507 524-pae
Pyrococcus woesei aTBP 498649 atbp-pwo
Thermococcus celer aTBP 498255 athp-tce
Halobacterium salinarum aTBP 1070345 atbp-hsa
Sulfolobus shibatae aTBP 1097309 atbp-ssh
Cacnorhabitis elegans TBP 417896 tbp~cel
Homo sapiens TBP | 1070666 tbp-hum
Emericella nidilans TBP 887880 thp-eni
Zea mays TBP 293906  tbp-zma
Plasmodium falciparum TBP 160700 ‘tbp-pfa

NCBI gi = numero Ae 1denfificacion dentro ge Ia coleccion de secuencias del NCBL,
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