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RESUMEN

La informacién acumulada del estudio de diferentes genes bacterianos,
muestra que la regulacion de la expresién genética frecuentemente se lleva acabo al
nivel de la transcripcién. El estudio de la regulacién transcripcional a permitido
entender de una manera mds clara los diferentes mecanismos utilizados para la
expresién especifica de los genes.

La contribucién de este trabajo, fue demostrar la existencia de un mecanismo
de regulacién complejo que controlan la expresién del operén fixRnifA en
Bradyrhizobium japonicum. Este mecanismo consta de dos sistemas de regulacidn

transcripcional distintos, en los cuales intervienen dos proteinas activadoras (NifA y
RegR) y dos polimerasas diferentes (E-6°* y una RNA- polimerasa de la familia de

670), las cuales reconocen a dos promotores sobrelapados en la misma regién de

DNA.
Por otro lado, demostramos que el mecansimo que utilizan estas polimerasas
para el reconocimiento del promotor es distinto, asi como su capacidad para la

formacién del complejo abierto de la transcripcién.
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SUMMARY

The information in the study of many different bacterial genes shown that
the regulation of genetic expression is most frequently become at level of
transcription initiation. The documented transcriptional regulation allow to
understand the different mechanism used for the specific gene expression.

The original contribution of this research was the description of the complex
regulation mechanism of the fixRnifA operon expression in Bradyrhizobium
japonicum. That mechanism use two different transcriptional regulation systems
that involve two activator proteins (NifA and RegR) and two different RNA-
polymerases (E-65% and an RNA- polymerase of the ¢ family). These different
polymerases recognize two overlapping promoters in the same DNA region.

By other hand our dates show that the RNA-polymerase mechanism for the
promoter recognition was different and the same differences happen with

transcriptional open complex melting.
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INTRODUCCION

La regulacién de la expresién genética tiene como finalidad el controlar la
cantidad relativa de protefnas especificas que se producen en las diferentes etapas de
actividad celular en respuesta a diferentes estimulos dentro y fuera de la célula. Esta
expresién se regula basicamente desde el inicio de la transcripcién hasta la
postraduccién del RNAm. En eubacterias la regulacién de la transcripcion es un
mecanismo importante para controlar finamente la expresién de los genes.

Normalmente involucra contactos directos entre las proteinas reguladoras

con la RNA-polimerasa, desde sitios de unién que se encuentran aledafios al
promotor. En el caso de la holoenzima RNA-polimerasa que contiene el factor 6%,
las proteinas reguladoras se unen a sitios mas distales del promotor para activar la
transcripcién mediante la formacién de un asa que permite la interaccién de la
proteina reguladora con la misma RNA-polimerasa-c*. En secciones posteriores

describire los elemento involucrados en la transcripcién, para finalmente recalcar la
importancia del estudio de los mecanismos de regulacién transcripcional

involucrados en el control del operén fixRnifA en Bradyrhizobium japonicum,.

R . S—
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1.1 La RNA polimerasa bacteriana

La sintesis de RNA se lleva acabo por la enzima RNA-polimerasa, la cual
cataliza la formacion de enlaces fosfodiester en direccién 5'-3’ entre los
ribonucleétidos a partir de un molde de DNA. Esta RNA-polimerasa es una

proteina oligomérica, cuya forma funcional se denomina cominmente como

holoenzima RNA polimerasa (E-oc 6 RNA-pol-c) (figura 1). La holoenzima se
encuentra dividida funcionalmente en dos partes (15):

a) La RNA polimerasa “core” (E 6 RNA-pol<), que esta constituida por cuatro
subunidades que son a,Bf’. Esta RNA-pol€ tiene toda la maquinaria catalitica para
la sintesis de una nueva cadena de RNA. El gene rpoA codifica para subunidad o
que tiene una masa de 155,613 daltons, el gene rpoB codifica para la subunidad B de

150,618 daltons y el gene rpoC codifica para la subunidad B’ de 36,512 daltons (67,
109).
b) El factor o, cuyo papel es reconocer especificamente las regiones promotoras

en el DNA (15). En E. coli el factor 6 “més comiin” es el &%, que se encuentra

codificado por el gene rpoD y tiene un masa de 70,263 daltons (16).

RNAIl-pol + FACTOR 6 = HOLOENZIMA
a,pp’ + 0 = a,pp'c

E+o=E-¢

Figura 1. Esquema de la composicién por subunidades de la holoenzima RNA polimerasa.
(Tomado de Doi,R.H. 1991)
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Para que la holoenzima (RNA-pol-6) se encuentre en su forma activa, es

necesario que todas las subunidades se ensamblen de manera ordenada. Este
comienza con la dimerizacién de las subunidades @, seguida por la integracién de la
subunidad § para conformar el complejo o, (46). Este primer paso es obligatorio
para que se pueda asociar posteriormente la subunidad B’ y ensamblar de esta
manera a la RNA-pol© (44). Una de las caracteristicas particulares del ensamblaje, es
la formacién de una RNA-pol€(0,B") inmadura, que enzimaticamente es inactiva

y, aunque conformacionalmente es muy parecida a la forma nativa, presenta

diferencias en sus propiedades fisicoquimicas (45). La maduracién de esta enzima in

vivo se establece cuando el factor 6 se ensambla a la RNA-polf, dando lugar a una

holoenzima madura y activa (RNA-pol-6) (Figura 2) (47, 109).

“CORE" HOLOENZIMA

o B

p’ G
o L» o _L. B _L> a2[3|3’4.—¥_> oppf’c
v

-— 2
REACCION I II III

Figura 2. Orden de las diferentes etapas en la reaccién de ensamblaje de la RNA-pol-o.
(Tomado de Ishihama et al. 1979)
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Algunas mutaciones en la subunidad B causan alteraciones en la especificidad
de la transcripcién; estas mutantes se encuentran probablemente alteradas en su
capacidad de interaccionar con el DNA o con algunos factores de regulacién (109). La
subunidad § cuenta con el sitio catalitico responsable de la formacién de los enlaces
fosfodiester ademds de estar involucrada en unir el primer ribonucleétido durante

la sintesis del RNA (109). Uno de los contactos de la RNA-pol-c con el DNA se lleva

acabo por medio de la subunidad B’ y se sabe que por sf sola se puede unir de manera
estable al DNA (79). Diferentes evidencias experimentales postulan que las

subunidades BB’ en conjunto dan lugar a la estructura llamada canal, la cual forma
el sitio activo de la holoenzima. (21,80).

La regién amino terminal de las subunidades o estan involucrada en su
dimerizacién, por otro lado su regién carboxilo terminal estd involucrada en el
reconocimiento de la regién promotora y con la interaccién directa con los
reguladores transcripcionales (41,53,75).

El factor o determina la unién especifica de la RNA-pol-c al promotor, asi
como la determinacién del inicio de transcripcién, también llamado (+1). Es en esta
posicién donde se incorpora el extremo terminal 5° de la nueva cadena de RNA para

iniciar su sintesis completa (24). Otra de las funciones que se proponen para el factor
¢ es la desnaturalizacién local del DNA en la regién promotora, durante el primer
paso del inicio de la transcripcién (88).

La estructura tridimensional de la RNA-pol-6 de E. coli ha sido determinada
por microscopfa de fuerza atémica. La baja resolucién de esta estructura, comparada
con la obtenida para la DNA polimerasa, sirvio para describir algunas caracteristicas
estructurales de la holoenzima; siendo de las més sobresalientes Ia identificacién de
un canal de aproximadamente 25 A de didmetro por 55 A de longitud, con las
dimensiones apropiadas para unir un segmento de 16 pares de bases de DNA (80).

Este canal es muy similar al observado en la estructura obtenida por rayos X del sitio




de pegado al DNA de un fragmento de la DNA-polimerasa de E. coli (Klenow) (21).
Ademds, se ha determinado la estructura de la RNA-pol¢ por microscopfa de fuerza
atémica a una resolucién de aproximadamente 23 A. Esta estructura es muy parecida

a la holoenzima RNA polimerasa II de levadura y muestra notables cambios

conformacionales cuando se compara con la estructura de la RNA-pol-¢ (Figura 3)
(80).

Figura 3. Comparacién de las diferentes estructuras: a) Modelo de la RNA polimerasa II de Levadura,
b) Modelo de la RNA-pol¢ “core” de E.coli y ¢) Modelo de la RN A-pol-6 “holoenzima” de E.coli.
{Tomado de Polyakov, A. Et al.1995)

1.2. Mecanismo del inicio de la transcripcién: formacién de los complejos cerrado y

abierto de la transcripcién.

Se ha considerado el mecanismo del inicio de transcripcién como un proceso
de tres pasos. Actualmente, utilizando evidencias cinéticas y estructurales, se ha
propuesto como un mecanismo de cuatro pasos que se pueden ejemplificar con la

siguiente formula:

P...................O.




P..Q..O...............

(1) (1) (III) (IV)

rNTPs c

E +P =—= FPa «— EPo _—’7— EPo —4 Elongacion
el RNAm

RNAm abortivo

Figura 4. Mecanismo del inicio de la transcripcion. E=holoenzima RNA-polimerasa, P=promotor,

EP_,=complejo cerrado de la transcripcién, EP,=complejo intermediario, EP,=complejo abierto de la

transcripeidn. (Tomado de Record ef al. 1996)

Con la comparacién de las estructuras entre RNA-pol-c y la RNA-pol© de
E.coli y basiandose en evidencias experimentales, se ha propuesto un modelo que
explica los diferentes cambios conformacionales que sufre la RNA polimerasa de
E.coli, asi como el mecanismo de transcripcién (Figuras 4 y 5) (80,82). |

En el primer paso (I} la RNA-pol¢ se encuentra en solucién y se considera que
predomina bajo una conformacién de elongacién con la estructura del canal cerrada
(Figura 3b). Posteriormente se da la uni6n del factor ¢ para formar a la holoenzima y

favorecer la apertura de la estructura del canal. Durante este paso, se da la formacién

de un complejo reversible y especifico entre la RNA-pol-6 y el DNA denominado
“EP” (67,80). Posteriormente la holoenzima reconoce especificamente la secuencia
promotora sobre la doble cadena de DNA formando el complejo cerrado inicial de la

transcripcién (EP). Datos experimentales sefialan que la formacién del complejo

(EP,,) y la polimerasa libre llegan ripidamente a un equilibrio (98). Este modelo




t’.....'..........‘....

corresponde al llamado de difusién lineal, en donde la holoenzima va recorriendo a
todo lo largo el DNA celular hasta que localiza los sitios especificos de pegado que
corresponden a las regiones promotoras. Wu y colaboradores han reportado
evidencias del modelo de difusién lineal (67).

En el paso (II), durante la formacién del complejo cerrado intermedio de la
transcripcién (Epc2), la holoenzima sufre cambios conformacionales. Estos cambios
se dan cuando la estructura del canal se cierra completamente alrededor del DNA,
abarcando desde la posicién -12 a la +2 de la regién promotora. Sobre esta regidn, la
holoenzima puede abrir especificamente de 10 a 15 pares de bases que se encuentran
en la vecindad del inicio de la transcripcién de manera reversible (22,67). En el paso
(IIT) se forma el complejo abierto de la transcripcién (EP,), comenzando con la unién
del primer ribonucleétido complementario a la cadena molde de DNA en el inicio
de la transcripcién (+1); iniclando la polimerizacién de la molécula de RNA

mensajero (RNAm). Este complejo (EP,) funciona como un proceso reversible
dando lugar a productos abortivos de la transcripcién. El dltimo paso de esta
reaccién (IV) comienza una vez que se han unido de 7 a 12 nucleétidos del RNAm,
es entonces cuando el factor ¢ se despega de la regién promotora y continua la

sintesis completa del RNAm (80).
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ARN-pol ¢ ARN- pol ©

(D ®—
T l

Elongacién del complejo

\ /

RP, & RP,

Figura 5. Modelo de los cambios estructurales que sufre Ja RNA polimerasa durante la transcripcién,

(Tomado de Polyakov et al. 1995)
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1.3. Muiltiples factores sigma

Por medio del anilisis y comparacién de las secuencias protéicas de los

diferentes factores sigma asf{ como de sus mecanismos de activacién, éstos se han
dividido en dos familias: aquéllos relacionados con la secuencia protéica de ¢’y
aquellos relacionados con 6> (35,38).

Dentro de la familia ¢7% se encuentra el o primario de mantenimiento en

E.coli 679, que se encargan de transcribir todos los genes involucrados en funciones
basicas de la bacteria. Por otro lado estan los sigmas alternativos que se encuentran
involucrados en la expresién de grupos de genes especificos no esenciales para la
sobrevivencia de la célula. En la figura 6 se muestra un ejemplo de los diferentes
factores ¢ existentes en E.coli, asi como algunas de las funciones en la que se

encuentran involucrados

Factor Sigma Holoenzima Genes que Transcribe
c70 (rPOD) —» Eg70 —P  Genes constitutivos
g32_ (rpoH) P Eg32 —P  Estrés calorico
02 BB’ — E o2 (rpoE) —~p Eg2¢ —P=  Estrés calorico Extremo
ARN-pol¢ g54 (rpoN) —» Eg54 —¥  Asimilacién de nitrégeno
g% (rpol) P Eo28 P  Genes involucrados en flagelo y quimiotaxis
o3 _(rpoS) —» Eg38 —P  Respuesta a estrés oxidativo

Genes especfficos de fase estacionaria

Figura 6. Diferentes holoenzimas presentes en E.coli. Los diferentes factores & dan especificidad a la
holoenzima para transcribir grupos de genes involucrados en funciones particulares.
(Tomado de Ishihama ef al. 1993)
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1.3.1 La familia del factor 79

Los promotores reconocidos por la holoenzima asociada a algin factor de la
familia de 679, se componen de secuencias conservadas a -10 y -35 pares de bases por

arriba del inicio de la transcripcién (+1) (35).

Las proteinas pertenecientes a esta familia presentan una gran similitud entre
ellas. Cada una puede ser subdividida funcionalmente en cuatro regiones distintas.
La region 1 se encuentra localizada en la parte amino terminal de la proteina y se
presenta casi exclusivamente en sigmas primarios (65). Esta region estd constituida
aproximadamente por 120 aminodcidos que presentan alrededor de un 30% de
identidad entre miembros de la misma familia. A su vez, esta regién se ha
subdividido en regiones 1a y 1b (38). La regién la parece estar relacionada con la
capacidad de iniciar la transcripcién, mientras que proteinas a las cuales se les a
removido fragmentos correspondientes a la regién 1b son incapaces de isomerizar el
complejo cerrado a un complejo abierto (104). Entre las regiones 1 y 2 se encuentra
un fragmento de aproximadamente 245 aminodcidos que posiblemente esté
relacionado con la unién a la RNA-polc (38)

La region 2 se encuentra dividida en cuatro subregiones de la 2.1 a la 2.4. Esta
se compone de aproximadamente 70 aminodcidos, que suelen ser los maés
conservados en las secuencias de los factores de esta familia (38). Diferentes
evidencias sugieren que la regién est4 relacionada en el reconocimiento de la RNA-
polc (61). Se ha visto que fragmentos de estéd regién se unen a la RNA-polc. Por otro
lado, mutaciones en la cara expuesta de la hélice alfa de la subregidn 2.4, sugieren
que ésta puede estar involucrada en el reconocimiento de la regién conservada -10
del promotor (35). La regién 2.3 parece estar involucrada en el pegado a la cadena

sencilla de DNA durante la formacién del complejo abierto de la transcripcién (38).

De esta manera, la regién 2 juega un papel central en la unién del factor cala

RNA-pol, en el reconocimiento de la secuencia promotora -10 y en el mecanismo de

apertura del DNA. La propuesta es congruente con la identificacién de mutantes en

12



la misma regién del gen homologo de 670 en Bacillus subtilis (c*) que son incapaces
de abrir el DNA (38).

La regién 3 se encuentra dividida en las subregiones 3.1 y 3.2. (38).
Presuntamente la regién 3.2 esta involucrada en el reconocimiento de la RNA-pols,
asi como en el reconocimiento de la regién promotora, aunque actualmente no hay
evidencias contundentes al respecto. Mientras que la regién 3.1 posiblemente
presentan una estructura de helice-vuelta-helice que puede estar relacionada con el
reconocimiento del promotor. La poca conservacién y la carencia de su existencia en
la mayorfa de los factores ¢ de la familia, hacen suponer que su funcién ha sido
sustituida por otras regiones en los factores sigma (65).

La regién 4 se encuentra dividida en subregiones 4.1 y 4.2. En varios factores
sigma el extremo carboxilo terminal de la subregion 4.2 presenta una estructura
hélice-vuelta-hélice (HTH) que se encuentra en una subregidon conservada de
aproximadamente 30 aminoécidos (Figura 7). Por diferentes tipos de evidencias se
sabe que la hélice-vuelta-hélice de la subregién 4.2 esta involucrada en el
reconocimiento especifico de la regién -35 del promotor (25,38,89). La subregién 4.1
presenta una pequeifia regién conservada donde se encuentra una posible hélice alfa
anfipatica, constituida de aminoécidos arométicos que se presenta en la mayorfa de

los factores o (Figura 7) (65).

Se ha visto que 670 es incapaz de interaccionar especificamente con el DNA

en ausencia de la RNA-pol¢, aunque péptidos que contienen las regiones 2 y 4 se

unen debilmente. Las evidencias sugieren que muy probablemente la RNA-pol¢

contribuye directamente en estabilizar el pegado de 670 con el DNA e indirectamente

en dar especificidad para reconocer a la regién promotora. .

13
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Regién 1 Regién 2 Regién 3 Region 4

—T T T

Modulacién - transcripcién Contacto -10 Contacto -35
Apertura del DNA

_L Unién a la RNA-pol¢ J

Figura 7. Regiones conservadas en la familia de los factores 670 (en obscuro) y sus posibles funciones.

(Tomado de Record et al. 1996)

1.3.2 La familia del factor ¢°*

El gen que codifica para 6°* se ha denominado ntrA, gInF y recientemente
rpoN (96). Normalmente este gen estd presente en una sola copia, aunque hay
algunas excepciones como B. japonicum, Rhizobium etli, Azorhizobium
caulinodans y Rhodobacter sphaeroides que tienen dos copias (48,56). Hasta ahora
hay 36 secuencias de genes rpoN reportadas en 33 especies de bacterias distintas, pero
tenemos evidencia de que por lo menos otras 24 especies de bacterias posiblemente
contienen dicho gen (7).

La holoenzima que contiene el factor 0 (E-05%), reconoce promotores con dos
motivos conservados en las posiciones -24 (GG) y -12 (GC), que se encuentran por
arriba del inicio de la transcripcién (+1). Ambos motivos estdn separados por 10
pares de bases menos conservadas (96). En general, los factores sigma reportados
hasta ahora que pertenecen a estd familia son secundarios o alternativos, ya que no

se encuentran involucrados en funciones basicas de la célula, excepto en Myxococcus

14




xanthus, donde 0°% es esencial para la sobrevivencia de la célula (52). Las protefnas

de la familia ¢%* tienen una gran similitud entre ellas y pueden ser divididas en tres

regiones estructurales (Figura 8) (68).

El extremo amino terminal de esta proteina, designado como regién I esta
constituido por aproximadamente 50 aminodcidos. La prediccién de estructura
secundaria de esta regi6n indica su similitud a una hélice alfa rica en leucinas y
glutaminas. La remocién de fragmentos pequefios de aminoécidos de esta regién, da
como resultado que RpoN sea incapaz de unirse a la secuencia promotora, ademas
de no isomerizar el complejo cerrado a uno abierto. Se ha sugerido que heptdmeros
repetidos constituidos por residuos hidrofébicos se encuentran flanqueando la
region II y que estos motivos pueden estar interaccionando cooperativamente para
formar una estructura de cierre de leucinas entre el extremo amino terminal de la
proteina y la regién lII; protefnas con mutaciones puntuales sobre estos residuos

hidrofébicos pierden la capacidad de unirse a la RNA-polc (17,35,40,88,97).

La regién Il de ¢ se encuentra poco conservada, su tamafio es variable y
puede estar constituida de 60 a 110 aminoécidos. Esta regién contiene una
considerable cantidad de residuos 4cidos. Se ha sugerido que la regién amino
terminal de RpoN esta involucrada en el reconocimiento del motivo -12 del
promotor pero no en la unién con el motivo -24 del promotor. Datos recientes
indican que la regién II estd involucrada tanto en la desnaturalizacién del DNA
como en el reconocimiento del motivo -12 (88,106).

La regién III que se encuentra en el extremo carboxilo terminal constituida
aproximadamente por 400 aminoacidos altamente conservados, teniendo dos
motivos bastante notables. Una hélice-vuelta-hélice (HTH) potencial y un motivo
llamado caja rpoN, que esté constituido por 10 aminoicidos altamente conservados
(93). Se ha visto que la regién carboxilo terminal, que conforma més de la tercera
parte de la proteina, puede unirse por si sola al DNA (17). La funcién del motivo
hélice-vuelta-hélice es el reconocimiento del motivo -12 por otro lado, la caja RpoN

estd involucrada directamente en el reconocimiento del motivo -24 (18,68).
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Regiénl | RegiénTl Regi6n 111 HTH  RpoN box

] : L1

Contacto -12 Unién a la RNA-pol© Contacto -24

—

Activacién

Figura 8. Regiones conservadas en los factores 6 y sus posibles funciones.
(Modificado de Merrick et al. 1993)

1.4. Las regiones promotoras 67% y >4

Las secuencias promotoras reconocidas por la E-670 (Figura 9) estin
constituidas por dos hexanucleétidos bastante conservados que se localizan en las
regiones -35 y -10 por arriba del inicio de la transcripcién. Estos motivos presentan
las secuencias consenso TTGACA y TATAAT para ¢7%. La distancia de pares de bases
no conservados entre estos motivos es de 17 +/-1, aunque ejemplos naturales de 15 a
20 pares de bases entre estos dos motivos conservan la funcién (37). En este tipo de
promotores, el inicio de la transcripcién comienza en una purina, aunque
preferencialmente es usada adenina.

La distancia que existe entre la tltima base conservada de la regién -10 y el
inicio de la transcripcién, normalmente es de 7 +/- 1 pares de bases, existiendo
ejemplos de promotores totalmente funcionales con distancias entre 4 y 10 pares de

bases (36). Recientemente, se ha reportado la existencia de una tercera regién en este
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tipo de promotores denominado elemento UP, que se localiza por arriba de la regién
-35. Este elemento UP presenta secuencias ricas en A y T, que se localizan
aproximadamente entre -60 y -40 pares de bases por arriba del inicio de la
transcripcién (28).

Se sabe que el extremo carboxilo terminal de la subunidad a de la RNA-pol
interacciona con la secuencia del elemento UP, incrementando los niveles de
transcripcién (32,86). Este mismo extremo interactiia con ciertos activadores cuando
la regién -35 del promotor es débil, y se sugiere que esta misma interaccién pasa con

el elemento UP estabilizando el complejo cerrado de la transcripcién en ambos casos
(43).

UP -35 -10 +1

=

-
mAAALTT T TTTT m AAAA rm TTGACA | TATAAT |

-60/-40 17 +/-1pb 7+/-1pb

Figura 9. Estructura bésica de los promotores reconocidos por sigma 70.

En eubacterias se ha descrito la coexistencia de muiltiples factores sigma con la
misma capacidad de unirse al tnico tipo de RNA-pol¢ presente. Esto da como
resultado un nimero tan grande de holoenzimas distintas como factores sigma
existan en la célula. En la tabla 1 se muestran algunos de los factores sigma maés
estudiados de la familia asf como la secuencia promotora que reconocen (38,43).

y
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Sigma Organismo Regién -35 Regidén “-10”
670 E. coli TIGACA TATAAT
o2 E. coli TCTC-CCCTTGAA CCCAT-TA
ch B. subtilis TTGACA TATAAT
oB B. subtilis AGGTTTAA GGGTAT
oD B. subtilis CTAAA CCGATAT
oF B. subtilis ATATT ATACA
oG B. subtilis TGAATA CATACTA
oK B. subtilis AC CATA---T
ot B. subtilis CAGGA GAATT--T
o8P2B phage SP01 AGGAGA TTT-TTT®
o835 phage T4 TATAAATA

Tabla 1. Secuencia consenso de los promotores reconocidos por la RNA-polimerasa que contiene

diferentes factores sigma. (Tomado de Gross et al. 1992)

Las secuencias promotoras reconocidas por la holoenzima E-6%* (Figura 10}
presentan dos regiones conservadas en -24 y -12 pares de bases por arriba del inicio
de la transcripcién. Por cuestiones obvias, se les denomina regiones -24 (GG) y -12
(GC), ya que es en esas posiciones donde se encuentran los dinucle6tidos mas
conservados y caracteristicos de estos promotores. La secuencia consenso extendido
para este tipo de promotores es mrNrYTGGCACG en la regién -24 y TTGCAWNNw
en la regién -12 (Apéndice IV) (7,96). La remocién de uno o mas nucleétidos no
conservados entre las regiones -24/-12, han demostrado que la tnica distancia que
puede existir entre estos elementos es de 10 pares de bases para que el promotor sea
funcional (11).

Se ha sugerido que el posicionamiento de las dos regiones del promotor -24/

-12, en la misma cara de la hélice del DNA, puede ser una condicién necesaria para
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el reconocimiento y pegado especifico de 6> a la regién promotora (69).

La distancia que existe entre la C conservada de la regién -12 y el inicio de
transcripcién es normalmente entre 11 y 13 pares de base, aunque hay ejemplos
funcionales entre 8 y 21 pares de bases (7). En este tipo de promotores, la holoenzima
E-6°% es incapaz de iniciar la transcripcién por sf sola, y necesita de la intervencién
de las proteinas activadoras que pertenecen a la familia de las “enhancer binding
proteins” EBP (60,74). Estas proteinas tienen la capacidad de unirce con el DNA a
mas de 100 pares de bases por arriba del inicio de la transcripcién. Esto permite el
contacto a distancia con la E-o%%, para isomerizar el complejo cerrado de la
transcripcién a un complejo abierto (59). Actualmente, se ha sugerido la existencia

de los elementos UP en este tipo de promotores, con una funcién similar a la de los

elementos correspondientes en los promotores 679 (Figura 10) (10).

UAS (NifA) cUP? -24 -12 +1
TGIN-N 10-ACA TGGACA TTGCA/T
| [
-120/-80 10 pb 12 +/-1pb

Figura 10. Estructura bésica de los promotores reconocidos por sigma 54.
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1.4.1. Promotores multiples.

La expresién tanto de genes como de operones puede estar bajo el control
transcripcional de uno o més promotores, los cuales a su vez pueden estar regulados
de diferentes maneras. Este tipo de promotores, ademds son reconocidos por uno o
mas tipos distintos de holoenzimas. Por s{ sola la existencia de las regiones
promotoras tiene un papel importante en la regulacién de la transcripcién. Por otro
lado la presencia de promotores muiltiples da lugar a sistemas complejos y a niveles
més finos en la regulacién transcripcional. De los diferentes tipos de promotores
multiples que existen en la naturaleza (Figura 11), podemos decir que cada uno de
ellos ha sido seleccionado evolutivamente para una funcién especifica (24).

Los promotores divergentes normalmente tienen secuencias que facilitan la
regulacién de ambos genes, por ejemplo reprimiendo a uno y activando otro. En
Helicobacter pylori, los genes cagA y cagB se transcriben por promotores divergentes
y ambos se encuentran involucrados en patogenicidad; ademds cagB tiene dos

promotores sobrelapados y ambos funcionales. Estos promotores divergentes son

reconocidos por la misma forma de holoenzima E-67%, aunque la méaxima expresion
de cagA solo puede llevarse a cabo cuando es utilizado el elemento UP que se
encuentra sobre cagB, disminuyendo su expresién (90).

Otro tipo de promotores son los que se encuentran en tdndem. En este caso,
ambos promotores son reconocidos por el mismo tipo de holoenzima para

aumentar los niveles de expresién, aunque hay ejemplos como el del gene fliA en

E.coli, el cual es controlado por E-628 y E-67%; la holoenzima E-67° inicia la

transcripcién y posteriormente la holoenzima E-62% aumenta los niveles de
expresién (62).

El tipo menos comuin de promotores son los convergentes, un ejemplo de
este tipo de promotores lo encontramos en B. subtilis donde el promotor Px del gen
antE se transcribe de manera convergente con el promotor P3 de sigA. En este caso,

ambos promotores dejan de transcribir cuando la célula entra en la etapa temprana
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de esporulacién y ambos utilizan dos tipos distintos de holoenzima (99).

En el caso de los promotores sobrelapados estos pueden funcionar como
moduladores de la transcripcién dependiendo de las condiciones de crecimiento en
las que se encuentra la célula. Un ejemplo de este tipo de promotores es el operén

groESL de Neisseria gonorrhoeae donde se encuentran secuencias promotoras que

son reconocidas por las holoenzimas E-032 y E-¢%. Se ha sugerido que durante la

exposicién de N.gonorrhoeae a un estrés calérico, el operén es completamente

transcrito a partir del promotor reconocido por la holoenzima E-6% por otro lado,

durante condiciones normales de crecimiento, se transcribe constitutivamente a

partir del promotor reconocido por la holoenzima E-670 (92). Se considera que la
manera en que este tipo de promotores se organiza puede estar funcionando como
un elemento adicional en la regulacién. 5i un tipo de holoenzima reconoce a uno
de los promotores sobrelapados, esta puede impedir que el segundo promotor sea
utilizado. Asf tenemos que el primer promotor puede estar regulando de manera
negativa la utilizacién del segundo promotor en otras palabras, se genera una
competencia basada en la diferente afinidad de cada holoenzima por la regiones
promotoras. Un ejemplo de esto es el operén fixRnifA de B.japonicum estudiado

en este trabajo (6).
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Figura 11. Esquemna de promotores mulfiple més comunes: a) sobrelapados, b) divergentes, ¢} tindem y d)
convergentes. (Tomado de Doi,RH. 1991)
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1.5. Regulacién de la transcripcién.

Previamente se han descrito de manera general los elementos bésicos de la
transcripcién, los cuales estan involucrados en la funcionalidad de los mecanismos
de regulacién genética reportados en bacterias.

La regulacién global de la expresién genética, responde a estimulos externos
entre los que se encuentran; los mecanismos de respuesta a la disposicién de fuentes
de carbono, nitrégeno, oxigeno, a la tensién ejercida por calor o al dafio sobre el
DNA. Por otro lado, el mecanismo de respuesta puede ser por estimulos especificos,
funcionando para ciertas vias metabdlicas las cuales se inducen por las mismas
moleculas utilizadas como sustrato. Por dltimo el mecanismo de respuesta puede
ser temporal, dentro del cual se incluyen la divisién y diferenciacién célular.

La expresién genética comunmente se encuentra controlada al nivel de la
transcripcién, la cual puede dividirse en dos mecanismos de regulacién principales.
Uno es el control directo de la RNA polimerasa en el reconocimiento del promotor.
Este mecanismo depende de las caracteristicas intrinsecas de la secuencia promotora,
bdsicamente de cuanta informacién estructural contenga. En otras palabras mientras
la secuencia promotora este mds cercana o alejada del consenso para un tipo
especifico de holoenzima, dependera la afinidad de la polimerasa por el promotor.

El otro mecanismo involucra protefnas reguladoras las cuales pueden ser
represoras (regulacién negativa) o activadoras (regulacién positiva). Estas proteinas
tiene caracteristicas muy particulares dependiendo de su funcién. Un ejemplo de
regulacién negativa lo encontramos en E.coli, cuando crece en ausencia de lactosa, el
represor Lacl se une a la regién promotora inhibiendo la transcripcién del operén
lacZYA. Por otro lado cuando hay lactosa en el medio, esta actiia como un efector
alostérico sobre Lacl impidiéndo que se una a la regién promotora. En secciones
posteriores se describira una la familia de reguladores positivos y su funcién en la

regulacién de la transcripcién.




\.................O....

1.5.1. La familia de los activadores a distancia (EBP) .

Los promotores dependientes de E-6°* forman complejos cerrados de
transcripcién estables y para que este complejo pueda isomerizarse a un complejo
abierto e iniciar la transcripcién, es necesaria la intervencién de alguna de las
proteinas activadoras de la familia de las EBPs, las cuales tienen la capacidad de
unirse al DNA a distancias que varfan entre 100 y 200 pares de bases por arriba del +1
(81,91).

Multiples evidencias fisicas y genéticas han demostrado que estas proteinas
presentan tres diferentes dominios estructurales (74). El dominio amino terminal de
esta familia presenta un tamafio bastante variable; por ejemplo, en NifA de R.
leguminosarum bv. trifolii sélo tiene 12 aminodcidos, mientras que en FhlA de E.
coli tiene aproximadamente 400 residuos. Por otro lado se puede hacer un subgrupo
con algunas proteinas como NtrC, DetD, HydG, AlgB, HoxA y FlbD, las cuales llegan
a tener un 38% de similitud en este dominio. Estas proteinas pertenecen a la familia
transductora de sefiales denominada de dos componentes (74).

Dentro de este subgrupo las protefnas histidin cinasa (HPK) funcionan como
detectora para transducir las sefiales hacia el citoplasma, sabiendose que su forma
activa es cuando se encuentra fosforilada. Se ha visto que la contraparte de este
sistema de dos componentes es la proteina reguladora de la respuesta (RR), la cual
es fosforilada en un residuo de acido aspértico en el dominio amino terminal por la
histidina cinasa (103). Este aminoicido se encuentra conservado en todas las
proteinas de este subgrupo, exceptuando FIbD. La fosforilacién de este residuo en
NtrC estimula la unién cooperativa al DNA y aumenta su afinidad por el ATP (51).

Por otro lado, la actividad de NifA en K. pneumoniae se encuentra regulada
tanto por oxigeno como por la concentracién intracelular de nitrégeno, ambas
regulaciones estan mediadas por la protefna NifL. Actualmente se sabe que en bajas
concentraciones de oxigeno y en condiciones de fijacién de nitrégeno el dominio

amino terminal protege a NifA de la inactivacién por NifL (26). También se sabe
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miembros de estd familia de proteinas como NifA de R. #rifolii y PspF de E. coli
carecen de este dominio (42,49). La funcién de dicho dominio es variable y puede ir
desde dispensable hasta tener un papel clave en la funcién y regulacién de estas
proteinas.

Entre el dominio amino terminal y el dominio central se encuentra un
interdominio pequefio, el cual los conecta y da flexibilidad. Este conector es
comiinmente encontrado en proteinas modulares y se le denomina como conector-
Q, este nombre se debe a que este conector de aproximadamente 20 aminoécidos es
rico en glutaminas y otros aminodcidos hidrofébicos (107).

El dominio central estd constituido de aproximadamente 240 aminodcidos
altamente conservados en todos los miembros de la familia, y ha sido dividido en 7
regiones numeradas de C1 a C7 (74). La regién C1 tiene un motivo de unién a
nucleétidos parecido al de las adenilato ciclasas y al de otras proteinas que unen
ATP. La hidrélisis de ATP es un paso importante en la formacién del complejo
abierto de la transcripcién, esto se ha establecido con evidencias bioquimicas y
genéticas en estudios realizados con la protefna NtrC (5). La regiéon C2 estad
constituida por residuos hidrofébicos y contiene la tnica cisteina conservada en la
familia. La regién C3 se caracteriza por estar formada por dos hélices alfa y es en esta
regién donde se encuentran los motivos conservados GAFTGA y ESELFGHEK. El

motivo GAFTGA pudiera estar involucrado en el reconocimiento entre las EBPs y la

holoenzima E-g5% Sin embargo, se sugieren que el motivo ESELFGHEK entra en

contacto directo con la polimerasa E-6°% (34). Se ha propuesto que esta regién
funciona como transductora de sefiales al llevarse a cabo la hidrélisis de ATP (60). La
regién C4 es rica en glicinas y se encuentra cargada negativamente; en cambio la
region C6 estd cargada positivamente y se encuentra conformada por residuos
aromaticos y prolinas. Finalmente, la regién C7 tiene ocho residuos bastante

conservados, aunque no se les ha encontrado una funcién especifica (74).
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Entre el dominio central y el carboxilo existe una regién denominada
interdominio de unién, de aproximadamente 32 a 44 residuos. Este interdominio
presenta la secuencia Cys-X;,-Cys-X19-Cys-X4-Cys entre las proteinas NifA. Se ha
propuesto que las cisteinas estdn involucradas en la unién de un ion metélico el
cual funciona como cofactor; en presencia de oxigeno, este ion se oxida dando como
resultado una protefna NifA inactiva (30). Las proteinas correspondientes de
K.pneumoniae y A.vinelandii carecen de estas dos cistefnas y caracteristicamente no
son sensibles a oxigeno por si solas (29).

El dominio carboxilo terminal es el mds corto en la familia de las EBPs, su
tamarfio puede variar entre los 65 y 130 amino4cidos. Este dominio cuenta con un
motivo “HTH” el cual reconoce y se une al DNA. Este dominio también es variable
ya que cada una de las protefnas de esta familia reconoce secuencias de DNA
especificas. Estd variabilidad tan sutil en el motivo HTH puede estar funcionando

como un elemento adicional en el mecanismo de regulacién transcripcional (Figura
12) (72,74).

Consevacién 29-46% 53-72% 41-56%

Funcién Sensor de sefales Interaccién con la RNA-pol / Activacién Uni6n al DNA

Dominio Amino Central Carboxilo
Conector Q

1 1

Unién de ATP ? (Regién CI) Helice Vuelta Helice

Regulacién por oxigeno
solo en thizobiaceas

Figura 12. Esquema de los dominios y elementos estructuralmente funcionales de 1a EBPs.
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1.5.2. El mecanismo de transcripcién en promotores dependientes de ¢,

El mecanismo de transcripcién de todos los promotores dependientes de ¢°*
es bastante similar, siendo el uso de las EBPs para activar la transcripcién una de las
caracteristicas (101). Las EBPs se unen a sitios localizados alrededor de 100 pares de
bases por arriba de la regién promotora -24/-12 (77). A los sitios potenciadores de la
transcripcién que reconocen estas EBPs se les denomina UAS “upstream activating
sequences”, y contienen secuencias especificas dependiendo del activador que las
reconozca (58). Uno de los ejemplos méas documentados son los sitio de pegado para
la proteina NifA, los cuales presenta la secuencia TGT N;; ACA y se pueden
presentar en una o mds copias (19,71).

Para que se lleve a cabo la transcripcién es necesario que el activador
transcripcional, en este caso NifA, este unido a la secuencia de las UAS que se deben
encontrar en la orientacién correcta con respecto al promotor, por otro lado la

holoenzima debe de estar formando el complejo cerrado de la transcripcién (13). La
interaccién entre la proteina activadora y la holoenzima E-0°% es consecuencia de la

formacién de un asa entre el activador y el promotor (83,91).
Existen ejemplos de la intervencién de una proteina accesoria Illamada IHF

“integration host factor”, que tiene la capacidad de doblar el DNA facilitando la

formacién del asa entre la EBP y la holoenzima E-634 (39). Por iltimo, se da la
isomerizacién del complejo cerrado a un complejo abierto de la transcripcién
formado entre la E-6°¢ y el promotor (54,78). Esto involucra la hidrélisis de una
molécula de ATP por la EBP, lo que se da al momento en que la proteina

multimeriza contactando y transduciendo la sefial a la holoenzima E-6%, para que

ésta comience la sintesis de RNA (Figura 13) (81,100,108).
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-24 -12
Promotor
ATP
ADP+P
NifA-P

Oligomerica

@ -

-140 -108

Complejo abierto

-24 -12
Promotor

Figura 13. Modelo de activacién de la transcripcién por NifA a distancia.
{(Modificado de Wyman et al. 1997)
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1.6. Cascada de regulacién de los genes fix y nif en B.japonicum

B.japonicum utiliza una cascada de regulacién para activar la expresién de los
genes involucrados en la fijacién de nitrégeno. La cascada constituida por las
proteinas FixLJ-FixK,, detectan la baja concentracién de oxigeno por medio del
sistema de dos componentes FixL]; este se expresa tanto en condiciones aerébicas
como anaerébicas. FixL] activa la transcripcién del sistema NifA y sigma 54 el cual
regula la expresén de los genes fix y nif entre otros (29).

En B.japonicum mutaciones en el operén fixL] muestran una pérdida del 90%
en la actividad de fijacién de nitrégeno durante la simbidsis en comparacién con la
cepa silvestre. La cepa mutante también es incapaz de crecer con nitrato como
aceptor terminal de electrones en anaerobiosis, lo que sugiere un papel regulador de
FixL] en la respiracién microaerébica (2, 4).

La proteina FixL es una hemoproteina transmembranal que se regula por
oxigeno, y cuenta con las actividades enziméticas de cinasa y fosfatasa.
Funcionalmente puede ser dividida en tres dominios (23): a) El dominio amino
terminal que contiene cuatro elementos transmembranales, los cuales son
esenciales para la actividad de esta proteina tanto in vive como in vitro (63). b) El
dominio central que contiene un grupo hemo por mondémero tiene la capacidad de
unir oxigeno. Dos de las tres histidinas conservadas entre las proteinas detectoras se
encuentran en este dominio; actualmente se ha sugerido que estos aminoacidos
juegan un papel importante en el pegado del grupo hemo (1,70). ¢) El dominio
carboxilo terminal que corresponde a la regién mds conservada entre las proteinas
detectoras en estos sistemas. Se ha observado que este dominio tiene la capacidad de
autofosforilacién in vitro. La autofosforilacién de FixL in vivo se estimula
especificamente por bajas concentraciones de oxigeno en el medio (64,70).

La protefna Fix] contiene dos dominios estructuralmente funcionales. El
dominio amino terminal tiene cuatro aminoécidos altamente conservados los

cuales son caracteristicos de las proteinas reguladoras encargadas de la respuesta (1).
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Debido a la alta similitud que existe entre las proteinas de esta familia se ha
propuesto que el residuo Aspartico 54 de Fix] es fosforilado por FixL, aunque no se
ha demostrado directamente (1,29). El dominio carboxilo terminal tiene una alta

similitud con un buen numero de activadores transcripcionales, ademas de su

homologia con una parte del dominio carboxilo terminal de los factores 679, los

cuales interactian con la regién -35 de los promotores. En la regién mds conservada
se encuentra un motivo de HTH, el cual puede estar involucrado en el

reconocimiento especifico de las secuencias promotoras (50).

JixK

Figura 14. Mecanismo propuesto para la fosfarilacién de FixL-Fix].
{Tomado de Fischer, H.M. 1994)
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En el modelo del mecanismo de transduccién de sefiales por medio del
sistema de dos componentes FixL], se induce cuando FixL detecta la concentracién
de oxigeno en el medio a través de su grupo hemo, el cual estd unido al dominio
central y se encuentra orientado hacia el citoplasma de la célula. Este dominio
modula tanto la actividad de cinasa como de fosfatasa del dominio carboxilo
terminal. A bajas concentraciones de oxigeno favorece la actividad de cinasa que
permite el incremento de FixL-P. En este estado FixL-P transfiere su grupo fosfato a

la proteina Fix] dando como resultado la un incremento de Fix]-P, la cual se

encuentra en su forma activa para inducir la transcripcién de los genes blanco. Por

otro lado, cuando la concentracién de oxigeno aumenta, los niveles de Fix]-P
decrecen por medio del aumento de la actividad de fosfatasa de FixL (Figura 14) (64).

Bajo condiciones de microaerobiosis, FixJ-P activa la transcripcién del gen
fixK;. La protefina FixK, es un regulador positivo de los genes involucrados en la

respiracién en condiciones microaerdbicas (por ejemplo fixNOQP, fixGHIS}),

incluyendo a una de las dos copias que codifican para el factor 6> (rpoN;); la otra

copia de 6> (rpoN,) se autorregula negativamente (56). Mutaciones sobre fixK,
reducen la capacidad de respirar en microaerobiosis, presentando el mismo fenotipo
que las mutaciones en fixL] (76). La regulacién del factor sigma ¢®* por FixK,, es la

conexién para que se active el sistema de regulacién involucrado en la fijacién
simbiética de nitrégeno y otros procesos en B.japonicum. Bajo condiciones donde la
concentraciéon de oxigeno es baja, la proteina NifA activa la transcripcién de un
grupo especifico de genes que presentan promotores -24/-12 (29). En B.japonicum,
nifA es el gen distal del operén fixRnifA. Este operén no solamente se expresa en
condiciones microaerobicas, si no ademds en condiciones aerébicas donde est4 bien

documentado que la proteina NifA se inactiva rdpidamente (Figura 15) (73,94,95).
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FixK, controla principalmente la respiracién aercbica y activa la expresién del sistema NifA y sigma

54 que regulan los genes involucrados en la fijacién de nitrégeno principalmente.
(Tomado de Fischer HM. 1994)
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVO

La fijacién bioldgica del nitrégeno es el proceso enzimatico de la reduccién del
nitrégeno molecular (N,) a amonio. Para que se lleve acabo esta reaccién enzimdtica
es necesaria la expresién de por lo menos 20 genes (fix y nif), los cuales son
regulados positivamente por el activador transcripcional NifA en condiciones de
microaerobiosis. La enzima encargada de la reduccién del nitrégeno diatémico se
conoce como nitrogenasa; se ha calculado que esta enzima necesita 16 moles de ATP
por cada mol de amonio producido. La nitrogenasa es funcional sélo en condiciones
en microaerobiosis. El alto consumo energético de este proceso hace necesario un
control muy fino, el cual se consiguen mediante una regulacién genética muy
compleja para evitar un gasto excesivo de energfa (69,85).

B. japonicum es una proteobacteria de la subdivisién alfa que habita en el
suelo y tiene la capacidad de establecer una relacién simbi6tica con las raices de la
soya (Glycine max). En esta simbiosis se da la formacién de nédulos en las raices
donde se lleva a cabo el proceso de la fijacién de nitrégeno. Este proceso ocurre en
un estadio diferenciado de las bacterias denominado bacteroide, el cual se encuentra
dentro de los nédulos. B.japonicum tiene la capacidad de fijar nitrégeno tanto en
vida libre como en simbiosis (3,105).

En los organismos que fijan nitrégeno este proceso se encuentra regulado por
la proteina NifA, que pertenece a la familia de las EBPs. Esta proteina activa la
transcripciéon de los genes nif y fix concertadamente con la RNA-pol-6°4, al
interaccionar con secuencias UAS, las cuales presentan las motivos TGT - Ny, - ACA
que son reconocidas por NifA (14,74).

El estudio del mecanismo de regulacién del operén fixRnifA, comenzo en el
grupo del Prof. Hauke Hennecken; a continuacién describo la informacién con la
que contabamos al iniciar este proyecto de investigacion.

En B. japonicum, la protefna NifA estd codificada dentro del operén fixRnifA.

Se sabe que este operén es autorregulado positivamente por NifA tanto en simbiosis
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como en microaerobiosis. La secuencia nucleotidica de la regién promotora de este
operén, presenta una alta similitud al consenso de los promotores -24/-12 que son
reconocidos por la holoenzima E-6* (95). En la regién que se encuentra por arriba
del promotor -24/-12, se han descrito dos posibles motivos UAS para NifA, los
cuales se localizan a 100 y 121 pares de bases por arriba del inicio de transcripcién.
Estos motivos son imperfectos y presentan las secuencias TGT N,y CCA y TGT Ny,
ACC, respectivamente, en vez de TGT Njy ACA (54).

Esta bien documentado que la protefna NifA de B.japonicum es sensible por

~sf sola a oxigeno, y bajo condiciones aerébicas queda inactiva (73). En estas

condiciones no existe expresién del gen rpoN;, en cambio la expresién de rpoN, se
ve regulada negativamente. Aun asf, se ha visto que el operén fixRnifA continda
activo en condiciones aerébicas (56,94). Por otro lado, al evaluar la expresién de este
operén en un fondo genético nifA-o en una doble mutante de los genes rpoN-,,, se
ha visto una pérdida total en el proceso de fijacién de nitrégeno.

De esta manera, queda descartada la posibilidad de que el sistema dependiente
de NifA estubiera involucrado en la expresién aerdbica del operén fixRnifA. Por
medio de la remocién de fragmentos de DNA que abarcan la regién promotora, se
encontro que la regién entre -80 y -50 pares de bases, por arriba del inicio de
transcripcién es necesaria para la expresién aerébica del operén fz'anifA. Al
analizar los mismos fragmentos removidos del promotor, en experimentos de
retardamiento electroforético, se observé que sélo aquellos fragmentos que
contienen secuencias de DNA por arriba de la posicién -50 tienen la capacidad de ser
retardados, al incubarse con extractos de crecimientos aerébicos de B.japonicum.
Utilizando el mismo andlisis, se ha visto que el cambio puntual de A por C en la
posicién -68 de un fragmento sintético de DNA, que abarca desde la posicién -80 a -50
por arriba del inicio de la transcripcién, es suficiente para evitar el retardo de este
fragmento. Este mismo cambio en la posicién -68 impide la expresién del operén en
condiciones aerébicas. Se ha propuesto que la regién -68 es el sitio de pegado de una

proteina que regula aerébicamente al operén fixRnifA. Con los datos anteriores, se
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llego a proponer la existencia de un doble sistema de regulacién que controia la
expresién del operdn fixRnifA de manera diferencial (94).

En base a estos antecedentes se propuso como objetivo general de este trabajo
el estudio de los mecanismos de regulacién transcripcional que controlan la
expresién del operdén fixRnifA en B. japonicum. El objetivo particular de este
proyecto fue, comprobar la existencia del doble sistema de regulacién transcripcional
que controla la expresién de fixRnifA, mediante el mapeo del inicio de la

transcripcién, en diferentes fondos genéticos y simbiosis.
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The Bradyrhizebium japenicum NifA protein, the centrai regulator for nitrogen fixation gene expression, is
encoded in the fixRnif4 operon. This operon is activated during free-living anaerobic growth and in the
symbiotic root nodule bacteroid state. In addition, it is expressed in aerobic conditions, albeit at a low level.
Here, we report that this pattern of expression is due to the presence of two overlapping promoters: fixRp,,
which is of the —24/—12 class recognized by the RNA polymerase ¢*¢, and fixRp,, which shares homology with
the —35 and —10 regions found in other putative B. japonicum housekeeping promoters. Primer extension
analyses showed that fixRp, directed the svnthesis of a transcript, P1, that starts 12 nucleotides downstream
of the —12 region. In addition to o™, P1 was dependent on NifA and low oxygen tension, Transcripts
originating from fixRp, started at two sites: one coincided with P1, while the most abundant, P2, initiated just
two nucleotides further downstream of P1. Expression from fixRp, was dependent on the upstream —68
promoter region, a region known to bind a putative activator protein, but it was independent of o®* and NifA.
This promoler was expressed in aerpbic and anaerobic coenditions but was not expressed jn 30-day-old
bacteroids, Mutations in the conserved —12 region for the o™ promoter did not show any transcript, because
these mutations also disrupted the overlapping —10 region of the fixRp, promoter. Conversely, mutations at the
—24 region only affected the o™*-dependent P1 transcript, having no effect on the expression of P2. In the
absence of o**, anaerobic expression from the fixRp, promoter was enhanced threefold, suggesting that in the
wild-type strain, the two RNA polymerase holoenzymes must compete for binding to the same promoter region.

Vol 177, No. 7

In the sovbean root nodule endosymbiont Bradyrhizobium
japonicum, as in most of the nitrogen-fixing bacteria, expres-
sion of the genes involved in free-living and svmbiotic nitrogen
fixation (nif and fix) is controiled by the oxygen status of the
cell, This control is exerted by reguiating both the activity and
the synthesis of the central regulatory protein NifA (13, 24,
29). NifA belongs to the bacterial enhancer-binding protein
family of transcriptional regulators that activate promoters rec-
ognized by the RNA polymerase holoenzyme containing the
alternative sigma factor o (Ec**) (15, 21). The o™ promoters
are unique among the prokaryotic promoters in having two
closely spaced conserved sequences, centered at —12 and —24
bp from the transcription start, instead of the more common
—10 and —35 boxes found in most of the prokaryotic promot-
ers (23, 27). To activate nif and fix gene expression, NifA binds
to DNA sites, named upstream activator sequences, which
function as transcriptional enhancers, and causes the isomer-
ization of an Eo™* closed promoter complex to the transcrip-
tionally active open promoter form, a process that is depen-
dent on ATP hydrolysis (2, 6, 22, 26, 27).

The in vivo activity of the NifA protein of B. japonicum is
sensitive to oxygen (17). It can only bind to the upstream
activator sequences and activates nif and fir gene expression at
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Cuernavaca, Morelos 62271, Mexico. Phone: 52 (73) 114900. Fax: 52
(73) 172388. Electronic mail address: emorett@pbr322.ceingebi.unam.
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low oxvgen concentrations. Upon a shift to aerobic growih,
NifA is immediately inactivated and subject to degradation
{(28). The mechanism of oxygen sensing by this protein is not
clear. However, it has been shown that both metal ions and a
cluster of four conserved cysteine residues not present in the
oxvgen-insensitive NifA protein of Klebsiella pneumoniae are
required for its activity (16, 28). It has been proposed that the
cysteine residues coordinate a metal cofactor whose redox
state modulates NifA activity (16, 28).

The B. japonicum NifA protein is encoded in the fixRnifd
operon, which, in contrast to the majority of the nitrogen-fixing
bacteria, is expressed in aerobic and anaerobic cultures (13,
40). The aerobic expression is about one-fifth of the level
observed in anaerobiosis and is completely dependent on the
integrity of a region located around 66 bp upstream of the
transcription start site (39). This upstream region is the binding
site for a protein proposed to be an activator. The enhanced

-expression observed in anaerobically growing cells is depen-

dent on NifA (39).

B. japonicum has two copies of the rpoN gene, rpoN,; and
rpoN,, that code for o> (20). Mutational analyses of these
genes have shown that both are functional: single mutations
did not have any symbiotic effect, while an 7poN, rpeN, double-
mutant strain was unable to activate the expression of the
nitrogenase genes and, therefore, to fix nitrogen (20). Expres-
sion of the rpoN, gene is regulated by the oxygen conditions of
the ceif via the two-component pair of proteins FixL and FixJ,
while the /poN, gene is pegatively autoregulated (20). The
promoter region of the fixRnif4 operon has a sequence that
closely resembles the consensus —24/—12 promoter and, be-
cause it is also autoactivated by NifA, it has been proposed to
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be recognized by Eo™ (39, 40). However, in an rpoN, rpoN;
double-mutant strain devoid of o%, or in a fixR promoter
mutant in which the conserved TG dinucleotide of the —24
promoter region was replaced by CT, the expression of the

fixRnifA operon was only marginally reduced (20, 40). These

observations suggested that fixRnif4 expression might be inde-
pendent of the apparent Z24/~12 promoter and therefore
must originate from an alternative, yet unidentified promoter
(20).

In this report, we show by transcription mapping of fixRnifA
that the ¢** promoter, here denominated fixRp,, is transcrip-
tionally active and that there is a second overlapping promoter,
fixRp,, recognized by an RNA polymerase with a sigma factor
other than o, likely to be the housckeeping factor. We also
show that the previously observed marginal reduction in
fixRnifA expression in an rpoN, rpoN; double mutant (20) was
due to the enhanced expression from the fixRp, promoter,
probably caused by a relief of competition for RNA poly-
merase binding to the promoter region in the absence of Ea™.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and plasmids. All of the strains used in this work were
constructed by chromosomal integration by homologous recombination of the
approptiate fixR-lacZ fusion as described by Kullik et al. (20). Strain 8085
contains the wild-type fixR-facZ promoter fusion in the wild-tvpe B. japonicum
11(spe4 strain. Strain 8091 harbors a fix -lacZ promoter fusion with an A-0-C
TA(—68)-10-C] transversion al position —68 (previously denominated —66). in-
tegrated in the chromosome of the 110spe4 strain. Strains AB085 and AR(91 are
the same as strains 8085 and 8091, except that the fixR-lacZ promoter fusions
were integrated into the nifd mutant strain A% (14). Strains NBOBS and N8091
are the same as strains 8085 and 8091, except that the fixR-lacZ promoter fusions
were integrated into the rpoN, 1poN- double-mutant strain N50-97 (20). Strain
7292R has a fixR-facZ promoter fusion in whick the G dinucleotide of the —12
prometer region was replaced by AG in the 110spc4 background. Strain 7291R
has a fixR-lacZ promoter fusion in which the TG dinucleotide of the —24
promoter region wWas replaced by CT in the 110spcd background.

Growth conditions. B, japorticum strains were normally grown aerobically in
PSY medium (34) with the following antibiotics: kanamycin, 100 pg/ml; tetracy-
cline, 50 pg/ml; strepiomycin, 100 ng/ml; end spectinomyein, 100 pg/ml, Anaer-
obic cultares were grown in yecast extract-mannitel (YEM) medium (11) with 10
mM KNQ, as the electron acceptor.

B-Galactosidase assays. Determination of B-galactosidase activity of the fixR-
lacZ promoter fusion strains was carried out according to the standard procedure
of Miller (25).

RNA isolation. Total RNA was prepared from 100-ml cultures by the hot
acidic phenol procedure. Briefy, cells grown to mid-exponential phase {60 h)
were coliected by centrifugation and washed with saline phosphaie solution (150
mM NaCl, 40 mM K,HPO,, 22 mM KH,PO, [pH 7.2]). Lysis was carried out in
RNA isolation buffer (20 mM sodium acetate, 0.5% sodium dodecy! sulfate, 1
mM EDTA [pH 5.5]) with phenol, which was previously equilibrated with sodium
acetate (20 mM [pH 4.5]) and incubated for 5 min at 65°C. RNA was purified
with the RNAid RNA purification kit from Bio 101, Inc. {La Jolla, Calif.)
according 1o the manufacturer’s instructions. To isolate total RNA from root
nodule bacteroids, soybean Glycine max {Pronase, Mexico D. F., Mexico) piants
were grawn in a greenhouse, and 30 days after inoculation, the nodules were
harvested and collected in dry ice. Bacteroids were isolated by a Percoll gradient
preparation, as reported previously (35), and the RNA was isolated by the same
procedure as that used for free-living cultures.

Transcriptiona) mapping. The transcription initiation sites were determined
by primer extension analysis. For each extension reaction, RNA isolated from
20.m] cultures or from bacteroids isolated from nodules collected from five
plants was used as a template for reverse transcription. The following synthetic
oligonucleotides were used as primers: lacd {5'-AGTTGGGTAACGCCAGGG-
3') and PBji68 (5’-CGGG(.I’GAT‘CITI‘DGGCG-3'}. These oligonucleotides
are complementary te the 5' locZ part of the fixR-lacZ mRNA, ard to positions
180 to 162 of the 168 rRNA (42), respectively. Five picomoles of oligonuclentides
Jacd and PBj165 was 5" end labelled with 27 wCi (ca_ 4.7 pmol) of [v-*°PIATP
(6,000 Ci/mmol) as previously described (26). Oligonucleotides (0.25 pmol of
Jacé and approximately 0.001 pmol of PBj165) were anncaled in 0.12 M Na(C1l-
0.25 M Tris-HCl (pH 7.0)wi1.hthetoulRNAbyheinghelted for 3 min at 95°C
andd:cnslowlycoolinstou‘c.Pﬁmetmmionsmmﬁedom at 42°C for
1 h with avian myeloblastosis virns (Boehringer Mannheim) or RAY-2 (Amer-

ranscriptase enzyme in transcription buffer (50 mM Tris-HQ, 30
mM KC, 10 mM MgCl,, 5 mM dithiothreitol [pH 7.5]), 1 mM deoxynucleoside
triphosphates, 100 mM ‘dithiohreitol, and 108 U RNasin (Amersham). The
extension products were precipitsted with 2.5 M ammonium acetate and ethancl

OVERLAPPING PROMOTERS CONTROL B JAPONICUM nifA 1761

TABLE 1. Expression of different fixR promoter derivatives fused
10 facZ in wild-type, nif4, and rpoN, rpoN; backgrounds

8-Galactosidase activity

Rejevant . .

Strain Background characteristic of (Miller units)

fixR promoter Aecrobic Anaerobic
8085 Wild type Wild tvpe 78 =14 1891 = 398
ABDRS  mifd Wild type 154 + 33 173 £ 20
NBOS5  rpoN, rpoN;  Wild type 7317 1L150= 110
8091 Wild type A(—-68)t0 C 5+1 1,078 = 197
AS091  mifd A(~-68) to C 521 2x1
N8O91 rpoN, rpoN,  A(~68) 1o C 211 12x4
91R  Wildnype | TG(-25)to CT 13525 1256=21
D0R Wildnpe  GC(-12)t10AG 422 120249

and anahvzed by electrophoresis on 6% polvacrylamide gels. The gels were
exposed on Hyperfilm-p-max films (Amersham) or scanned in a Molecular
Dynamics Phosphorimager device. The sequence ladder of the fixR promoter
region used 10 determine the transcription start sites was obtained from plasmid
pRI7211 (39) with oligonucleotide lacd and Sequenase 2.0 (U.S. Biochemical
Corp.) by the standard procedure.

RESULTS AND DISCUSSION

Mapping of the fixR transcription start. In previous studies,
we had shown that expression of the B. japonicum fixRnifA
operon is subject to a dual positive control (39, 40). In aerobic
cultures, expression from this operon is dependent on an up-
stream region centered around 66 bp upstream of the tran-
scription start, which is the binding site for a protein proposed
to be a positive regulator (39). During anaerobiosis, the ex-
pression is increased fivefold and is dependent on NifA (Table
1 [29]). However, the dependence on NifA did not correlate
with the almost complete independence from o or the integ-
tity of the —24 promoter region for anaerobic expression (Ta-
ble 1 [20, 39]). Thus, it was postulated that perhaps the puta-
tive —24/— 12 promoter is not functional and that the observed
effect of NifA could be indirect and could occur in a a4
independent mode (20). To assess whether the putative —24/
—12 promoter is functional and to jdentify the promoter that is
independent of Eo™, we carried out an analysis of the tran-
scription initiation sites by primer extension with several
strains and fixR promoter mutants.

Figure 1 shows a transcription mapping experiment of the
fixRnifA operon in the 8085 (wild type), A8085 (nifd), and
NBO85 (rpoN, rpoNy) strains grown anaerobically. In strain
8085 (lane 1), two major primer extension products were de-
tected; the longest one, P1, was the most abundant transcript
and was initiated at a guanine residue Jocated exactly 12 bp
downstream of the presumed —24/—12 promoter. The second
transcript, P2, was also initiated at a guanine residue located
two nucleotides downstream from the start point of P1. In the
N8085 strain (lane 5), the P1 transcript was considerably di-
minished, while the P2 transcript was not affected. The A8085
strain (Jane 3) showed the same pattern as the N8085 strain;
i.e., the P2 transcript was more abundant than P1, but the total
amount of fixR-lacZ transcripts was reduced (see below).

Our interpretation of these results is that P] originates from
a functional —24/~—12 promoter, fixRp,, activated by NifA and
that this is the major promoter in anaerobic conditions. The
transcripts observed in the nif4 and in the rpoN, poN, back-
grounds must stem from a promoter recognized by a form of
the RNA polymerase with a sigma factor other than o™ (see
below). This promoter, fixRp,, can initiate at two sites. The
preferred site, P2, is two nucleotides downstream from the
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FIG. 1. Transcript mapping of the fixRrifd mRNA in wild-type, nifd, and
rpoN| rpoN. strains and effect of the A(—68)-to-C mutation. Total RNA was
purified from 1be following strains grown anaerobically with KNO,: lane 1, 8085
(wild tvpe); lane 2, 8091 [A(—068)-to-C mutation in wild type]; lane 3, A8083
(nifA); lane 4, ABD9] [A(-68)-t0-C mutation in nifd strain}; lane 5, N80BS
{rpoN, rpoN.); 1ane 6, NB91 [A( - 68)-10-C mutation in rpoN; rpoNs strain). The
RNA was annealed to v-?2P §’-end-labelled oligonucleotides lac4 and PBj16S to
detect the fixRnif4 and the 165 rRNA transcripts, respectively, and extended
with reverse transcriptase as described in Materials and Methods. The products
were separated by electrophoresis in a 6% polyacrylamide gel next to a sequence
ladder of plasmid pRJ7211 made with the same oligonucleotide. Transcripts P1,
P2, and PB{j16S (control) are indicated.

a**-dependent P1, although a second transcription site coin-
cides with that used by Eo™.

It is remarkable that in the nif4 background, both the fixR-
lacZ transcripts and the B-galactosidase activity of the fusion
were reduced compared with those in the rpoN, oN, back-
ground (Fig. 1, lanes 3 and 5). This is probably due to the
formation of a strong Ec™*-fixR promoter complex, which, in

. the absence of NifA, cannot escape from the promoter and
then interferes with the binding of the other holoenzyme to the
same DNA region. It has previously been shown that Eo** can
form stable closed complexes with certain promoters (9, 27, 32,
38). Moreover, Magasanik and collaborators (36) have shown
that Eo™* can inhibit transcription of an artificially created o
promoter that overlaps the Escherichia coli gindp, o** pro-
moter in the absence of the NRI (NtrC) activator protein. In
the rpoN, rpoN, background, there is no interfering Ea™*, and
therefore expression from the fixRp, promoter is enhanced.

In a previous transcription mapping analysis of the fixRnif4

. operon, it was proposed that the +1 position corresponds to a
C residue located two nucleotides upstream of P1 (40). The
discrepancy with our results is due to the Jow-resolution nature
of the previous mapping. Now, we have denominated the P1

. start site as position +1 and renumbered the upstream posi-
tions accordingly.

J. BACTERIOL.

gink
rbcrE
fixR

Fl P2

~24 -12

ATTTACGTACATCGCAGE"
v

F1G. 2. Comparison of the gind. focFH. and fixR promoter regions, (A) The
sequences of the pind (7) and fhcFH (40a, 41) promoter regions were aligned
with the +1 transcription start site as a reference. The fixR promoter region was
aligned with the 5" end of P2 as +1. (B) The fuR promoter region was aligned
with the consensus ¢ promoter sequence {27). Identical nucleotides are shown
in reverse type. The —12 region of the fixRp, promoter completely overlaps the
- 10 region of the fixRp, pramoter.
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Influence of an upstream promoter mutation on fixRnif4d
expression. We determined the effect of a chromosomally in-
tegrated mutation at position —68 {A(-68) to C [previously
denominated A(—66) to C]} on the expression of the fivRnif4
operon in the B091 (wild-tvpe), A8091 (nifd), and NBOS5
(rpoN, rpoN,) strains. This mutation caused a strong reduction
in aerobic expression but had only a moderate effect on anaer-
obic expression (Table 1), Figure 1 shows that in sirain 8091,
the A(—68)-to-C mutation specifically abolished expression of
the P2 transcript but had no effect on P1 expression (lane 2). In
the A8091 (lane 4) and N8091 (lane 6) strains, ho transcripts
were ohserved, because in these strains neither the fivRp, nor
the fixRp., promoter can be activated. The use of an oligonu-
cleotide complementary to the 165 rRNA in the same primer
extension reactions as the control shows that in all Janes, the
tota] amounts of RNA used were about the same (Fig. 1). The
rRNA transcript (PBj16S) also allowed us to determine the
relative concentration of the fixRnif4 transcripts in all mutant
strains and growth conditions tested. The Jevels of the tran-
scripts observed (data not shown) generally correlated with
those of the fixR-lacZ expression, determined as B-galactosi-
dase (Table 1).

The results presented above show that Ec”* only directs the
synthesis of P1 and that both the P2 transcript and the fraction
of the longest transcript still present in the nif4 and rpoN,
rpoN, backgrounds originate from fixRp,, a promoter that is
completely dependent on the integrity of the ::ggtream —68
promoter region but independent of NifA and ¢°*,

Effect of promoter mutations on fixRnrifd expression. In an
attempt to identify the nucleotides that constitute the fixRp,
promoter, we compared the promoter regions of two other B.
japonicum genes whose expression is independent of o> and
whose transcription start sites had been mapped. These genes
are gind and fbcFH, which code for a glutamine synthetase and
for the cytochrome bc, complex, respectively (7, 40a, 41).
These genes code for unrelated functions, and at least the
fbcFH operon is expressed under all growth conditions tested;
therefore, it is likely that they are recognized a the RNA
polymerase with the housekeeping sigma factor o™, the sigma
factor that copurifies with the core RNA polymerase from B.
Japonicum (34). Figure 2 shows the sequences of these two
promoters, with the +1 position used to generate the align-
ment. Two conserved regions starting 12 and 34 bp upstream
from the transcription start were detected. Both regions have
seven out of eight identical nucleotides in the two promoters.
The sequences of these regions do not resemble any of those of




Vou. 177, 1995

12 34

— .. == PBjIES

B =

FIG. 3. Effect of promoter mutations on fixRnif4 mRNA expression. The
effect of mutations at the conserved o™ —J2 and —24 fixRp, promoter elements
on transcription initiation was analyzed by primer extension with total RNA from
anagrobic cultures from the following strains: lane 1. 8085 (wild type): lane 2,
8091 [A(—68)-10-C mutation in wild tvpe]; lane 3, 7291R [TG{—26, —25) 10 CT}:
lane 4, 7202R JGC(—13, —12) 1o AG]. Otigonucieotides lacd4 and PB;j168 were
simultaneously used as primers for reverse transcription te detect the fivRajf4
(P1 and P2) and 165 rRNA (PBj16S) transcripts respectivety. The extension
products were analvzed by electrophoresis on 6% polvacrylamide gels atong with
a G lane of a sequence Jadder as described in Fig. 1.

the reported bacterial promoters, although the conserved
stretches are positioned at the typical distance from the tran-
scription start site. Jt is likely that these regions represent the
consensus promoter sequences for the housekeeping B. japoni-
cum RNA polymerase holoenzyme, E¢®, and we tentatively
named them the —35 and the —10 boxes.

We aligned the fixR promoter sequence with those of the
ginA and fbcFH promoters by using the P2 start site as a
reference (Fig. 2). Interestingly, in the —10 region, five posi-
tions are identical among these promoters, while in the —35
region, only four residues are conserved. The great majority of
the positively regulated promoters have very poor or noncon-
served — 35 regions (10, 33). The fixRp, promoter is positively
regulated; therefore, the lack of a strongly conserved -35
promoter element is consistent with this observation. The pu-
tative housekeeping —10 promoter element completely over-
laps the 6°*-dependent ~12 promoter element, while the —24
promoter element lies between the —10 and the —35 boxes in
a region normally not critical for the function of —35/—-10
promoters.

There is extensive evidence that mutations that disrupt any
of the conserved —12 or —24 promoter elements of pro-
moters have a strong promoter-down phenotype (3-5, 19, 31).
We determined the effect of substitutions in these conserved
regions on fixR promoter function. Replacement of the GC
dinucleotide of the —12 promoter element by AG (strain
7292R) caused a severe reduction in fixR-lacZ expression {Ta-
ble 1 [40}), and, consistently, no transcripts were observed (Fig.
3, lane 4), while changing the TG dinucleotide of the —24
promoter element by CT (strain 7291R) caused a slight reduc-
tion in fixR-lacZ expression (Table 1 [40]), and the transcript
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FIG. 4. Effect of oxvgen on the fixRnifA transcripts, Total RNA was purified
from the foltowing strains grown aerobically in PSY medium (34): lune 1. 8085
(wild tvpe); lane 2. 8091 [A(~68)-10-C mutation in wild tvpe]: lane 3. ARURS
(nifd): lane 4, AR(9] [A(—68)-10-C mutation in nifd strain]; lune 5 NEOBS
(rpoN, rpoNLY; lane 6. NBOY1 [A{~68)-t0-C mutation in rpoN, rpoN. strain].
Otigonucleotides lacd and PBj16S were used as primers, and the cDNA was
separated by electrophoresis in a 6% polvacrylamide gel.

pattern (Fig. 3, lane 3) was similar to that observed in the
mpoN, rpoN, strain (Fig. 1, lane 5). We conclude from these
observations that the GC dinucleotide, which forms part of the
overlapping —10 and —12 promoter elements, is essential for
the function of both promoters, whereas the ~24 promoter
element only contributes to the function of fixRp,. This is in
agreement with the fact that for all bacterial promoters except
those of the —24/—12 type, the nucleotides between the —10
and the —35 regions are not critical for promoter function.

Infiuence of oxygen on fixRnifd expression. We analyzed the
role of oxvgen in fixRnif4 expression by carrying out transcrip-
tion mapping experiments with RNA isolated from aerobically
grown cells. The NifA protein of B. japonicum is sensitive to
oxygen in vivo, and the expression of the rpoN, gene is con-
trolled by the FixLJ and FixK, proteins, such that it is only
expressed in anaerobiosis (13, 17, 20). Therefore, we antici-
pated that in aerobically grown cells, the NifA-dependent pro-
moter would not be active and that the only promoter used in
these conditions is fixRp,. Figure 4 shows that in the wild-type
strain, the P1 transcript was greatly diminished compared with
under anaerobic conditions (lane 1). The same pattern of tran-
scripts was observed in the nif4 (lane 3) and rpoN, rpoN,
backgrounds (lane 5). Strains carrying the A(~68)-t0-C pro-
moter mutation did not show any transcript regardless of the
background (lanes 2, 4, and 6), confirming that fixRp, is only
expressed in anaerobic cultures and that no other protein of
the o™ family of positive regulators activates this promoter,
B-Galactosidase expression from a fixR-lacZ gene fusion cor-
reiated with the levels of transcripts detected (Table 1).

In contrast to the anaerobic conditions, we observed in this
experiment that the levels of fixRp. expression were about the
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FiG. 5. Promoter usage in toot nodule bacteroids. Toral RNA was isolated
from root noduie bacteroids 30 days after inoculation with the following strains:
lane 1, 8085 (wild type): lane 2. 8091 [A(—68)-to-C mutation in wild type]; lane
3. NSOBZ {rpoNv| rpoX,). Transcripts PL and PBjL6S were detected as deseribed
in the legend to Fig. 1 alongside a G lane of a sequence ladder.

same in the nif4 background as in the rpoN, rpoN, back-
ground. Thus, it seems that in aerobically grown cells, Eo**
does not compete with the other holoenzyme for the binding to
the fixR promoter region. This probably reflects the lower level
of Eo™ in aerobic conditions {recall that rpoN, is expressed
only at reduced oxygen levels [13, 20]). Interestingly, this result
also shows that oxygen modulates the expression of fixRp.,
because in the absence of o™, the anaerobic expression from
this promoter is higher than that in aerobiosis (Table 1). This
observation shows that the two regulatory systems that modu-
late fixRnif4 expression are controlled at least by oxygen, al-
though the regulation of the fitRp, promoter varies only by a
factor of 6. This result was previously obscured by the compe-
tition effect observed by the unproductively bound E¢>* in the
nif4 background.

Expression of fixRnif4 in bacteroids. To determine which
fixR promoter is used during symbiosis, total RNA from bac-
teroids isolated from soybean root nodules 30 days after inoc-
ulation was purified and analyzed by primer extension. For this
experiment, we analyzed the fixR transcripts of the wild-type
and rpoN | rpoN; strains. We also determined the effect of the
A(—68)-to-C mutaticn in the fixR upstream promoter region.
The necrotic phenotype of the nodule tissue elicited by a nifd
mutant strain (14) did not allow us to use the A8085 and the
AB091 strains in this experiment. Figure 5 shows the primer
extension products. Surprisingly, the 8085 strain showed only
the P1 transcript, showing that fixRp, is the only promoter used
in 30-day-old soybean bacteroids (Fig. 5, lane 1). It is consis-
tent with this observation that the 8091 strain also produced
only the P1 transcript, because the A(—68)-to-C mutation spe-
cifically affected the fixRp, promoter (Fig. 5, lane 2). Although
strain N8085 induces small Fix™ nodules {20), we were able to
isolate enough RNA to carry out a primer extension experi-
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ment. We did not detect any transcript (Fig. 5, lane 3), sug-
gesting that the lack of expression of fixRp, observed in the
wild-type strain was not due to strong competition with Eo™.
Because the fixRp, promoter is positively regulated by a pro-
tein that binds to the upstream —68 promoter region, lack of
expression of this promoter could be the result of the absence
of this protein in 30-day-old bacteroids. Alternatively, this reg-
ulatory protein could be inactive during this stage of the sym-
biosis.

Kullik et al. (20) showed that a fixR-lacZ fusion in an rpoN,
rpoN, background is expressed in 20-day-old bacteroids at
about 70% of the level observed in a wild-type background.
The apparent discrepancy with the results presented here
could be due to the later time during symbiosis at which the
RNA was isolated for the primer extension analysis (30-day-
old bacteroids). It might be of interest to determine the tem-
poral expression of this promoter in the course of development
of the symbiosis.

Conclustons. The experiments presented here show that the
fixRnif4 operon is transcribed from two positively controlled
overlapping promoters: one which is autoactivated by NifA
and a second which is regulated at least by oxygen. These
promoters are most likely recognized by different RNA poly-
merase holoenzymes. Eo™ and, probably, Eo®, that can ini-
tiate transcription at the same site, although the ¢™-indepen-
dent polymerase initiates at the P1 start site less frequently
than at P2. Such a pattern of transcription suggests that the two
holoenzymes must bind to the same DNA region, which hap-
pens to contain two distinct and overlapping promoters. Over-
lapping promoters for different RNA polymerase holoenzvmes
have been documented in Bacillus subtilis and Escherichia coll.
The B. subtilis spoVC and spoVG operons are transcribed by
Eg*” and Ec”". In the spoi’G operon, the two transcription
start sites are 10 nucleotides apart, so that the promoters are
partially overlapping, while in the spoVC operon the transcrip-
tion start site is the same for both holoenzymes, suggesting that
the two promoters must overlap considerably (18). The E. coli
gapA, B, and dps promoters are also transcribed from mul-
tiple promoters recognized by Eo™ and Eo*?, or E¢® in the last
example (1, 8, 30). However, naturally occurring, overlapping
promoters for Ec>* and another holoenzyme have not been
described. The eaterobacterial glndnrBC and glnFIPQ oper-
ons are transcribed from two promoters, one recognized by
Ec* and the other recognized by Eo™. These promoters,
however, are far apart, such that there is no competition be-
tween the RNA polymerase holoenzymes for binding, although
the binding sites for the activator protein NRI overlap with the
o™ promoter (9, 12, 37). We believe that in all overlapping
promoters, including fixRp, and fixRp,, the RNA polymerase
holoenzymes must contact the DNA in different fashions, per-
haps by approaching the promoter DNA from different faces
of the DNA helix and/or recognizing different nucleotides for
binding. For the E. coli mnB P1 promoter it has been shown by
in vitro dimethyl sulfate and KMnO, footprinting experiments
that the two RNA polymerase holoenzymes differ in their
interaction with the promoter DNA (30). In vivo dimethyl
sulfate genomic footprinting analysis of the fixR promoter re-
gion will now be carried out to determine the binding pattern
of each holoenzyme.
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Discusién y conclusiones del apéndice I

El hecho de que el operén fixRnifA se expresara en condiciones aerdbicas y se
hubiese identificado el pegado de una proteina sobre la regién -68; Sugeria la
existencia de un doble sistema de regulacién transcripcional para dicho operén. Esto
nos motivo ha estudiar el inicio de transcripcién, ya que probablemente estos inicios
podrian ser diferentes para el sistemna NifA dependiente en comparacién con aquel
que une una proteina especificamente sobre la regién -68. La informacién generada
apartir de este interes la describo a continuacién.

Hemos comprobado la existencia de un doble sistema de regulacién
transcripcional que controla la expresién de este operén fixRnifA. Los resultados
muestran que la expresién de este operén es a partir de dos promotores diferentes
que se encuentran sobrelapados sobre la regién 5° de este operén. Uno de los
promotores se denomind fixRp, y se utiliza para la expresién de fixRnifA en
condiciones microaerdbicas y simbiésis. La utilizacién de mutantes nifA y rpoN ),
as{ como la comparacién con datos ya reportados, corroboran que la expresién de
fixRpl es dependiente tanto de ¢°* como de la autoactivacién de NifA para su
expresién (56,95). El otro promotor, denominado fixRp, se expresa en condiciones
aerdbicas y microaerébicas pero no a los 30 dias de simbiésis; su expresién es
regulada por oxigeno y depende de la integridad de la regi6n -68.

Con el mapeo de los inicios de transcripcién, se determiné que el inicio para
fixRpl se encuentra a la distancia 6ptima de una secuencia promotora -24/-12; por
otro lado, el inicio de transcripcion preferente para fixRp, es solamente dos pares de |
bases més corto que el anterior aunque tiene la capacidad de iniciar en el sitio de
fixRp, (Apéndice 1, Fig.1). Estos datos, aunados a la utilizacién de mutantes sobre la
regi6n -12 que afectan totalmente la expresién de fixRnifA en todas las condiciones,
nos sugieren fuertemente que ambos promdtores se encuentran sobrelapados. Con
la comparacién entre las secuencias promotoras de los genes fbcHF, glnA y fixR

hemos propuesto que el promotor fixRp, presenta las caracterfsticas de un promotor
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reconocido por un miembro de la familia de 67¢ (Figura 16).

De estd manera tenemos que el promotor fixRp, lo reconoce una RNA

polimerasa-634, ademé4s de necesitar de la proteina NifA para su expresién en
microaerobiosis y simbiosis; a este sistema de regulacién lo denominamos NifA

dependiente. En cambio, el promotor fixRp, lo reconoce una RNA polimerasa

holoenzima de la familia de 67® y necesita de la integridad de la regién -68 para su

expresién en condiciones aerébicas y microaerébicas; a este sistema de regulacién lo

denominamos RegR dependiente.

PROMOTOR fixR pl

-24 -12 r1

TTTACGTACAT-CGCAGTGGCGCAAATCCTGCTACGCGTGCGCGGE  fixR

TGGC ACRNNNNTTGCW 54 consenso

A

PROMOTOR fixR p2

ll_35" "'10" Pz
AATCCGGGCTGGACGCTATCTGAGCCGGETGCTATCCCGCATTTTE glnA
TTAGCGGGCTTGCGCTCGCCCGGCARGGGTGCCAATAGAACGATTG  fbcFH
TTTACGTACAT-CGCAGTGGCGCAAATCCIGCTACGCGTGCGCGGE fixR

Fig. 16. A) Comparaci6n del promotor fixRp, contra el consenso del promotor 6 a partir de su inicio de

transcripcién. B) Comparacidén entre las secuencias promotoras de los genes focHF, ginA y fixR,

ejemplificando al promotor fixRp,.
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El patrén de expresién de fixRnifA observado en condiciones microaerébicas
en un fondo silvestre, comparado con la expresién en un fondo rpoN;/,, muestra
claramente una competencia de ambas RNA-polimerasas por el reconocimiento de
la regién promotora (Apéndice I, Tabla.1). Estd bien documentado que mientras mas
cercano al consenso se encuentren los promotores -24/-12, la RNA-pol-°* tiene la
capacidad de formar complejos més estables (12). Sugerimos que el promotor fixRp,
no tiene secuencias lo suficientemente cercanas al consenso como para ser utilizado
preferentemente para la expresién de fixRnifA; de ahi que la holoenzima que
reconoce el promotor fixRp, sea desplasada por la RNA-pol-63%. La necesidad de
utilizar el activador transcripcional RegR que interactiia en la regién -68, no implica
que este compensando la carencia de un promotor fuerte. Al igual que el promotor
fixRp; el cual, aun teniendo un promotor consenso -24/-12, necesita de la
intervenciéon de NifA como sucede en la familia de las EBPs para activar la
transcripcion.

Hemos reportado que la expresién del operén fixRuifA , a los 30 dias de entrar
en simbiosis, se controla exclusivamente por el promotor fixRp,. Esto sugiere que
fixRp, no es funcional al menos en esta etapa de la simbiosis; sin embargo,
detectamos la expresién de ambos promotores en condiciones microaerdbicas
(Apéndice I, Figura 1 y 3). Probablemente la expresién de fixRp; en aerobiosis es
basal, ya que lo reconoce una RNA polimerasa de la familia de 67 que tiene la
capacidad de transcribir constitutivamente a bajos niveles. Al entrar en
microaerobiosis, la expresién de fixRp, aumenta por lo menos 6 veces, influenciada
por RegR que se regula por oxigeno y contacta a la regi6én -68. Asf podriamos sugerir
que el promotor fixRp, se necesita para la expresién de la protefna FixR o algun otra
blanco, el cual puede estar jugando un papel importante durante la microaerobiosis
y lo mismo puede estar pasando durante las etapas tempranas de la simbioisis donde
fixRp, pudiera ser esencial. Esto se ha sugerido después de la identificacién de la

protefna denominada RegR que interacciona en la regién -68. La mutaciones en
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regR afectan drdsticamente la simbiosis y provocan una pérdida casi total en la
fijacién de nitrégeno. Esto apoya la propuesta de su importancia en las etapas
tempranas de la simbiosis y su posible intervencién en la respiracién microaerobica
(8).

Otra propuesta sobre el uso de un doble sistema de regulacién para la
expresién de fixRnifA, es que el promotor fixRp, activa basalmente la expresién del
operén en condiciones aerébicas, para sintetizar constantemente a NifA. La sintesis
de NifA puede ser necesaria cuando la bacteria cambia de un estilo de vida libre a
simbiosis. Sin embargo, el gasto energético de la bacteria por la sintesis de una
proteina que es l4bil en aerobiosis no tendria mucho sentido (73). Si se considera que
FixR tiene similitud con una deshidrogenasa dependiente de NAD y se sintesiza en
las mismas condiciones que NifA, podriamos sugerir que la funcién de FixR es
llevar a un estado reducido a NifA cuando ésta se encuentra oxidada en aerobiosis
dejdndola en su forma activa. Se sabe que NifA de B.japonicum después de entrar
en contacto con el oxigeno se oxida e inactiva, ademds de que es propensa a
degradarse por protedlisis, siendo incapaz de reactivarse de nuevo. Sin embargo,
estos experimentos se han realizado en E. coli y en ausencia de FixR: Hasta ahora no
hay datos que soporten la hipétesis de reactivacién de NifA por FixR aunque es poco
probable que suceda (57,73). ‘

Hasta este momento se conocen algunos ejemplos en bacterias, donde se

observa el uso de dos polimerasas distintas con sitios de reconocimiento

sobrelapados. Entre ellos tenemos los genes yoyD de B.subtilis, que utiliza 6" y o5,
groESL de N.gonorrhoeae, que utiliza 632 y 67%; gal de E.coli que utiliza 63 y 679,

groESL de P.aeruginosa que utiliza 632 y ¢, entre otros (27,31,55,92). El uso de
promotores scbrelapados es importante en la expresién diferencial de un gen o de
un operén, dependiendo de las condiciones fisiol6gicas en las que se encuentra la
célula. Esto puede implicar que mientras mds complejos son los sistemas de

regulacién, més fragiles tienden a ser. A pesar de ello, la utilizacién de promotores
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multiples puede servir como una ventaja evolutiva, la cual permite a la célula
utilizar més de un sistema para la expresién de genes comprometidos en funciones

especificas para su sobrevivencia.
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Bradyrhizobium japonicum fixRnifA promoter region is
differently occupied by two distinct RNA polymerase holoenzymes

(0% /open complex/transcription /protein-DNA interactions)
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ABSTRACT The Bradyrhizobium japonicum fixRnifd
operon is transcribed from two promoters: fixRpl,a —24/-12
promoter recognized by the o°*-heloenzyme form of the RNA
polymerase, and fixRp2, a —35/—10 promoter that is tran-
scribed by a second, unidentified, form of RNA polymerase
holoenzyme. The fixRpl promoter is autoregulated during
microaerobiosis by NifA, whereas fixRp2 is also activated, but
by a different regulatory protein. The main transcription start
sites for these promoters are just two nucleotides apart, such
that the conserved —12 and —10 regions of firRp1 and fixRp2,
respectively, must overlap each other, whereas the —-24 and
—35 regions lie one DNA helical turn apart. Using in vive
genomic dimethyl sulfate and KMnQ, footprinting, we showed
that the promoter region is differentially protected, depending
upon which holoenzyme is bound. Mutagenesis analyses in-
dicated that positions from —12 to —14 are critical for the
activity of both promoters, whereas mutations at —10 and ~ 11
affected mainly fixRp2 expression. When the seqguence of the
putative —35 region of fixRp2 was modified to match the
putative consensus, expression from this promoter was in-
creased 3-fold and the reactivity toward KMnQ,, but not the
transcriptional start site, moved two nucleotides further
upstream, indicating that the altered promoter forms a dif-
ferent open complex. Additionally, we detected Nifa-
dependent methylation protection of two atypical NifA binding
sites and protection of guanine —75. The latter residue is
located in a region critical for fixRp2 promoter activation. The
results present direct physical evidence of the complexity of
the organization, regulation, and function of the fixRnifd
promeoter region.

In Bradyrhizobium japonicum, the roat nodule endosymbiont ’
of soybean plants, as in most of the nitrogen fixing proteobac-
terial species, genetic control of free-living (nif) and symbiotic
{fix) nitrogen fixation gene expression is exerted by NifA. This
protein belongs to the enhancer-binding protein (EBP) family
of regulators that activate transcription from promoters rec-
ognized by RNA polymerase holoenzyme with the alternative
sigma factor ¢ (E¢™>*) (reviewed in refs. 1-3). Regulation of
nif and fix gene expression is finely controlled by oxygen, which
regulates both the expression and the activity of NifA (4).
Promoters recognized by Eo® are unique in having two DNA
boxes unusually close together, centered at —12 and —24
nucleotides upstream from the transcription start site, instead
of the more common —10 and — 35 boxes found in most of the
bacterial promoters (5). Eo binds to these sequences and
forms a stable closed complex that is isomerized to. the
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transcriptionally active open promoter complex only by the
appropriate EBP, in a process that requires ATP hydrolysis
{6-9). To activate transcription the EBP binds to enhancer-like
elements located far from the promoter, typically more than
100 bp upstream (10-12). Genetic and in vivo footprinting
analysés have shown that NifA hinds to DNA sequences of the
type TGT-Njg-ACA, called upstream activator sequences
{UASs) (11, 13). The nif and fix genes have up to three UASs,
and the number of these ¢lements in a given promaoter
contributes to the level of NifA-mediated activation (14. 15).

The B. japonicum NifA protein is encoded in the fixRnif4
operon. This operon is positively autoregulated under anaer-
obiosis and, unexpectedly, it is also expressed under aerobic
conditions, albeit at a lower level (16, 17). Deletion. primer
extension, and mutagenesis analyses have shown that a region
around position —68 is required for the acrobic expression (16,
17). Gel retardation experiments, using cell extracts. showed
that this region is the binding site for a protein (17). We have
previously shown that the pattern of expression of fivRuif4 is
due to the presence of two overlapping promoters: fivRpl,
which belongs to the —24/—12 class, and fixRp2, which shares
sequence identity with the —35 and — 10 regions found in a set
of other B. japonicum promoters (16). The nucleotide se-
quence of the latter promoters does not show similarity to any
other known bacterial promoter and probably represents a new
type of promoter.

Primer extension analyses showed that fixRpl directs the
synthesis of a transcript, called pl, that starts 12 nucleotides
downstream of the —12 region. In addition to o™, pl is
dependent on NifA, and it is observed only at low exvgen
tensions. Transcripts originating from fixRp2 start at two sites:
one coincides with the start site for pl, whereas the more
abundant transcript, designated p2, initiates just 2 nucleotides
further downstream (16). Expression from fixRp2 requires the
integrity of the upstream —68 promoter region but it is
independent of &>* and NifA. This promoter is expressed
under aerobic and anaerobic conditions but it is not expressed
in root nodule bacteroids (16). Mutations in the —24 region of
the o%-dependent fixRpl promoter impair only the pi tran-
script, showing that this region is not required for the expres-
sion of fixRp2. Conversely, mutants in the conserved —12
region of the fixRpl promoter do not show any transcript,
suggesting that these changes simultaneously disrupt the over-
lapping — 10 region of the fixRp2 promoter. In agreement with
this observation, in a strain lacking o™ the expression from the
fixRp2 promoter is enhanced severalfold, suggesting that, in
the wild-type strain, the two RNA polymerase holoenzymes
compete for binding to the same promoter region (16).

Abbreviations: DMS, dimethyl sulfate; UAS, upstream activator se-

quence,
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.In this report we analyze the in vivo chromosomal occupancy
and isomerization of fixRnif4 wild-type and mutant promoters,
. using dimethyl sulfate (DMS) and KMnO,, respectively.
lesults establish that the two RNA polymerase holoenzymes
bind differently to a common promoter region and that fixRpl1
is completely within the fixRp2 promoter. We also show
.ifA-dependent protection of two imperfect UASs at -100
hd —121, and protection by a second regulatory protein of a
guanine residue in the —68 region.

. MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Plasmids. All the strains used in this

ork were constructed by chromosomal integration by means

f homologous recombination of the appropriate fuR-lacZ

fusion (16). Chromosomal integration results in the duplica-

ion of the fixRnifd promoter region up to the site of the lacZ

‘enc fusion (codon 8 of fixR). Strain 8085 contains the

wild-type fixR-lacZ fusion in the wild-type B. japonicum

110sped strain, whereas strain 8091 has an A-10-C transversion

t position —68 (18). In strains A8085 and N8§085 the fixR-lacZ

‘usion was integrated into the nif4 mutant strain A9 (19). or

into the rpoN,/rpoN: double mutant strain N530-97 (20),
respectively.

Growth Conditions. B. japonicum cultures were normally
grown aerobically in PSY medium (18) at 30°C with the
following antibiotics: kanamycin at 100 ng/ml, tetracycline at
30 pg/ml, streptomycin at 100 pg/ml, and spectinomycin at

00 pg/ml. Anacrobic cultures were grown in veast extract/
mannitol medium with 10 mM KNOj as the electron acceptor.

DMS Genomic Footprinting. Anaerobic cultures (160 ml)

.were grown until an ODsa of 0.5-0.6, and DMS was added to
. final concentration of 0.1%. After 1 min the cells were
collected by centrifugation and washed twice with saline
phosphate solution (11}, When required, the cultures were
preincubated 10 min with rifampicin (200 pg/ml} as previously
reported (5). The methylated DNA was purified according to
standard procedures and was cleaved by incubation with
piperidine as described (21). The methylation pattern was
obtained by primer extension using 9 pg of DNA, 0.5 pmol of
the appropriate 2P 5’-end-labeled oligonucleotide [lacd (16)
or fixR upstream (5"-GTGAAAGCGAACGCGGGC-3')].

. These oligonucieotides prime 119 nucleotides downstream or
204 nucleotides upstream from the fixR-lacZ +1, respectively,
and were extended by linear amplification using Tag DNA
polymerase (GIBCO/BRL) by 20 cycles (1 min at 92°C, 1 min

@ =« 55°C, anc 50 sec at 72°C).

Potassium Permanganate Reactivity Analysis. Anaerobi-
cally grown 160-ml cultures were incubated with rifampicin for
10 min before exposure to KMnOy4 (10 mM), as previously

. reported (5). The DNA was isolated as described above and the
oxidized pyrimidine residues were detected by using the same
conditions as for the methylated DNA. Primer extension
products derived from the DMS or KMnO, modifications were
separated by electrophoresis on 6% polyacrylamide gels and
exposed on hyperfilm g-Max films (Amersham) or scanned in
a Molecular Dynamics Phosphorlmager.

. Site-Directed Mutagenesis. The —10 and —35 promoter
regions were mutagen ized by a direct oligonucleotide method
based on PCR (22). A degenerate oligonucleotide with a
mixture of the four nucleotides at positions —10, ~11, and — 14

. (CGCAAATCCNGCNNCGCGTGCG} was used to generate
the double and triple mutants described here. For the con-
struction of the —35 mutant promoter an oligonucleotide with

. four substitutions was synthesized (GCATTTACGGGCTTG-
GCAGTGGC). The oligonucleotides were extended by using
as template plasmid pRI7211, which contains a fisR-lacZ
fusion, or total DNA of strain 8091, which carries a fixR

. A~%.to-C promoter mutation also fused to lacZ, and an
oligonucleotide that primes in the coding region of the lacZ

Rl b i i a e
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ene. These PCR products were used as megaprimers and
extended further downstream, as reported (22). The digested
products were used to replace the wild-tvpe 331-bp Smal-
BaniH1 promoter fragment, and the mutations were confirmed
by sequencing the entire cloned fragment.

Chromosomal Integration of the Mutant fixR-lacZ Fusions.
To determine the effect of the different firR mutations on
promoter performance, the various promoter mutations Were
cloned into the suicide plasmid pSUP202. This plasmid carries
a tetracycline-resistance gen¢ and cannot replicate in B. ja-
ponicum. Therefore when it is introduced by conjugation into
B. japonicum and selection for tetracycline resistance is ap-
plied, integration by homologous recombination is achieved.
The four mutant fixR-lacZ fusion derivatives were cloned into
EcoR1/Ncol-digested pSUP202, as EcoRI-Dral fragments,
and conjugated imo the B. faponicum wild-type strain, and
tetracycline-resistant derivatives were isolated. To confirm the
site of recombination (the plasmids could recombine at low
frequencies between the promoter and the lecZ gene, yielding
a wild-type fixR-lacZ fusion and a mutant promoter in front of
the fixRnif4 operon) tota] DNA from all the transconjugant
strains was purified, the fixR-lacZ promoter region was selec-
tively amplified, and the resulting PCR products were se-
quenced. In all the strains probed the recombination event
took place at the desired location, rendering the mutant
promoters in front of the transcriptional fixR-lacZ fusions. The
j-galactosidase activity of each fusion was determined as
described (16).

Primer Extension Analysis. To determine the transcription
start sites for the mutant fivR-lacZ promoters, total RNA from
the B. japonicum iransconjugant strains was purified and
apalyzed by primer extension, as previously described (16).

RESULTS AND DISCUSSION

NifA-Dependent DMS Protection of Two Imperfect UASs.In
vivo fixR-lacZ expression analyses have shown that NifA
autoregulates its expression during microaerobic growth (16,
17). This activation is partially dependent on sequences up-
stream from the promoter (17), suggesting that NifA must
interact with the DNA., Fig. 14 shows the nucleotide sequence
of the fixRnif4 promoter region. Two elements resembling
NifA binding sites (UAS), located at —100 (TGT-Nyo-CCA)

A UAS] UAS2 PBS
xRy fixpl =
~35 -24 «12/=10 1 +1'
B fikpl  comcascocrdii o rocodion
=24 - +

Encucolicarraccacees I cioricccreciiifilicccorocacfid]  10es v
rocacdkcarmasacees/ MG ot coarcoliiiracarecocld 2029 Th- 09
Rrcicaicarmaacacacs/ SINEcsaili-scarccifiiucoracodill 2020 /TN 6/C0
rscsclicarmaccacces TN cviicsasatcclililicaocracocfdl | 2038 TA/C/C-1GG/TIG

racocalaTIaGaAcaCh/] rociiiiiicacaraccclidll 2068 TA/C/C-1GG/T/G
il 33 =24 =12/-10 +1 1" AwbBaCT

Fig. 1. Structure of the B. japonicum fixRnifA promoter region.
{A) Nucleotide sequence of the fixRnif4 upstream promoter region,
showing the putative NifA binding sites (UAS1, centered at - 121, and
UAS2, centered at —100), and the protein binding site (PBS) in the
~68 region. The overlapping promoter region is also shown {fixRp2/
fixRp1). +1 indicates the start of the o*-dependent pl transcript; +1’
indicates the major transcription start site, p2, for the fixRp2 transcript,
(B) Positions presumed to serve as conserved sequences for cach
promoter. (C) Mutations constructed at the fixRnif4 promotet region.
Relevant positions for each element are shaded, whereas positions in
boxes indicate nucleotide substitutions in the mutant promoters.
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and —121 (TGT-N;o-ACC) nucleotides upstream from the
a**-dependent transcription start site, are indicated. These
sequences have five of the six positions that conform to the
canonical UAS elements (10, 11). To find out whether these
putative UAS elements are contacted by NifA, we carried out
in vivo genomic DMS protection experiments in wild-type and
nifA~ backgrounds carrying chromosomally integrated fixR-
facZ fusions.

The rationale for doing the footprinting experiments directly
over genomic DNA is derived from previous observations
which established that the complex pattern of fixRnifd gene
expression is detected only in chromosomally integrated fixR-
lacZ fusions (17). If the fusions are plasmid-born, autoactiva-
tion by NifA is obscured (23), probably by a mechanism
resembling the multicopy inhibition of nitrogen fixation by
plasmid-born nif promoter sequences observed in Klebsiella
preumoniae (24). Genomic in vive modified DNA was isolated
and used as tempiate for cycling primer extension with Tagq
DNA polymerase using a 3'- 3*P-end-labeled synthetic oligo-
nucleotide. With this method we were able to directly analyze
the in vivo reactivity toward DMS of a discrete zone of the
chromosomal DNA. and the influence that bound proteins
have in such reactivity. Fig. 2 shows the pattern of cleaved
products of the fixRnifd upstream regulatory region after
exposure of anaerobically grown 8085 (wild type, lane 2).
AB085 (nifA~, lane 1), 8091 (A"% 1o C in wild-type back-
ground. lane 3), and N8083 (rpoNI~/rpoN2~, lane 4) strains to
DMS. In the wild-type strain diminished products correspond-
ing to positions — 100 and — 121 were observed compared with
the nifd "~ strain, indicating a NifA-dependent protection from
methylation of guanine residues of the TGT motifs of both
putative UASs. Strain 8091, which does not express the fixRp2
promoter, showed a protection pattern similar to that of the
wild-type strain, whereas strain NBOB3 showed a clear protec-
tion of UAS] and a partial protection of UAS2. Thus, the

g
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Fic. 2. Genomic DMS footprinting analysis of the B. japonicum
JixRnifd upstream promoter region. The B. japonicum fixRnif4 up-
stream promoter DNA region, integrated on the chromosome as a
fixR-lacZ fusion, was analyzed by DMS footprinting in anaerobic
cultures of strains AB085 (nif4~ background), 8085 (wild-type back-
ground), 8091 (mutant A~% to C promoter in wild-type background),
and N8085 (rpoN1~ /rpoN2~ background): Primer extension products,
obtained by linear amplification of the genomic DNA with Tag DNA
polymerase, were separated by gel electrophoresis and detected by
autoradiography. Guanine residue —121 of the top DNA strand was
protected from methylation in all the strains except in the nif4-
background, whereas guanine —100 was clearly protected in the 8085
and 8091 strains, and less protected in strain N8085. Guanine residue
—75 of the protein binding site (PBS3) is also shown (see Fig. 3).
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protection of the UASs by NifA is independeat of the activity
of the promoters.

The above results show that the requirement for upstream
regions for activation by NifA is due to the presence of bona
fide UASs, and that the binding of this protein is independent
of the expression of the promoters. Protection of a UAS that
does not fully match the consensus has previously been re-
ported for the nifHe gene of Rhizobium etli {(25) and the niff
gene of K. pneumoniae (26). However, these observations have
been made in heterologous systems having nifd expressed
from a strong promoter on a multicopy plasmid, whereas inour
experiments the only source of NifA was the chromosomal nif4
gene. To our knowledge this is the first report in which the
chromosomal occupancy of a bacterial enhancer has been
demonstrated.

Methylation Protection of the —68 Region. The fixRp2
promoter is expressed regardless of the nitrogen and carbon
sources and it is only partially regulated by oxygen; however it
is not expressed in 30-day sovbean root nodule bacteroids {16).
The regulatory mechanism controlling this expression pattern
has not been fully determined. However, genetic analysis
showed that the integrity of the upstream —68 region is
essential for expression from the fixRp2 promoter. A single
A-to-C transversion at position —68 abolishes fivRp2 expres-
sion (16, 17). These observations suggest that the firRp2
promoter is positively regulated by a protein that binds to the
—63 region. To find out whether this region is protected from
methylation in vive we performed genomic DMS footprinting
experiments over the wild-type promoter in different genetic
backgrounds and compared them with the promoter bearing
the A~%8-to-C transversion. Fig. 3 shows the methylation
pattern of this region obtained from anaerobically grown 8083,
8091, and N8085 strains (see also strain AB085 in Fig. 2, lane
1). Compared with the strain having the A~%-to-C mutation
(8091), a remarkable protection of G —75 and also hyper-
methylation of G —62 were observed in the strains with the
wild-type promoter region, in all the genetic backgrounds
tested. This result shows that the —68 region is a strong
protein-binding site that extends at least from - 68 to — 73, and
that the A~%-to-C mutation drastically impairs the in vivo
binding of the activator protein, as suggested by the gel
retardation experiments.

8091
NB808S
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Fic. 3. Genomic DMS footprinting analysis of the B. japonicim
JixRnif4 —68 promoter region. The in vivo methylation pattern of the
—68 region obtained from anaerobically grown 8085, 8091, and N20SS
strains is shown. Protection of G ~75 (0} and hypermethylation of G
~62 (®) are indicated.
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Interestingly, the nucleotide sequence of the —68 region
showed a palindromic motif (TGCG-N;;-CGCA), from ~74 to
356, starting just beside the protected —75 guanine and
encompassing the —68 position. Additional mutations in this
region are necessary to define unambiguously the extent of the
protein-binding site.

Mutagenesis Analysis of the fixRnif4 Promoter Region. On
the basis of the comparison of the nucleotide sequence up-
stream of the transcription start site of the ghnd, fbeFH, and
fixRp2 genes of B. japonicum, we proposed a new tvpe of
promoter with no sequence similarity to any other known
bacterial promoter (Fig. 1B) (16). Because of the diverse
functions accomplished by these gene products we proposed
that this could be the “housekeeping™ B. japonicum promoter,
recognized by a ¢ homologue. Hennecke and collaborators
(27, 28) have recently determined the transcription start for
the 165 ribosomal RNA. They found a motif highly resembling
the consensus —35/—10 boxes for a7 holoenzymes at the right
distance from the transcription start site (TTGACA-N,,-
TATAAc-N;-+1), suggesting that the typical housekeeping
promoter does exist in this organism. Moreover, they proposed
that the g¢/nd and fbcFH promoters have weak sequence
simifarity to the canonical ~35/—10 promoters (27). Thus,
although the fixRp2 promoter does not show sequence simi-
larity 1o the canonical —35/—10 promoters for ¢ holoen-
zymes it could be transcribed by the most abundant (house-
keeping) RNA polymerase.

To determine which nucleotides are critical for JixRp2 we
constructed a set of mutations around the conserved GC
dinucleotide of the fixRp1 — 12 region (Fig. 1C), and integrated
them by homologous recombination into the chromosome of
the wild-tvpe B, japonicum strain (see Marerials and Merthods).
Table 1 shows the expression of each of the fixR-lacZ fusions
in acrobic and anaerobic cultures. A triple mutant in which the
—14, —11, and — 10 positions were changed to Gs showed no
expression in any growth condition, indicating the nucleotides
replaced are required for the activity of both promoters (strain
2030). In contrast, strain 2020, in which the TA dinucleotide at
—11/-10 was changed to CG, showed no expression under
aerobic conditions, but the expression under anaerobic con-
ditions was only slightly reduced (Table 1). This finding
indicates that the fixRp2 promoter was drastically impaired by
the double mutation, whereas it had only a moderate, if any,
effect on the fixRp1 promoter. The TA dinucleotide is the only
element that might conform to a canonical =10 promoter
region for o™ holoenzyme.

The above results are consistent with the reported extent of
the —12/-24 promoters, which shows that there is no con-
servation downstream of position ~11 (5). Thus, the fixRp2
promoter extends at least to the —10 nucleotide and therefore
the fixRp1 promoter is completely within the fixRp2 sequence.
It has been documented extensively that positively regulated
promoters have a weakly conserved 1o nonconserved —35
region, compared with promoters expressed constitutively or
subject to negative control [reviewed in ref, 29). Our proposal
of the relevant nucleotides for the fixRp2 promoter suggests
that fixRp2 has a poorly conserved —~35 region (16), in

Table 1. Expression of the fixR-lacZ promoter mutants

B-Galactosidase activity,

Relevant p .
characteristic of Miller units
Strain fixR promoter* Acrobic Anaerobic
8085 Wild type 501+ 63 887+ 8
2020 TA = CG 2= 6 684 » 54
2030 T/TA - G/GG 3= 1 4= 1
2035 TA/C/C — GG/T/G 1,599 = 319 2,389 = 17
2068 TA/C/C —~» GG/T/G 23 3 610 = 54

*See Fig. 1.
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agreement with being subject to positive regulation. To in-
crease the similarity of the —35 region to the sequence of the
ginA4 and fbcFH promoters, we constructed a multiple replace-
ment at this region (Fig. 1C) and integrated it into the
chromosome of the wild-type B. japonicurm. This mutant form
also increases the similarity of the fixRp2 promoter to the
canonical —35 promoter region for ¢’® holoenzyme. The
resulting strain {2035) showed a marked increase in the
expression of the fivR-lacZ fusion under both aerobic and
anaerobic conditions (Table 1). Qur interpretation of this
result is that the multiple replacement generated a stronger
fixRp2 promoter that is expressed at higher levels, under both
aerobic and anaerobic conditions {see below). It is Yikely that
this mutation did not affect firRp1 because the increase in the
aerobic vs. anaerobic levels of expression was similar to that in
the strain with the wild-type promoter (Table 1, and see
below). To evaluate whether the mutation rendered the fixRp2
promoter less dependent on positive control, the same multiple
replacement was also constructed in a background carrying the
A~*-t0-C transversion. If the multiple nucleotide substitution
resufted in a constitutive promoter the level of expression
would be similar regardiess of the integrity of the —68 region.
Table 1 shows that the resulting strain (2068) did not express
the fixR-lacZ fusion under aerobic conditions, whereas the
anaerobic expression was only marginally reduced, as expected
if only fixRp1 were active. Thus, we conclude that this mutant
promoter, despite being highly expressed, is still dependent on
the binding of the regulatory protein to the —68 region. It is
likely that the multiple substitution increased the affinity of the
RNA polymerase for the fixRp2 promoter. However, in vivo
genomic footprinting analysis of this mutant promoter did not
show any additional protection (data not shown}.

Mapping of the Mutant fixRp2 Transcription Start. As
mentioned above, the expression from each of the fixR pro-
moters can be distinguished by the transcription start site, To
corroborate that the enhanced expression of strain 2035 comes
from fixRp2, total RNA from cell cultures grown anaerobically
was purified and subjected to primer extension analysis, Fig. 4
shows the extension products corresponding to RNA isolated
from strains 2068, 2035, and 8085. It is remarkable that the
short extension product in strain 2035 is at least 3 times more
intense as compared with the long product. The former
product is the main transcript of fixRp2, because it is missing
in the strain (2068) that has in addition the A~%-to.C mutation
that renders fixRp2 inactive (16). Thus, the primer extension
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F16. 4. Transcription start sit¢ mapping of the —35 mutam fixRp2
mRNA. Total RNA was purified from the following strains grown
apacrobically: 2068 (mutant at the —35 region in the A~%.40.C
JixRnifA promoter region), 2035 (mutant at the ~35 region in wild-
type fixRnifA promoter region), and 8085 (wild-type fixRnifA promot-
er). Transeripts pl {mainly from the fixRp1 promoter}, and p2 (from
the fixRp2 promoter) are indicated.
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experiments demonstrate that the —35 mutation resulted in a
more active firRp2 promoter and did not have any effect on
JixRpl. Taken together, these results strongly support our
interpretation that the gind, fbcFH, and fixRp2 promoters
share functional sequence similarity.

RNA Polymerase-DNA Contacts in Open Promoter Com-
plexes. Results of primer extension {16) and of mutagenesis
experiments shown above and previously published (23} sug-
gest that the —12 and the —10 regions of the fixRp1 and fixRp2
promoters, respectively, overlap each other, whereas the —24
and the —35 regions are located one helical turn apart, as
depicted in Fig. 18 (16). This implies that the two holoenzymes
could interact with the same residues in the —12/-10 region,
To physically localize the contact points for each RNA poly-
merase holoenzyme on the promoter DNA, we carried out
genomic DMS footprinting experiments in B. japonicum cells
previously treated with rifampicin (this antibiotic inhibits
transcription elongation, resulting in accumulation of stable
open complexes). In the wild-type strain residues —24, —23,
and —13 of the top strand (Fig. 54, lane 2) and —12 of the
bottom strand (Fig. 5B, lane 2), the most conserved positions
of the —24/-12 promoters, were protected from methylation,
compared with the pattern obtained with DNA methylated in
vitro in the absence of proteins (Fig. 5, lanes 1). Hypermeth-
ylation of G —8 of the top strand was also observed (Fig. 54,
lane 2). A similar protection and hypermethvlation pattern has
been observed at several other o**-dependent promoters (3,
30-33). Analogous protection was observed in strain 8091
(Fig. 5, lanes 3), where the fixRp2 promoter is not active.
Conversely, the protection of the top strand was not observed
in strain N8083, which lacks o** (Fig. 54. lane 4), indicating
that the protection resulted from the interaction of E¢® with
the promoter DNA. Interestingly. protection of G —12 of the
bottom strand was detected in this strain, when compared with
the DNA methylated in vitro (Fig. 5B, lane 4). This result shows
that the —12 position is contacted by a holoenzyme other than
Eo®, Moreover, because the protection was also detected in
the 8091 strain, which does not express the fixRp2 promoter
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Fig. 5. In vivo genomic DMS footprinting analysis of the B
Jjaponicum fixRnifA promoter region. Anaerobic cultures of strains
8085, 3091, and N3885 were grown for 3 days and incubated with
rifampicin before the exposure to DMS. Primer extension pattern of
the fixRnif4 top {A) and bottom (B) strands is shown. Control DNA
methylated in vitro in the absence of proteins is shown on the left.
Protected positions are indicated with ©, whereas the hypermethylated
position is indicated with @.
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(Fig. 5B, lane 3), and this position is protected by Eo™* in all
the —24/~12 promoters analyzed to date, it is likely that G
—~12 is also contacted by Eo™*.

In a previous study we unexpectedly found that the expres-
sion of fixRp2 was severalfold higher in a strain lacking o°* than
in a strain devoid of NifA. This paradoxical observation has
been interpreted as the result of the formation of a stable
Ec*-fixRpl complex that in the absence of NifA cannot
proceed to clear the promoter, resulting then in a partial
occlusion of fixRp2 (16). Qur observation that the —12 position
is contacted by both holoenzymes is consistent with a model in
which both RNA polymerases compete for the binding to the
same DNA, and also with the genetic data that show that
disruption at the —12 position strongly affects the expression
of both promoters (16, 17).

It is remarkable that guanine —12 was the only nucleotide
protected by the second polymerase. This could be due to a
weak interaction of this holoenzyme with other gnanine res-
idues. Alternatively, the open complex formed by this holoen-
zyme may not be as stable as the ones formed by Ec™*.

DNA Melting at fixRp1 and fixRp2 Promoters. Besides the
specific recognition of promoter DNA, the o factor confers on
the core RNA polymerase the ability to initiate transcription
on duplex templates. This observation led to the earty proposal
that o might melt the DNA by tightly binding to one DNA
strand (36). Protein—DNA crosslinking studies have shown that
both the 8 and B’ subunits of the RNA polymerase and o
bind to the nontemplate strand (37-39). Aiso, Buck and
collaborators (4) have shown crosslinking of the o™ protein
with promoter DNA. deHaseth and Helmann (41) have pro-
posed that the stabilization of single-stranded DNA in the
open compiex could involve interactions between o and certain
groups of the nucleotide bases not accessible on duplex DNA,
such as hydrogen bonding to the nucleosides, ionic interactions
with the phosphate backbone, and sequence-independent base
stacking interactions with specific amino acid residues. Thus it
is likely that the open complexes formed by each holoenzyme
over the fixRnif4 promoter region could be different,

1]

F1G. 6. In vivo genomic reactivity of the fixRnifd promoter region
to potassium permanganate. Anaerobic cultures were incubated with
rifampicin for 10 min and exposed to KMnO, for another 10 min, and
the total DNA was purified. The first lanes of each panel show the
primer extension products of DNA samples from strain 8085 that were
not treated with rifampicin. (4) Effect of promoter mutations in open
complex formation. Strains 8085 and 2068 showed hyperreactivity to
KMnOy of position —3, whereas in strain 2035 the hyperreactivity
moved to position —3. The triple mutant strain 2030, for which no
fixR-lacZ expression was detected (Table 1), did not show any hyper-
reactivity to KMnO.. (8) Comparison of KMnO reactivity of strains
8085, NB08S, and 8091, Lanes C, T, A, and G are a sequence ladder
obtained with the same oligonucleotide used for the primer extension,
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To investigate the nature of the open complexes, anaerobic
B. japonicum cultures, treated with rifampicin, were exposed 1o
KMnQ,. This single-stranded DNA selective reagent has been
very useful for detecting the extent of strand separation in
several prokaryotic and eukaryotic promoters (34, 421}
Genomic DNA oxidized in vivo was isolated and used as
template for cycling primer extension with Tag DNA poly-
merase, in 2 manner similar to that for the DMS-treated DNA.
The extent of the reactive DNA in the fixRnifA promoter
region is shown in Fig. 6. In the strain with the wild-type fixR
promoter region, position —3 showed a marked reactivity
compared with the DNA modified in the absence of rifampicin
(compare lanes 1 and 2 in Fig. 6 4 and B). Similar reactivity
was observed when either fixRp2 or fixRpl was the only active
promoter (strains N8085 and 8091; Fig. 6B, lanes 3 and 4,
respectively). This indicates that even though the two holoen-
zymes interact differently with the promoter DNA, and the
transcription start sites are displaced by two nucleotides, the
two holoenzymes form similar open complexes. Unexpectedly,
when mutant 2035, which showed enhanced expression of
fixRp2, was analyzed the reactivity at —3 was not observed
whereas position —5 became hyperreactive (Fig. 64, lane 3}.
Thus, changing the ~35 promoter region resulted in the
formation of a different open complex. Mutant 2068, which has
the same — 35 mutations in the A~%-t0-C background, showed
hyperreactivity at —3 (Fig. 6.4, lane 4). As expected, mutant
2030, which did not show expression under any conditions, did
not show sensitivity to KMnQO, (Fig. 64, lane 5). Our inter-
pretation of these results is that each holoenzyme generates a
similar open complex; however, when fixRp2 was modified to
match the consensus, and therefore expressed at higher levels,
the reactivity moved upstream, indicating that a different DNA
conformation was present.

The experiments presented here provide physical and ge-
netic evidence that the fixRnif4 operon is transcribed from two
overlapping promoters, recognized by two different RNA
polymerase holoenzymes. We showed that the mechanism of
activation, promoter DNA recognition, and even melting in
strain 2035 is different for each holoenzyme.
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Discusién y conclusiones del apéndice II

Con los resultados del trabajo anterior teniamos evidencias genéticas de la
posible existencia de dos polimerasa y dos activadores distintos que controlaban la
expresién del operén fixRnifA. Nuestro objetivo en esta parte del proyecto era
encontrar evidencias directas de la interaccién fisica de las diferentes proteinas
involucradas en la regulacién de este operén.

En este trabajo hicimos una caracterizacién de los diferentes elementos
involucrados en el control de la expresién del operén fixRnifA. Esto se realizé
mediante experimentos de “footprinting” genémico in vive, con dimetil sulfato
(DMS) y permanganato de potasio (KMnO,), ademés de la introduccién de algunas
mutaciones sobre la regién promotora. Con los resultados de este trabajo
demostramos la interaccién in vivo de la holoenzima E-6°* con la regi6n promotora
ya que las guaninas de las posiciones -25, -24 y -13 de la cadena codificante se
protegen de la metilacién en una cepa silvestre, pero no en una doble mutante
rpoN; ,, que codifica para 6°%. Al realizar el analisis sobre la cadena no codificante se
encontré que la posicién -12 se protege de metilacién en las cepas silvestre, en la
doble mutante rpoN,,; y en la mutante -68. Nuestra interpretacién es que la

posicién -12 del promotor fixRnifA, es contactada por una holoenzima diferente a E-
c°? y que probablemente pertenece a la familia de E-67¢. Por lo tanto, tenemos

evidencias fisicas del contacto de dos factores sigma distintos sobre la misma regién
promotora, donde se comparte al menos la posicién -12 para la interaccién de ambos
sigmas (Apéndice II, Figura 5).

Con el andlisis de las regiones por arriba del inicio de la transcripcién, se
determiné un patrén de proteccién sobre las guaninas -100 y -121, las cuales forman
motivos TGT-N10-ACC y TGT-N10-CCA, por lo que los proponemos como UAS
reconocidos por NifA (71). En la mutante NifA no se observé esta proteccién, con lo

que concluimos que estos motivos aunque imperfectos, son reconocidos por NifA
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(Apéndice II, Figura 2). En este mismo andlisis se identificé que la posicién -75 se
protege de metilacion especificamente en la cepa silvestre, pero no en la cepa con el
cambio de A por C en la posicién -68. Esto sugiere que la posicién -75 es un sitio de
contacto para el activador transcripcional RegR del sistema aerébico y la mutacién
en -68 afecta el reconocimiento de este activador al DNA (Apéndice II, Figura 3).

Se ha propuesto que el factor sigma para funciones bésicas o “housekeeping”

de B.japonicum (080) reconoce al promotor fixRp2; la secuencia promotora

reconocida por este factor sigma es idéntica a la de ¢70 de E.coli (9).

Con las evidencias de la interaccién de dos holoenzimas distintas sobre la
misma regién promotora y con la comparacién con otras secuencias promotoras de
B.japonicum (Apéndice I, Figura 16), se construyeron mutaciones. Estas con el
objetivo de ver cuales son los nucleétidos importantes para la funcionalidad del
promotor fixRp, y poderlo separar del promotor fixRp;. Este trabajo especifico, fue
realizado por Ricardo Grande, que se encontraba incorporado al proyecto.

Mutaciones en las dos posiciones por abajo del dinucleétido conservado -12

(GC) del promotor fixRpj, que representan las posiciones més conservadas para el
promotor reconocido por 68 (TA por CG), reducen hasta en un 5% la actividad
aerébica de fixRp,. Por otro lado, la expresién aerdbica de un promoter con un tercer
cambio en la posicién contigua por arriba del (GC) (cepa 2030), reduce 7 veces su
actividad en comparacién con la doble mutante (cepa 2020). Si el promotor fixRp,
fuera reconocido por 68, cualquier cambio conjuntamente en las posiciones TA, que
representan los sitios mas conservados de los promotores 670 de E.coli, daria como

resultado una expresién nula de este promotor (66,84). Al contrario de lo esperado,

este promotor todavia puede reducir su expresién con un tercer cambio, que se
encuentra por afuera de la posible regién -10 propuesta para ser reconocida por ¢80,

Con estos datos, nosotros sugerimos que el promotor fixRp, no es reconocido por el

factor 68¢ “housekeeping” de B.japonicum y sf por otro factor alternativo de la




familia de 670 (Apéndice 11, Figura 1 y Tabla 1) (Figura 17).

670 Tata box
TTGACA TATAAT E.c consenso ¢79
ATTGGCGITGACAGCCCGEGAAGCGTGGGGCCTATAACCCAACC B.] consenso ¢80
TACGTACAECG%GTGGCGCAAA—TCCTGC%CGCGTGCGCGGG B.j fixR

p2

Figura 17. Comparacién entre la secuencia consenso del los promotores 670 de E.coli, 680 de B.japonicum y

del promotor fixR de B.japonicum.

En base a la comparacién de las regiones promotoras que se muestran en el
apéndice I (Figura 16), se realizaron cambios sobre la posible regién -35 para acercarla
al consenso que proponemos. Este experimento se propuso con la finalidad de
probar si hacercamos al promotor fixRp, a su consenso, este puede hacerse
independiente de regulacién positiva por RegR. Los resultados indican que al llevar
esta regién al consenso aumenta su expresién en un 100% en condiciones aerébicas
(cepa 2035). Al utilizar los mismos cambios de la regién -35, pero sobre el prdmo’cor

mutante -68, la expresién del promotor fixRp, disminuyé casi totalmente (cepa

2068). Estd bien documentado que conforme los promotores del tipo 670 se alejan del
consenso, necesitan de un regulador positivo que se une en las regiones por arriba
del promotor para favorecer la transcripciéon (67). En el caso del promotor fixRp,
aunque se le llevé al consenso propuesto y aumenté considerablemente su
expresién, éste no dejo de ser dependiente de la intégridad de la regién -68.
Consideramos que los cambios realizados en la regién -35 aumentan la afinidad de
la polimerasa por el promotor pero no sin dejar de ser dependiente de la regulacién

positiva (Apéndice II, Tabla 1). Con estos datos y la identificacién de la proteina
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RegR, sabemos que el sistema que utiliza el promotor fixRp, es controlado
positivamente por el activador transcripcional RegR y muy probablemente regulado
por oxigeno, aunque no existen evidencias concluyentes al respecto.

Tenemos documentado que la expresién del operdn fixRnifA se encuentra
bajo el control de dos RNA polimerasas distintas. Tomando en cuenta que ambas
reconocen diferentes secuencias promotoras e inician la transcripcién en dos sitios
distintos, pero muy cercanos, analizamos los patrones de formacién de complejos
abiertos de la transcripcién. El objetivo de estos experimentos fue ver si el promotor
de fixRnifA, que es contactado por dos polimerasas distintas, formarian complejos
abiertos de la transcripcién distintos. En los casos de los promotores silvestres fixRp,
y fixRp;, la formacién del complejo abierto es idéntica para ambos; la excepcién fue el
promotor que llevamos al consenso en -35, cuyo complejo abarcé dos pares de bases
mas (Apéndice II, Figura 6). Sugerimos que la modificacién de la secuencia
promotora -35, afecto directamente la estructura del DNA y en consecuencia la
formacién del complejo abierto de la transcripcién. Esta propuesta se respalda al
tomar en cuenta que el complejo abierto que forma el promotor que tiene los
cambios en -35 y -68 (cepa 2068), es idéntico al del promotor silvestres.

Con las evidencias fisicas y genéticas de la existencia de dos sistemas de

regulacion para la expresién de fixRnifA, sabemos que el promotor fixRp, utiliza a
E-0%! y NifA para su autoactivacién. NifA se une a las UAS imperfectas de este
promotor en microaerobiosis y simbiosis. Nosotros sugerimos que una holoenzima
con un factor sigma alternativo, perteneciente a la familia de ¢’ y que no es ¢,
reconoce al promotor fixRp,. Este promotor necesita de la integridad de la regi6n -68

para su expresién y hemos identificado la unién de la protefna RegR sobre esta

regién, el cual es el activador positivo del sistema RegR.
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Apéndice III (Datos adicionales)

En este punto del trabajo, quedaban algunas incégnitas por resolver sobre el
doble sistema de regulacién transcripcional que controla la expresién del
operén fixRnifA Dentro de estas se encuentra la identidad del gen de la proteina
que codifica para el activador transcripcional del sistema aerébico, asf como cudl es el
factor sigma que reconoce el promotor fixRp,.

Por lo tanto, el interés del proyecto se enfocé en identificar al activador
transcripcional del sistema -68 dependiente, para lo cual seguimos la estrategia de
mutagénesis al azar con el transposén Tn5. Estos experimentos se realizaron sobre
una cepa de B.japonicum, con una fusién transcripcional fixR-lacZ mutante en la
regién -24 integrada a genoma. Esta mutacién impide el uso del sistema NifA
dependiente, por lo tanto, la tinica expresién monitoreable proviene del sistema
RegR dependiente. La generacién de mutantes se realizé mediante un método en el
que una cruza triparental se incuba durante 2 6 3 dfas, después de lo cual se
recuperan las células y se crecen por 12 horas en medio liquido con antibiéticos para
su seleccién.

Las células recuperadas se siembran en cajas con antibi6ticos y se incuban por
10 dias aproximadamente. Ya que existen colonias lo suficientemente desarrolladas,
éstas se estrfan sobre cajas con antibi6ticos y X-gal para detectar la expresién de la
fusién transcripcional, la- que tarda aproximadamente 15 dias. Durante este
experimento, se rayaron 80,000 colonias y solamente se obtuvieron 2 candidatas las
cuales resultaron ser hermanas. El andlisis de estas candidatas mostré que ocurrié
una integracién del pldsmido que contenia el transposén Tn5 sobre la fusién
transcripcional en genoma, lo que resultaba en un fenotipo de expresién espurio. A
la par con esta estrategia se siguieron otras m&s en sistemas heterélogos para
encontrar al activador que se une a la regién -68, pero tampoco dieron resultados

adecuados.
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Al mismo tiempo que realizdbamos nuestros experimentos, en el lab del Prof.
Hauke Hennecke en Suiza, se trabajaba simultaneamente en la identificacién del
activador transcripcional del sistema RegR dependiente, mediante la estrategia de
microsecuensiacién. Finalmente el activador fue identificado por el grupo suizo.
Este activador pertenece a la familia de las proteinas de dos componentes, donde la
proteina receptora de la sefial es una histidina cinasa tipica con capacidad de unirse a
membrana, a la que denominaron RegS. Por otro lado, la proteina que se encarga de
regular la respuesta tiene la capacidad de unirse establemente a la regién -68, fue
denominada RegR. Mutaciones en regR son incapaces de activar la transcripcién a
partir del promotor fixRp, en condiciones aerébicas y microaerdbicas, sabiendo
ahora que esta proteina es la encargada de regular la expresién del sistema RegR
dependiente (8). Se ha visto que estd mutante es incapaz de formar una simbiosis
6ptima, ademds de su incapacidad de fijar nitrégeno. El estimulo que controla la
expresién de RegR, asf como de sus genes blanco se deconocen, aunque se propone
que estd relacionado con los cambios intracelulares de oxido-reduccién (8). En la
figura 18 se muestra el modelo de los sistemas de regulacién que controlan la

expresién del operén fixRnifA .
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Figura 18. Esquema de los sistemas de regulacién que controlan la expresién del operén fixRnifA en

Bradyrhizobium japonicum.

Con los resultados anteriores nuestros objetivos se enfocaron entonces en dos
cuestiones muy particulares. La primera es comprobar si los palindromes existentes
en la regién -68 son los sitios primarios de reconocimiento de la proteina RegR; la
segunda era saber si los dos motivos UAS que tienen secuencias imperfectas
funcionan de manera independiente o cooperativa para unir multiméricamente a la
proteina NifA. Para abordar ambos problemas se llev6é acabo una mutagénesis sitio
dirigida, siguiendo el protocolo de Sarkar et al 1990 (87). Las mutaciones obtenidas se
integraron al genoma de una cepa silvestre (USDA 110) de B.japonicum por doble

recombinacién homéloga, como se muestra en la figura 19.
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Mutagénesis oligo dirigida

475 pb
PCR - l ]
H B
Mutantes en el promotor _
de fix-lacZ clonadas en Pucl8 ‘ﬁxR lacZ 5410 "

— [ |

H B E
fixR-lacZ
Plasmido PRj1035
—_ E H

RS5a9 nptll RSB3 tet

Mutantes integradas en el genoma
de Bradyrhizobium japonicum

(USDA 110)

Figura 19. Para la mutagénesis en la regién -68 y en las UAS se utilizaron los siguientes oligonucleotidos
respectivamente: -75 (I) 5 [AAACATTCCGMGKGMGMGAMATTAGGACGC] 3, -75 (II) 5’
[GCCGCGACATTMGGMMGM MAAACGGAAGCGC ] 3 y MUT-UAS 5’
[CACCATCGCTKTCAGAAAGCTCACCTCCGCTKTCTTGAATGC ] 3. DondeM = Ao CyK=GoT. Los
produtos de PCR fueron clonados en una fusién silvestre que se encontraba en el vector PUC18. En éste se
intercambié6 el fragmento de 475pb H/B proveniente de la mutagénesis. Todas las mutantes se
secuenciaron y reclonaron como fusién completa de 3.4Kb H/E sobre el plasmido PRj1035. Este plasmido
tiene las secuencias repetidas Rsa9 y RsP3, necesarias para la doble recombinacién homdloga en el

genoma de B.japonicum. Todas las mutantes se secuenciaron de genoma para verificar los cambios.
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En la tabla I se muestran los resultados de las mutaciones sobre la regién -68.
Estas mutaciones se realizaron sobre un molde de fixR-lacZ con cambios en las
posiciones (GG) -25/-24, esta fusién es incapaz de utilizar el sistema NifA
dependiente, por lo tanto toda la expresién detectable vendria de la expresién del
sistema RegR dependiente.

El anilisis de expresién de todas las clonas con dobles cambios seleccionados
carecen de actividad y se encuentran entre las posiciones -76 y -56. Es importante
sefialar que por lo menos una posicién de cada doble mutante se encuentra sobre
alguna de las secuencias palindrémicas. Las mutantes sencillas Bj74G y Bj56 que se
realizaron sobre cada uno de los palindromes suprimen claramente la actividad de
la fusioén, por otro lado, el cambio de la mutante sencilla Bj70 que se encuentra un
nucle6tido por afuera del palindrome mas distal de (+1), carece de actividad al igual
que las anteriores.

La transversién A por C de la mutante sencilla Bj63, que se encuentra entre la
secuencia que separa a los palindromes propuestos, conserva hasta un 29 por ciento
de actividad en comparacién con la silvestre. Por otro lado, la mutante sencilla
Bj74C, que se encuentra dentro de la secuencia palindrémica distal, tiene una
transicion de T por C en la posicién -74, ésta conserva la misma actividad de una
cepa silvestre. Estos datos respaldan la propuesta de la existencia e importancia de
los palindromes en el reconocimiento de la regién -68 por RegR, ya que la
transversion de T por G en la misma posicién -74 anula completamente la expresién
(cepa Bj74G). Por otro lado, mutaciones en las secuencias intermedias de los
palindromes tienen efectos moderados en comparacién con aquéllas que caen
dentro de ellos. Estos datos sugieren que la integridad de los palindromes y
posiciones contiguas a estos son esenciales parala interaccién de RegR a la region
-68. Dando lugar a la expresién del sistema regulador que controla la actividad

transcripcional del operén fixRnifA por medio del promotor fixRp, (Tabla I).
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ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA (UNIDADES MILLER)
DE LAS MUTANTES EN LA REGION -68

-75 -68 -56
\ Y v
TGCG CGCA
CEPA TTCCGEGEGC"G(EGAEATT/::GGAEGETAAAC AERO | ANAER

Bj 74-70 G A 146 140
Bj 74-67 G A 9 5
Bj 76-74 A G 3
Bj 72-70 A A 30 52
Bj 59-56 A C 22 31
Bj 59-57 A A 17 17
Bj 57-56 AC 16 22
Bj 70 A 47 32
Bj 56 C 4 6
Bj 63 C 514 670
Bj 74G G 4 13
Bj 74C C 1851 1112
Bj Wt 30 Wit -68 MUT -24 1789 1170
Bj Wt25 Wt-68 Wt -24 ‘ 1676 2308

Pooooooooooooooooooooo

Tabla 1. Actividades de J-galactosidasa medida de 3 experimentos independientes. Los asteriscos

representan la posiciones mutadas.

Hasta ahora se han establecido ejemplos donde un mayor nimero de
motivos funcionales UAS eleva los niveles de transcripcién a partir de un promotor
-24/-12 (3). Lo mismo ocurre en relacién al consenso de dichos motivos, donde la
cercania de la secuencia al consenso determina un nivel mas alto de transcripcién

(referencias en la cita 33).




En la tabla II se muestran los efectos de las mutaciones en los motivos UAS
del promotor fixRnifA. Estas mutaciones se realizaron sobre un molde mutante en
la posicién -68, lo que permite monitorear exclusivamente la actividad del sistema
NifA dependiente. Estos motivos UAS son imperfectos y presentan las secuencias
TGT N, CCA y TGT N;g ACC a 100 y 121 pares de bases respectivamente por arriba
del inicio de transcripcién, en lugar de la secuencia consenso TGT N,; ACA. Las
mutantes creadas de las UAS,, UAS, y de ambas UAS;,, contienen transversiones
de G por T. En los tres casos la expresién de la fusién fixR-lacZ en condiciones
aerébicas y microaerébicas fue nula. Pensamos que la carencia de secuencias
consenso en estos motivos, impide el reconocimiento de NifA individualmente por
alguno de estos motivos. Por lo tanto es necesaria la unién de NifA en ambos
motivos al mismo tiempo para activar la transcripcién del operén fixRnifA apartir
del promotor fixRp,, trabajando de manera cooperativa. Casos como este se han
reportado para la protefna NtrC (102).

Los datos obtenidos apartir de la mutagénesis realizada tanto en la regién -68
como en los motivos UASs, dan evidencias adicionales de la complejidad existente
del mecanismo de regulacién transcripcional bajo el cual se encuentra el operén
fixRnifA de B.japonicum. La descripcién de la posible funcionalidad de los
palindromes descritos, puede llegar a utilizarse para detectar mas genes blanco y
correlacionarlos con la posible sefial a la cual responde este sistema de dos

componentes RegS-RegR.
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ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA (UNIDADES MILLER)
DE LAS MUTANTES EN LA UASs

CEPA TGT N10 ACC N5 TGT Nio CCA | AERO ANAER
» *

Bj mut. UAS] T 4 12

Bj mut. UAS2 T 5 9

Bj mut. UAS1/2 T T 6 17

Bj Wt 25 Wt -68 Wt -24 1676 2208
Bj Wt 30 Wt -68 MUT -24 1789 1170
Bj 8091 MUT -68 Wt -24 6 1078

Tabla 11 Actividades de 3 experimentos independientes, los asteriscos representan los sitios mutados.
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ABSTRACT

Promoters recognized by the RNA-polymerase with the
alternative sigma factor o554 (Ec54) are unique in having
conserved positions around -24 and -12 nucleotides upstream
from the transcriptional start site, instead of the typical -35
and -10 boxes. Here we compile 186 -24/-12 promoter
sequences reported in the literature and generate an updated and
extended consensus sequence. The use of the extended consensus
increases the probability of identifying genuine -24/-12
promoters. The effect of several reported mutations at the
-24/-12 elements on RNA-polymerase binding and promoter
strength is discussed in the light of the updated consensus.
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INTRODUCTION

The upstream regulatory region of all bacterial genes or operons contains the
promoter, that is the DNA sequence which determines specific recognition by the
RNA polymerase to initiate transcription. The eubacterial RNA polymerase is a
heterotetrameric enzyme constituted by one 8, one £’ and two a subunits (1). This
“core” enzyme interacts with the initiation factor s to form the transcriptionally
active holoenzyme (Ec). The addition of the ¢ factor confers upon core the
specificity for the recognition of promoter sequences.

All known s factors belong to two different families: those evolutionarilly
related to the E. coli housekeeping factor 679, and those related to the alternative
factor ¢>4 (2). Each family of sigma factors have different promoter sequence
recognition, isomerisation and regulation properties. Ec70 does not form stable
closed-promoter complexes, therefore transcription can be initiated spontaneously
in the absence of activator proteins (13). In contrast, E 65¢ forms stable closed-
promoter complexes but it is unable to initiate transcription spontaneously. This
polymerase is absolutely dependent on additional transcriptional factors,
denominated Enhancer Binding Proteins (EBP) to initiate RNA synthesis. Ec54
controls several ancillary processes including the degradation of xylene and toluene,
dicarboxylic acids transport, pillin synthesis, nitrogen fixation, hydrogen
biosynthesis (reviewed in 3-5), flagellar assembly (6), arginine catabolism (7), alginate
production (8), rhamnolipid production (9), acetoin catabolism (10), mannose
uptake (11) and proline iminopeptidase activity (12).

The basic promoters recognized by the Ec70 family, although dlverse in
sequence, are normally conformed by two hexamers centered between -10 and -35
nucleotides upstream from the transcriptional start site (14). In contrast, Ec54
recognizes promoter sequences with conserved GG and GC elements located -24 and
-12 nucleotides upstream from the transcriptional start site +1, that is one DNA
helical turn closer than the -35/-10 promoters (15). The aim of the present work was
the compilation and analysis of the reported -24/-12 promoter sequences, either
experimentally confirmed or identified by sequences similarity, and the discussion
of possible regulatory implications. With the information obtained we refined the
consensus sequence of o54-dependent promoters and carried out a comparative
analysis of the effect of reported mutants of some of these promoters.



THE -24/-12 PROMOTER CONSENSUS SEQUENCE

We followed three criteria to identify putative -24/-12 promoters: a) mapped
transcriptional start site with or without additional genetic evidence for the
promoter; b) genetic evidences (mutation or heterologous gene expression); and ¢)
putative promoters reported in the literature on the basis of sequence similarity to
the -24/-12 elements. A collection of 186 sequences satisfying any of the three
selection criteria is shown in Table 1. The nucleotide sequences were obtained from
GenBank through the National Institute of Health server
(http:/ /www3.ncbinlm.nih.gov/entrez/). The sequence of each promoter including
10 nucleotides upstream and 10 nucleotides downstream from the highly conserved
-24/-12 elements is shown in Table 1. For 85 of these promoters their transcriptional
start site has been experimentally determined. A list of identified EBPs activating
each promoter or the presence of putative EBPs binding sites are included in Table 2
for the cases reported. The relative nucleotide frequency at each position and the
consensus sequence for each subgroup and for the whole collection is shown in
Figure 1.

The consensus sequences shown in Figure 1 are depicted following a
previously reported definition (14), where any nucleotide occurring with a
frequency of more than 6 standard deviations from the expected random occurrence
of each nucleotide (0.25) is denominated highly conserved (upper case), between 3
and 6 standard deviations is denominated weakly conserved (lower case), and below
3 standard deviations is not significant (N). As previously reported, the highest
conservation was found around the -24 and the -12 elements (15). Around the -24
element, from position -31 to -20, there are eight highly conserved and three weakly
conserved nucleotides with the sequence mrNrYTGGCACG (see Fig.1). Around the -
12 element (positions -15 to -8), there are 5 highly conserved and one weakly
conserved nucleotides with the sequence TTGCWNNw. Thus, the
mrNrYTGGCACG-N4-TTGCWNNw sequence conform the updated consensus for
the -24/-12 promoters.

The subgroup with mapped transcriptional start site presented the extended
consensus sequence but not the subgroup without mapped transcriptional start site
(compare Fig. 1B and 1C). This discrepancy probably reflects the inclusion of

incorrectly assigned -24/-12 promoters sequences in the compilation of the latter



group. When the consensus sequence is displayed as the most frequent dinucleotide
(Fig. 1D), it becomes apparent that at some positions one type of dinucleotide is
strongly favoured. For example, at position -14 T is by far the most abundant
nucleotide (85%) but the presence of a pyrimidine is almost 100% conserved.
Similarly, at positions -20 and -21 R and Y are more than 90% conserved.

A comparison of the consensus sequence derived by group and the relative
occurrence of the most common nucleotide at each position are shown in Table 3. In
the subgroup with mapped transcriptional start site, the G at the -24 position is 100%
conserved; the G at the -25 position is 99% conserved, with the exception of
Myxococcus xanthus gene 4521 promoter (16,17); the G at the -13 position is 96%
conserved with the exception of the Pseudomonas aeuriginosa oprE (18), the
Escherichia coli glnH and the Neisseria gonorrhoeae pip (12,19) promoters; while
the C at the -12 position is 96% conserved with the exceptions of the Alcaligenes
eutrophus hoxK (20), the E. coli pspA (21), the Rhizobium leguminosarum biovar
viciae nifH (22), and the Rhodospirillum rubrum ginB (23) promoters.

CONTACTS BETWEEN s5% AND THE PROMOTER IN CLOSED
COMPLEXES AND RELEVANCE OF EACH POSITION.

Comparison of the deduced protein sequences of the 65¢ factors showed that
they are highly conserved (24): the amino terminus (region I) is comprised by 50
amino acids rich in glutamine and leucine residues that have been shown to be
involved in activation (4). This region is followed by a non-conserved stretch of 27
to 110 amino acids (region II) with a high content of acidic residues. The rest of the
protein is a long conserved region of approximately 400 residues (region III)
involved in closed complex formation, having determinants for core interaction
and promoter recognition, specifically a well characterized helix-turn-helix and a
highly conserved sequence of 10 amino acids known as RpoN-box. These motifs are
involved in the recognition of the -24 and -12 promoter elements, respectively
(25-27). |

The promoter residues contacted by E6®* have been extensively described
(28-31). From different chemical and enzymatic protection assays it has been shown
that 054 binds specifically around the -24 and -12 promoter elements in the absence
of core polymerase (31). Different reactivities have been observed along the



,.....................

promoter sequence, both on the DNA major groove and the backbone, but always
facing the same side of the double helix. These experiments demonstrate that o>%
contacts actually extend from positions -31 to -5, although only for the GG and GC
dinucleotides at positions -24 and -12 specific protein-DNA interaction have been
detected (30). Further addition of the core polymerase induced a distortion
downstream from the -12 element but the reactivity towards methylating regents
did not change, indicating that the core subunits do not contact the promoter
directly but through ©°4 (29,30,32). Changes of the highly conserved -24/-12
dinucleotides prevent the binding of 6% to the promoter (31,33), while increasing
the similarity to the consensus upstream from the -12 position enhances the stability
of the closed complex and therefore the binding affinity for ¢34 (28,30,31).

Mutations reported elsewhere helped to identify positions critical for the
promoter function (16,27,34-38). Table 4 shows several reported mutation in -24/-12
promoters and a quantitative analysis of their effect. All the changes in the highly
conserved positions -25/-24 and -13/-12 are down-mutations, reducing drastically
the expression, except for the Myxococcus xanthus 4521 gene promoter which has an
A at -25 (Table 4, lane E) (39). Qualitatively, similar changes reported in the
Azorhizobium caulinodans nifA (40), the Caulobacter crescentus fIbG and flaN
(41-43) and the Klebsiella pneumoniae nifH (44) promoters, also presented a down-
phenotype. Mutations in the K. pneumoniae nifH promoter at the -26 and -16
positions decreased the expression by 25% and at the -15 position by 75% (35,37),
while simultaneous mutations at the -17, -16 and -15 positions decreased the
expression by 55% (Table 4, lane C) (35). The substitution of the same residues for
three Ts enhanced the 654 and E 634 binding affinities both in vive and in vitro
(31,40,45). Nevertheless it has been shown that this T-rich stretch could be slightly
deleterious for the activity of other promoters (35).

Mutations around the -24 region that increased the similarity to the
consensus, for example, a change of G for A at the -22 position in the K.
pneumoniae nifL promoter, enhanced the expression level more than two-fold
(47).Moreover, mutations at positions -13 or -12 that reduced promoter strength
could be compensated by other recognition enhancing mutations that brought the
promoter sequence closer to the consensus (46). However, It has been suggested that
a very strong contact between the promoter and ¢4 could prevent the formation of
new transcriptional complexes (48).
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TRANSCRIPTIONAL START SITES IN -24/-12 PROMOTERS

c’0-dependent promoters generally initiate transcription at a purine, being
adenine more frequently utilised than guanine (14). The selection of this nucleotide
is influenced by the sequence around -35 and by the compositions of the -2 to -5
positions (49,50). In our collection of 85 -24/-12 promoters with mapped
transcriptional start site a significant proportion of them (64%) also initiate
transcription at a purine (see Fig. 2). In ¢70-dependent promoters the spacing
between the first nucleotide of the -10 element and the transcriptional start site is
usually 6 or 7 nucleotides, although functional examples between 4 and 10
nucleotides have been reported (14). In contrast, -24/-12 promoters start
transcription generally between 11 to 13 nucleotides downstream from the -12
position (GC) (Fig. 2). The shortest distance reported is 8 nucleotides for the
Parasponia rhizobium nifH (51), the Rhodospirillum centenum cheAY (52) and the
Rhodospirillum rubrum nif] (53) promoters. The longest distance reported is 21
nucleotides for the Pseudomonas aeruginosa algD promoter (54). At present, there
are no reported examples of transcriptional starts between 17 and 20 nucleotides.
Based on these results it is not possible to accurately predict a transcriptional start
site for -24/-12 promoters based solely on the promoter sequence.

SPACING BETWEEN THE -24 AND -12 CONSERVED ELEMENTS

The optimal spacing between the -35 and -10 elements in 670-dependent
promoters is 17 +/- 1 nucleotides, but functional promoters with spacing between
15-20 nonconserved nucleotides have been reported (14,55). In contrast, deletions of
one or more nucleotides in the stretch between the -24/-12 elements abolished
promoter function (16,36,41-43). Thus, a stringent requirement for these motifs to be
positioned on the same face of the DNA helix seems to be a necessary condition for
the binding of Es%. Although there are no published examples of nucleotide
insertions between the -24/-12 elements, it is reasonable to predict that any insertion
might severely disrupt promoter function.
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CONCLUSION

Here we present an updated compilation of 634-dependent promoters and the
derivation of an extended consensus sequence. The new consensus extends from
positions -8 to -31 relative to the transcriptional start site (Fig. 1 and Table 3).
Interestingly, the observed contacts of 654 with the promoter DNA span exactly this
length (30). Promoter sequences from 47 organisms are represented in our study.
However, only for 33 of them the rpoN gene has been identified and sequenced.

Experimental data show that the promoter binding affinity for E %4 is
independent of the actual activity observed in vivo (46). It has been proposed that
the -24 element functions as an attachment determinant for Ec5% while the -12
element is involved in the fine modulation of an already established closed-
complex towards its isomerization (46). Individual changes around the -12 element
that brought the sequence closer to the consensus enhanced the binding affinity of
the promoter but did not necessarily increase the transcriptional activity (31,35).
Furthermore, Gralla and coworkers showed for the glnAp2 promoter that single
changes that deviate the sequences from the consensus increased the transcriptional
activity, as long as the rest of the element sequence remains consensus (46). Thus, it
seems that there should be a balance between the Ec3? binding affinity and the
promoter strength.

The first group of -24/-12 promoters being characterized initiate transcription
precisely 12 nucleotides downstream from the conserved GC element, this
coincidence lead to the operational designation of these promoters as -24/-12 (15).
Our updated compilation of 85 promoters with mapped transcriptional start site
from 28 different species provides evidences that the initial nucleotide selection is
more flexible than initially considered. In Figure 2 we present these data as a
Gaussian distribution similar to that obtained from the analysis of 670-dependent
promoters from B. subtilis and E. coli (56,57), with the significant difference that
instead of the pi‘eferential use of a single position, the use of nucleotides 11, 12 and
13 downstream from the GC is roughly equally frequent (24%, 20% and 27%
respectively). A few examples of transcripts starting three nucleotides before and
after positions 11 to 13 have been also described and were included in the analysis.
Nevertheless we consider that the only case reported of a transcript starting 21

- nucleotides downstream from the GC seems to be wrongly designated as dependent
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of 64, although it was included in this compilation on the basis of satisfying our
selection criteria (54,58),

The consensus sequence derived from our collection of 186 -24/-12 promoters
from 47 different bacterial species shows a remarkable conservation both in
sequence and in structure in contrast to the flexible consensus derived from s70-
dependent promoters. This conservation symbolizes the strict requirements for

promoter recognition and function required for a higly controled regulation.
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Figure legends

Figure 1. Relative frequency of each nucleotide per position and consensus
sequences of the -24/-12 promoters. A) Entire collection of the 186 -24/-12
promoters; B) the 85 promoters with mapped transcriptional start site; C) the 101
promoters without mapped transcriptional start site; D) dinucleotide frequency
composition of the 85 promoters with mapped transcriptional start site. R stands for
purines; Y for pyrimidines; W is A or T. Poisson statistics were used to express the
square standard deviation for each nucleotide as npx(1-px), where n is the number
of bases at that position and px is the occurrence frequency for each nucleotide (56).
Figure 2. Distribution of transcriptional start sites for the 85 -24/-12 promoters. The
reference position is the conserved C of the -12 element.

Table 1. Nucleotide sequence of the 186 -24/-12 promoters used in this study. The
first column is the gene name and the second column the organism name
abbreviated as follows: Al.den = Alcaligenes denitrificans, Al.eut , Alcaligenes
eutrophus; Al.fae, Alcaligenes faecalis; Az.bra, Azospirillum brasilense; Az.cau,
Azorhizobium caulinodans;, Az.vin, Azotobacter vinelandii; Az.chr, Azotobacter
chroococcum; Be.sub, Bacillus subtilis; Br.jap, Bradyrhizobium japonicum; Cw.rhi,
Cowpea Rhizobium; Cm.col, Campylobacter coli; Cl.cre, Caulobacter crescentus;
Er.chr, Erwinia chysanthemi; Es.col, Escherichia coli; Hr.ser, Herbaspirillum
seropedicae; En.clo, Enterobacter cloacae; En.agg, Enterobacter agglomerans,; Kl.aer,
Klebsiella aerogenes; Kl.pne, Klebsiella pneumoniae; Kl.oxy, Klebsiella oxytoca;
Mb.the, Methanobacterium thermoautotrophicum; Mc.cap, Methylococcus
capsulatus; Mx.xan, Myxococcus xanthus; Ns.gon, Neisseria gonorrhoeae; Pr.rhi,
Parasponia Rhizobium; Pt.vul, Proteus vulgaris; Ps.aer, Pseudomonas aeruginosa,
Ps.put, Pseudomonas putida, Ps.syr, Pseudomonas syringae; Rh.leg, Rhizobium
leguminosarum; b.pha, Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli; b.tri,
Rhizobium leguminosarum biovar trifolii; b.vic, Rhizobium leguminosarum
biovar viciae; Rh.pha, Rhizobium phaseoli; Rh.mel, Sinorhizobium meliloti; Rh.sp,
Rhizobium sp; Rh.BT, Rhizobium BTAil; Rh.tri, Rhizobium trifolii; Rh.pNG,
Rhizobium plasmid NGR2; Rb.cap, Rhodobacter capsulatus; Rs.rub, Rhodospirillum
rubrum; Rs.cen, Rhodospirillum centenum; Th.fer, Thiobacillus ferrooxidans;
Sl.typ, Salmonella typhimurium; Vb.alg, Vibrio alginolyticus; and Vb.cho, Vibrio
cholerae. TSS means transcriptional start site.



Table 2. Regulatory features derived from the analysis of the 186 -24/-12 promoters
used in this study. Organism names are as in Table 1. TSSD is distance from the
transcription start site to the C of the conserved -12 element; EBP means
experimentally identified activator of the EBP family; Bin.site means possible EBPs
binding site identified by sequence similarity; Distance is the distance from the
second G of the -24 element to the EBP binding site.

Table 3. Comparison of -24/-12 promoter consensus sequences; A) Consensus
sequence from the 186 compiled promoters. B) Consensus sequence from 85
promoters with mapped transcriptional start site. C) Consensus sequence from 101
promoters without mapped transcriptional start site. D) Consensus sequence
obtained from the comparison of groups A, B and C. Numbers under the sequences
represent the relative occurrence of the nucleotide at that position (percent)

Table 4. Effect of some mutations in -24/-12 promoters. Relative values are shown
in brackets: A) Consensus sequence from the -24/-12 promoters with mapped
transcriptional start site derived from this analysis. B) Mutants of the K.
pneumoniae nifL promoter (34,37). C) Mutants of the K. pneumoniae nifH
promoter (35-37), D) Mutants of the B. subtilis levD promoter (38). E} Mutants of the
M. xanthus 4521 gene promoter (16). F) Mutants of the K. pneumoniae ginA
promoter (27).
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keoxF
LoxK
acald
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gaTttCCottAQEecEtgcgasat TeETsTacat coTGOSttocacctgrgak
ST LLLCCCCAgaTCLLegpattcASaTATaGATCTTGTTLCasCtatEtel
cttrITrogttoQat trarg e ~CGEIACAgTteTTGatctgcot e
YCYgLLELCactQCCtgIgroca tTGGTACagrcaTIGCAa At ACgTC T
cagc:gga[cg:aaccgc:c:ge'"‘SSCA"g:aac.,mrt-acntcagA
ELQatytaamaaT TLLLrpCFEa T TEEIATOUGUsA TG CAQagasgooaT
gtacgarcrotgraarggtascasTis! aut::mmacagn:tatﬁ
P CgC L CAgQpAACACSPeraFARSIToAtccr TCRTAgo gttt tges
CLCAAARCARTLACTIgaALLLatIGICAIEgTaTTGToggetoLt el
LTt OgIGECgCOEcCgttana TTGOCACatgeaTIGCT tatatasgh
SgFtEaTQTgrIItgICtCgay TCGTACAgECgTTGIAL tagyt oAl
Loaaaa gClaacaraactgiei TEETAC ot GChttetatatogatG
Laga’AATACATTAALLCINE TE5CRCagsacT hTbratAtAsagas
T T T T agcsaaaT8Caa0A4ETGECATga Lo TTGIAT CETItattoataT
ABAACCICCCQCaat JUPoiC Tttt TRGCACgCLasATECTE R AAA YT
BCTOACTRCARICGICTLLECcAA TGS TALacaCcTIGC Tt tgtcetal
goagCgCaTILACEIACALCOTasTISTElaasteCTG CTaCgIgtooges
tcastaarcaogycat i tgraas t TESCATagRaC s CTGCTE Logagaaaal

cattrgogroatcotsgeracGicatgeaagtrSCraatoctoorgak
clagtittagigotcatagaccoTaslATQCCOUTTGChaaglcteggh
AQCttaAQULECrgEg TAgACC I TGECALQQCLyTIGLTgat AAGCRG
tgagoatcalcagogiotgogos o TREIACLgacTIGCTe Lt Lageiggs
Attgattgractogatticacer iTaETACQAtACATGEStaaEsgrCTaaM
agggcegatogot tagogeat L toTI3CCTgacteTIGOTacagaetgotts
gCQAgCggicoctaagegg ey TEETACaagacTIGEIgrLotL L LoeT
CACTI LI gaAAtogCToCagE ot tTOSCCTrte TTGOTgLcotITLEoegteh

CtgttEe L gCgrorasgeganceTeElATOCtagTTGCAABAZICELGATCAR

ACoRgoaagogTTEIIACSQoe TG Tgatasgogal
tasttcatasaapatrrcasaagiToThACageac TIGC T gtasacT
asaatttcaatcigaatcaas TEEhAZACTLeTIGCTE LaatoitLecs
AgZtttaQyueE gLt orzag I TOGCCCacegTICLTRagsRags
283atttoETIaaceaga togog PUasEllgraaaTOGlTecaagcpaaagl
Cccwrat:accgc:q:cgqcc GCACSCCCagagc TIGChageoCyCTOgal

tgattrtaatggcat ot iagogITeaIACgaAQe T IGLTLCLARETiIEE
CPTgLegrogEgCogegeerpgctTRaCGCeptarT™IGlGyasagacctT
qc:Uthgcca;aa:"GGCC‘:gncaaT,GCthngs!:cc:A
SCGECgeCgeIQTIioggrcogchICitlagage TG AagerogoLogaA
CAJTgARIgACTCCATATIAAA T TASTATARAAGQRTGLALACTETAGECA
clltastascaptasattaszariTESCATaEAATGCTLAZAOULGETA
ALtCACCgCaggpRTARTCAACE T TASIAAAL A TTGCTLELAGU LORCA
geettitagagocAATLIAGEaE TTOITACARA N LTOGETE TALCTRLELT
tgtacatlceacaccaaratasad I TR5 ARgTALCTTECAALCLE ETA
cQaassatoaagoagtrglasaasMGOIACgat et TTTCAtataTgtgaatd
tratasatcaaaaagataaaasrasTGsTACQCESATICTAL LAGTAGTLCA
grgacagtegaggaaatgoasaso TGl AAgeasaTTGCAABAgCCATEQCA
gectttigaoograativasasgiTRECACApa L TCECTIvataT LTI T
tlstgoggttgogaaatsaaceICTeoTACAQCat TTGCAg-agoaagyT
CLITA3 ARt CAAgg ot oot e TRRAGOgCpARTTECAt ctteaoe T
PIYCCPCOPLAPE GLaBAPLaacCTEGCACAgUCt TOGCAR LACCRCTRC
taagaRtacatasacaggcacgycTeETATTLCECTOCAE L ECTOEGOLG
ctaactetrototoatecgogagoTOGCADBgRetGTECTEgaggcaac
tgrttotgoacatoacpoopataadiararacggtTIGCAtggriazcal
tgereeeca Feegtgge TIGCCG tTTGCAatacagggaT
trgaanaatattaattttattctcTGSTATCQCARTIGCTagT RoghsaT
tgTirotycttattacgoopataassiCCacggtTTGCAtggttatcal
FIOGCTIOQBgLYCgCALCt QUTLTEFCATECRtaGTGCTAALECCALCEQeG
CLOQaattCaltigeeegeyogtcSAGEACgegte TTGCTE tpget catygcT

PLCACTGOCPAAt TL Lt CagCe CTSSiATgogtagTGCTas L CCCALECECOLG

TLEatQGLITtLATLQOgat LLtLCoGCATLLgEeTTTCRgERCaEct tett
CLPCLLT Tt PctogogecgogeTeSCATErEEgTTGCAgtctEgtIcah
sagottaataagogogpacagegtTOGCATg9cgaTIGCTyt tgagT
cggtcagatottcagyaactogglGeGlABCpCaCTGCCaAACCECCLG
cgercagtytttcaacgaccggt eeGECCCacgegTTCCAC tteecea
tC9gCRgURCosaggracegcagTEECACTCgaaTTGCTa taagaaccatgs
ACBAQERCHAACTELALS AN GCCGEGATRCCOgTORCADCQATAQE EYELT

LACTLCgCgaCogosacasacyscCRRRACtICecTOGCAgApASAACA-N1D-G

TLQALLETCAAML JAASAAAAT L LAGGCACYRGtaTTGCtatatCToCQLLS
A3ATARQOQOALCUYTATAMICARTSCCATIHCHPTTGCTAGCLATACOAgA
TABAAAQAACQLOLTOQL LOLRE L TCCCET AL LETTGCTE GuaRBATTE
TITLCTELCREOTgELacansasTeECACREtcGTGCTL L tanngrath
CLTLCEAQAAQaTIgRALLtCARMCTCRCACGALALSTGCALCATATCOQRCG
gL TCgt CAgCICAATagUeegrtTeeCACTA e TTGAGAQE LAt TRA0SG
BAFLEICPACGCCCCARADCRagT TCGCACTtLLgATCCTLaaggCaNALS
attgotatttcgatattatcorgtTGECACAgegeTTGCTeE Tt tggacs
ccgagtagtitiatttcagacggeIGECACQacLLTTIGCCAcgatcagaocens
ttogtt g tcctgerg GGCACgAc Lt TTGCARgaLCACCCRE
cattgrticagtcactotoogpec TGECATORCLLTTGCACgat tatCoeT
cogagtagttttatttcagacggcTGGCACIACLLTTGCACQaCCagaceT
ACOgeogTTGCTga

qtconuttgcwuut.tccgg:mmmzmugunctvm

W L b T tttteG
WY e K AL LSCCCA
ttqclqlgytmct:lgg:nu.‘. (- couC

Fcacguty GCTCCagaoc

gee :|::tqwmcnr.qtnugzmcmaaummn:a:t'!

~34/7~13 PAONOTERE WITECOUT EAFPED T3

24 12
RSl PTAgtHACY Totpee 3= 10
1) 4 AtacgCTOCT:
gtgctt tt ACAMAgECTCCTaT L g
FEPLLECAgPUPt coat L toggT gggtgh cc
AttthARRLCaRRgECT CasAAt LTRGCACQOL e TR  Tyatcctatgn
TOG L4 L Ly tc

Az cau

Az ovin

Az.chr

Er.chr

Es.zol

¥1_ oxy
ME . the

Mc . cap
Pr.owvul

FPs.put
Fg.8yr

b.pha
b.tri
b.vic

Fh.pha

Rh.mel

RE. 2D
RE.rrd
Ri:.pNg

Rb.cap

Re.rub
Th. fer

sl.typ

VE.alg
Vb. cho
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ctgasactccartacttoaccoaat THCCCCcgaacTTGCTLt taasgace
COSEtTLteaEectgasagacaat TICTACgacaCTTGCTcatoCte e
ffgCG::BCKQGCﬂ“fff?59'!C-ﬂaCA»DQUCc"T‘GC"'ggaCC(CaE
TAtAREASLCIlOtGitl CIPgteTEETACOIC L ETTOCAgLLTCATITL
CrTTrtasrCAgeTOCtlgeottcTRGTACAgFCcaTIGCAAT AT oL
tAAZTOIGLLIGOOatItOYOIagTSETITRCYLCTTIO gt ractzaze
gErtratttatgtottecasgtac TSRS ALaacgCTGCATLASCILLOT
fzatCcAtcgacttategats ottt eTEECALCGOoT T TGO TCaaCL Lot
JaETQCIACCAATEQIIGIIgtt e TG ARSI TTELTIgI tgaaT 28
azcatglCcattogeerargetcTOSTATLCaAgQl TGOl gagragage
rgatttaaapgasatattitccaas cccaaTTECATagaocg st
P PTRAQCOCPTCCgTRaggTECASECASErCAsATGCAToagroGIeT
aTragitaasiaacgasatrot tOGGTCAZaC taTTEChaTAGDIT gL
CIErItinict-aatitlaergiat TG hAAGLIt TIGCASTCCATaT IR
agataaAStLitEaaTatatgEIgTS TECCgE TIGCAGCAALACCTL
cgrogageogtatooact TogggETIsCoGagT GATOGCTGgaa ~TaTgT
bl Vol b £ Yo fufs e Jo g Hag mitv falsJade - Rapatie it iat- . {occagotonta
gca:alata:CgetaaggcgggcfﬁGCNChuaun'ﬂ"ﬁ:tta:'cga
gacatetataliCitadgOtgogeTOGCICiaaaaTTSCTot tactegag
attccgcaa:g:cgcaaggg:atcmsca:gca‘-:mchntttkct::t
CAACATALgAS2TICALATCTLYATOGTAlCACCETTG  Tocate q
camcatargaABTlcacatetigaTUGCACcacccTIGCTecatecrs:g
arcacgtgcattLogueyRcEOgeTOCTS0tg-agsTGolrgagaagagt
gaaLgIcagCaaCAgCtOtggt o TOCCAADLC L TTGCTgrigattag
rtitoctogattttggogcggeeeeGCligecgeTTG Gatggttoge
ACFTLIAGUTOGt gt torgagt TRECOCgaccaTTRCToagggege
AQFEITIgYACACgEtatEBRaacTEGC I Qrt te TGGCAIOREUCIgCO
TAgGTILCAQAtYGIgCAtYrIaTERCSRCRRtETTASAIgEINIAT AT
AFtAtCcCALCALOALQoCtACALCOECATCIERCgTSGGTAICCL IpCAg
tgAATRTtACIOLIgEoQtoaagaTeElATaAsgacCTGCAtpasaCaAC ST
BatcactrEgllaAtgtiettitoiSE3TARAASATASCATICLGACT LS
cgagAtCgatLiBTQeat CtgettECGCAT aagt TTIGCTEgaccac s aa
attgaatigarltOALTALIILOteTEGCATYLLLTGGCTatgtoctcag
tEECttrgaatogrttit1gatgeTGGCACFcatTIGCARAgACADD T
GtiamcpoctgtiARTOCCYCATAAGETSCACECtTTIGC gyt taat ot
IGgPCagATARSICCYCQASASECTTYCa 8aTTGCASgR LAt Tac
ascamtttatArCATTIITtCAOeCGGTAT e CtTTGCHGAtATICAGA
AstgpgtttacsQCrtIgetat oo tSGTACK B CaTTGChatagectota
grLttsaantcEpCBOgIANtCCg eSOl TEeLceTTGChacoLtcacce
ttpAtataacPrTgataatILoacTOGCATIACAATIG C Teagtagtoat
ALALALLAALATAACCCLLCTGUCTESOATOLCocATEUTEgt Lot T
ATAACQACCELOCQICCTYCLEoTIGCo0gaagalT3CTogcogagage
reatpiggttgrgasatgacct T TeETACagrat TIGCAQoaygaagat
gogecgoggtactocanacasaccTIGCACAgocITCEChAataccoet gt
LEALCTERITICIGETCATgtLtaAGGATALCLQaGCGCAtaARtTILCAY
tEogooat togaaacgasaacgad TEETACTTAACTCSCEp tadaatca
tatatateoctttrtatataaprTeGOATgEr et TCGlAatagLattLy
Q¢ CLGoACERarCEtCergacgCoGTATCgatahGGChatgacaacas
FFeCPILOCgiCQCAQQCEegAsgUGECACALctgTE T Thanacaggagt
aBtgtogatotacgTLeagegctoTGGAG oA gETTICTocgettcttg
accttgasgtotgttitoagacctTeGCACageegTTOCTtgatgtectyg
agtasctlanataattattttggcTeGCACGT taTCGCTazaggycttge
CaghgCEACAAtLIICtA2AACt L TOGETOGCIGtaTAGCTLCAgCBYLEY
SOTLQECALCAgPAtPt L tgCtOtEGOEATACGCagTTGCAR aATLgCAL
BTCLLCLTGLPECRCaac et tatTOGCACQagtaGTRCTCagagTeage
BTCCTCABCCESC IS LIRaucatgresaltatgcgGasCALgcoggacy
carcagogrrtyttgtocaaccgaTaGAACQagegClGlTortoganaa
atcggrrggtrigcgact taaaa sTRGCACQYCEsTTGCGoagFAgTTOT
grgccorctTigaAtegRYegecgaTERCTRCot cLATECCoggoggenge
CTLTCQAgaAgATgDATL LCASACTEECACHRLALCTGCAL CataLCoOy
PtFLGaTAgRYIACOCCASACCY T TEGCACYAALgATGCACCRRgCR LY
coggcanggLtgacgttLeLeagacTEECATEge LeTTGCTogopgeact g
SLLRRAQRAARTCCCPOLCCLLQOgRTOCCATORetLITECGLEL L kgaaagg
tEEcttEggotCgatCgreccacaTeCACogot i TTSAM At tgCoCatg
CLECTTLGPerEgatcggorcacaTiGCACggetTIGAAgatLgraty
gryTTiLAtatgctgctgorcacaTeGCACgEQLiTTGA QAT Qe ALy
gIPFTtgaccACt gAtCgot S tQaAGGARGaRa gUCGACAgggCactgga
ACRGCAgLgRCtRCCEL O LQaAgC TERTCAYCRACATGLGtgocagitty
cogeataggoet tECOCUaCaan e TRGCACTCALYTIGCTgRSRagCICC
ALLARQCOUECIRIRALATIACLANGGTG Ot ECATOGCANS togttoag
TUCELCUt SRt LCCECLACRARAPTOGCACE L ACGTGTAL
lr.:ut.:tngnlctccc:cﬁccmeumcncgltclgcc:
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Al.den
Al.sur

Al.fae
Az . bra

As.cau

Ax.vin

Cw.rhi
om.eol

Cl.cre

Er.chr

Er.col

Nr.sar

Ea.cle
En.apy

X1.a0x
X1.pme

nifp
nifA

nifn
nifx
Bifr
nigx
nifE7
nifM
ol
anlx
oRF11
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eRria
CAF3
ORFé&

alox
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nifd
afD
iy
Rirn
nii
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levd
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#iall
£iul
iR
#ink
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nife
nifs
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arg?

FimAd

glua
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Flaw

nifa
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nifP
nifLA
aiflL

nifx
aifE
nifx
=ity

sink

TSED EBP

l4pb
13ph

13pb
l4ph

11

- MNifh

ldpb Levk
14ph RocR
14pb Roch

13pt NIEA

FIhD
13ph
i3pb

F1ho
1apk F1BD
10ph F1bp

11pb
13pk F1BD

Bin.site

™r
IHY, Howh

HifA

IHF, Nifh
Hith

Hifa
Wifa
RifA

WLEA
Hifa
BifA
IRF.NifA

IHF, AniA
Nifh
Nifh
Hifh
RifA
Nifa
nifa

INF,MiEA

INF, LevR
Rock
Inr, Fock
WerC

Pegk, N1 £A
WerC

Nith
INF, MitA
Witk
IRF,MifA

With

mr, ftx

ey

mxC, M
INF, X
Iy, pep¥
Witk
wEn
wign

mat
WifR
Mifh

A
wrd, s
wrc

Distanca

49
49,142

161

pI-1.J

"
31,174
76

64,105
70,79

s
L]
113
37

63,212
45

a1

p-13

L1

94

7

19,100

41,80
69,110
16,08,132
Ll

43,60.21

€
71,300
52
4

kS

7%

21,51

54
16,37,71

L)
L]

74,100
41,120
74,88
2.68.
L]
$1,112
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h1 3 ]
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i
43,219
T4

Reforance

(1))
(61,62}
(20)
AXANTI
[$X1]

168}

(13 )]

171)

173}

{75}

176}

(78]

180)

(82)

83y

(83)

(84)
XES51E

(1 13]
(87,08}
(90}

(L] }]

93}

(L1}

(B8}
(94,95)
ien}

BB}

{eR}

{88}

(a8}

(48}
{103}
(88

{88
{167)
(109)
(110}
(134)
(118}
(118)
138,119}
m
(7,121}
{12y
{124)
{135,126}
227
{133)
139,120
1131,133)
133
{135)
1337)
1138)

(2T 1.}
(1e3)
(142)
114Y)
(1dd)
41
1(146,247)
{150)
1131
{43,43,158%)
{153,155,136)
(41,43}
(153,156,157
(15%)
(153, 156)
(163}
(184}
{148)
{164,167)
(363}
(171,374
t172,17¢)
(3,174,277}
(179)
(19,203
{21,182)
(184}
{1081
1104}
(107}
1189}
198}
1192)
e
i
(192}
117%,197)
1188)
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X1.poae

M. the
M .cap
My, xan

N .gon
Pr,rhi

PE.vul
Pu.asr

b.pha
b.tri
b.vie

Rh.pha

Ab.sal

Ab.2p
Rh. BT
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K .piea
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vh.aly
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Geae

nifs
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Find
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TSSD

ilph
1lph
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1zp%
10k
1lph
115b

11ph
1lph

14pb
16pb
13ph
izpb

Eph

1lpb
10ph

14ph
laph
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1ipk

13ph

12ph
iiph

1ipb

llllli‘l ‘iilgi_t!& L] lll%l

EBP

aMgn

Phil

ALk
Algn
Flel

DctD

Bin.site
IHY , Nifx
IHF,Nifk
BiLEM

Y, mita
THF, NifA
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I7r, NLEA

NiEN

Wl
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Algr
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IHF, MifA

IEF, Xy1R
INF, Xy1R

Deelh

Nifa
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WIN

WLEA

nifa
Rifp
NifA
Wifh
MiER
wiEa

i

oexC
r.miin

In¥,mifa

mxC
wmet

Distance

91
3,1

9.9¢
14,107,353
in

2,776,805

91

41

€9

€1, 146
187
51

13,1331
32,391,460
5,42

an
313,100,321
6,113,142

75,108

67

bl
91
[1]
0

13

77

41,631
M
L 1]
18
1
€7

a8
74
74

49
L]
43

ki ]
#0,12%

14,118
115

03
T4

Refayence

1132, 145)
1133.300)
160}

163, 643
1641

(65, 66)
1671

167}

1701

(12}
72,74}
(721

{77

79)

1T, 81)
(16,171
nn

t12)

511

(51)

(86)
(9,891
(18

[11%]

(93, 361
(59)
nITIH
(9,961
(54, 58)
(6}

o
159~300)
(160-1062)
L3653
1104}
(1053
(106}
(108
(10¢)
111,113)
1118}
1171y
i
1130}
x16311
1122y
111004
111094
{32}
1330}
130}
(134}
{136)
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1111, 139)
1142
(63)

[ TTH
023753
(63}
1345}
(14w, 19)
(140, )
1182)
(1541
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e
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(163}
(163}
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168}
(170}
132,110
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387}
(180}
{17133
1183}
t23)
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{83

182}
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1209}
1390
{193,154}
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1186)
114%)
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1)
12013
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COMPARISON OF o¢%4-DEPENDENT PROMOTER SEQUENCES

.25 .24 -13 -12
A)
N N N N N N T & G cC A C G r N T T G C W N N N N N
83 99 100 74 72 65 55 &7 73 79 99 92 87
B)
N N m r r' Y T ¢ G € A ¢ G N N T T G € W N w N N N
75 70 G7 82 76 99 100 82 75 &7 55 75 86 96 86 89 66
C)
] N m r r ¥ T & G C A C G r N T T G C W N w N N y
34 63 61 63 72 80 99 100 78 74 66 55 64 74 82 97 94 87 64 62
D)
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Discusién y conclusiones del apéndice IV

Los promotores reconocidos por la RNA-pol-g°* presentan un alto grado de
conservacién, tanto en su estructura nucleotidica como en su mecanismo
transcripcional ampliamente distribuido en varios generos bacterianos. Esta bien
documentado que los genes que se encuentran regulados por este tipo de sistemas
presentan funciones metabélicas alternativas para la célula y que llegan a ser muy

variables. E] objetivo de este trabajo fue actualizar el conocimiento que se tiene de
los promotores dependientes de ¢°, mediante la recopilacién y analisis de la
secuencias nucleotidicas de este tipo de promotores reportados.

Los 186 promotores recopilados dependientes 64 se agruparon para su
analisis en aquellos con inicio de transcripcién mapeado experimentalmente y
aquellos que carecian de esta evidencia. Tomando en cuenta que una de sus
caracteristicas mas comunes es la conservacién de los dinucleotidos GG y GC en las
regiones -24/-12, realizamos un alineamiento de las secuencias promotoras en base a
estos dos elementos. La comparacién de las secuencias consenso obtenidas de ambos
grupos y de la totalidad de las secuencias, nos ha llevado a la descripcién de una
secuencia consenso extendida para los promotores dependientes de o34
(mrNrYTGGCACG-N, -TTGCAWNNw) (7,96).

Cualquiera que sea la contribucién real de estos nuevos nucleotidos en este
consenso extendido, esta tendra que ser elucidada experimentalmente. Sin embargo,
consideramos que estadisticamente la aparicién de las nuevas posiciones en este
consenso extendido son significativas. La relevancia de estas posiciones se puede
encontrar en el fino proceso del reconocimiento y en la capacidad de iniciar de la
transcripcién por la RNA-pol-6%¢, jugando un papel adicional en' el mecanismo de

regulacién transcripcional.
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Otra de las caracterfstica muy peculiar de este tipo de promotores es la
distancia que hay entre los dos elementos conservados -24 y -12, la cual consta de 10
nucleotidos. El aumento ¢ disminucién de un nucleétido en esta distancia da como
resultado promotores no funcionales. En contraste los promotores reconocidos por
67’0 pueden llegar a tener una distancia variable de 15 a 20 nucleotidos no
conservados entre los elementos -35 y -10. La posible regidez en la distancia de los
promotores dependientes G4, puede estar dada por la necesidad de tener a los
elementos -24/-12 posicionados en la misma cara de la doble helice de DNA como
una condicién basica para el reconocimiento del promotor por la E-6>3.

La distancia que existe entre el elemento -12 al inicio de la transcripcién es
variable y mas del 70% de los promotores con inicio de transcripcién mapeado
presentan distancias entre 10 y 12 nucleotidos. Actualmente se sabe que los
determinantes en el reconocimiento y apertura del DNA se encuentran en el factor
sigma, se ha sugerido que la variabilidad en la distancia para iniciar la transcripcién
depende evidentemente de la secuencia promotora sin embargo hasta ahora no hay
evidencia directas sobre esta idea.

El analisis de los datos existentes sobre la interaccién de E-6% y % sobre la

regién promotora, muestran que los nucleotidos mas conservados en este tipo de
promotores son las posiciones utilizadas para ser contactadas. Mutaciones sobre esta

regién muestran que mientras mas cercano al consenso se encuentran las secuencias

promotoras, tienen la capacidad de formar complejos mas estables con E-6°%. Sin

embargo mientras mas estables son estos complejo su actividad transcripcional
disminuye. Se propone que esto es debido a que Ia E-0% se une tan establemente al
promotor que es incapaz de iniciar un nuevo ciclo de transcripcién.

Dentro de las caracteristicas distintivas de los promotores o4 dependientes, se
encuentra la secuencia consenso mrNrYTGGCACG-N,-TTGCAWNNw, la distancia

unica de 10 pares de bases entre los motivos -12/-24 y su mecanismo de transcripcién

altamente conservado en este tipo de promotores.
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