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Y
“ASPECTOS MOLECULARES DE LOS MECANISMOS DE EXPRESION DE
PROMOTORES BACTERIANOS SIGMA-54 Y SIGMA-70 DEPENDIENTES”

Ricardo Alfredo Grande Cano No Cuenta 8411885-3 No de Expediente 30952033

RESUMEN

La regulacion de la expresion genética en bacterias es modulada a distintos niveles, siendo la
regulacion de la transcripcion el mecanismo mas ampliamente utilizado y en el que convergen varios
elementos. Muchos genes u operones son regulados por multiples promotores que pueden o no
estar sobrelapados y responder a diferentes activadores, 1o que permite una expresion diferencial
bajo condiciones de crecimiento especificas.

En los promotores dependientes de 670 la funcién de las proteinas activadoras es la de
ayudar al correcto posicionamiento de la RNA polimerasa sobre el promotor, mientras que en los
promotores dependientes de 654 el papel fundamental de los activadores que se unen a mas de 100
pares de bases del inicio de transcripcion, es el de hidrolizar ATP y la energia que se libera la
transduce a la RNA polimerasa-654 a través de un contacto transitorio. Esto ultimo se da gracias al
doblamiento del DNA. entre el sitio de unién del activador y el promotor.

En este trabajo demostramos la presencia de un segundo promotor (fixRp2) que dirige la
expresion del oper6n fixRnif4 de Bradyrhizobium japonicum, y que sobrelapa con el promotor
JfixRpl dependiente NifA y ¢34 descrito en otros trabajos. Este segundo promotor es reconocido
por un factor ¢ aun sin identificar pero que pertenece al parecer a la familia de 670 de E. coli.
Utilizando la técnica de proteccién a oxidacién con KMnQ4 demostramos que la regién promotora

que es comun a los dos promotores es protegida de manera distinta dependiendo cual RNA

polimerasa holoenzima se una a esta region del DNA.



A través de una estrategia de supresion, presentamos también la primera evidencia genética

de una posible interaccién entre e} activador transcripeional NifA y 654 para activar la transcripcion.

Demostramos ademas, que la expresién del gene #poN de Klebsiella pneumoniae es regulada
también a partir de dos promotores que se encuentran sobrelapados.

Finalmente presento una revision bibliografica acerca de genes u operones bacterianos
regulados por promotores multiples que sobrelapan entre si, o de promotores divergentes que

también comparten algunos nucledtidos.

VoBo Asesor Estudiante

Dr. J. Enrique Morett Sanchez Biol, Ricardo Alfredo Grande Cano



"Molecular aspects of the expression mechanism of bacterial sigma54- and
sigma70-dependent promoters"

Ricardo Alfredo Grande Cano No. Cuenta 8411885-3 No. expediente 30952033

SUMMARY

Regulation of gene expression in bacteria i1s modulated at different levels, being the
most frequent the transcriptional regulation. Many genes or operons are expressed from
multiple promoter sequences, sometimes overlapped, and responsive to more than one
activator which leads to a differential expression pattern under specific growth conditions.

While the function of activator proteins in sigma70 dependent promoters 1s to assist
the correct allocation of the RNA-polymerase upon the promoter sequence, in sigmaS4
dependent promoters is to couple the ATP-hydrolisis energy to the initiation-complex
isomerization by the RNA-polymerase.

In this work we demonstrate the existence of a second promoter sequence (fixRp.2)
driving the expression of the fixRnif4 operon in Bradyvrhizobium japonicum, which overlaps
with the previously characterized sigma54- and NifA-dependent fixRpl promoter. An
unidentified member of the sigma70 sigma factor recognizes fixRp2. Here we demonstrate
through open-complex footprinting that the DNA sequence overlapped by both promoters
is differently melted according to the holoenzyme involved.

Additionally, we present the first genetic evidence of a possible interaction between
the activator protein NifA and sigma54 obtained by the use of a suppression strategy. We
also demonstrate that two overlapping promoters regulate the expression of Klebsiella

preumonia rpoN (coding for sigma54).



Finally, areview of other genes or operons expressed from multiple, overlapping

promaoters.

Vo. Bo. Supervisor Estudiante

e

Dr. En@[’ e Morett Sanchez Biol. Ricardo Alftedo Grande Cano
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RESUMEN

La regulacion de la expresion genética en bacterias es modulada a distintos niveles, siendo la
regulacion de la transcripeion el mecanismo mas ampliamente utilizado y en el que convergen varios
elementos. Muchos genes u operones son regulados por multiples promotores que pueden o no
estar sobrelapados v responder a diferentes activadores, lo que permite una expresion diferencia’
bajo condiciones de crecimiento especificas.

En los promotores dependientes de ¢70 la funcion de las proteinas activadoras es la de
ayudar al correcto posicionamiento de la RNA polimerasa sobre el promotor, mientras que en los
promotores dependientes de 654 el papel fundamental de los activadores que se unen a mas de 100
pares de bases del inicio de transcripcién, es €l de hidrolizar ATP y la energia que sc libera la
transduce a la RNA polimerasa-654 a través de un contacto transitorio. Esto uitimo se da gracias al
doblamiento del DNA entre el sitio de unién del activador y el promotor.

En este trabajo demostramos la presencia de un segundo promotor (fixRp2) que dirige la
expresion del operdn fixRnifA de Bradyrhizobium japonicum, y que sobrelapa con el promotor
fixRpl dependiente NifA y G54 descrito en otros trabajos. Este segundo promotor es reconocido
por un factor ¢ aun sin identificar pero que pertenece al parecer a la familia de 670 de E. coli.
Utilizando la técnica de proteccion a oxidacion con KMnO4 demostramos que la regidén promotora
que es comun a los dos promotores es protegida de manera distinta dependiendo cual RNA
polimerasa holoenzima se una a esta region del DNA.

A través de una estrategia de supresion, presentamos también la primera evidencia genética
de una posible interaccién entre el activador transcripcional NifA y ¢34 para activar la transcripcion.
Demostramos ademas, que la expresion del gene rpoN de Klebsiella pneumoniae es regulada
también a partir de dos promotores que se encuentran sobrelapados.

Finalmente presento una revisién bibliografica acerca de genes u operones bacterianos

regulados por promotores multiples que sobrelapan entre si, o de promotores divergentes que
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también comparten algunos nucleétidos.



Introduccion

La transcripcion es el mecanismo mediante el cual los genes son localizados y “copiados”
en una molécula de mRNA, que posteriormente servird como molde para la sintesis de una proteina.
La enzima central que lleva a cabo el proceso de transcripeidn es la RNA polimerasa dependiente de
DNA. Esta enzima presenta la maquinaria necesaria para la sintesis de mRNA, pero no puede iniciar
el proceso en lugares especificos del DNA. La unién de uno de los varios factores sigma que se
encuentran en la célula bacteriana, confiere especificidad a la RNA polimerasa para el
reconocimiento del promotor.

Debido a que en bacterias la traduccién estd acoplada a la transcripcion, la regulacion se da
principalmente a este nivel, aunque también se encuentran presentes mecanismos de regulacion
postranscripcional tanto en bacterias como en organismos superiores. La regulacién de la
transcripcién es ¢l mecanismo mediante el cual la bacteria se asegura de la utilizacion de los genes
adecuados bajo condiciones de crecimiento especificas.

En bacterias, han evolucionado diferentes mecanismos de regulacion de la transcripeion
como una alternativa para optimizar el gasto energético y la utilizacién adecuada de elementos
durante el ciclo de vida. La presencia de diferentes factores sigma, que son capaces de reconocer
diferentes tipos de promotores, el grado de identidad con respecto a las secuencias consenso de
estos ultimos elementos, ademas de la presencia de activadores o represores, son solo algunos de
los muchos elementos involucrados en este complejo mecanismo de la regulacién transcripcional.

Gran parte del conocimiento que se tiene acerca del mecanismo de regulacion
transcripcional en bacterias ha sido obtenido gracias al estudio de Escherichia coli. En la mayoria
de los casos, esos conocimientos han servido como base para el estudio de ofras especies
bacterianas, y aunque el conocimiento actual acerca de los elementos involucrados en la regulacion

transcripcional es muy amplio, los mecanismos moleculares por los cuales se lleva a cabo este

proceso son, en su gran mayoria, desconocidos. Con este trabajo pretendemos dar una visién mas
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amplia acerca del mecanismo molecular de regulacion de la transcripeion que se da en promotores

bacterianos dependientes de los factores 670 y 654,



Capitulo I
RNA polimerasa

1.1 RNA Polimerasa “core” y RNA Polimerasa Holoenzima

La RNA polimerasa es la enzima central en el mecanismo de la transcripcion. En
eubacterias, esta enzima esta constituida por cuatro subunidades proteicas; dos subunidades o, una
subunidad B y una subunidad B’. A este complejo formado por las cuatro subunidades se le
denomina “core” o enzima central, mientras que la unién de este complejo enzimatico con uno de
los factores sigma alternativos se le denomina “holoenzima®. El core lleva a cabo la funcién de
elongacion y terminacién, pero es incapaz de iniciar la transcripcién en sitios especificos del DNA.
Esta dltima funcién es mediada por la subunidad sigma, que le confiere especificidad a la RNA
polimerasa por el reconocimiento del promotor para el inicio de la transcripcion (Burgess et a/,
1969).

En arqueas y eucariotes la RNA polimerasa es también un complejo multiproteico
constituido por entre diez v quince subunidades (Huet ef al, 1983), mientras que en algunos
bacteri6fagos como T7, T3, SP6 v K11 (McGraw et al, 1985; Dietz et al, 1990) y en la
mitocondria, la RNA polimerasa estd constituida de un solo polipéptido (Chamberlin, 1976).

La RNA polimerasa se ensambla de una manera ordenada, comenzando con la dimetizacion
de las dos subunidades o a partir de sus extremos amino terminal. Posteriormente es la subunidad
B 1a que se acopla al dimero de subunidades ¢ y finalmente la subunidad B’ és la dltima en
ensamblarse {Ishihama, 1981).

La estructura del complejo proteico se ha conservado a lo largo de la evolucion, como se
observa en €l alto grado de similitud de estas proteinas desde bacterias hasta el hombre; esto indica
un origen comun para estas proteinas (Allison et al, 1985). Cada subunidad proteica cumple una
funcion tnica dentro de este complejo y aunque las subunidades o, B, §” y o, han sido propuestas

para ser blanco de activadores transcripcionales, un gran namero de evidencias sugieren que la

5



subunidad G v €l extremo carboxilo terminal de la subunidad o son los blancos preferidos de los

activadores (Gralla, 1992; Lee and Hoover, 1995; Miller et a/, 1997).

1.2 Subunidad «

La subunidad o de £. cofi (332 aminoécidos) estd codificada por el gene rpod y llevaa
cabo tres funciones principales: (i) sirve como base a través de sus extremos amino terminal para el
ensamblaje de las subunidades 3 y B” (Ishihama, [981), (ii) participa ademds en el reconocimiento
del promotor mediante una interaccion DNA-proteina, particularmente en aquellos promotores
fuertes que presentan una region rica en adeninas y timinas denominada elemento UP (Ross ef al,
1993), y (iii) esta subunidad es blanco para la regulacién transcripcional a través de una serie de
proteinas activadoras por medio de su extremo carboxilo terminal (Ishihama, 1993; Ross et al,
1993; Busby and Ebright, 1994).

Estudios realizados por el grupo de R. Ebright utilizando protedlisis parcial, demostraron
que la subunidad o de la RNA polimerasa de E. coli estd constituida por dos dominios
independientes unidos por un “linker” flexible, sin una estructura aparente, de entre 13 y 36
aminoacidos de largo. El dominio amino terminal que comienza aproximadamente en el aminoécido
8 v termina cerca del aminoacido 249, esta involucrado en la dimerizacién de las subunidades o. El
dominio carboxilo terminal comienza por el aminoécido 241 y termina cerca del aminoacido 329.
Este dominio, al igual que el dominio amino terminal, presenta determinantes involucrados en la
dimerizacion, ademas de aquellos involucrados en interaccion DNA-proteina y proteina-proteina

(Blatter et al, 1994).
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Figura 1. Estructura de los dominios amino y carboxilo terminal de la subunidad o de la

RNA polimerasa holoenzima

El dominio carboxilo terminal de la subunidad ¢ ha sido cristalizado de manera
independiente y su estructura se ha determinado por medio de resonancia magnética nuclear. Su
estructura presenta una topologia de plegado distinta a la de otras proteinas de unién a DNA, y
experimentos in vitro confirman su funcion de reconocimiento de DNA y de contacto con proteinas

activadoras (Ho et af, 1995).

1.3 Subunidades B y B’

Las subunidades [ y 3’ son dos de las proteinas mas grandes que se encuentran en la célula
bacteriana, por lo que pueden ser visualizadas facilmente en geles de acrilamida. En E. coli la
subunidad f§ de la RINA polimerasa consta de 1342 aminoacidos y esta codifica por el gene rpoB.
En esta subunidad se ha identificado el sitio catalitico de polimerizacién de la enzima. También en
E. coli, 1a subunidad 3’ (1407 aminoacidos de largo), se encuentra codificada por ¢l gene rpoCy es
en ésta subunidad donde residen los determinantes que median la unién no especifica de la RNA
polimerasa al DNA (Ishihama, 1981; Ishihama, 1990).

Puesto que las subunidades B y " presentan una alta similitud en su secuencia primaria, se

cree que ambas proteinas fueron resultado de un evento de duplicacién ancestral (Armaleo, 1987), y
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ademas, dado que el parecido con las subunidades mayores de la RNA polimerasa de eucariotes y
arqueas es muy alto, se piensa que estas subunidades pudieran tener un origen comuin (Allison et
al, 1985). Estas dos subunidades comprenden mas del 60% de la masa total de la RNA polimerasa
v son las responsables para muchas de las funciones de la enzima. La sintesis de las subunidades
de la RNA polimerasa es coordinada, pero el mecanismo molecular de como se lleva a cabo esta
regulacion es desconocido (Dykxhoorn ef al, 1996).

En eubacterias y en arqueas los genes que codifican para las subunidades f§ y 3° estin
organizados en un operén, en donde el gene rpoB siempre precede al gene rpoC. En bacterias
amb_os genes estdn separados por una pequeiia regién no codificante, mientras que en
arqueobacterias estos sobrelapan en algunos codones (Bult et a/, 1996). En el caso del patogeno
gastrico Helicobacter pylori las dos subunidades se encuentran fusionadas conformando una sola
cadena de 2890 aminodcidos de largo (Zakharova et al, 1998). Severinov y colaboradores han
demostrado que cuando las subunidades B y 3’ de E.coli son fusionadas mediante un conector de
solo dos aminodacidos de largo para formar un solo polipeptido, la RNA polimerasa constifuida a
partir de esta proteina funciona tanto en condiciones in vifro como in vivo, lo que indica que ¢l
extremo carboxilo terminal de la subunidad B y el extremo amino terminal de la subunidad 3° se

encuentran muy cercanos entre si en el complejo de la RNA polimerasa (Severinov ef al, 1997).

Capitulo 2

Factores sigma (o)

Debido a la naturaleza cambiante de los habitats en que se desarrollan la mayor parte de los
géneros bacterianos, estos organismos han desarrollado complejos sistemas para regular la
expresion diferencial de genes bajo diversas condiciones de crecimiento. Una estrategia que permite
la expresion coordinada de grupos de genes bajo diferentes condiciones fisioldgicas o estados de

desarrollo es la aparicién de diferentes factores sigma, los cuales confieren especificidad ala RNA
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ademas, dado que €l parecido con las subunidades mayores de la RNA polimerasa de eucariotes y
arqueas es muy alto, se piensa que estas subunidades pudieran tener un origen comun (Allison ef
al, 1985). Estas dos subunidades comprenden mas del 60% de la masa total de la RNA polimerasa
y son las responsables para muchas de las funciones de la enzima. La sintesis de las subunidades
de la RNA polimerasa es coordinada, pero el mecanismo molecular de como se lleva a cabo esta
regulacidn es desconocido (Dykxhoorn et al, 1996).

En eubacterias y en arqueas los genes que codifican para las subunidades By B’ estan
organizados en un operén, en donde el gene rpoB siempre precede al gene rpoC. En bacterias
amb_os genes estan separados por una pequefia regiéon no codificante, mientras que en
argueobacterias estos sobrelapan en algunos codones (Bult er al, 1996). En el caso del patégeno
gastrico Helicobacter pylori las dos subunidades se encuentran fusionadas conformando una sola
cadena de 2890 aminoacidos de largo {(Zakharova ef al, 1998). Severinov y colaboradores han
demostrado que cuando las subunidades B y B” de E.coli son fusionadas mediante un conector de
solo dos aminoacidos de largo para formar un solo polipeptido, la RNA polimerasa constituida a
partir de esta proteina funciona tanto en condiciones in vifro como in vivo, lo que indica que el
extremo carboxilo terminal de la subunidad § y el extremo amino terminal de la subunidad B’ se

encuentran muy cercanos entre si en el complejo de la RNA polimerasa (Severinov et al, 1997).

Capitulo 2

Factores sigma (0)

Debido a la naturaleza cambiante de los hébitats en que se desatrollan Ja mayor parte de los
géneros bacterianos, estos organismos han desarrollado complejos sistemas para regular la
expresion diferencial de genes bajo diversas condiciones de crecimiento. Una estrategia que permite
la expresién coordinada de grupos de genes bajo diferentes condiciones fisiologicas o estados de

desarrollo es la aparicion de diferentes factores sigma, los cuales confieren especificidad ala RNA
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polimerasa para el reconocimiento de diferentes tipos de promotores.

2.1 Familia de ¢70

En 1969 Burguess y Travers descubrieron que la RNA polimerasa podia ser “disectada”
en dos componentes principales, la RNA polimerasa central o “core” y un nuevo elemento
denominado factor sigma () (Burgess ef a/, 1969). Un andlisis extenso de secuencias de este tipo
de factores ha permitido establecer que en bacterias existen dos grandes familias, filogenéticamente
distintas de factores ¢. Una familia relacionada en secuencia al factor primario de E. coli 670, y otru
familia representada por el factor 654 ampliamente distribuido en bacterias, y que se encuentra
involucrado en la expresion de genes que participan en las mas diversas funciones (Kustu et al,
1989; Lonetto ef al, 1992). Ademas de sus diferencias estructurales, el mecanismo de inicio de la
transcripcion por parte de las holoenzimas conteniendo cada uno de esos factores sigma es
diferente.

Gross y colaboradores han dividido a la familia de ¢7¢ en tres grupos diferentes. Los
factores ¢ del grupo | son los sigmas primarios de cada organismo. Esos factores ¢ presentan una
alta identidad entre ellos y son los responsables de la identificacion de la mayoria de los genes que
se transcriben en células en rapido crecimiento y que son esenciales para el desarrollo. Los factores
del grupo 2 comprenden a los factores G que son muy similares a los factores ¢ primarios, pero que
no son indispensables para la supervivencia de la célula. Finalmente, los factores ¢ del grupo 3 sor
los sigmas alternativos. Estos difieren considerablemente en secuencia de los factores primarios y
son los responsables de la transcripcion de regulones especificos (Helmann and Chamberlin, 1988;

Lonetto et al, 1992).

2.2 Regiones conservadas en la familia de ¢70



La comparacién de secuencias ha permitido establecer que la familia de factores ¢ asociados
al factor 670 de E. coli, comparte 4 regiones conservadas (1, 2, 3 y 4). Estas a su vez han sido
divididas en subregiones. Evidencias genéticas han demostrado que laregion 2 de 670 contiene un
dominio de unidn que reconoce la regién -10, mientras que la region 4 tiene el dominio de unidén a
DNA que interacciona con la region -35 (Siegele et al, 1989; Zuber et al, 1989). Darst v
colaboradores han cristalizado un fragmento proteolitico estable del factor 670 de E. coli, constituido
exclusivamente de o hélices. La estructura determinada a partir de este fragmento ha permitido un
mejor entendimiento del papel que juega el factor 6 en el inicio de la transcripciéon (Malhotra et al,
1996). El éxito en la cristalizacion del fragmento proteolitico obtenido por el grupo de Darst estriba
probablemente en la ausencia de las otras regiones que pudieran estar influenciando el proceso de 1a
cristalizacion de la proteina completa. La estructura cristalizada comprende las regiones conservadas
1.2, 2.1, 2.3 y parte de la region 2.4, ademas de una region no conservada entre la regiéon 1.2 y 2.1
que esta presente solamente en factores sigma primarios de algunos grupos bacterianos (Chan et al,

1996) (Figura 2).
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Union a region -10

Region 1 Region 2 Regiéon3  Regiéon 4
1.1 1.2 2.1 222324 3.13.2 4.1 42
/ Fragmento cristalizado Unidn a regioén -35
Modulacién  Iniciacién I)&
Unidén a RNA Apertura del
polimerasa promotor

Figura 2. Regiones conservadas de 70
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2,2.1 Region 1

Localizada en la region amino terminal de los factores sigma primarios de E. coli y B.
subtilis, puede ser dividida en dos subregiones. La subregién 1.1 muy poco conservada, esta
presente solamente en factores 6 primarios ademas de sig$ de . coli (Mulvey and Loewen, 1989),
mientras que varios residuos de la subregion 1.2 son conservados entre todos los sigmas primarios
y algunos de los secundarios. Aunque no se le ha involucrado en una funcitn especifica a la regién
I, su conservacion en miembros de la familia de 670 es indicativo de su importancia estructural y
funcional (Lonetto et al, 1992). Gross y colaboradores han propuesto que la region 1 de los
factores ¢ primarios y algunos de los alternativos inhibe la unién con el DNA a través de una
posible interaccion con la region 4. Esta inhibicion no se observa cuando el factor sigma se une a la
RNA polimerasa y este sufre al parecer un cambio conformacional, é en mutantes de 670 sin los
primeros 50 aminoacidos (Dombroski et al, 1993; Dombroski ef af, 1992).

En algunos de los factores ¢ alternativos que no presentan homologia con la regién 1 de
G790, (como es el caso de 632 de E. coli en donde en lugar de una region 1 hay una serie de 18
aminoacidos no conservados) el comportamiento de unién a DNA es idéntico al de 670; es decir no
se observa union a DNA cuando la proteina estd completa, mientras que la remocion de los
primeros 46 aminoacidos si permite la interaccion. De la misma manera el factor oK de B subtilis,
que pertenece a un grupo de factores ¢ con una pro secuencia que debe ser procesada para poder
funcionar de manera adecuada, se une a DNA pobremente en condiciones in vitro, sin embargo esta
unién aumenta hasta mil veces cuando la pro secuencia es removida (Dombroski et al, 1993).

En E. colilaregion 1 de 670 estd separada de la regién 2 por 245 aminoacidos, mientras que
las mismas regiones estan casi continuas en el factor primario 643 de B. subtilis y en todos los
factores o alternativos de todas las bacterias. La funcién de este fragmento de 245 aminoacidos en
el factor 670 es desconocida, aunque una delecién de 14 aminoécidos de esta regidn reduce la

estabilidad termica de la proteina, lo que es indicativo de su importancia en la estructuracién del
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factor 670 (Lonetto et a/, 1992; Helmann and Chamberlin, 1988).
2,2.2 Region 2

La region 2 de 670 esta dividida en 4 subregiones y es a su v;ez la regién mas conservada de
este grupo de proteinas. Esta regién ha sido implicada en tres funciones principales: i) unién a la
enzima central o “core” (Lesley and Burgess, 1989), ii) el reconocimiento de la region -10 del
promotor (Siegele et al, 1989; Zuber ef al, 1989) y finalmente, 1il) la desnaturalizacién del DNA en
la regidn promotora (Helmann and Chamberlin, 1988; Juang and Helmann, 1994; Rong and
Helmann, 1994).

Andlisis genéticos removiendo laregion 2.1 de ¢70, un cambio Q406N en laregion 2.2 de
o32de E. coli y una mutacion puntual en el residuo R385 de la region 2.1 de oE de B. subtilis reduce
en los tres casos la unidn a “core”, lo que indica que estas dos regiones (2.1 y 2.2) estan
involucrada en esta funcidn (Chan ef al, 1996; Lesley and Burgess, 1989; Shuler et al, 1995; Joo et
al, 1997). Adicionalmente las regiones 2.1 y 2.3 estan relacionadas con la apertura del DNA
alrededor del promotor con base en la similitud de secuencia con una gran familia de proteinas
eucarioticas que se unen a RNA, principalmente por la presencia de aminoacidos aromaticos
{Helmann and Chamberlin, 1988).

Evidencias genéticas han sugerido que la regién 2.4 esta involucrada en el reconocimiento
de la region ~10 del promotor. La region 2.4 es altamente conservada entre los factores ¢ primarios
que se propone reconocen la misma secuencia de la regidn -10, mientras que, como se esperaria,
esta regién es menos conservada en aquellos factores ¢ que no reconocen esta secuencia consenso.
Un cambio de treonina por isoleucina en 630 de B. subtilis suprime una mutacién de G por A enla
posicién -13 de la regién ~10 del promotor spoVG (Zuber et al, 1989). Esta vision es reforzada por
la observacién de que un fragmento de 670 que comprende la regién 2 se une a una secuencia

consenso -10 de DNA (Dombroski ef al, 1992).
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La estructura cristalina determinada por el grupo de Darst ha dado una idea de como
pudiera ocurrir la interaccion entre el factor ¢ y el DNA. Las regiones 2.3 y 2.4 forman una alfa
hélice continua con los aminodcidos aromaticos de la region 2.3 involucrados en la
desnaturalizaciéon de DNA y los residuos de la regién 2.4 involucrados en el reconocimiento del
DNA en una cara de la hélice. Esta hélice interacciona con la hebra no templado del DNA
neutralizando las cargas negativas del esqueleto de fosfatos a través de los residuos cargados
positivamente del factor 6. Una vez abierto el DNA, el factor ¢ a través de sus residuos aromaticos,
estabiliza la estructura del complejo abierto actuando como una proteina de unién a DNA de cadena
sencilla (Malhotra ef al, 1996; Chan et a/, 1996). Una evidencia que sustenta esta hipotesis es que
el factor ¢ puede ser fotoquimicamente unido al DNA de cadena senciila (Hilton and Whiteley,

1985; Hillel and Wu, 1978).

2.2.3 Regién 3.

La regién 3 esta subdividida a su vez en dos regiones: la region 3.1 y la regién 3.2. La
region 3.1 presenta una secuencia muy parecida al dominio de unién a DNA hélice-vuelta-hélice,
mientras que la region 3.2 es muy rica en aminodcidos acidos. Esta ultima region pudiera estar
involucrada en unidn al core, pues una pequefia delecion en esta region reduce la afinidad de 632 por
el core. Debido a que esta region solamente se encuentra altamente conservada entre los factores
sigma del grupo I, esta funcidén de unidén a core pudiera no ser la misma para todos los factores

sigma (Lonetto ef al, 1992; Zhou ez al, 1992).

2.2.4 Region 4

La regién 4 esta subdividida en dos regiones: la region 4.1 y la region 4.2. Diversas

evidencias genéticas sugieren que esta region se encuentra involucrada en el reconocimiento de la
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region -35 de la secuencia promotora. La region 4.1 puede ser modelada como una hélice alfa
anfipatica, mientras que la regidn 4.2 presenta una similitud en secuencia al dominio de unioén a
DNA hélice-vuelta-hélice (Gribskov and Burgess, 1986; Lonetto ef al, 1992). Se ha reportado que
dos mutaciones en la region 4.2 de 670 de E. coli, son capaces de suprimir alelo especificamente
cambios en la region -35 de los genes ant del fago P22 y lac de E. coli. Ambas mutaciones son
incapaces de activar promotores con cambios en otras posiciones ya sea en laregion -10 6 -35. De
manera similar, un cambic de R584C en 67 de E. coli afecta especificamente el reconocimiento de
C en la quinta posicion del hexanucleétido TTGACA del promotor lac (Siegele et al, 1989).
Finalmente, mutaciones de tan solo un residuo en la region 4.2 permiten una interconversion de las
propiedades de reconocimiento de 6B, oF y 66 (Margolis ez a/, 1991; Schmidt et a/, 1990), esto es

evidencia directa de la funcion que lleva a cabo esta regién.
2.3 La familia de c54

La otra familia de factores sigma que se encuentra ampliamente distribuida en procariotes
esta representada por proteinas similares al factor 654 6 6N de E. coli, codificada por el gene rpoN'y
también conocido como ntrd o ginF. La primera evidencia que se tiené de la presencia de o5+ data
de 1977 cuando Kustu y colaboradores lo identificaron como un factor de regulacién positiva
indispensable para la sintesis de la proteina glutamino sintetasa en Salmonella typhimurium (Garcia
et al, 1977). El papel como factor ¢ fue posteriormente confirmado en 1985 por dos grupos de
manera independiente (Hunt and Magasanik, 1985; Hirschman ez al, 1985), y a la fecha este factor
ha sido identificado en una gran cantidad de géneros bacterianos. Una creencia errénea que derivo
en la denominacién de rpoN al gene que codifica para esta proteina, fue la idea de que G54
participaba tinicamente en la transcripcion de genes involucrados con la asimi]ac;i('m y utilizacion de
fuentes nitrogenadas (Merrick, 1993).

A excepcién de Myxococcus xanthus en donde el producto del gene rpoN es indispensable
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para la sobrevivencia, 654 no es necesario para ¢l crecimiento celular en otros organismos en
condiciones de laboratorio, aunque participa en la expresidén de proteinas que se encuentran
involucradas en una gran cantidad de funciones fisioldgicas. Un cierto numero de caracteristicas
comunes en la expresion de genes dependientes de 654, sugiere que dicha expresion sc da a través
de un mecanismo comun (Kustu ef a/, 1989; Keseler and Kaiser, 1997).

Estudios de esta proteina han demostrado que, ademas de las diferencias estructurales con
el factor 679, la forma de activar la transcripcidn es maés parecida a la observada en eucariotes que
los encontrados en los promotores dependientes de 670 y sus factores relacionados (Merrick,
1993).

El mecanismo de accioén del factor 654 difiere del mecanismo de los de la familia de G670
basicamente en dos aspectos. Mientras que 670 es capaz de reconocer su secuencia promotora
unicamente cuando esta en complejo con la RNA polimerasa, 654 es capaz de reconocer y unirse a
su secuencia promotora en ausencia de 1a enzima central, formando un complejo cerrado estable
3281}. Esta capacidad sin embargo se vé aumentada en presencia del core (Buck and Cannon,
1992; Cannon et al, 1993). Por otra parte, el complejo RNA polimerasa-654 no puede por si solo
pasar de un complejo cerrado a un complejo de promotor abierto en ausencia de una proteina
activadora (Popham et af, 1989).

La RNA polimerasa en complejo con el factor 670 o sus relacionados funcionan de una
manera muy similar (Gross and Lonetto, 1992). La holoenzima forma un complejo transcripcional
con el promotor, el cual puede isomerizarse sin la necesidad de factores transcripcionales a un
complejo de promotor abierto. Es entonces mediante la funcién de activadores y represores que se
puede modular la expresion alterando las constantes de unién, isomerizacion o desalojo del
promotor. A diferencia de 670, G54 puede formar un complejo de promotor cerrado en ausencia de
la enzima central, pero es incapaz de isomerizar a un complejo de promotor abierto sin la hidrolisis

de ATP por parte de una proteina activadora (Sasse-Dwight and Gralla, 1988; Popham ef al, 1989).
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2.4 Regiones conservadas de G54

Cuando 54 fue secuenciado, inmediatamente se determind que no presenta una cercania
evolutiva con otros factores sigma (Merrick and Gibbins, 1985). Debido a que en la actualidad no
se cuenta con informacion de estructura tridimensional de 654, las secuencias de aminoacidos de
¢34 de cuando menos treinta diferentes organismos han servido para establecer que estas protejnas
tienen una alta conservacion al menos en su secuencia primaria, identificandose al menos tres
diferentes regiones (Merrick er al, 1987) (Figura 3). La region I, de aproximadamente 50
aminoacidos de largo, se encuentra altamente conservada entre los miembros de esta familia, es rica
en leucinas y glutaminas y se encuentra probablemente involucrada en la activacion de la
transcripeion. La regioén II, de tamafio y conservacion variable, es rica en residuos 4cidos y se le
asocia con la desnaturalizacion del DNA en la region del promotor. Finalmente, una regién III, de
aproximadamente 400 aminodcidos de largo, estd bastante conservada. En esta region se han
identificado los determinantes de unién al core, asi como el motivo de unién a DNA hélice-vuelta-
hélice y una secuencia de aproximadamente 10 aminoacidos caracteristica de estas proteinas,

denominada caja RpoN (Merrick ez al, 1987).
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Region I1 Variable

27-110 aa hélice-vuelta-hélice
H2N — 7 COOH
Region I Conservada Regidn 111 Conservada Caja RpoN

50 aa 400 aa

Figura 3. Estructura Primaria de ¢54

Recientemente, M. Buck y colaboradores han descrito una estructura tridimensional a baja
resolucion de 054 completa vy la de un fragmento de aproximadamente 30 Kd. La estructura muestra
una particula altamente elongada, en donde el fragmento independiente -con una apariencia como de
boomerang- puede ser posicionada dentro de la estructura total. Esta Gltima conformacién es similar
a la del modelo atémico de un fragmento de 670 de Escherichia coli, lo que es indicativo de que,

aunque diferentes en secuencia, 654 y 670 presentan similitud estructural (Svergun et a/, 2000;

Malhotra et al, 1996) .

2.4.1 Region L.

La region I de 054 se encuentra bastante conservada entre los miembros de esta familia.
Contiene varios motivos caracteristicos entre los que se encuentran una regién rica en glutaminas,
una héptada hidrofobica repetida, un trimero de aminoacidos repetidos y una héxada de leucinas
repetida (Sasse-Dwight and Gralla, 1990).

Cuando los residuos de leucina que forman parte de la héptada son progresivamente
cambiados por serina hay una pérdida progresiva de la funciéon y produccién de mRNA. Por &l

contrario, cuando las leucinas que no forman parte de la héptada son cambiadas por serina no hay
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un efecto aparente sobre la funcién de ¢54, a menos que los cambios sean miltiples. Se ha
propuesto que, por la posicion de los residuos de leucina en este ﬁ]oﬁvo, esta region adopta una
estructura de hélice anfipatica con las leucinas de la héptada formando 1a cara hidrofdbica y que
junto con una estructura similar de la regién I, pudieran formar juntas una estructura para el
reconocimiento de la regién -12 del promotor,

Esta hipotesis se ha reforzado por la introduccion de una prolina intermedia a la héptada de
leucinas que afecta drasticamente la funcion de ¢54. Este resultado es el esperado si esta region en
realidad adopta una estructura de o hélice (Hsieh and Gralla, 1994).

Mutantes sencillas y dobles en la héptada de leucinas presentan entre un 50 y un 100 % de
capacidad para formar complejos abiertos. Interesantemente, atin cuando la capacidad de formacion
de complejos abiertos es constante en estas mutantes, la capacidad de produccion de mRNA sufre
una significante reduccion, lo que indica que los defectos de esas mutantes son en pasos posteriores
a la apertura del complejo (Hsieh and Gralla, 1994).

Por el contrario, resultados derivados de una serie de mutantes que eliminan
progresivamente residuos de leucina dentro de la héxada repetida no presentan el comportamiento
observado en las mutantes de 1a héptada, es decir existe una correlacion entre la capacidad de formar
complejo abierto con la capacidad de sintesis de mRNA (Hsieh and Gralla, 1994).

Sin embargo, dos mutantes de 654, una triple y una cuadruple en esta héxada de leucinas,
presentan cierta tendencia a retener la habilidad para formar complejos abiertos sin la capacidad de
producir mRNA. La relacion que este par de mutantes guardan con las mutantes dentro de la
héptada de leucinas es que en estas mutantes se alteran residuos cercanos a las leucinas de la
héptada, y ambos tipos de mutantes mapean en una region rica en leucinas y glutaminas que va del
residuo 25 al 37 de 654 de E. coli (Hsieh and Gralla, 1994).

Estas mutantes tienen la capacidad de activar la transcripcion en ausencia de activador y
ATP, por lo que se propuso que cambios en las leucinas de la regién 1 de 054 y particularmente

aquellas que mapean en esta subregién confieren un fenotipo de activacion independiente de
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activador (Wang et al, 1995). Wang y Gralia en un segundo analisis para la identificacion de
mutantes de 654 capaces de activar en ausencia del activador, identificaron 5 mutantes que mapearon
en una region mas estrecha, de la posicion 25 ala 31 (Wang and Gralla, 1996).

Estas mutantes son capaces de alcanzar hasta un 15% de la capacidad de activacion en
ausencia de activador, comparado con el 1% que presenta 054 silvestre también en ausencia de
activador, lo que indica que las mutaciones en G54 ocasionan que la polimerasa abra al DNA lo
suficiente para permitir la condensacién de ribonuciedtidos e iniciar la transcripcion (Wang ef a/,
1995).

Estos resultados han servido para proponer un modelo de la funcion de 654 y los
activadores de la familia de las EBP’s en el mecanismo de activacion. El extremo amino terminal de
G54 contiene una regién rica en leucinas que reprime la capacidad de desnaturalizacion y
polimerizacién de la RNA polimerasa. Cuando esta regién es mutada la represion se pierde y la
polimerasa puede transcribir en ausencia de activador. En este sentido, el parche de leucinas
funciona para cambiar el estado de la polimerasa y que esta pase de un estado de reconocimiento
del promotor a un estado de desnaturalizacién del DNA y polimerizacion.

La funcidn del activador es por lo tanto, la de contrarrestar la capacidad de inhibicidn de 654
sobre la RNA polimerasa en sus capacidades de desnaturalizacién y polimerizacién. Debido a que
el factor 670 no presenta un motivo que mantenga reprimida la capacidad de desnaturalizacion de
DNA, la RNA polimerasa en asociacion a este factor puede iniciar la transcripcién sin necesidad de
proteinas accesorias que cumplan la funcién del activador en promotores 654 dependientes (Wang et
al, 1995).

Los complejos abiertos normales formados por el activador y ATP son resistentes al
poliani6n heparina, sin embargo el evento de activacién que presenta una de las mutantes LS2633 es
insensible al polianion solo bajo ciertas condiciones. Cuando el complejo de transcripcién formado
por las mutantes fue preincubado con ribonucleétidos para permitir la formacién de un pequefio

mRNA, este complejo se volvio insensible a heparina, 10 que indica que los complejos abiertos
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formados por la mutante de 654 en ausencia de activador son anormales, pero una vez que se ha
formado un pequefio mensajero y la polimerasa entra al proceso de elongacion, los pasos
posteriores son normales (Wang et a/, 1995; Syed and Gralla, 1997).

Muiltiples cambios de los residuos de glutamina que se encuentran intercalados en la héxada
y la héptada de leucinas de esta region, también tienen un efecto en la capacidad de
desnaturalizacion que puede ser creciente o decreciente, mediando de esta manera la respuesta con
el activador. Esto es particularmente interesante, pues regiones ricas en glutaminas pueden mediar
transcripcién dependiente de activador en células de mamifero (Courey and Tiian, 1988; Courey et
al, 1989; Gerster et al, 1990).

De esta manera, toda laregion I y parte de la regién II juegan un papel importante en tres
propiedades principalmente: reconocimiento de la region -12, desnaturalizacién del DNA y funcién

catalitica después de la desnaturalizacion.

2.4.2 Region I1.

La regién II de G54 es bastante heterogénea tanto en composicién como en tamafio;
comprende entre 60 y 110 aminoécidos de largo con una gran cantidad de residuos acidos,
arreglados en cuatro subregiones. La primera subregion sobrelapa una porcion del cierre de
leucinas de la region III. La siguiente subregion esta representada por una gran area con pocos
residuos acidos, seguida por dos subregiones acidas en donde los residuos son arreglados en
trimeros repetidos (Sasse-Dwight and Gralla, 1990). En bacterias entéricas los primeros 33
residuos de la region Il se encuentran agrupados adoptando esta ultima conformacién (Wong and
Graila, 1992), mientras que en un subgrupo menor de la familia de ¢4, especificamente en RpoN
de Rhodobacter sphaeroides y los homologos de Rhodobacter capsulatus 'y Bacillus subtilis
presentan una regién I mucho mas corta, que va de 27 a 36 aminoécidos y no presenta abundancia

de residuos acidos (Merrick, 1993).
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Una delecion de un fragmento de 27 aminoacidos dentro del dominio de residuos 4cidos, no
altera la unién a DNA, pero la mutante presenta una marcada reduccién en la capacidad de
formacién de complejos abiertos, mientras que una duplicacion permite la formacion de complejos
abiertos mas rapidamente. Por esto se propuso que la region de trimeros acidos determina en parte
que tan rapido es formado un complejo de promotor abierto (Wong and Gralla, 1992;

Sasse-Dwight and Gralla, 1990).
2.4.2.1 Formacion del complejo abierto.

Aunque las regiones acidas no habian sido implicadas en €l control de la transcripcion en
bacterias, su participacién ha sido demostrada en transcripcion eucariotica dependiente de la RNA
polimerasa II (Ptashne and Gann, 1990).

Experimentos en esos sistemas han servido para proponer una serie de hipétesis para
explicar como pudiera darse la formacion de este complejo. Una de estas hipétesis para explicar la
el mecanismo de transcripcion en bacterias es la que propone que la region acida de 654 interacciona
con el activador a través de un parche de residuos basicos, sin embargo NtrC, un factor
transcripcional de genes dependientes de 054, parece no tener una region de este tipo (Sasse-Dwight
and Gralla, 1990).

Un papel alternativo pudiera ser el promover cambios conformacionales que resultarian en la
desnaturalizacién de DNA, graciaé a una repulsion de cargas entre la regién acida de 654y el DNA

(Sasse-Dwight and Gralla, 1990)
2.4.3 Region 111

La regién I1I de 654 es de aproximadamente 400 aminoécidos de largo, y se encuentra

bastante conservada entre los miembros de esta familia. Se ha propuesto que la region carboxilo
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terminal de 654 reconoce 1a region -24 del promotor, ademas de portar los determinantes principales
de interaccion con la RNA polimerasa y unién a DNA (Sasse-Dwight and Gralla, 1990).

Al igual que 670, 654 se une a la RNA polimerasa en una relacion 1:1, sin embargo estos
factores no presentan una gran similitud, ni siquiera en el sitio de unién con la polimerasa (Lesley
and Burgess, 1989), por lo que es probable que este sitio sea distinto. Debido a la baja afinidad de
o54 por la RNA polimerasa, ha sido dificil la identificacion del sitio de interaccion con este compleje
enzimatico {Lesley et al, 1991).

Se ha propuesto que G354 contiene cuando menos dos elementos separados de
reconocimiento de las regiones promotoras -12 y -24 siendo un candidato el dominio hélice-vuelta-
hélice altamente conservado entre los miembros de esta familia (Merrick et al, 1987). Varias
mutantes de 654 incapaces de activar la transcripcién de una fusién gind-lacZ y formar un
complejo de promotor abierto, se identificaron cerca del motivo de unién a DNA hélice-vuelta-
hélice, lo que sugiere reconocimiento y unién a DNA (Sasse-Dwight and Gralla, 1990).

Coppard y Merrick demostraron que mutantes de 654 que mapearon fisicamente dentro del
dominio de unién a DNA hélice-vuelta-hélice, son incapaces de proteger los residuos de guanina -
13, -24 y -25 del promotor glnAp2 del ataque de dimetil sulfato. Mutaciones en las posiciones 14 y
15 de la hélice 2 de este motivo, afectan la activacién de este promotor y solamente cambios
conservativos son aceptados. Se ha propuesto que el residuo de la posicién 15 pudiera junto con el
residuo de la posicion 5 dentro de la hélice 1 estar formando un brazo hidrofébico para mantener
las posiciones relativas de las dos hélices, de tal manera que solamente residuos pequefios o
hidrofébicos pueden esperarse en esa posicion (Coppard and Merrick, 1991).

Una mutacién de arginina por lisina en la posicion 383 de 654 de Klebsiella pneumoniae, €l
cual se ha propuesto como un residuo expuesto de 1a hélice-vuelta-hélice, suprime mutaciones en la
posicién -13 del promotor glnAdp2, poniendo de manifiesto la funcién de este motivo en el
reconocimiento de la regién -12 de los promotores ¢34 dependientes (Merrick and Chambers,

1992),
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El motivo de unién a DNA hélice-vuelta-hélice de 670 reconoce la parte distal del promotor,
mientras que en G54 la situacion es inversa, pues este motivo reconoce el extremo proximal de este
tipo de promotores. Aunque si bien las funciones de ¢54 pueden ser fisicamente separadas, es
aparente que estas son interdependientes dentro de la proteina para ¢l buen funcionamiento de la
misma. Una delecion de 1a region 1 permite una marcado incremento de la funcién de union a DNA,
mientras que una delecion de las regiones I y II reducen esta misma funcién. De esta manera,
cuando una regién es modificada o deletada, se afecta consecuentemente otra funcion de una region
diferente (Cannon et al, 1995; Cannon ef al, 1994).

Una secuencia de aproximadamente 10 aminoécidos de largo bastante conservada entre los
miembros de esta familia y que se encuentra localizada en esta region Il es la denominada caja
RpoN. Esta caja, con una secuencia ARRTVAKYRE, es totalmente diagnostica de este grupo ya
gue no se ha localizado en ninguna otra proteina. A pesar del alio grado de conservacién, mutantes
en algunos de los residuos que conforman esta secuencia no presentan un fenotipo distinto al de la
proteina silvestre, mientras que otras si afectan el reconocimiento del promotor. El aito grado de
conservacion de esta secuencia se ha relacionado con la alta conservacidn en secuencia de los

promotores 654 dependientes (Taylor ef al, 1996).

Capitulo 3

Estructura y funcién del promotor.

El proceso deinicio de la sintesis de una cadena de RNA por la RNA polimerasa requiere
que esta enzima, ya sea por si sola o en conjunto con otras proteinas, actile como una proteina
especifica de union a DNA, después como una proteina que desenrolla el DNA, para que

posteriormente efectie la separacion de las hebras del DNA sobre una regién limitada y se

" comporte finalmente como una RNA sintetasa ¢ inicie ia sintesis de RNA.

La secuencia que regula la expresién de un gene usualmente se localiza hacia el extremo 5°
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El motivo de unién a DNA hélice-vuelta-hélice de 670 reconoce la parte distal del promotor,
mientras que en 654 la sitnacion es inversa, pues este motivo reconoce el extremo proximal de este
tipo de promotores. Aunque si bien las funciones de 54 pueden ser fisicamente separadas, es
aparente que estas son interdependientes dentro de la proteina para el buen funcionamienio de la
misma. Una delecion de la region I permite una marcado incremento de la funcién de unién a DNA,
mientras que una delecién de las regiones I y II reducen esta misma funcién. De esta manera,
cuando una region es modificada o deletada, se afecta consecuentemente otra funcién de una region
diferente (Cannon et al, 1995; Cannon ef al, 1994).

Una secuencia de aproximadamente 10 aminoacidos de largo bastante conservada entre los
miembros de esta familia y que se encuentra localizada en esta region II es la denominada caja
RpoN. Esta caja, con una secuencia ARRTVAKYRE, cs totalmente diagnoéstica de este grupo ya
que no se ha localizado en ninguna otra proteina. A pesar del alto grado de conservacion, mutantes
en algunos de los residuos que conforman esta secuencia no presentan un fenotipo distinto al de la
proteina silvestre, mientras que otras si afectan el reconocimiento del promotor. El alto grado de
conservacion de esta secuencia se ha relacionado con ia alta conservacion en secuencia de los

promotores 654 dependientes (Taylor ef al, 1996).

Capitulo 3

Estructura y funcion del promotor.

El proceso deinicio de la sintesis de una cadena de RNA por la RNA polimerasa requiere
que esta enzima, ya sea por si sola 0 en conjunto con otras protefnas, actie como una proteina
especifica de unién a DNA, después como una proteina que desenrolla el DNA, para que

posteriormente efectie la separaciéon de las hebras del DNA sobre una regién limitada y se

" comporte finalmente como una RNA sintetasa ¢ inicie la sintesis de RNA.

La secuencia que regula la expresion de un gene usualmente se localiza hacia el extremo 5
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de la region codificante, e incluye la regién promotora. El promotor es por tanto la region de DNA
que contiene la secuencia de reconocimiento para la RNA polimerasa holoenzima, asi como otras
secuencias que regulan la union de la polimerasa al promotor (Hawley and McClure, 1983).

Como se ha mencionado, la especificidad de la RNA polimerasa hacia el DNA depende del
factor & con el que esté asociada. La existencia de dos grandes familias de factores ¢ en bacterias es
consistente con que la estructura del promotor sea diferente para cada una de estas familias. Asi la
estructura de los promotores reconocidos por factores 670 0 los pertenecientes a esta familia es

diferente de los promotores reconocidos por la familia de ¢54.
3.1 Promotores dependientes de G70.

Para los promotores reconocidos por los factores relacionados al factor 670 de E. coli, se
han definido 2 regiones altamente conservadas centradas a 33 y 10 pares de bases hacia “arriba”
del inicio de la transcripcion. Las secuencias TTGACA y TATAAT han sido establecidas como
secuencias consenso para el principal factor sigma de E. coli y son referidas como cajas -35 y -10
respectivamente, debido ala posicion relativa con respecto al inicio de la transcripcién (Rosenberg
and Court, 1979; Siebenlist et o, 1980; Hawley and McClure, 1983).

Estas secuencias varian dependiendo del factor ¢ en cuestiéon y, aunque algunos factores
puedan compartir alguno de estos dos elementos, se han definido secuencias consenso para cada
uno de los factores ¢ de E. coli y algunos otros organismos (Tabla 1) (Graves and Rabinowitz,
1986; Gilman ef a/, 1981; Moran et al, 1981a; Rather et af, 1986; Johnson ef a/, 1983; Haldenwang
and Losick, 1980; Moran et a/, 1981b; Constanzo ef al, 1984; Hawley and McClure, 1983; Hunt
and Magasanik, 1985; Beynon et a/, 1983; Cowing ef al, 1985; Bartlett et a/, 1988; Helmarnn and
Chamberlin, 1987; Elliot and Geiduschek, 1984; Hoess e a/, 1980; Mullin et al, 1987) .
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Factor

Bacillus subtilis

ag43

G32

Escherichia coli

c70

o32

Gene

rpoD, sigd

sigD

spollGB, sigE

sigC

sigB

rpoD

rpoH

rpokE

Funcion

Vegetativo

Sintesis Flagelo

Esporulacién

Desconocida

Desconocida

Vegetativo

Estrés

Estrés

Secuencia Consenso

-35

TTGACA

CTAAA

TT-AAA

AAATC

AGG-TT

TTGACA

CTTGAA

-10

TATAAT

CCGATAT

CATATT

TA-TG-TT-TA

GG-ATTG-T

TATAAT

CCCCAT-TA

Referencia

(Graves and
Rabino witz,

1986)

(Gilman et af,

1981)

(Moran ef al,
1981a; Rather et

al, 1986)

(Johnson ef al,

1983)

(Haldenwang and
Losick, 1980;
Moran ¢ ¢ al,

1981b)

{Hawlecy and

McClure, 1983)

(Cowing et al,

1985)



o34 rpoN Varios TGGCA N6 TTGC (Hunt and
Magasanik,
1985, Beynon e:

al, 1983)
28 rpoF Sintesis Flagelo

o38 rpoS Estrés

Tabla 1. Factores ¢ de B subtilis y E. coli

La separacion entre las regiones -35 y -10 es variable y juega un papel fundamental en la
fuerza de un promotor. La gran mayoria de los promotores 670 o sus relacionados presenta una
separacion de 15 a 21 pares de bases, siendo 17 pares de bases la separacién més frecuente de los
elementos en este tipo de promotores. De [a misma manera, la separacion entre la region -10 y el
inicio de la transcripcion varia de 4 a 8 pares de bases, aunque separaciones de hasta 10 nucleétidos
han sido reportadas (Hawley and McClure, 1983).

Estos pardmetros han sido definidos como resultado de un andlisis estadistico de mas de
100 secuencias promotoras de E. coli, y esta respaldado por la construccién de promotores
sintéticos (Amann et al, 1983; de Boer et al, 1983; Rossi et al, 1983; Brosius et al, 1985), y de
muchas evidencias geneticas, en donde mutaciones especificas que se acercan a este consenso o
inserciones o deleciones que permiten una separacion mas Optima entre los elementos -35 y -10,

aumentando la actividad promotora (Reznikoff ef al, 1985).

3.1.1 Promotores -10 “extendidos”

Existen algunos promotores, como el promotor pre del fago A, que difieren mucho con la
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secuencia consenso para promotores dependientes de 670 en su regidn -10 (ires de seis elementos
conservados), mientras que a 17 pares de bases hacia arriba esencialmente no hay identidad con la
secuencia consenso de la regidn -35. En este caso en particular, la expresion a partir de este
promotor depende de la proteina activadora cIl. Esta proteina reconoce una secuencia
TTGC(N6)TTGC que se localiza en la region -35 de este promotor. La interaccion de la proteina cIl
por tanto es necesaria y suficiente para una interaccién productiva de Ia RNA polimerasa con ¢l
promotor para activar la transcripcion (Ho ef al, 1983).

Este promotor se vuelve independiente de la regulacion positiva a la que estd sometido
cuando la regidn -10 se acerca, mediante mutagénesis sitio dirigida, al consenso de los promotores
dependientes de ¢70. Se ha identificado en este tipo de promotores que presentan una regién -10
consenso pero que carecen de una regién -35, un dinucledtido TG exactamente un nucleétido por
arriba de la regién -10, que al parecer compensa la ausencia aparente de una regién -35 (Barne ef al,
1997).

Cuando este dinucledtido es mutagenizado, la expresion a partir de este tipo de promotores
se ve afectada, pero se rescata cuando estd presente el activador cll. Este tipo de promotores que se
han identificado en un gran nimero de operones y organismos se les ha denominado promotores -
10 “extendidos”, (Keilty and Rosenberg, 1987; Ponnambalam et a/, 1986; Inokuchi ef al, 1984;
Backendorf et al, 1983; Grande er af, 1999)

Es probable que la RNA polimerasa realice contactos alternativos con el dinucleétido, y que
estos contactos se vuelvan criticos cuando una region -35 estd ausente. Barne y colaboradores,
utilizando una estrategia de supresion extragénica, identificaron en 670 los residuos responsables de
la interaccidn con el dinucledtido TG. Estos mapean en la region inmediata a la regién 2.4
responsable del reconocimiento de la regién -10, a la que denominaron regién 2.5 (Bame ef a/,

1997).

3.1.2 Elemento UP.
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Como ya he mencionado, la fuerza de un promotor esta condicionada por su similitud con
su secuencia consenso, ademas del dptimo espaciamiento entre los elementos que conforman dicho
promotor. No obstante, se ha propuesto ademas que las secuencias que rodean los clementos -35 y
-10 pueden también modular la actividad promotora (Deuschle ef al, 1986).

Se ha demostrado que secuencias fuera del promotor hacia el extremo 5° son capaces de
incrementar in vitro la transcripcion en varios promotores de E. coli y B. subtilis sin mas proteinas
que la RNA polimerasa (McAllister and Achberger, 1988; Lavigne et a/, 1992; Newlands et a/,
1992}..

Recientemente, se ha identificado un tercer elemento adicional a los hexanucleétidos -35 v -
10 en algunos promotores de E. coli. Los siete genes r#n que codifican para los RNA ribosomales
son peculiarmente fuertes, pues producen mas del 60% del RNA en células en rapido crecimiento.
La fuerza de estos promotores estd dada, ademaés de por el alto grado de identidad de ellos con la
secuencia consenso, por una region de aproximadamente 20 nucle6tidos rica en A y T, justo por
arriba de la region -35, el denominado elemento UP (Ross ef al, 1993; Deuschle et al, 1986).

Diversas evidencias genéticas y bioquimicas han permitido establecer que el elemento UP es
contactado por la RNA polimerasa y mas especificamente por la subunidad o de esta enzima.
Experimentos in vitro utilizando RNA polimerasa reconstituida conteniendo versiones mutadas de
la éubunidad o son menos eficientes para llevar a cabo la transcripeion en este tipo de promotores,
en comparacioén con enzima reconstituida con todas sus subunidades silvestres (Ross et al, 1993).

De manera contraria, la RNA polimerasa silvestre es menos eficiente para transcribir sobre
promotores dependientes de elemento UP a los que previamente se les ha removido esta secuencia,
que sobre los promotores sin alteracion. Ademas, experimentos de proteccion a digestién por
nucleasas han demostrado también que la subunidad o de la RNA polimerasa interacciona
directamente con el elemento UP (Ross et al, 1993).

Estrem y colaboradores, utilizando una serie de oligonicleoétidos sintéticos con secuencias
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aleatorizadas para la regién de -38 a -59 del promotor rruBpl, y ciclos de enriquecimiento por
PCR, lograron la identificacion de una serie de secuencias que incrementan la transcripcion a partir
de estos promotores de 31 a 326 veces in vivo. Esta serie de fragmentos promotores, sirvié para
definir una secuencia consenso para el elemento UP en los promotores bacterianos, que
corresponde la secuencia: mAAAA/TA/TTA/TTTTTnnAAAAnn, que vade -59 a -38 en este
promotor (Estrem et a/, 1998) (Figura 4a y 4b).
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transcripeion en ausencia de un activador de la familia de las EBP’s. Los sitios de unién (UAS) de
estas proteinas dentro de la region promotora, se localizan entre 100 y 150 pares de bases por arriba
del inicio de la transcripcion, y pueden encontrarse uno o varios sitios (Popham et al, 1989; Rippe

et al, 1995).

Capitulo € %/

Regulacion del inicio de la transcripcién

Las bacterias viven en habitats frecuentemente cambiantes y han evolucionado respuestas
muy sofisticadas para adaptarse a los cambios ambientales. Esas respuestas muy frecuentemente
resultan en la activacion y/o represion de un nimero de genes para adaptarse fisiologica o
metabolicamente a las nuevas condiciones. En consecuencia, las bacterias han desarrollado una
amplia gama de mecanismos para regular la expresion genética, involucrados en cada paso, desde el
inicio de la transcripcion hasta la inactivacion de las proteinas o su degradacion.

En este sentido, la modulacién del inicio de transcripeién es la mas comin y sencilla.
Generalmente la célula transcribe de manera constitutiva los genes esenciales para el crecimiento,
mientras que la transcripcion de los genes que necesita bajo ciertas condiciones los regula mediante
diferentes mecanismos, como la produccion de diferentes factores ¢ que reconocen promotores

particulares, o la presencia de proteinas represoras y activadoras.

4.1 Regulacion negativa

El mecanismo de regulacion negativa en bacterias puede en principio ser realizado por
cualquier proteina de unidn a DNA, si la secuencia a la cual deba unir, se encuentra en una posicion
que interfiera con la interaccidn RNA polimerasa-promotor. En este sentido, el activador

transcripcional XylIR que regula la transcripeién del gene xyi§ 654 dependiente, reprime su propia
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transcripcion en ausencia de un activador de la familia de las EBP’s. Los sitios de unién (UAS) de
estas proteinas dentro de la region promotora, se localizan entre 100 y 150 pares de bases por arriba
del inicio de la transcripcion, y pueden encontrarse uno o varios sitios (Popham ez al/, 1989; Rippe

et al, 1995).

Capitulo # 4/

Regulacion del inicio de la transcripcion

Las bacterias viven en habitats frecuentemente cambiantes y han evolucionado respuestas
muy sofisticadas para adaptarse a los cambios ambientales. Esas respuestas muy frecuentemente
resultan en la activacion y/o represion de un niuimero de genes para adaptarse fisiolégica o
metabolicamente a las nuevas condiciones. En consecuencia, 1as bacterias han desarrollado una
amplia gama de mecanismos para regular la expresion genética, involucrados en cada paso, desde el
inicio de la transcripetén hasta la inactivacién de las proteinas o su degradacion.

En este sentido, la modulacién del inicio de transcripcidn es la mas comun y sencilla.
Generalmente la célula transcribe de manera constitutiva los genes esenciales para ¢l crecimiento,
mientras que la transcripcion de los genes que necesita bajo ciertas condiciones los regula mediante
diferentes mecanismos, como la produccién de diferentes factores G que reconocen promotores

particulares, o la presencia de proteinas represoras y activadoras.

4.1 Regulacion negativa

El mecanismo de regulacion negativa en bacterias puede en principio ser realizado por
cualquier proteina de union a DNA, si la secuencia a la cual deba unir, se encuentra en una posicién
que interfiera con la interaccion RNA polimerasa-promotor. En este sentido, el activador

transcripcional XyIR que regula la transcripcion del gene xy/S ¢34 dependiente, reprime su propia
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expresion, pues los sitios de unién UAS del gene xyIS sobrelapan con el promotor del gene xviR
{Abu and Engleberg, 1994).

Uno de los primeros y mas estudiado mecanismo de regulacion negativa que se conocen es
el de la represion de la transcripeion del operdn lac, que codifica para las enzimas involucradas er.
el transporte y metabolismo de lactosa. Bajo condiciones de crecimiento en ausencia de lactosa, €l
represor Lacl, cuyo sitio operador O1 sobrelapa con el promotor del operdn, se une e impide el
acceso de [a RNA polirﬁerasa al promotor. Por el contrario, cuando el crecimiento de la célula se da
en presencia de lactosa como una de las principales fuentes de carbono, ésta actia como un efector
alostérico y se une al represor, inhibiendo la afinidad de éste por el sitio operador.

En algunos promotores, las secuencias operadoras se localizan no solamente sobre el
promotor, sino que se encueniran en la region codificante del gene u operdn que se esta regulando.
Ademas del operador O1, existen ofros dos operadores auxiliares O2 y O3, que regulan también la
expresion del operon lac, y que se encuentran distantes al sitio de transcripcidn (Reznikoff ef al,
1974; Gilbert ef al, 1975).

El operador 02, se localiza a 400 pares de bases aproximadamente del sitio de inicio de la
transcripcion, dentro de la region codificante, mientras que el operador O3 se localiza a 93 pares de
bases por arriba del operador O1. Se sabe que ambos operadores unen al represor débilmente, sin
embargo cuando éstos son inactivados el nivel de represion cae unas 1300 veces (Oehler et al,
1990)

Las causas de estos efectos son ahora conocidas a nivel molecular. Debido a que el represor
Lacl es un tetramero, pero solamente un dimero es suficiente para unir a DNA, permite que el otro
dimero libre del complejo tetrdmero-DNA pueda unir a otro operador. Esta hipotesis ha sido
probada mediante la observacion directa del asa que se forma por la unién de Ol con 02 u O3
(Mossing and Record, 1986; Borowiec et al, 1987; Kramer et al, 1987)

La proximidad de otros promotores puede jugar también un papel importante en la

regulacion de la transcripcion. La RNA polimerasa puede actuar como un represor, cuando se une a

34



un promotor con mayor afinidad impidiendo la unidn a un promotor sobrelapado.

El operdn fixRnif4 de Bradyrhizobium japonicum y el gene pilE de Neisseria gonorrhoeae
son transcritos a partir de promotores sobrelapados. Ambas unidades transcripcionales presentan
promotores 654 dependientes sobrelapados con promotores reconocidos por el factor 670 o sus
similares. Se ha demostrado, que una doble mutante en rpoN en B. japonicum (esie organismo
presenta dos copias de este gene), y una mutacién en la region -24 del promotor P3 ¢354
dependiente de N. gonorrhoeae, permiten una mejor expresién a partir de los promotores
dependientes de 670, lo que es indicativo de una clara competencia entre las polimerasas para

transcribir estos genes (Barrios ef al, 1995; Barrios et al, 1998; Fyfe et al, 1995).

4.2 Regulaciéon positiva

La regulacion positiva resulta en un incremento de la fuerza basal de un promotor por uno o
varios mecanismos. Entre ellos se encuentran la interaccion con proteinas activadoras, el uso de un
nuevo factor ¢ para la RNA polimerasa holoenzima, alteracion de la conformacion del DNA o la
interaccién de pequefias moléculas con el promotor 0 la RNA polimerasa. En este sentido, las
proteinas activadoras tienen la funcién de “ayudar” al buen reconocimiento del promotor por parte
de la RNA polimerasa (Raibaud and Schwartz, 1984).

Del total de los genes que la bacteria necesita transcribir, muchos son expresados
constitutivamente, mientras que otros requieren factores transcripcionales adicionales para iniciar la
transcripeion. Una de las razones principales por las que ciertos promotores necesitan de una
proteina activadora es que su secuencia difiera considerablemente del consenso, 0 que ésta no sea
propiamente reconocida por la polimerasa. En la mayoria de los genes bacterianos que estan sujetos
a regulacion positiva, el sitio de unién de las proteinas reguladoras se localiza por arriba 6
sobrelapando la region -35 de los promotores dependientes de 670 o sus similares, ¢ en una region

amas de 100 pares de bases del promotor para el caso de los activadores de genes dependientes de
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O34,

Una serie de reportes realizados por Ishihama, demostraron que la RNA polimerasa
reconstituida a partir de la subunidad ¢ carente de los tltimos 100 aminoacidos del extremo
carboxilo terminal, aunque funcional en transcripcién basal, es incapaz de responder a un nimero
de activadores, lo que indicaba que el extremo carboxilo terminal de la subunidad o porta sitios de
interaccién con algunos activadores; sin embargo, sustitfuciones senciltlas de aminoéacidos en el
extremo carboxilo terminal de la subunidad o, también interfieren con la activacidn, ademas de que
diferentes sustituciones tienen efectos variables sobre los activadores, 1o que sugeria diferentes
sitios de interaccion para diferentes activadores (Ishihama, 1993).

Uno de los activadores mejor conocidos que interacciona con el extremo carboxilo de la
subunidad o, es la proteina CRP. El modelo mas simple de activacion del operon Jac por CRP, es
que esta proteina activa la transcripcion por reclutar el extremo carboxilo de la subunidad o de la
RNA polimerasa inmediatamente por arriba de la regién -35 del promotor, compensando por la
carencia de un elemento UP (Figura 5A).

Como va he mencionado, no todos activadores son afectados por deleciones en ¢l extremo
carboxilo terminal de la subunidad o de la RNA polimerasa. De los activadores conocidos, muchos
de ellos se unen a sitios que sobrelapan la regioén -35 de los promotores. De este tipo de
activadores, el mas v mejor conocido es el activador cI del fago A. El activador ¢l activa al promotor
APgrym uniéndose a una region que sobrelapa con la region -35 de este promotor. Hochschild en
1983 demostrd que la activacion de la transcripeion por ¢l, depende de una regidn activadora de 10
aminoacidos, rica en residuos acidos (Hochschild et al, 1983).

Partiendo de una proteina cl afectada en su capacidad de activacion, Li y colaboradores
identificaron una supresora alelo especifica para esta mutante, en la regién 4 de la subunidad 670 de
la RNA polimerasa. El analisis de secuencia demostré que la mutacion mapea justo después del
motivo de unién a DNA hélice-vuelta-hélice involucrada en el reconocimiento de la region -35. El

caracter alelo especifico de esta mutante sugeria fuertemente que estas dos proteinas interaccionaban
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para activar la transcripcién (Li et al, 1994) (Figura 5B).



SITIO DE ACTIVADOR -35 -10

SITIO DE ACTIVADOR

Figura 5. A) Modelo de Activacién Activadores Tipo CRP. B) Modelo de Activacion Activadores

Tipo cIl. DCT y DNT dominio carboxilo terminal y dominio amino terminal respectivamente.
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4.3 Activadores a distancia

Como ya he descrito en otras secciones, los promotores dependientes de 654 son incapaces
de activar 1a transcripcion en ausencia de una proteina activadora de la familia de las EBP’s. Estas
proteinas unen al DNA por arriba del promotor para activar la transcripcion. Los productos de los
genes que son activados por estas proteinas se encuentran involucrados en una gran variedad de
funciones: desde la expresion de proteinas que participan en el transporte especifico de compuestos,
hasta la produccion de determinantes de virulencia, pasando por la expresidon de genes que
responden a ciertos tipos de estrés (Kustu et af, 1989; Model et al, 1997).

Cierto grupo de proteinas de la familia de las EBP’s pertenecen también a la familia de dos
componentes. En este tipo de regulacion, una proteina receptora recibe una sefial del medio
ambiente y la transduce a un regulador de la respuesta que activa los genes necesarios (Albright ef
al, 1989).

En otro grupo mas de estas proteinas, moléculas efectoras actiian directamente sobre el
activador, modificando su actividad. En este caso la proteina activadora es capaz de realizar su

funcién de activacion.

4.3.1 Estructura de las EBP’s (Enhancer Binding Proteins).

Diversas evidencias tanto genéticas como bioquimicas, han permitido establecer que las
EBP’s estan constituidas por tres dominios estructurales, que tienen la capacidad de funcionar de
manera independiente (Drummond et al, 1986; Drummond ez al, 1990; Morett and Segovia, 1993).
Un dominio central bastante conservado entre los miembros de esta familia, es capaz de activar la
transcripcion en ausencia de los dominios amino y carboxilo terminal. Se ha propuesto que los
determinantes involucrados en la transcripcion radican en este dominio. Un dominio carboxilo

terminal medianamente conservado presenta un motivo de unidn a DNA hélice-vuelta-hélice,
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mientras que €l dominio amino terminal, el menos conservado de los tres es al parecer blanco de

sefiales regulatorias (Figura 6).
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Dominio Central

Modulacion Walker A
I

hélice-vuelta-hélice

Regién C3
Control Positivo

Dominio Amino Terminal

Figura 6. Estructura en dominios de las EBP’s (Enhancer Binding Proteins).

Dominio Carboxilo Terminal
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4.3.1.1 Dominio central

De 240 aminoacidos aproximadamente, el dominio central es el mas conservado entre los
miembros de esta familia. Un alineamiento mdltiple de secuencias de aminoacidos ha permitido
agrupar en siete regiones (C1-C7) los residuos altamente conservados (Morett and Segovia, 1993).
Una firma estructural caracteristica de proteinas que unen e hidrolizan ATP, conocida como P-lop 6
Walker-A, se ha localizado en este dominio (Saraste ef al, 1990; Walker et a/, 1982). Esta firma
mapea en la region C1 y se ha comprobado que mutaciones en esta region afectan profundamente la
hidrélisis de ATP y por tanto la activacién de la transcripcién(Cannon and Buck, 1992; Austin and
Dixon, 1992; Weiss et al, 1991)

Morett y Segovia (1993) determinaron que parte de la region C3 no se encuentra en algunas
de las proteinas reguladoras, a pesar de la gran similitud con resto del dominio central. TyrR de E.
coli, que no pertenece a la familia de las EBP’s pero que presenta una gran similitud con el dominio*
central de estas proteinas, carece del extremo carboxilo de la region C3 y solamente presenta su
region amino. A pesar de que TyrR presenta la actividad ATPasa caracteristica de los activadores de
esta familia, no es un activador transcripcional de genes dependientes de 654, sino que se comporta
como un represor de genes dependientes de 670, teniendo funcion de activador solamente sobre
algunos genes. Los sitios de union en ¢l operdn mtr, uno de los pocos que activa, se localizan justo
por arriba de la regién -35, por lo que es muy probable que establezca contactos con la subunidad ¢
de la RNA polimerasa (Pittard and Davidson, 1991; Lawley et al, 1995; Yang et al, 1996).

Este analisis, ademas de una serie de evidencias genéticas, en donde una gran cantidad de
mutaciones que afectan la capacidad de activacion de las EBP’s, sin afectar las funciones de
hidrolisis de ATP ni la unién a DNA, llevaron a Morett y Segovia (1993) a proponer que la region
C3 de las EBP’s constituye un elemento de reconocimiento y el encargado de establecer contacto
con la RNA polimerasa para activar la transcripeion en los promotores 654 dependientes (North e

al, 1996; Shuler et al, 1995; Gonzalez er al, 1998; Li et al, 1999) .



Recientemente, basiandose en predicciones de estructura secundaria y algoritmos que
reconocen plegamientos comunes, se propuso un modelo estructural para las EBP’s (Osuna ef af,
1996). Se sugiere que el dominio central de estas proteinas es una GTPasa. Esta familia, incluye
proteinas muy diversas que dependen de la hidrolisis de mononucledtidos para llevar a cabo su
funcién. El modelo propuesto consiste en un polipéptido que adoptan una topelogia ¢/3, como el
de la proteina EFTu, cuya estructura cristalografica se conoce. En este modelo, ¢l extremo amino
terminal de la regién C3 se predice como una ¢ hélice, mientras que ¢l extremo carboxilo de esta
regién que ha sido propuesto para interaccionar con la RNA polimerasa no se predice el tipo de
estructura secundaria que adopta. Interesantemente la regién C3 de las EBP’s mapea en una region
equivalente a la region efectora de la proteina EFTu, que sirve de punto de interaccion proteina-
proteina con el ribosoma.

Poco se conoce acerca de la funcion de las otras regiones de este dominio, aunque
mutaciones que afectan la funcién de activaciéon han sido mapeadas en algunas de estas regiones (L1

et al, 1999).

4.3.1.2 Dominio carboxilo

En este dominio, que se encuentra medianamente conservado en la familia de las EBP’s, se
localiza un motivo de unién a DNA hélice-vuelta-hélice (Drummond et ¢/, 1986). Mutaciones que
alteran algunos residuos de este dominio de unién a DNA en NtrC y NifA, suprimen mutaciones en
los sitios de reconocimiento del DNA (Morett and Buck, 1988).

El dominio carboxilo terminal de NifA de Klebsiella pneumoniae puede ser separado del
resto de la proteina, y en altas concentraciones es capaz de asociarse al DNA y reprimir in vivo, la
expresién de algunos genes (Morett and Buck, 1988; Lee et al, 1994).

Se ha demostrado que mutaciones en la hélice de reconocimiento del motivo hélice-vuelta-

hélice de NtrC, ademas de afectar la unién a DNA, alteran significativamente la funcion
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transcripcional, lo que indica que a diferencia de lo que ocurre en NifA, en NirC al parecer hay una
mayor dependencia de la unién con el DNA para activar la transcripcién (Contreras and
Drummond, 1988; Drummond et a/, 1986).

Es probable que el dominio carboxilo terminal de NtrC contenga determinantes
secundarios de oligomerizacién como sucede en algunas otras proteinas, ademas de los principales,
localizados en el dominio central (Porter ef a/, 1993).

Mediante una comparacion de secuencias del motivo de union a DNA, hélice-vuelta-hélice
de NifA’s de diferentes organismos, se determiné que algunos de los residuos se encuentran
altamente conservados, entre ellos una glicina que se sabe es la responsable de la vuelta para formar
la segunda hélice (Aurora ef al, 1994).

NifA de Sinorhizobium meliloti sin embargo, carece de esta glicina altamente conservada y
presenta en su [ugar un residuo de acido glutamico, por lo que muestra una baja afinidad por su
sitio de unidén en experimentos de proteccion a metilacion por dimetil sulfato. A pesar de esto, esta
proteina activa la transcripcion eficientemente. Juarez et a/ (2000) demostraron, que esta incapacidad
para unirse a DNA para activar la transcripcion, fue evolutivamente compensada por un dominio de
activacién mas activo. Mediante mutagénesis sitio dirigida, este residuo de glutamato fue cambiadc
por glicina, de tal manera que las variantes obtenidas fueron, por mucho, mejores activadores que la
proteina silvestre (Juarez et al, 2000).

Entre el dominio central y el carboxilo terminal de algunas proteinas de esta familia que son
sensibles al oxigeno, se ha identificado un juego de cuatro cisteinas que no se presentan en aquellas
proteinas que no se ven afectadas en presencia de este elemento. Fischer ef al (1988) han propuesto
que NifA sensa el oxigeno por el estado redox de un cofactor metalico, unido entre el dominio
carboxilo y central, de tal manera que cualquier cambio en el estado redox del cofactor puede

influenciar la actividad de ambos dominios. (Fischer et al, 1988).

4.3.1.3 Dominio amino terminal
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mas de 100 pares de bases del inicio de la transcripcion, con la RNA polimerasa unida al promotor.
Los potenciadores bacterianos o enhancers fueron descritos en 1986 como regiones del DNA que
se encuentran lejos del promotor y son esenciales para activar la transcripcion (Reitzer and
Magasanik, 1986; Buck et al, 1986). Aligual que los potenciadores eucarioticos, estos pueden ser
situados hasta a 2 kilobases en cualquier direccidn sin perder totalmente su funcion (Ninfa et a/,
1987; Reitzer and Magasanik, 1986). Una comparacién de secuencias de potenciadores de la region
promotora de algunos genes dependientes de ¢354 de diferentes organismos han permitido
establecer la conservacion de las bases TGT N10 ACA como sitios de interaccion de las EBP’s
(Buck et al, 1986). Estas secuencias a 1as que se les ha denominado UAS (Upstream Activation
Sequences) son los sitios de interaccion con las proteinas de la familia de las EBP’s, y pueden
encontrarse como copias dnicas o en conjuntos de dos o més (Cannon et al, 1990).

Evidencias directas de interaccién entre algunas proteinas de la familia de las EBP's y ¢l
DNA, han sido documentada a través de experimentos de proteccion a diferentes compuestos o
enzimas tanto ir vivo como in vitro.

Utilizando la técnica de microscopia electrénica, se visualizaron complejos en forma de asa
entre la RNA polimerasa y NtrC para activar la transcripcion (Su et af, 1990), lo que reforzo

profundamente la hipétesis de la formacién de una asa en este tipo de promotores (Figura 7).
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Figura 7. Modelo de activacién a distancia de las EBP’s
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Capitulo 5

Antecedentes y Objetivos

Hace poco mas de diez afios, H Hennecke y colaboradores, demostraron que el operon
fixRnif4 de Bradyrhizobium japonicum, que codifica para las proteinas FixR y NifA, este tltimo el
regulador central de los genes involucrados en la fijacion biologica del nitrogeno, se autoregula de
manera positiva y se expresa a partir de un promotor 654 dependiente (Thony ef al, 1989; Thony et
al, 1987).

Estos estudios demostraron que, contrariamente a lo esperado, este operén se expresa
también bajo condiciones de crecimiento aerobico. Dada la sensibilidad al oxigeno del activador
transcripcional NifA, la activacién bajo estas condiciones de crecimiento fue al parecer
independiente de NifA y ¢54. Sin embargo, esta expresion dependia de la secuencia de DNA entre
la regién -24/-12 del promotor y la posicién -86 relativa al inicio de transcripcion (Thony et al,
1989; Fischer ef al, 1988).

Se demostré también que una transversién de A por C en la posicion -68, afectaba
drasticamente la expresion. Experimentos de retardamiento en geles de acrilamida con extractos
crudos de proteina de B. japonicum sugerian que esta region es el sitio de unién de una proteina
activadora, pues estos retardos no se observaban utilizando un oligonuciedtido con un cambio de A
por C en la posicién -68. Estos resultados no coincidian con el modelo de activacion de los
promotores dependientes de G54 pues este sitio se ubica demasiado cerca del promotor para ser
activado por una proteina de la familia de las EBP’s (Thony ez al, 1989).

En este sentido, Barrios et al (1995) demostraron que la expresion del operdn fixRnif4 es
regulada al parecer por un segundo promotor que sobrelapa al dependiente de 654 y NifA. Este
segundo promotor dirige la sintesis de un transcrito que comienza dos nucleétidos por abajo del
inicio de transcripcion del promotor 654 dependiente, y se observa en condiciones de crecimiento

aerdbico como en microaerobiosis, pero no en nodulos desarrollados (Barrios et al, 1995).
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Una comparacién de secuencias promotoras de los genes g/nd y fbcFH, también de B.
Jjaponicum y cuyo inicio de transcripcion habia sido previamente reportado, con la region promotora
del operén fixRnifA tomando como reférencia el inicio de transcripcion del promotor ¢354
independiente, demostrd una cierta identidad de secuencias en las regiones -35 y -10 de estos
genes. Estas secuencias no tienen similitud alguna con secuencias promotoras bacterianas
previamente reportadas (Barrios ef a/, 1995). Para la region -10, cinco de ocho nucledtidos son
idénticos, mientras que en la posicién -35 solamente cuatro residuos son conservados. Es sabido
que promotores positivamente regulados no presentan, o presentan una pobre similitud con el
consenso en su regién -35 (Collado-Vides et al, 1991; Raibaud and Schwartz, 1984).

En este sentido nuestro trabajo se enfocé a la caracterizacidén de un probable promotor tipo -
35, -10 dirigiendo también la expresion de este oper6n. Sabiamos de trabajos anteriores, que una
mutacién en la region -24 afectaba la expresién del promotor 654 dependiente, mientras que una
mutacién en el dinucledtido GC de la regién -12 la abatia por completo (Thony et al, 1989).
Basados en esta informacion, disefiamos una estrategia de mutagénesis de la regién -12/-10 que es
comun para los dos promotores, especificamente las posiciones -14, -11 y -10 que rodean al
dinucledtido GC fueron mutagenizadas por todos sus posibles cambios, con el objetivo de
identificar nucledtidos indispensables para cada promotor y determinar su posible separacion
(Figura 1C Apéndice I).

Para la region -35 también diseflamos una estrategia de mutagénesis sitio dirigida, con el
objetivo de acercar esta region a la secuencia “consenso” de los genes gind y fbcFH. En esta
regidn, cuatro posiciones fueron mutagenizadas por nucledtidos especificos (Figura 1C Apéndice
I). Con estos experimentos pretendiamos definir una region -35 consenso para este tipo de
promotores y determinar si esto serfa suficiente para volver independiente de activacion positiva la

expresion de este promotor a la que esta sujeto (Apéndice Iy Discusién y conclusiones apéndice D).

Por otra parte, como ya he mencionado la RNA polimerasa asociada al factor 654 es incapaz

de activar la transcripcion en este tipo de promotores sin la presencia de una proteina activadora de
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la familia de las EBP’s. Se ha propuesto que estas proteinas activan la expresion de estos
promotores al unirse a secuencias por arriba del inicio de la transcripeién y mediante la formacién
de un asa, estas proteina se pone en contacto con la polimerasa para activar la transcripcion. Debido
a que esta interaccion es transitoria, los sitios de contacto entre estas proteinas no se han
identificado.

Previamente en el laboratorio se generaron una serie de mutantes en la regién C3 de NifA
de B. japonicum con base en la hipdtesis propuesta por Morett y Segovia (1993) sobre la funcién
de activacién de esta region, probablemente en una interaccion directa con la RNA polimerasa
asociada al factor 654 (Gonzalez et a/, 1998). Como se esperaba, la gran mayoria de mutantes
fueron incapaces de activar la transcripeién de una fusion rifH-lacZ de Klebsiella pneumoniae. Sin
embargo, un par de ellas con cambios conservativos, retuvieron cierta actividad residual. La
sustitucion de E298D y T308S en la regién C3 de esta proteina presentaron cerca del 1% de
actividad con respecto a la proteina silvestre.

A estas mutantes se les determind su capacidad de unién de DNA vy de oligomerizacion,
para descartar la posibilidad de que estos factores fueran los responsables del fenotipo de
activacion. Utilizando la técnica de proteccion a metilacidén por dimetil sulfato, Gonzélez ef al,
demostraron que las mutaciones en la region C3 no afectan la union a DNA, y aunque si bien la
unién en algunas de ellas no fue tan fuerte como la de la proteina silvestre, éstas continuaron
reconociendo las UAS adecuadamente.

Cuando las proteinas mutantes fueron expresadas en presencia de la proteina silvestre, la
gran mayoria de las mutantes desplegaron un fenotipo de dominancia, indicativo de que los
determinantes involucrados en oligomerizacion no se alteraron por las mutaciones en la regién C3
(Gonzalez ef al, 1998).

Con este par de mutantes, y basandonos en las evidencias genéticas de los estudios
realizados con ¢54 que sugerian que la regidén [ de esta proteina es la encargada de establecer

contacto con los activadores, decidimos realizar una busqueda intensiva de supresoras extragénicas
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en 654 que pudieran restablecer la actividad de las mutantes de NifA, lo que nos daria evidencias
genéticas de que estas proteinas hacen contacto para activar la franscripcion. Mediante mutagénesis
generalizada con hidroxilamina y PCR mutagénico, generamos bancos de 634 y los retamos contra
las mutantes de NifA para identificar supresoras que rescataran el fenotipo de activacién (Apéndice:

II y resultados y discusion apéndice I1, apéndice ITI y resultados y discusién apéndice III).
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ABSTRACT The Bradyrhizobium japonicum fixRnifd
operon is transcribed from two promoters: fixRpl,a —24/—12
promoter recognized by the ¢°%-holoenzyme 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
nricroaerobiosis by NifA, whereas fixRp2 is also activated, but
by a different regunlatory protein. The main transcription start
sites for these promoters are just two nucleotides apart, such
that the conserved —12 and —10 regions of fixRp1 and fixRp2,
respectively, must overlap each other, whereas the —24 and
—35 regions lie one DNA helical turn apart. Using in vivo
genomic dimethy! suifate and KMnO, footprinting, we showed
that the promoter region is differentially protected, depending
upon which holeenzyme 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 sequence 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 fixRnif4
promoter region.

In Bradyrhizobium japonicum, the root 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 rcgulators that activate transcription from promoters rec-
ognized by RNA polymerase holocnzyme with the alternative
sigma factor o™ (Ec™) (reviewed in refs. 1-3). Regulation of
nif and fix gene expression is finely controlled by oxygen, which
regulates both the cxpression and the activity of NifA (4).
Promoters recognized by E¢™ are unique in having two DNA
boxes unusnally close together, centered at —12 and —24
nuckeotides upstream from the transcription start site, instead
of the more common - 10 and —35 boxes found in most of the
bacterial promoters (5). E¢™ 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 vive footprinting
analyses have shown that NifA binds to DNA sequences of the
type TGT-Nyp-ACA, called upstream activator sequences
(UASs) (11, 13). The nif and fix genes have up to three UASs,
and the number of these elements in a given promoter
contributes to the level of NifA-mediated activation (14, 15).

The B. japonicum NifA protein is encoded in the fixRnifA
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 aerobic 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 fixRnifA is
due to the presence of two overlapping promoters: fixRpl,
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 oxygen
tensions. Transcripts originating from fixRp2 start at two sites:
onc 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 upstrcam —68 promoter region but it is
independent of ¢ and NifA. This promoter is cxpressed
under aerobic and anacrobic conditions but it is not expressed
in root nodule bacteroids (16). Mutations in the —24 region of
the ¢5¢-dependent fixRpl promoter impair only the pl tran-
script, showing that this region is not required for the expres-
sion of fixRp2. Converscly, mutanis in the conscrved ~12
region of the fixRpl promoter do not show any transcript,
suggesting that these changes simultancously disrupt the over-
lapping —10 region of the fixRp2 promoter. In agreement with
this obscrvation, 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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Biochemistry: Barrios ef al.

In this report we analyze the in vive chromosomal occupancy
and isomerization of fixrRnif4 wild-type and mutant promoters,
by using dimethyl sulfate (DMS) and KMnQy, respectively.
Results establish that the two RNA polymerase holoenzymes
bind differently to a common promoter region and that fixRpl
is completely within the fixRp2 promoter. We also show
NifA-dependent protection of two imperfect UASs at —100
and —121, and protection by a second reguiatory protein of a
guanine residue in the —68 region.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Plasmids. All the strains used in this
work were constructed by chromosomal integration by means
of homologous recombination of the appropriate fixR-lacZ
fusion (16). Chromosomal integration results in the duplica-
tion of the fixRaif4 promoter region up to the site of the lacZ
gene fusion (codon 8 of fixR). Strain 8085 contains the
wild-type fixR-lacZ fusion in the wild-type B. japonicum
110spc4 strain, whereas sirain 8091 has an A-to-C transversion
at position —68 (18). In strains AB085 and N8085 the fixR-lacZ
fusion was integrated into the rifd mutant strain A9 (19), or
into the rpoNy/rpoN> double mutant strain N30-97 (20),
respectively.

Growth Conditions. B. japonicum cultures were normally
grownt aerobically in PSY medium (18) at 30°C with the
following antibiotics: kanamycin at 100 pg/ml, tetracycline at
50 pg/ml, streptomycin at 100 wg/ml, and spectinomycin at
100 pg/ml. Anaerobic cultures were grown in yeast extract/
mannitol medium with 10 mM KNOs as the electron acceptor.

DMS Genomic Footprinting. Anaerobic cultures (160 mi)
were grown until an ODsyg of 0.5-0.6, and DMS was added to
a 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 pug/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 ug of DNA, 0.5 pmol of
the appropriate 2P 5'-end-labeled oligonucleotide [lac4 (16)
or fixR upstream (5'-GTGAAAGCGAACGCGGGC-37)].
These oligonucleotides 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
at 55°C, and 90 sec at 72°C).

Potassium Permanganate Reactivity Analysis. Anaerobi-
cally grown 160-ml cultures were incubated with rifampicin for
10 min before exposure o KMnO, (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
scparated by electrophoresis on 6% polyacrylamide gels and
exposed on hyperfilm B-Max films (Amersham) or scanned in
a Molecular Dynamics Phosphorlmager.

Site-Directed Mutagenesis. The —10 and —35 promoter
regions were mutagenized by a direct oligonucleotide method
based on PCR (22). A degencrate oligonucleotide with a
mixture of the four nucleotides at positions - 10, —11, and ~14
{CGCAAATCCNGCNNCGCGTGCG) was uscd 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 oligenucleotides were extended by using
as template plasmid pRJI7211, which contains a fixR-lacZ
fusion, or total DNA of strain 8091, which carrics a fixR
A¥.to-C promoter mutatton also fused o facZ, and an
ohgonucieotide that primes in the coding region of the lecZ
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gene. These PCR products were used as megaprimers and
extended further downstream, as reported (22). The digested
products were used to replace the wild-type 331-bp Smal-
BemHI promoter fragment, and the mutations were confirmed
by sequencing the entire cloned fragment.

Chromosomal Integration of the Mutant fixR-lgcZ Fusions.
To determine the effect of the different fixR mutations on
promoter performance, the various promoter mutations were
cloned into the suicide plasmid pSUP202. This plasmid carries
a tetracycline-resistance gene and cannot replicate in B. jao-
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 FeoRI-Dral fragments,
and conjugated into the B. japonicum 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 lacZ gene, yielding
a wild-type fixR-lacZ fusion and a mutant promoter in front of
the fixRnif4 operon) total 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 ficR-lacZ fusions. The
B-galactosidase activity of each fusion was determined as
described (16).

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

RESULTS AND DISCUSSION

NifA-Dependent DMS Protection of Two Imperfect UASs. /n
vive 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. L4 shows the nucleotide sequence
of the fixRnifd promoter region. Two elements resembling
NifA binding sites (UAS), located at —100 (TGT-N;-CCA)

A UAS) UAS2 PBS
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Fig. 1. Structure of the B. japonicum fueRmifA promoter region.

(4) Nucleotide sequence of the ficRrif4 upstream promoter region,
showing the putative NifA binding sites (UAS), centered at ~ 121, and
UAS2, centered at —100), and the protein binding sitc (PBS) in the
08 region. The overlapping promoter region is also shown (fixRp2/
fixRp1). + 1 indicates the start of the g™-dependent pl transeript; +1°
indicates the major transcription start site, p2. for the fixRp2 transeript.
(8) Positions presumed o serve as conserved sequences for cach
promoter. (C) Mutations constructed at the fixRrifA promoter region.
Relevant positions for cach clement are shaded, whereas positons in
boxes indicate nucleotide substitunions i the mutant prometers.
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and —121 (TGT-Njp-ACC) nucleotides upstream from the
o°-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-
lacZ fusions.

The rationale for doing the footprinting experiments directly
over genomic DNA is derived from previous observations
which established that the complex pattern of fixRnif4 gene
expression Is detected only in chromosomally integrated fixR-
lacZ fusions (17). If the fusions are plasmid-borm, autoactiva-
tion by NifA is obscured (23), probably by a mechanism
resembling the multicopy inhibition of nitrogen fixation by
plasmid-born rif promoter sequences observed in Klebsiella
pneumoniae (24). Genomic in vive modified DNA was isolated
and used as template for cycling primer extension with Tag
DNA polymerase using a 5'- *2P-end-labeled synthetic oligo-
nucleotide. With this method we were abie to directly analyze
the in vive 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 (rifd~, lane 1), 8091 (A% to C in wild-type back-
ground, lane 3), and N8085 (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 nzif4 ~ 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 N8085 showed a clear protec-
tion of UAS1 and a partial protection of UAS2. Thus, the
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FIG. 2. Genomic DMS footprinting analysis of the B. japonicum
fixRmifA upstream promoter region. The B. japonicum fixRmfA up-
stream promoler DNA region, integratcd on the chromosome as a
fixR-lacZ fusion, was analyzed by DMS footprinting in anacrolie
cultures of strains AB085 (nif4~ background), 8085 (wild-type back-
ground), 8091 (mutant A~ to C promoter in wild-type background),
and NB08S (rpoNT- /rpoN2~ background). Primer extension products,
obtained by linear amplification of the genomic DNA with Tag TINA
polymerase, were separated by gel electrophoresis and detected by
autoradiography. Guanine residuc =121 of the top DNA strand was
protected from methylation in all the strams except in the mfd -
background, whereas guanine — 100 was clearly protected m the 8085
and 8091 struns, and fess protected in strain NB08S. Guanine residuc
-75 ot the protein binding site (PBS)  alse shown (see Fig, 3).
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protection of the GASs by NifA is independent 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 nifHc gene of Rhizobium erli (25) and the niff
gene of K preumoniae (26). However, these observations have
been made in heterologous systems having aif4d expressed
from a strong promoier on a multicopy plasmid, whereas in our
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 soybean root nodule bacteroids (16).
The regulatory mechanism controlling this expression pattern
has not been fully determined. However, genctic 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 fixRp2 expres-
sion (16, 17). These observations suggest that the fixRp2
promoter is positively regulated by a protein that binds to the
—68 region, To find out whether this region is protected from
methylation in vivo 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 8085,
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 feast from —68 to —75, and
that the A~%-to-C mutation drastically impairs the in vivo
binding of the activator protein, as suggested by the gel
retardation experiments.
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Fic. 3. Genomic DMS footprnting analysis of the B. japonicum
fucRnif4 - 68 promoter region. The e vive methylation pattern of the
~68 region obtamed from anacrobically grown 80835, 8091, and N8085
strains 18 shown. Protection of G ~75 (¢7) and hypermethylation of G
~62 (@) are indicated,
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Interestingly, the nucleotide sequence of the —68 region
showed a palindromic motif (TGCG-N1;-CGCA), from —74 to
—56, 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 fixRnifd Promoter Region. On
the basis of the comparison of the nucleotide seguence up-
stream of the transcription start site of the gind, fbcFH, and
JfixRp2 genes of B. japonicum, we proposed a mew type 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 “housckeeping” B. japonicwn promoter,
recognized by a ¢’ homologue. Hennecke and collaborators
(27, 28) have recently determined the transcription start for
the 168 ribosomal RNA. They found a motif highly resembling
the consensus —35/—10 boxes for a0 holoenzymes at the right
distance from the transcription start site (TTGACA-N;7-
TATAAc-N7-+1), suggesting that the typical housekeeping
promoter does exist in this organism. Moreover, they proposed
that the gind and fbcFH promoters have weak sequence
similarity to the canonical —35/-10 promoters (27). Thus,
although the fixRp2 promoter does not show sequence simi-
larity to 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 fixRp2 we
constructed a set of mutations around the conserved GC
dinucleotide of the fixRpl — 12 region (Fig. 1C), and integrated
them by homologous recombination into the chromosome of
the wild-type B. japonicum strain (see Materials and Methods).
Table 1 shows the expression of each of the fixR-lacZ fusions
in aerobic 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 fixRpl 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-
scrvation downstream of position —11 (5). Thus, the fixRp2
promoter extends at least to the —10 nuclcotide and therefore
the fieRp1 promoter is completely within the ficRp2 sequence.

It has been documented extensively that positively regulated
promoters have a weakly conserved to nonconserved —35
region, compared with promoters cxpressed 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 (I6), in

Table 1. Expression of the fixR-lacZ promoter mutants

B-Galactosidase activity,

Relevant . .
characieristic of Miller units
Strain fueR promoter* Acrobic Anacrobi¢
B0BS Wild type 501 = 63 837 = 8
2020 TA = CG W2*E 6 684 = 54
2030 T/TA — G/GG 3x 1 41
2035 TA/C/C - GG/T/G 1.599 = 319 2,389 = 17
2068 TA/C/C — GG/TIG L 610 = 54

*See Fig. L.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 1017

agreement with being subject to positive regulation. To in-
crease the similarity of the —35 region to the sequence of the
ginA 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. japonicum. 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 fixR-lacZ fusion under both aerobic and
anagrobic conditions (Table 1), Our 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 likely that
this mutation did not affect fixRpl 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
resulted in a constitutive promoter the level of expression
would be similar regardless 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 fixRpl 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 firRp2 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-
meters 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 8083. 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
preduct is the main transcript of fixrRp2, 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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FiG, 4, Transcription start siie mappng of the —35 matani fixRp2
mRNA. Total RNA was purificd from the following strains grown
anacrobically: 2068 (mutant at the —335 region in the A~%-10-C
fixRmfA promoter region). 2035 (mutant at the —35 region in wild-
type fueRnifA promoter region), and 8085 (wild-type firRaufA promot-
er). Transeripes pi {mamly from the fixRpt promoter), and p2 (from
the flRp2 promoter) are indicited,
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experiments demonstrate that the —35 mutation resulted in a
more active fixRp2 promoter and did not have any effect on
fixRpl. Taken together, these results strongly support our
interpretation that the glnd, 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 fixRpl and fixRp2
promoters, respectively, overlap each other, whereas the —24
and the —35 regions are located one helical turn apart, as
depicted in Fig. 1B (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 hypermethylation pattern has
been observed at several other o%*-dependent promoters (5,
30-35). Analogous protection was observed in strain 8091
{Fig. 5, lanes 3), where the fixRpZ promoter is nof active,
Conversely, the protection of the top strand was not observed
in strain N80835, 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. 58, lane 4). This result shows
that the —12 position is contacted by a holoenzyme other than
Eog®*, Moreover, because the protection was also detected in
the 8091 strain, which does not express the fixrRp2 promoter
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FIG. 5. In vive genomic DMS footprinting analysis of the B.
Japonicum fixRnifA promoter region. Anacrobic cultures of strans
8085, 8091, and N8085 were grown for 3 days and incubated with

rifampicin before the exposure to DMS, Primer extension pattern of

the fixRnifA top (/1) and bottom (8) strands is shown, Control DNA
methylated in vire in the abscence of proteins s shown on the feft
Protected posinons are ndiemed with O, whereas the bypermethylated
posttion iy indicated with @
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(Fig. 3B, lane 3), and this position is protected by Ec™* 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 ¢ than
in a strain devoid of NifA. This paradoxical observation has
been interpreted as the resnlt 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 fixrRp2 (16). Our 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 guanine 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 fixRpl 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 early proposal
that o might melt the DNA by tightly binding to one DNA
strand (36). Protein—-DNA crosslinking studies have shown that
both the 5 and B’ subunits of the RNA polymerase and ¢’
bind to the nontemplate strand (37-39). Also, Buck and
collaborators (40} have shown crosstinking of the o3 protein
with promoter DNA. deHaseth and Helmann (41) have pro-
posed that the stabilization of singie-stranded DNA in the
open complex could involve interactions between ¢ and ceriain
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.
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FIG. 6. [r vive genomic reactivity of the fixRnifA promoter region
to potassium permanganate. Anacrobic cultures were mcubated with
rifampicin for 10 min and exposed to KMnQ4 for another 10 min, and
the total DNA was purified. The first lanes of cach panel show the
primer extension products of DNA samples from strain 8085 thag were
not treated with rifampicin. {A) Effeet of promoter mutations in open
complex formation. Strains 8085 and 20168 showed hyperreactivity 1o
KMnQ, of position ~3, whereas in strain 2035 the hyperreactivity
moved to posion ~5, The triple mutant strain 2030, for which no
fixR-facZ expression was detected (Table 1), did not show any hyper-
reactivity to KMnQ,, (B) Comparison of KMnO reactivity of strajos
5083, NBOSS, and 8094, Lanes C, T, A, and G are wosequence 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 to
KMnO,. This single-stranded DNA selective reagent has been
very useful for detecting the extent of strand separation in
several prokaryotic and eukaryotic promoters (34, 42).
Genomic DNA oxidized in vivo was isolated and used as
template for cycling primer extension with Tag DNA poly-
merase, in a manner similar to that for the DMS-treated DNA.
The extent of the reactive DNA in the fixRnif4 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 £). Similar reactivity
was observed when either fixRp2 or fixRpl was the only active
promoter (strains N8085 and 8091; Fig. 68, lanes 3 and 4,
respectively). This indicates that even though the two holoen-
zymes interact differcntly 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 —3 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~%-10-C background, showed
hyperreactivity at —3 (Fig. 64, lane 4). As expected, mutant
2030, which did not show expression under any conditions, did
not show sensitivity to KMnQy (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 fixRnifd 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 js different for each holoenzyme.
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6.1 Discusién Apéndice I

En trabajos publicados previamente se demostr6é que la expresion del promotor fixRuif4 de
Bradyrhizobium japonicum esta regulada por la presencia de dos promotores que se encuentran
totalmente sobrelapados y que responden a dos RNA polimerasas holoenzimas distintas. Un
promotor de tipo -24/-12 dependiente de G54, controla la expresién de este operon en condiciones
de crecimiento anaerébico, a través de una autorregulacion positiva por parte de NifA, mientras que
en condiciones de crecimiento aerdbico (en donde NifA no es activa), 1a expresion de este oper6n se
da probablemente a través de un promotor del tipo -35/-10 dependiente de un factor G que pertenece:
al parecer a la familia de 670 de E. coli, y de una proteina reguladora diferente de NifA (Barrios ef
al, 1995).

A través de experimentos de proteccién a la metilacion in vivo, en este trabajo demostramos
la capacidad que tiene NifA de unirse a sus secuencias de activacion (UAS) y de establecer una
interaccién DNA-proteina, ain cuando estas secuencias son imperfectas. La unidn de la proteina por
sus sitios de contacto es independiente de la presencia de 654 sobre la region promotora o de la
expresion del promotor por el mecanismo independiente de 654 (Figura 1A vy 2 Apéndice I).

Hennecke y colaboradores demostraron mediante experimentos de retardamiento en geles
de acrilamida usando extractos crudos de proteina, que la integridad de la region -68 es
indispensable para activar la transcripcién del promotor independiente de ¢354, Los resultados
obtenidos de esos experimentos fuertemente sugerian que esta regién es el sitio de unién de una
proteina activadora diferente de NifA. En este sentido, una transversion de A por C en esa posicién
afecta profundamente la expresion a partir de este promotor (Thony et a/, 1989).

En este trabajo también mediante experimentos de proteccién a la metilacion irn vivo,
demostramos fisicamente la unidn de una proteina activadora en la regién -68 del DNA. Esta unidn
se observa tanto en condiciones de crecimiento aerobio como anaerobio y es independiente de la

presencia o ausencia de NifA y ¢54 (Figura 3 Apéndice I). Recientemente, el grupo de Hennecke
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identifico a la proteina RegR como el activador que une a esta regién y activa la expresion de este
operon en condiciones de crecimiento aerdbico (Bauer et al, 1998)

Uno de los principales objetivos de este proyecto fue la separacion de los promotores
mediante mutagénesis sitio dirigida y la identificacion de nucledtidos que fueran esenciales para
cada promotor. Los resultados obtenidos con las mutantes generadas demuestran que, cuando las
posiciones -14, -11 y -10 (TGCTA) que rodean al dinucledtido GC caracteristico de promotores
54 dependientes, son mutadas por G en las tres posiciones la expresion de ambos promotores se
afecta totalmente, lo que indica que esos nucledtidos son reconocidos por ambos factores ¢ (Figura
1C, Tabla 1 Apéndice I).

Por el contrario, cuando las posiciones -11 y -10 (TA) son cambiadas por un dinucleétido
CG, solamente la expresion del promotor dependiente del factor G alternativo se ve afectada, lo que
indica que estas posiciones son importantes para el reconocimiento de este factor (Figura 1C, Tabla
1 Apéndice I). La timina -14 por el contrario juega un papel importantes en los promotores G54,
como se demuestra en la actualizacidn maés reciente de la secuencia consenso para este tipo de
promotores (Barrios ef a/, 1999).

La mayoria de los genes que son positivamente regulados carecen o presentan una pobre
identidad con la secuencia consenso en su region -35 (Raibaud and Schwartz, 1984). Una pregunta
gue nos formulamos al inicio del proyecto fue si podriamos, mediante mutagénesis sitio dirigida de
su regién -35, volver independiente de la regulacién positiva a la que estd sujeto el promotor
independiente de NifA y ¢34,

Cuando laregidn “-35" del promotor que dirige la sintesis de este operén fue acercada al
consenso dictado por los genes glnd y fbeFH también de B. japonicum, se observé un marcado
aumento de la expresion de este promotor, tanto en condiciones de crecimiento aerobio como
anaerobio. Este resultado puede ser explicado de dos maneras diferentes: los cambios multiples
realizados en esta regién generaron una secuencia de reconocimiento para una RNA polimerasa

asociada a un factor ¢ no identificado alin, y que este promotor esta sujeto todavia a regulacién
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positiva, 0 es muy probable que los cambios multiples generaron una secuencia
CGGGCTTGGCAG (los residuos subrayados son los cambios introducidos) que es muy similar &
la secuencia de los promotores dependientes del factor 670 y que ahora este promotor es reconocido
por el factor ¢ vegetativo de B. japonicum. Hennecke y colaboradores han demostrado que la
secuencia de reconocimiento del factor 680 de B. japonicum reconoce una secuencia idéntica a la de
los promotores 670 de E. coli (Beck et al, 1997) (Figura 1C, Tabla 1 Apéndice I).

Cuando estos mismos cambios fueron realizados en una cepa de B. japonicum con un
cambio de A por C en la regidn -68, 1a expresion a partir del promotor dependiente de RegR se
abatid, lo que sugiere que todavia se requeria la presencia de esta proteina para activar la
transcripcion. Esto indicaba por un lado, que la secuencia a la cual se habia acercado este promotor
no fuese en realidad la secuencia consenso para este tipo de promotores, o que ademas de los
cambios generados en esta posicién requiriera otros adicionales probablemente en la region -10,
para volverse independiente de activacion positiva (Tabla 1 Apéndice I).

Para determinar que el aumento en la actividad observado en la cepa con los cambios en la
regidn -35 fuese en realidad originado a partir de este promotor, realizamos experimentos de mapeo
de transcritos. Anteriormente se habia demostrado en el laboratorio que cada promotor dirige la
sintesis de un transcrito y que estos se encuentran separados por solamente un nucledtido. La
expresion a partir del promotor fixRp/, 654 dependiente, comienza 12 pares de bases por abajo del
dinucledtido GC, mientras que la expresion del promotor dependiente del factor ¢ alternativo
comienza dos nucledtidos por abajo del inicio de fixRp! (Barrios et al, 1995).

Para el analisis de los transcritos utilizamos las cepas silvestre y las mutantes con los
cambios muiltiples en la regién -35 con y sin cambios en 1a posicidn -68. Como se esperaba, la cepa
silvestre presento el par de transcritos originados a partir de cada promotor en la posicidn
previamente reportada (Barrios ef al, 1995), mientras que la mutante con los cambios muiltiples en la
region -35 y el cambio de A por C en la regidn -68 solamente presento el transcrito originado a

partir del promotor 654 dependiente. Sin embargo, la misma mutante pero sin el cambio en la region
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-68 present$ también ambos transcritos, solamente que el transcrito originado a partir del promotor
dependiente de RegR fue notoriamente mas evidente. Esto demuestra que las mutaciones en estas
posiciones generan un promotor mas fuerte con una mayor afinidad por la RNA polimerasa,
aungue no lo liberan de regulacion positiva y que esta afinidad no afecta la expresién de! promotor
JixRpl (Figura 4 Apéndice I).

Tomando en consideracion que la expresion del operdn fixRnif4 es regulado a partir de dos
promotores que s¢ encueniran sobrelapados, es muy probable que las RNA polimerasas
holoenzimas interaccionen con los mismos residuos en la regién que comparten. Para identificar los
sitios de interaccion que utiliza cada holoenzima realizamos experimentos de proteccion a la
metilacién sobre la regién promotora, en células tratadas previamente con rifampicina. Los
resultados obtenidos demuestran que 654 es capaz de unir a las regiones -24 y ~12 y establecer
contactos con los nucledtidos de ambas cadenas en la cepa silvestre y enla cepa con la mutacion en
la regi6n -68, mientras que en una cepa con una doble mutacién en el gene rpoN, solamente se
observa la proteccién de la G en la cadena inferior, lo que es indicativo que esta posicion es
contactada por ambas polimerasas (Figuras 5A y 5B Apéndice I).

En éstos experimentos no pudimos observar proteccion a la metilacion en la mutante con los
cambios multiples en la region -35 ya sea con o sin el cambio en la region -68, a pesar de la alta
afininidad mostrada por la RNA polimerasa hacia esta secuencia. Esto tal vez sea debido a la
inestabilidad de los complejos transcripcionales formados o por una débil interaccién del factor ¢
con los residuos de guanina de esta region.

Se ha propuesto que la estabilizacion del DNA de cadena sencilla en el complejo abierto.
puede involucrar interacciones entre el factor G y ciertos nucleétidos de esta region, de tal manera
que es probable que la interaccién entre las diferentes RNA polimerasas holoenzimas sea diferente
aun sobre la misma regién promotora (deHaseth and Helmann, 1995).

Para comprobar esta hipdtesis, realizamos experimentos de reactividad a permanganato de

potasio de células con y sin tratamientos previos de rifampicina. El permanganato de potasio es una
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base fuerte que reacciona principalmente con pirimidinas en DNA de cadena sencilla, de tal manera
que cuando a los complejos abiertos que se han formado y se han detenido con rifampicina se les
pone en contacto con permanganato de potasio, las bases pirimidicas del complejo abierto
reaccionan con el compuesto, oxidando la cadena de DNA.

En la cepa silvestre de B. japonicum previamente tratada con rifampicina, la reactividad hacia
el permanganato de potasio se observa principalmente en la region -3 cuando se compara con la
misma cepa pero sin tratamiento previo de rifampicina (Figura 6A Apéndice I).

De manera similar, las cepas con cambios multiples en la region -35 y el cambio de A por C
én la region -68, en donde solamente funciona el promotor dependiente de 654, asi como en la doble
mutante de los genes rpoN o en la que presenta un cambio de A por C en la regién -68 sin cambios
adicionales en la regién -35, se observa la misma reactividad al compuesto, lo que indica que ambos
factores G interaccionan de manera similar con su region promotora (Figuras 6A y 6B Apéndice I).

Interesantemente, en la cepa con los cambios mdltiples en la regidn -35 (sin mutaciones
adicionales) en donde la expresion a partir del promotor dependiente de RegR es alta, la reactividad
al permanganato se desplaza hacia la posicidn -5, perdiéndose en la posicion -3. Esto nos indica que
los cambios generados en la posicion -35 afectan la manera de interaccionar de la RNA polimerasa
asociada al factor ¢ alternativo con el DNA para abrirlo € iniciar la transcripcion (Figura 6A

Apéndice I).
6.2 Conclusiones Apéndice 1

Los experimentos presentados en este trabajo, demuestran de una manera clara como la
expresion del operon fixRnifd de Bradyrhizobium japonicum ocurre a partir de dos promotores que
se encuentran sobrelapados y que son reconocidos a su vez por dos RNA polimerasas holoenzimas
distintas. Los experimentos muestran ademas, la funcién de cada uno de los elementos involucrados

en la expresion de estos promotores. Asi, sabemos de manera precisa las posiciones de interaccién
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de activadores y polimerasas sobre el DNA y la funcién sobre cada paso de la transcripcién.

La presencia de dos promotores que dirigen la expresion de un operén, que codifica para un
activador de la familia de las EBP’s involucrado en su propia expresion, obedece probablemente a
que un solo promotor dependiente de 654 no permitiria transcripcién basal que permitiera la
presencia de moléculas activadoras para autoactivacion, pues como se ha propuesto, los promotores
dependientes de ¢34 no pueden iniciar la transcripcion sin la presencia de una proteina activadora y
su correspondiente hidrélisis de ATP {Austin and Dixon, 1992; Weiss et a/, 1991).

Barrios et af (1995) demostraron que la expresion a partir del promotor fixRp2 en una cepa
con una doble mutacién en rpoN, aumenta varias veces. Esto es indicativo de que 654 se une muy
establemente a este promotor, v mientras no transcriba impide la unién de una segunda polimerasa

(Barrios et al, 1995).
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RNA polymerases are complex enzymes composed
of at least five subunits, with a stoichiometry of
a2BB’c (von Hippel ¢f al., 1984). The well-charac-
terized Escherichia coli housekeeping RNA poly-
merase holoenzyme (Ec™") provides a paradigm
for understanding how transcription factors inter-
act with different subunits to activate transcription.
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Two Overlapping Promoters for K. pneumoniae rpoN

Depending on the class of transcription factor and
type of promoter, direct contacts between the acti-
vator protein and each of the RNA polymerase
subunits, including two different domains of the o
subunit, have been detected (reviewed by Busby &
Ebright, 1997; Heyduk et al., 1996; Greiner ef al.,
1996).

In contrast to Eo’’, activation of promoters
rec;S%-nized by the o”’-containing holoenzyme
(Ec™) is independent of recruitment of the RNA
polymerase to a promoter. In the absence of tran-
scription factors Ec™ binds to its cognate promo-
ters and forms stable, but inactive, closed
complexes (Buck & Cannon, 1992; Popham ef al.,
1989). These complexes are only isomerized to the
initiation competent open promoter complexes by
direct interaction with activators of the enhancer-
binding protein (EBP) family (Popham et al., 1989;
Merrick, 1993; Lee et al., 1993). The conformational
changes leading to transcription initiation are
dependent on nucleoside triphosphate hydrolysis
by the EBP itself (Weiss ef al., 1991; Berger et al.,
1994).

The interaction determinants of Ec™ and the
EBFP are largely unknown. It has been suggested
that the EBP contact the polymerase holoenzyme
through c® (Morett & Segovia, 1993), and chemi-
cal protein cross-linking studies indicated that the
activator lies in close proximity to o™ and to the
B subunit (Lee & Hoover, 1995). However, these
studies are not sensitive enough to determine the
actual regions involved in protein-protein inter-
actions.

Mutation and deletion analyses have allowed
functions to be assigned to different regions of ¢™*.
The central part of the protein is involved in RNA
polymerase binding, while mutations in the COOH
terminus specifically affect promoter-DNA inter-
actions (Coppard & Merrick, 1991; Guo & Gralla,
1997; Cannon et al., 1995). The first 50 highly con-
served residues at the NH,-terminal part play a
central role in the response to transcription factors,
and some mutations that “bypass” the requirement
of activator proteins to initiate franscription have
been mapped to this region (Syed & Graila, 1997).
Thus, this region is the most likely target of the
activator proteins,

The EBPs are modular regulators consisting of
three different functonal domains, where their cen-
tral and COOH-terminal domains have a common
origin for the whole family, whereas the NH;-term-
inal domain is specific for each functional sub-
group (Morett & Segovia, 1993). Mutation and
deletion analyses have demonstrated that the achi-
vation determinants are located within the con-
served central domain while the DNA-binding
determinants are located at the COOH-terminal
domain (Huala et al., 1992; Morett et al., 1988;
Huala & Ausubel, 1989),

Positive control mutants of the EBP NtrC, DctD
and NifA have been isolated (North et al., 1996;
Wang & Hoover, 1997; Gonzilez ¢t al., 1998). In all
cases the mutations map at the C3 region of the

central domain. This region is highly conserved
among the members of the EBP family (Morett &
Segovia, 1993), and in a structural model of the
central domain it has been proposed to be a sur-
face-exposed loop (Osuna et al., 1997}, Thus, the C3
region fulfills the requirements for protein-protein
interaction.

Here we describe the isolation of a rpolN mutant
able to partially suppress the positive control phe-
notype of two different C3 region mutants of NifA
by enhancing the intracellular concentration of o™,
Analysis of this mutant uncovered the existence of
two overlapping promoters for the expression of
rpoN in K. preumoniae.

Results and Discussion

In this work we followed a classical second-site
or extragenic suppressor search sfrategy in an
attempt to elucidate transient protein-protein inter-
actions in the activation of Ec™ by the EBP. This
strategy is based on the premise that within a
macromolecular assembly a reduced function
caused by mutation in one member can be com-
pensated by modification of a second member.
This compensation can be allele-specific, by restor-
ing critical contacts required for the complex
assembly, thus revealing an intimate protein-pro-
tein interaction. Alternatively, non-allele-specific
suppressors may compensate indirectly the original
defect by enhancing the assembly efficiency or the
overall stability of the complex (Hartman & Roth,
1973).

Isolation of a NifA positive control suppressor
allele of rpoN

As a first step to identify the component(s) of
the RNA polymerase holoenzyme that respond to
the activator protein, we searched for alleles of °*
able to suppress positive control mutants of NifA.
We previously reported two NifA C3 region
mutants, NifAF*®0 and NifAT%5, that are specifi-
cally affected in positive control (Gonzélez et al.,
1998). The conservative nature of the amino acid
substitutions and the residual activity they pre-
sented made them suitable candidates for the
search of extragenic suppressors. Samples of
chemically mutagenized pMM?70 plasmid, carrying
the K. pneumoniae rpoN gene, were electroporated
into the E.coli ArpoN THI strain harbouring a
K. pneumonize nifH-lacZ fusion in plasmid pRT22
and either the NifAE?®® or the NifAT™ mutant
proteins (for strains and plasmids, see Table 1).
Transformants were spread onto LB plates sup-
plemented with the chromophore X-gal. Putative
suppresors showing an enhanced blue color pheno-
type were isolated, subcultured under microaero-
bic conditions and their f-galactosidase activity
was determined. Only one clone, isolated as partial
suppressors of the NifAT™™ mutant, showed a
consistent enhanced nifH-lacZ expression (Figure 1).
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Figure 1. Transcriptional activity of the rpoN and
rpoN1320 alleles. B-Galactosidase activity was deter-
mined in the THI sirain harbouring the K. preumoniae
niff{-lacZ reporter plasmid pRT2Z plus plasmids coding
for the wild-type or mutant NifA proteins, as indicated.
Values are the mean of three independent experiments
with standard deviation shown. For the activation
assays microaerobic cultures were inoculated with a
1:100 dilution of a staturated aerobic culture in 1.5 ml of
fresh LB media plus glutamine and antibiotics in a
1.5 ml Eppendorf tube and shaken overnight at 30°C.
Samples of the microaerobic cultures were assayed for
their B-galactosidase activity as reported (Miller, 1972).
To generate the K. prieumoniae rpoN mutant library 1 pg
of plasmid pMM70 was treated with 100 mM hydroxy-
lamine chloride in 100 mM phosphate buffer (pH 6.0)
for 18 hours at 37 °C. After removing the hydroxylamine
chloride by dialysis against 10 mM Tris-HCl (pH 7.5),
the DNA was concentrated by precipitation, and
samples of 50 ng were electroporated into strain THI
harbouring plasmids pRT22 and pM1S or pM1D. Trans-
formed cells were spread on LB plus antibiotics and
X-gal. After overnight incubation at 30°C, plates were
stored at 4°C until a blue colour developed. A library of
about 50,000 colonies was screened for dark-blue colour.

To determine if the enhanced nifH-lacZ
expression was due to a mutation in rpoN, plasmid
pMMY0 of clone 1320 (hereinafter called p1320)
was segregated into strain JM109 and transformed
back into the ArpoN strain TH1 harbouring the
pRT22 gElasmid and either the wild-type NifA, the
NifAE¥L or the NifAT"™ proteins. As shown in
Figure 1, activation of nf’fH—IacZ expression by the
NifAF?P and NifAT®° proteins was increased
four- and fivefold, respectively, in the presence of
the pl1320 plasmid, compared to the wild-type
pMM70. Since both the NifAS%C and Nif AT
mutants were partially suppressed, the effect was
not alicle-specific. The wild-type NifA protein acti-

vated expression of the nifH-lacZ fusion at the
same level with the pl320 as with the pMM70
plasmids, indicating that the mutation(s} in plas-
mid p1320 is/are not deleterious to the activity of
the wild-type NifA (Figure 1).

Nucleotide sequence and product
characterisation of plasmid p1320

In order to identify the mutation{s) responsible
for the phenotype of plasmid p1320, the nucleotide
sequence of the entire rpoN gene and 150 nucleo-
tides of its regulatory region was determined. Only
two G to A transitions were found, one was a
silent substitution in the fifth codon of the protein,
while the other was located 43 nucleotides
upstream from the initiation codon (Figure 4(a),
below). The location of the latter mutation
suggested that a differential regulation of rpoN
might be responsible for the phenotype. To assess
this, we determined the relative concentration of
o> protein in the cell by immunodetection.
Clearly, the TH1/p1320 strain contained at least
twice the amount of the ™ protein than the TH1/
pMM70 strain (Figure 2(a)).

The results shown above suggest that an
increased concentration of ™ can partially sup-
press the positive control phenotype of the NifA
C3 region mutants. To evaluate the suppression
potential of accumulated ¢°*, we overexpressed the
wild-type rpoN gene. Plasmid pMM38 harbours an
rpoN gene cloned under the control of a ptac pro-
moter. As shown in Figure 2(b), induction of rpoN
in pMM38 by addition of 1 mM IPTG yielded
approximately the same amount of ¢* than plas-
mid p1320. Accordingly, when induced, activation
of the nifH-lacZ fusion by either the NifAF***® or
the NifAT" proteins reached similar levels than
with the p1320 plasmid (Figure 2(c)}.

In conclusion, the partial suppression of the posi-
tive control phenotype of the NifA mutants
resulted from an increased amount of c™ protein
in the cell. This is likely caused by a transcriptional
regulatory effect of the 1320 mutation. This obser-
vation is the first genetic evidence in sotégport of a
direct interaction between an EBP and ™.

Mapping of the rpoN transcriptional start site

Merrick and co-workers proposed the existence
of a putative c”*-dependent promoter from 69 to
100 nucleotides upstream of the translational
initiation codon of the K. pnewmoniae rpoN gene
(Merrick & Gibbins, 1985). Mutation 1320 is located
26 nucleotides downstream from the putative pro-
moter, far apart to directly influence promoter
function. Thus, the mutation could alter the mRNA
stability or another expression-enhancing mechan-
ism at the transcriptional level. To test these
hypotheses we carried out a comparative analysis
of the mRNA levels and the transcriptional start
sites of the wild-type and 1320 rpoN alleles.
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As shown in Figure 3 (lane 2), two different tran-
scripts were detected by primer extension exper-
iments from the wild-type rpoN gene. The first
transcript started 62 nucleotides upstream from the
translational start site, seven nucleotides down-
stream from the promoter element proposed by
Merrick & Gibbins (1985). We named this promoter
rpoNp2. The second transcript started at two con-
tiguous positions 34 and 35 nucleotides upstream

=~ p1320 (rpoN1320). (b) Immunode-
tecion of induced wild-type
K. prewmonige <. Lane 1, TH1
with uninduced pMM38 (o*); lane
2, TH1 with 1 mM IPTG induced
pMM38; lane 3, TH1 with unin-
duced p1320. {c) Transcriptional
activity of rpoN, rpoN1320 and
induced rpoN alleles. B-Galactosi-
dase activity was measured as
described for Figure 1. Samples of
microaerobic cultures (0.5 ml) were
concentrated by  centrifugation,
resuspended in 0.1 ml of distilled
water, diluted with 0.1 ml of 2x
S8DS-loading buffer (Gonzélez et 4l.,
1998) and denatured for ten
minutes at 95°C. Aliquots of 20 ul
were loaded on SDS-7.5% PAGE
gels and blotted unto Hybond C
membranes {Amersham Life
Sciences). For the immunodetection
of ¢® a specific anti-c™ antibody
(ab72), raised in rabbits by inocu-
lation of pure Ac™ (residues
1-424), was used as described
(Gonzalez ef al., 1998),

[ S T T |

from the translational start site. This transcript
starts 27 /28 nucleotides downstream from the first
transcriptional start and we named this promoter
rpoNpl. None of these transcripts were observed
when total RNA from plasmid-less ArpoN strain
TH1 was extended (Figure 3, lane 3). Hence, the
transcriptional start mapping experiments revealed
the existence of two promoters for the expression
of K. pneumoniae rpoN in E. coli.
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Figure 3. Transcriptional start site mapping of rpoN
and rpoN1320 mRNA. The DNA sequence ladder (from
p1320) is shown in lanes C, T, A, and G. Oligonucleo-
tide B2 (see below) was used for dideoxy-sequencing
and for the primer extension analyses (lanes 1 to 3). Pri-
mer extension of total RNA isolated from TH1 harbour-
ing p1320 {lane 1), pMM70 (lane 2) or without plasmids
(lane 3). DNA sequence was performed manually by the
dideoxy method using labelled [**Plterminators and
Thermosequenase following the suppliers instructions
(Amersham Life Sciences). Total RNA was isolated from
5 ml of microaerobic cultures of strain TH1 harbouring
different plasmids as described, using the DNA/RNA
Isolation Kit from Amersham Life Sciences. Primer
extension was performed using **P end-labelled oligonu-
cleotide B2 (GGCTTAGCCTTAAGTGCAAACCTTGC)
as described elsewhere (Barrios et al., 1995). Reaction
products were separated by PAGE and visualized on a
Molecular Dynamics Phosphorlmager. Quantification of
the transcripts was carried out by using Molecular
Dynamics ImageQuant software.

When total RNA from strain TH1 harbouring
plasmid pl1320 was extended, we observed the
same transcripts as with the wild-type gene
(Figure 3, lane 1). Interestingly, the level of
expression from rpoNpl was significantly higher
(60 %, see the legend to Figure 3) with the
rpoN1320 allele than with the wild-type allele,

while expression from rpoNp2 was slightly lower
{24 %). Thus, the intracellular accumulation of o~
caused by the rpoN1320 mutation was due to an
overexpression from rpoNp1. 1t is relevant fo notice
that the G to A transition in the rpoN1320 allele lies
within 7poNpl (Figure 4(b)), increasing its simi-
larity to the consensus —10 sequence (TATAAT)
(Hawley & McClure, 1983; Kumar ef al, 1993).
Thus, rpoN1320 behaves as a typical promoter-up
mutation.

Two overlapping promoters for rpoNin
Kiebsiella pneumoniae

The two rpoN promoters described here have
low conservation, for rpoNp2 only four positions at
each of the —-10 and —35 regions match the consen-
sus promoter sequence (Figure 4(b)). For rpoNpl
only three positions at each region match the con-
sensug although this promoter presented the
“extended —10 element”, a TG dinucleotide
upstream of the —10 hexamer (Figure 4(a)) (Keilty
& Rosenberg, 1987). Likely, the presence of this
extended element might contribute to the fourfold
higher level of expression observed from this pro-
moter compared to rpoNp2 (Figure 3, lane 2). Pro-
moter rpoNp2 is comprised of sequences TTGAAG-
N20-TATCTT (Figure 4(b)). The TT dinucleotide at
the beginning of the —~10 region of this promoter
also forms part of the TTIGGGG —35 hexanucleo-
tide of 7poNpl. Thus, both promoters partially
overlap each other.

The fact that the promoters share at least two
residues implies that they must compete for the
binding of the RNA polymerase. This may account
for the reduced expression from rpoNp2 observed
with the rpoN1320 allele (Figure 3, lane 1). We
interpret this as a result of a stronger RNA poly-
merase occupancy of rpoN1320p1, at the expense of
rpoNp2, caused by the 1320 mutation that
increased the similarity of this promoter to the con-
sensus. We have previously reported a similar
competition effect for the overlapping fixRnifA pro-
moters of Bradyrhizobium japonicym (Barrios et al.,
1995, 1998).

The nucleotide sequence of the upstream regulat-
ory region of the K. pneumoniae, Salmonella typhi-
murium, S. typhi and E. celi rpoN genes is identical
up to the —35 element of the rpoNpl promoter,
after this position the sequence of K. pneumonine
starts to diverge (Figure 4(a)). Interestingly, E. coli
and S. typhi do not have a recognizable rpoNp2
—35 promoter region, thus, it is likely that this pro-
moter only exists in K. pneumoniae. In support of
this interpretation Kustu and collaborators
reported a single transcriptional start site for
S. typhimurium rpoN (Popham. et al., 1991). The
proposed promoter cotresponds to K. preumoniae
rpoNpl (Figure 4(a)).

Why K. prneumoniae has two promoters control-
ling the expression of rpoN while the other closely
related enterobacterial species have only one? It is
likely that the presence of the additional promoter



296 Two Overlapping Promoters for K. pneumoniae rpol

@)

-35 rpoNp2 -10 A -1
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GACTTCAGACT
GACTTCAGACTOT

41

AGGGTROACGt tacaGacGt TETAGCCGEAGAL AL tGGCCCTSARTATG
AGGETRGAAGEETgCGACGE TETAGCAGEAGAY L ACGAL TCTGARCATG
AGGETRGAGGICTATECtGCTCTAGCGGEAGAAAACGACTCTGAATATG

Kpn CMCGMCAQGWAAGCGCGT ATOIT
Eco tTacAAGACGAACACGTTAAGCGTGTATACCITEH!

Stp CTgcAAGACGAACACGTTAAGCGTGTATATOITEGG GACTTCAGACT(

SEI oo merim s s ATOITEGEGRAGACTTCAGACT] ACGGTRGAGGESTATGC LGCTCTAGCGEGAGARARCEACTCTGAMTATG
M
+i
-35 rpoNpl -10
{b)
rpoNp2 TTGRag-N20-TATCLT
rpoNpl TTGggg-N17-TAggyT

rpoNpt (1326) TTGggg-N17-TAggAT
Consensus 60  TTGACA-N17-TATAAT

Figure 4. Comparison of the nucleotide sequence of K. prieurmoniae (Kpn), E. coli (Eco), S. typhi (Stp) and 5. typhimur-
ium (Stm) rpoN promoter regions. (a) 7poNpl and rpoNp2 promoters —35, “extended —10” and —10 elements are in
open boxes. The start site for each K. pneumonige rpoN transcript is marked with an arrow, being the longest tran-
script identified as -+1 and the shorter transcript as +1' and +1". Mutation 1320 (G to A) is indicated within the
rpoN1320p1 promoter —10 element. Putative ribosome-binding sites are overlined. A single transcriptional start site
has been reported for S. typhimurium, which coincides with transcript +1' of rpoNpl, and is marked with an arrow as
+1 (Popham et al., 1991). This promoter has also been proposed for E. coli (Jones et al., 1994). rpoNp2 was previously
proposed for K. pneumoniae (Merrick & Gibbins, 1985). (b} Comparison of the nucleotide sequences of rpeNpZ,
rpoNpl, and rpoN1320p1 promoters with the consensus o"%-dependent sequence (Hawley & McClure, 1983).

reflects distinct requirements of o in the cell. The
most striking physiological difference between,
E. coli, S. typhi, S. typhimurium and K. pneumoniae
is that the latter bacteria fixes nitrogen. For this
process more than 20 gene products are required.
The high level of expression of these genes, tran-
scribed by Ec™, certainly demands an enhanced
amount of this holoenzyme. The presence of two
different promoters may contribute to generate, in
a tightly regulated fashion, the levels of Eo™*
required for nitrogen fixation. We are currently

Table 1. Strains and plasmids

investigating the possible differential regulation of
rpoN expression under different growth conditions.

Conclusions

The experiments presented here show that
increasing the amount of ¢* in the cell, by altering
its expression either by promoter induction or by a
promoter-up mutation, results in an enhanced abil-
ity of certain positive control mutants of NifA to

Strais Relevant genotype and characteristics References
A.E.coh
M09 F traD36 laclt A{lacZ)M15 proATB™ fel4™ (McrA™) Yanisch-Perron ¢f al. (1985)

Allac-proAB) thi gyrA96 (Nal') endAl hsdR17 (rgmit)

relAl SupE44 recAl

TH1 th end A hsr Alacli169 hutCy,,,,. rpoN T. Hunt
B. Plasmuds
pRT22 pACYC177 based myfH-lacZ translational fusion, Cm’ Tuli & Merrick (1988)
pRJ7511 pRI7517 derived peat'~'nifA fusion of B. japonicum, Tc" Fischer & Hennecke {1987)
PWKS130 Multpurpose low-copy number vector, Km" Wang & Kushner (1991)
pMl-k pWIKS130 with Kpnl site removed by filling in and B. japonicunt nifA from This work

pRJ7511 cloned as BamHI-Pst], Km"
pMI1D PWKS130 derived with B. japorcum nifA'=**” cloned as BanHI-Pst], Km' This work
pM15 pPWKS130 derived with B, japonicum mfA™ cloned as BamHI-Pst], Km' This work
pMM38 pMM40 based K. preumonae proN expressed from plac, Cb° Austin et al. (1987)

pMM70 pTZ19R derivative with K. pneseouae rpoN expressed from its own promoter M. Merrick

Plasmids were maintained in strain IM109 and electroporated mto stramn TH1 for the expression assays. Strain TH1 was grown in
Luria-Bertani {LB) medium plus 0.1 mM glutamine. Antibiotics were added when needed at the following final concentrations:
200 pg/ml ampicillin (Am), 30 pg/ml kanamyein (Km), 20 pg/ml chicramphenicol {Cm} 15 pg/mi tetracycline (Te). X-gal was used
at 20 pg/ml.
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activate transcription. We have previously pro-
posed that these NifA mutants, which map in a
region predicted to be surface-exposed (Osuna
et al., 1997), are most likely defective in interacting
with Ec®* (Gonzélez ef al., 1998). A greater amount
of ¢™ in the cell likely increases the probability of
interaction with the defective NifA proteins and,
therefore, to form the macromolecular assembly
required for gene expression. Although this obser-
vation favours a direct interaction between NifA
and ¢% we cannot rule out that other critical con-
tacts with the RNA polymerase can take place.
Allele-specific suppressor mutants of the Nif AT,
that mapped at the NH, terminus of o™, provided
us with additional information if favour of a direct
NifA-c* interaction (R.G., B.V. & E.M., unpub-
lished results). Nevertheless, the search of the
suppressor mutants reported here revealed the
existence of a complex regulatory system consist-
ing of two partially overlapping promoters for the
expression of rpoN in K. pneumoniae.
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7.1 Discusion Apéndice 11

Utilizando una estrategia de supresién extragénica, y partiendo de un par de mutantes de
NifA con cambios conservativos en las posiciones 298 y 308 de la region C3 afectadas en su
capacidad de activacién, realizamos una bisqueda exhaustiva de mutantes supresoras de 654 que
restablecieran el posible contacto entre el activador y la RNA polimerasa para activar la
transcripcion de una fusion nifH-lacZ.

La supresién se basa en la premisa de que en un ensamblaje molecular, una pérdida de
funcién causada por una mutacién en un miembro, puede ser compensada por otro cambio en un
segundo miembro. Esta compensacion puede ser alelo especifica al restaurar contactos criticos,
requeridos por el ensamblaje del complejo, revelando de esta manera una interaccion especifica
proteina-proteina. Alternativamente, supresoras no alelo especificas pueden compensar
indirectamente el defecto, aumentando la eficiencia de ensamblaje del complejo o su estabilidad
(Hartman and Roth, 1973).

A partir de muestras mutagenizadas del plasmido pMM?70 con el gene rpoN de Klebsiella
preumoniae, se identificé una clona de 654 que suprimi6é de manera parcial la incapacidad de
activacién de las mutantes de NifAE298D y T308S. Este alelo suprimié ambas mutantes, y
funcioné de manera normal con la proteina silvestre (Figura | Apéndice II).

Cuando esta mutante fue secuenciada, se encontraron dos cambios de nucledtidos. Uno
mape6 en la region codificante del gene y resuitd solamente en un cambio de codédn en el quinto
aminoacido de la proteina, mientras que el otro fue localizado en la regién regulatoria, muy por
arriba del inicio de traduccién y lejos del promotor previamente propuesto (Merrick and Gibbins,

1985).

Debido a la posicién en que se localizé la mutacién de la region regulatoria, era muy

probable que el fenotipo de supresién estuviera dado por una regulacién diferencial en la expresion

del gene rpoN.
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Para comprobar esta hipétesis, realizamos experimentos de inmunodeteccion sobre la
mutante y sobre una clona sin mutacion alguna. Los resultados obtenidos sugerian fuertemente que
un aumento en la concentraciéon de 054 era la responsable del efecto de supresién de las mutantes
de NifA (Figura 2a Apéndice IT). Para determinar si este mismo efecto lo podiamos observar con la
proteina silvestre, una copia de rpoNN expresada a partir de un promotor ptac fue sobreexpresada y
la concentracién de proteina y la actividad fue comparada con la de la clona mutante (Figura 2by 2¢
Apéndice II). La sobreexpresién de o54 silvestre, produjo niveles semejantes de proteina y de
actividad B-galactosidasa cuando fue ensayada con ambas mutantes de NifA, por lo que se
comprobaba que el aumento en la concentracién de proteina fue el origen de la supresion.

Debido a que la mutacién en la regién promotora mapeaba lejos del promotor previamente
propuesto, cabia la posibilidad de que esta mutacion pudiera estarle dando estabilidad al mRNA y
de esta manera producir una mayor cantidad de proteina con la misma cantidad de mensajero. Para
probar esta hipbtesis y comprobar el o los sitios de inicio de la transcripcién realizamos el mapeo
de transcritos de la clona mutante y el gene silvestre.

Los resultados obtenidos de este experimento nos mostraron que el gene silvestre presento
dos transcritos. Uno comenzaba a 62 nucledtidos del inicio de traduccién y a 7 pares de bases de la
regién -10 de un promotor previamente propuesto por Merrick y Gibbins (1985). Al promotor que
origina este transcrito lo denominamos rpoNp2 (Figura 3 Apendice II).

Fl otro transcrito se origina en dos posiciones contiguas, a 34 y 35 pares de bases por arriba
de inicio de traduccién, y a 27 v 28 nucledtidos por abajo del primer transcrito, lejos del promotor
rpoN2. El promotor que origina este transcrito lo denominamos rpoNp!. Interesantemente, uno de
los inicios de transcripecidn del promotor rpoNp! coincide con el tinico inicio de transcripcion
reportado para rpoN de Salmonella typhimurium (Figura 4a Apéndice II) (Popham et al, 1991).

Ambos promotores presentan identidad en secuencia con los promotores reconocidos por la
RNA polimerasa holoenzima asociada al factor 670, aunque esta es mayor en el promotor rpoNp2.

Sin embargo, las regiones -35 y -10 del promotor rpoNp2 se encuentran separados por 20
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nucledtidos, mientras que en el promotor rpoNpl estos se encuentran separados solamente por 17
pares de bases. La region -35 del promotor 7poNp2 comparte dos residuos de timina con la regién -
10 del promotor #poNp1, lo que implica una posible competencia entre ambos promotores por la
polimerasa (Figuras 3 y 4b Apéndice II)

De acuerdo al analisis de transcritos, la expresion mayoritaria de este gene al menos bajo las
condiciones de crecimiento utilizadas, es a partir del promotor rpoNpI. Es muy probable que a
pesar de que es menos parecido en secuencia al consenso de promotores reconocidos por 679, la
presencia de un dinucledtido TG caracteristico de los promotores -10 extendidos, por arriba de su
regién -10 compense esta falta de identidad y por tanto sea reconocido de una mejor manera por la
RNA polimerasa asociada al factor 670 (Figura 4a y 4b Apéndice II).

De esta manera, demostramos la presencia de dos promotores dirigiendo la expresion del

gene rpoN en K. pneumoniae.

7.2 Conclusiones

Este trabajo es la primera evidencia genética de una posible interaccion entre la subunidad
054 de la RNA polimerasa y el activador transcripcional NifA para activar la transcripcidn. La
supresion de las mutantes de NifA afectadas en su funcion de activacion por un aumento en la
concentracion de 054, se da muy probablemente por aumentar la probabilidad de interaccién entre
las mutantes de NifA y 654, éste ultimo asociado la mayor parte del tiempo al promotor del gene
reportero

La identidad en secuencia con el consenso de los promotores dependientes de ©79,
probablemente ocasiona que ambos promotores se transcriban de manera constitutiva, aunque no se
descarta que pudiera haber una regulacién diferencial para cada uno de ellos, pues la presencia de
promotores -10 extendidos regularmente esta asociada a promotores regulados de manera positiva,

por 1o que es necesario realizar experimentos con K. prneumoniae bajo diferentes condiciones de
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crecimiento.

Una comparacion de secuencias promotoras del gene rpoN de K. pneumoniae, E. coli, S
typhi y S. typhimurium, (éstas tres ultimas, bacterias no fijadoras de nitrogeno), revelé que
solamente K. preumoniae presenta el promotor rpoNp2, mientras que €l promotor rpoNpl es
comtin entre todos estos organismos (Figura 4a Apéndice II}.

Debido a que K. preumoniae tiene la capacidad de fijar nitrééeno, una posible explicacidon
para la presencia de dos promotores dirigiendo la expresion de este gene en este organismo, €s que
durante este proceso, esta bacteria requiera de cantidades adicionales de esta proteina. La presencia
de estos dos promotores bien pudiera ser la respuesta a estas necesidades, aunque un solo promotor
expresado de manera constitutiva pudiera ser suficiente para cubrir las necesidades de la bacteria
aun bajo condiciones de fijacién de nitréogeno. Es por esto que es necesario la realizacién de

experimentos en K. pneumoniae bajo diferentes condictones de crecimiento.
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Capitulo 8
Apéndice 11

Ultimos Resultados
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Wi e N T N T I E - -

8.1 Resultados y Discusion Apéndice ITI

Como los resultados obtenidos con la mutante en la region promotora de ¢34 no nos aportcé

informaci6n sobre las regiones de 654 importantes para la interaccién con NifA, continuamos con la

busqueda de mutantes supresoras. En esta ocasién utilicé una estrategia de mutagénesis por PCR

unicamente de la region codificante del gene rpoN de K. pneumoniae. De los bancos generados a

partir de esta estrategia de mutagénesis identifiqué una clona con seis cambios de nucledtidos y

cuatro de aminoéacidos: Q20L, H53N, E159G y D231V. Interesantemente, esta clona a la que

denominé 12B1 suprimié preferentemente la mutante de NifA con el cambio T308S y en menor

medida a la del cambio E298D, mientras que con la proteina silvestre fue capaz de activar a un nivel

ligeramente mayor. Para determinar la participacion de cada uno de los cambios de aminoacidos en

el fenotipo de supresion, las mutaciones fueron segregadas por digestién y los valores de activacion

de cada una de las clonas resultantes fue determinado (Tabla 2).

Mutante 654 Actividad B-galactosidasa Actividad B-galactosidasa
NifA WT NifAT308S

WT 32041 294

12B1 33475 2370

Q20L, H53N (LN) 33579 2326

Q20L 33169 740

HS53N 30999 360

Tabla 2. Actividad B-galactosidasa clona 12B1 y derivadas sobre NifA silvestre y

NifAT308S.
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Los resultados de actividad B-galactosidasa demostraron que los cambios Q20L y H53N de

manera conjunta fueron los responsables del fenotipo de supresion, mientras que ni los cambios de

sencillos ni la clona con los cambios E159G y D231V fueron capaces de activar una fusion nifH-

lacZ de K. pneumoniae.

Esta mutante de 654 LN con los cambios en las posiciones 20 y 53 fue analizada para

determinar su capacidad de activacion con supresoras intragénicas de NifA previamente

identificadas en el laboratorio (Tabla 3)

Supresora intragénica NifA 054 Silvestre 054 Q201, HS3N
Silvestre 32041 36130
T308S 99 2718
E298D 50 561
L.2828308 3980 19313
P297S308 2125 4757
P297S308G381 3425 7801
L.282P297S8308G381 6576 15775
S3081364 3150 9069
D2988357 7583 21322
D298G356 7489 20654

Tabla 3. Actividad B-galactosidasa clona 654 LN con supresoras intragénicas
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Los resultados claramente demuestran que la mutante de 654 LN es éapaz de activar a un
mayor nivel las supresoras intragénicas.

Fl hecho de que solamente con los cambios multiples en la posicién 20 y 53 de esta mutante
observaramos el fenotipo de supresién y que esta supresion fuera principalmente sobre la mutante
con ¢l cambio T308S y sus supresoras intragénicas, nos llevd a preguntarnos si con otros cambios
en esas mismas posiciones podriamos mejorar esta supresion e identificar alguna otra totalmente
alelo especifica que no responda a la proteina silvestre pero si con alguna de las mutantes.
Actualmente estamos realizando bancos mutagénicos dobles y sencillos para las posiciones 20 y 53
con el objetivo de identificar otras posibles supresoras que puedan rescatar el fenotipo de activacion

de las mutantes de NifA.
8.2 Conclusiones Apéndice IT1

El hecho de que solamente una supresora extragénica con cambios dobles se haya
identificado en un gran numero de bancos hasta ahora realizados, pudiera ser indicativo de que
mutaciones sencillas no sean suficientes para suprimir las mutantes de NifA, por lo que es
necesario una busqueda mas extensiva de supresoras con un esquema de mutagenesis que permita
la introduccién de mutaciones multiples. Es muy probable también, que el contacto que se propone
existe entre el activador y 654 no necesariamente sea entre aminoacidos especificos y que este
involucre a mas de uno 6 toda una region de la proteina, por lo que la sustitucion de multiples
residuos a la vez sea necesario, y no solamente los de estas posiciones sino también los que se
encuentran en alrededor de estos residuos.

El hecho de que la mutante de o354 con los cambios Q20L y H33N suprima
preferencialmente a la mutante de NifAT308S sobre la que porta el cambio E298D, podria ser
indicativo de la importancia que juega cada una de las regiones en donde se localizan estas

mutaciones en ¢l proceso de interaccion. Como describi, la region C3 que se propone juega un
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papel fundamental en contacto con 654 est4 formada por una regién amino y una region carboxilo y
que mutaciones en cualquiera de las dos produce mutantes afectadas en su funcién de activacion.
Interesantemente la mayoria de las mutantes que se han reportado que afectan la expresion en este

tipo de proteinas mapean en esta regién en donde se localiza el cambio T308S.

68



Capitulo 9
Apéndice IV

Revision Bibliografica: Promotores Multiples y Sobrelapados
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Promotores multiples y sobrelapados

9.1 Introduccion

Aun cuando es posible regular la expresion genética casi a cualquier nivel desde el inicio de
transcripcion hasta la traduccién, la regulacion transcripcional es la mas sencilla y que mejor se
conoce. Dentro del proceso del inicio de transcripcion también existen diversas formas de regular la
expresion de un gene, desde la presencia de moléculas reguladoras hasta la identidad en secuencia
de los promotores que dirigen la expresion de un gene en particular. Una forma muy peculiar e
interesante de regular la transcripcion de ciertos genes en bacterias que no se ha revisado con
mucho detalle, es la regulacion de la transcripcion por promotores sobrelapados. La razén que nos
motivo a realizar esta revision fue la frecuencia de casos que nos hemos encontrado, en donde este
mecanismo actia para regular la expresion de un gene u operdn en particular.

La expresion de genes y operones bacterianos se encuentra muy a menudo controlada por
promotores multiples que pueden estar arreglados de muy diversas formas. Estos pueden ser
promotores multiples en tdndem y pueden o no estar sobrelapados, compartiendo algunos
nucleotidos y dirigiendo la expresion de un mismo gene u operdn. Una variante de este tipo son los
promotores en tandem que dirigen la expresion de un mismo oper6n y donde los promotores se
encuentran muy separados entre si, de tal manera que uno de ellos pudiera encontrarse dentro de la
region codificante de uno de los genes regulados (Wang and Doi, 1987).

Podemos también encontrar promotores convergentes cuyas secuencias de reconocimiento
de la RNA polimerasa pueden o no ser comunes para ambos promotores y dirigir de esta manera la
expresion de genes u operones distintos sobre cadenas opuestas. (Doi, 1991)

Un tercer arreglo de promotores que podemos también encontrar en bacterias es €] de
promotores divergentes, en donde las secuencia promotoras entre estos no €s comun, mientras que
la secuencia de DNA entre los promotores puede contener sitios de unién de proteinas reguladoras

que modulen la expresidén de ambos promotores a través un mismo regulador (Doi, 1991).
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En todos los casos cuando multiples promotores dirigen la expresion de uno o mas genes,
estos pueden ser transcritos por una RNA polimerasa en particular, o pueden ser reconocidos por
diferentes holoenzimas (Sevenich et af, 1998; Tauschek et al, 1997; Drzewiecki et al, 1998; Barrios
et al, 1995; Barrios et al, 1998; Bauer et al, 1998; Abu and Engleberg, 1994; Tatti and Moran,
1985)

Se han propuestos varios papeles para la presencia de regiones promotoras complejas, pero
finalmente esto se reduce a una forma de regulacion muy particular. Para el caso de los promotores
divergentes que dirigen la expresion de genes opuestos, las regiones interpromotoras pueden
contener secuencias de unidn para proteinas que faciliten de esta manera la regulacién de la
expresion de ambos genes.

En los promotores en tandem que dirigen la expresion de un operdn en particular, la
presencia de miltiples promotores en donde uno de ellos se sitia dentro de la regién codificante del
primero de los genes que conforman el operdn, permitira la expresion de todos los genes o
solamente de algunos, dependiendo del promotor que se use, como es el caso del operén que
codifica para el factor 643 de Bacillus subtilis y gind y ntrBC en enterobacterias (Wang and Doi,
1987).

En algunos otros casos existen promotores sobrelapados que comparten algunos
nucledtidos o toda una region de reconocimiento de la RNA polimerasa. En este caso, la presencia
de promotores multiples obedece principalmente a una expresion diferencial bajo condiciones de
crecimiento especificas y podra estar modulada por diferentes reguladores (Barrios et al, 1995;
Barrios et a, 1998; Grande et al, 1999).

Promotores méltiples dirigiendo la expresion de genes u operones en donde existe una clara
competencia entre RNA polimerasas han sido descritos en muchos organismos, desde bacterias
hasta el hombre, pasando por virus y mitocondria (Beck and Warren, 1988).

En este trabajo seran considerados solamente los promotores que se encuentran

sobrelapados, ya sea en tandem o divergentes, compartiendo cuando menos un nucleétido en los
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diversos grupos de bacterias descritas.

A la fecha mas de 30 promotores sobrelapados que comparten cuando menos 1 nucledtido
han sido reportados en bacterias , 1o que es un indicativo de estos tipos de arreglos no son simples
accidentes evolutivos, sino que se han seleccionado como una necesidad de regulacion particular

(Tabla 1).

9.2 Resultados Apéndice IV

Operoén fixRnifA

Nuestro trabajo con promotores sobrelapados comenzd con el analisis de la regién
promotora del operon fixRnifd de Bradyrhizobium japonicum, en donde describimos la presencia
de dos promotores totalmente sobrelapados que responden a dos polimerasas distintas, cada una de
ellas asociada a un factor ¢ diferente (Barrios et al, 1995; Barrios et al, 1998).

Un promotor dependiente de 654 y NifA autoregula de manera positiva la expresion del
operén fixRnifd de B. japonicum bajo condiciones de crecimiento anaerdbio o en simbiosis,
mientras que un promotor del tipo -35, -10 al parecer dependiente de un factor G perteneciente a la
familia de 670 de E. coli y de un activador transcripcional de la familia de dos componentes dirige
también la expresion de este operdn bajo condiciones de crecimiento anaerobico, ademas de
condiciones de crecimiento aerébico, pero no en simbiosis (Barrios ef al, 1995).

Ambos promotores comparten la region -12/-10, de tal manera que mutaciones en la region
-24 donde solamente se afecta el promotor dependiente de 654 la expresion de este operdn se ve
marginalmente afectada, mientras que mutaciones en la regién -12 del promotor dependiente de ¢34
afectan totalmente la expresién de este operdn, pues ambos promotores que comparten esta region
se ven afectados (Thony et al, 1987; Barrios et al, 1995).

Mutaciones en la regién -10 del promotor dependiente del factor 670, que no afectan el
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dinucleotido CG caracteristico de promotores dependientes de ¢54, han permitido identificar
posiciones comunes y posiciones propias para cada uno de estos promotores. Ademas, mutaciones
en la regién -35 del promotor dependiente de 67¢ que lo acercan a la secuencia consenso de otros
promotores no reconocidos por el factor 654 de B. japonicum, permiten una mayor expresion de
este operon a partir de este nuevo promotor, pero no lo hacen independiente de la regulacion

positiva a la que esta sujeto (Barrios et af, 1998).

pPiE

Un arreglo similar de promotores que responden a dos RNA polimerasas distintas en donde
una de ellas esta asociada al factor 654 ha sido descrita en Neisseria gonorrhoeae. En la region
promotora del gene pi/E, han sido identificados tres promotores. La regién -10 del promotor P1
presenta una identidad total con la secuencia de los promotores 670 dependientes, mientras que en
su regidn -35 solamente dos de seis nucledtidos estan conservados. Para el promotor P2 sus
regiones -35 y -10 presentan también un parecido con los promotores 670 dependientes y la
funcionalidad de ambos promotores ha sido probada en E. coli mediante fusiones transcripcionales.

Las regiones de reconocimiento del promotor P3 ¢54 dependiente, se localizan entre las
regiones -35 y -10 del promotor P1, por lo que la unién de 654 al promotor P3 reprime la expresion
de este promotor. Cuando la region -24 del promotor P3 con una secuencia TCGGC es cambiada
por TGATC, la represion del promotor Pl se pierde y aumenta la transcripcién a partir de este
promotor (Fyfe et al, 1995; Fyfe et al, 1993).

Recientemente Laskos y colaboradores demostraron que N. gonorrhoeae contiene uni
forma inactiva de RpoN a la que denominaron RLS y que esta es incapaz de unir a promotores
dependientes de o654, pues carece de ¢l motivo de unién a DNA hélice-vuelta-hélice. Sin embargo, en
un experimento de hibridizacion utilizando extractos totales de N. gonorrhoeae y anticuerpos

monoclonales contra RpoN de Salmonelia typhimurium, una banda de aproximadamente 90 Kd fue
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aparente, no asi el fragmento de 30 kd originado a partir del gene identificado, lo que indica que es
posible que N. gonorrhoeae contenga ademas, una copia funcional de RpoN modulando la

expresion del promotor P1 (Laskos ez al, 1998).

Chaperonas GroES y GroEL

Una variante al tipo de arreglo de promotores en donde dos RNA polimerasas asociadas a
factores ¢ distintos pero de la misma familia y que reconocen promotores sobrelapados del mismo
tipo, es decir -35 y -10 han sido reportados en varios géneros bacterianos. Células en crecimiento
son capaces de responder rapidamente a condiciones restrictivas de desarrollo mediante la sintesis
rapida y transitoria de proteinas que responden a diferentes tipos de estrés, para prevenir dafio
celular (Yura et af, 1993).

Algunas proteinas de estrés como el producto del operén groESL de E. coli funcionan como
chaperonas moleculares involucradas en la estructuraciéon y ensamblaje de proteinas. Las proteinas
GroES y GroEL de P. aeruginosa y N. gonorrhoeae son transcritas a partir de dos promotores del
tipo -35 -10 que se encuentran totalmente sobrelapados. Un promotor 67¢ dependiente asegura la
expresion constitutiva de las proteinas bajo cualquier condicién, mientras que la expresién bajo
condiciones de estrés parece aumentar a partir de un promotor reconocido por la RNA polimerasa
asociada al factor 632 (Fujita et al, 1998; Laskos er al, 1998).

En un andlisis de transcritos de N. gonorrhoeae solamente un inicio de transcripcion es
utilizado para ambos promotores, mientras que en P. aeruginosa se observan dos inicios de
transcripcion separados por 36 nucledtidos. El transcrito P1 de P. aeruginosa se origina a 8 pares
de bases de los promotores 670 y 632 dependientes, mientras que por arriba del transcrito P2 no se
ha detectado similitud con promotores conocidos, por lo que no se descarta la posibilidad de que
esta sefial sea originada a partir de un procesamiento del mRNA, o debido a un error de la

transcriptasa reversa en la determinacion del inicio de la transcripcidn por la formacién de una
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estructura secundaria en el mRNA . Cuando los organismos son expuestos a un estrés por calor,
claramente se observa un aumento en concentracion de mensajero originado a partir del promotor

032 dependiente (Fujita ef al, 1998).

Legionella pneumophila y su proteina GspA

Un arreglo similar con sobrelapamiento parcial de promotores reconocidos por la RNA
polimerasa asociada a diferentes factores &, pero de la misma familia, se presenta en Legionela
pneumophila. En este organismo, la expresion del gene gspA es dirigida por dos promotores PI y
P2, que se encuentran parcialmente sobrelapados. GspA una proteina de estrés global, aumenta sus
concentraciones cuando el organismo es expuesto a diversos tipos de estrés o cuando se encuentra
en ¢l medio intracelular de células fagociticas.

Bajo condiciones de estrés, la expresion del gene gspA es controlada principalmente por el
promotor P2 que presenta una fuerte identidad con la secuencia consenso de promotores de estrés
en E. coli. Este promotor dirige la expresioén de un transcrito que comienza a 9 pares de bases de la
region -10, separado del transcrito originado a partir del promotor P1 por 11 pares de bases. Este
ultimo promotor similar en secuencia a promotores dependientes de 670 de E. coli, dirige la
expresion de este gene bajo condiciones normales de crecimiento (Abu and Engleberg, 1994).

La funcionalidad del promotor P2 como responsable de la expresion de este gene bajo
condiciones de estrés, ha sido demostrada a través de maped de transcritos en una cepa de E. coli
que presenta una mutacion en el gene que codifica para el factor ¢32. A diferencia de la cepa
silvestre de E. coli que porta un plasmido con la regién codificante y que presenta dos transcritos
originados a partir de cada uno de los promotores, 1a expresion de este gene en la cepa mutante
solamente presenta el transcrito originado a partir de promotor P1, lo que indica que el promotor P2
es reconocido por la RNA polimerasa conteniendo el factor 632 de E. coli{Abu and Engleberg,

1994).
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Esporulacion de Bacillus subtilis y 1a respuesta a estrés

La aparicién secuencial de factores o, que le confieren especificidad a la RNA polimerasa
para el reconocimiento de genes especificos, puede tener un papel clave en controlar el patrén
temporal de la expresion genética requerida para la formacion de la endospora en B. subtilis.

El gene spoV'G es expresado al principio del proceso de esporulacion, a partir de dos inicios
de transcripcidon separados por 10 pares de bases denominados Pl y P2 (Moran et al/, 1981a;
Haldenwang and Losick, 1979).

El transcrito P1 es originado a partir de un promotor reconocido por la RNA polimerasa
asociada al factor 637, mientras que el transcrito P2 es dirigido por la RNA polimerasa conteniendo
el factor 632, ambos promotores sobrelapan sustancialmente, por lo que una competencia entre
ambas polimerasas no se descarta (Haldenwang and Losick, 1980; Johnson et a/, 1983).

En este organismo, varios genes que son transcritos por periodos relativamente largos de
tiempo, son expresados a partir de una o mas formas de la RNA polimerasa que inicia la
transcripcion a partir de promotores en tandem o sobrelapados (Tatti and Moran, 1985).

La transcripcion del gene ctc que codifica para una proteina general de estrés es iniciada casi
en la misma posicién por una forma de RNA polimerasa asociada al factor 637, y una al factor 629.
Este ultimo factor ¢ aparece dos horas después de haber iniciado el proceso de esporulacion.

Una serie de mutaciones en la regidon pomotora afectan diferencialmente el reconocimiento
por la RNA polimerasa asociada al factor 637 o 629 (Tatti and Moran, 1985).

Mas de 60 proteinas generales son controladas por ¢B después de haber entrado a la fase
estacionaria o después de una exposicién a diferentes tipos de estrés. La expresion de la proteina
YvyD (originalmente 1lamada Hst23), una proteina que presenta de 30 a 40% de identidad con un
factor de modulacién de la actividad de la proteina 54 de bacterias gram-negativas (Merrick and
Coppard, 1989), es expresada a partir de dos promotores. Un promotor dependiente de oB, dirige la

expresidn de esta proteina bajo condiciones de estrés y después de una privacion de glucosa, y un
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promotor dependiente de GH es responsable de la expresién de este gene bajo condiciones de
limitacién de aminoacidos (Drzewiecki et al, 1998)

En un analisis de mapeo de transcritos, se identificaron dos inicios de transcripcion
separados por 5 nucledtidos. La region -35 y -10 del promotor hacia la regién 5° es similar a la
secuencia de promotores dependientes de oB, mientras que ¢l promotor més cercano al inicio de
traduccién presenta una similitud a promotores reconocidos por la RNA polimerasa conteniendo el
factor oH. En una cepa de B. subtilis con una doble mutacion sigB y sigH, no se observa ningun
transerito, lo que es indicativo que estos factores transcripcionales son los unicos involucrados en la
regulacion de la transcripcion de este gene. Cuando ambos factores G son activados, GB es en gran
medida el responsable de la transcripcién de este gene, y una posible competencia entre ambos
factores G no se descarta (Drzewiecki et al, 1998).

De la misma manera, la expresién del gene dps de B. subtilis que codifica para una proteina
general de estrés, también es regulado a partir de dos promotores (PB y P1) que se encuentran
parcialmente sobrelapados y separados por 12 pares de bases. El promotor PB es reconocido por la
RNA polimerasa conteniendo el factor 6B, mientras que el promotor P1 es independiente de este
factor (Antelmann et al, 1997).

Un inicio de transcripcién para cada uno de los promotores fue identificado en células en
crecimiento exponencial, pero la expresion del gene dps fue mayor a partir del promotor PB. Esta
expresion también se vio aumentada a partir de este promotor cuando las células fueron expuestas a
calor, altas concentraciones de sal, etanol o después de un ayuno de glucosa, mientras que la
expresion a partir del promotor P1 decrecio durante las condiciones de estrés, siendo atn presente y
debilmente inducida después de un choque térmico en células mutantes de sigB (Antelmann ef a,

1997).

Debido a que los promotores PB y P1 estan parcialmente sobrelapados, estos no pueden ser
reconocidos al mismo tiempo por sus respectivas RNA polimerasas. En ausencia de o8, la

expresion a partir del promotor P1 es permitida, lo que indica que la fuerza del promotor PB no
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permite la utilizacion del promotor P1 al inicio de la transcripcion (Antelmann et af, 1997).

Asimilacién de fuentes nitrogenadas en B, subtilis

En bacterias entéricas, participan muchos genes en la asimilacién de fuentes nitrogenadas;
éstos son regulados en respuesta a la disponibilidad de este elemento por el sistema Nir (Merrick
and Edwards, 1995). En B. subtilis no hay evidencia de un sistema maestro regulatorio andlogo al
sistema Ntr. En vez de eso, la expresion de genes involucrados en el metabolismo de las fuentes
nitrogenadas es controlada por un nimero de factores reguladores independientes, en donde cada
uno de ellos controla diferentes genes.

El gene gabP que codifica para una proteina similar en secuencia a una permeasa para el
acido y-amino butirico de E. coli, es transcrito a partir de dos promotores (P1 y P2) parcialmente
sobrelapados. La expresion del promotor Pl es reprimida en presencia de aminoécidos via el
producto del gene codY. Cuando B. subtilis es crecido en condiciones limitadas de nitrégeno, la
expresion del gene gabP es regulada positivamente por la proteina TnrA.

Ambos promotores son reconocidos por el factor 6A, y dirigen la sintesis de un transcrito

que comienza a 8 pares de bases de la regién -10 de cada promotor.

B. thuringiensis y la produccion de protoxinas

B. thuringiensis es una bacteria Unica en su capacidad para producir durante el proceso de la
esporulacidn, grandes cantidades de protoxinas activas sobre algunas larvas de insectos en forma de
cristales. Este organismo presenta un mecanismo que asegura la sintesis de grandes cantidades de
protoxina, para su arreglo ordenado en un cristal.

Varias clases de genes de protoxinas designados cryl, presentan también promotores

sobrelapados que dirigen la expresion de estos genes y que son denominados Btl y Btll. Estos
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promotores funcionan de manera diferencial durante el proceso de esporulacion (Agaisse and
Lereclus, 1995; Baum and Malvar, 1995; Hofte and Whiteley, 1989) . La transcripcion a partir del
promotor Btl es dependiente de la RNA polimerasa asociada a un factor ¢ con un alto grado de
identidad al factor GF de B. subtilis, mientras que el promotor BtlI utiliza un factor ¢ con un 85% de
identidad al factor oK de B. subtilis (Adams et al, 1991; Brown and Whiteley, 1988; Brown and
Whiteley, 1990).

Los activadores de Ia familia LysR

La familia de activadores transcripcionales LysR esta compuesta de mas de 50 proteinas.
Esta familia evolucioné aparentemente de un ancestro lejano y se diversificé en subfamilias
encontradas en diversos géneros bacterianos. Estas proteinas interaccionan con diversos
coinductores.y permiten de esta manera regular la expresidén de genes cuyos productos participan
en muy diversas funciones Los genes que regulan se transcriben generalmente de manera
divergente, aunque también regulan a genes u operones no asociados que codifican también para
multiples funciones.

Debido a que algunos promotores que dirigen la expresion de estas proteinas se encuentran
muy cercanos y en ocasiones sobrelapan los promotores de los genes que regulan, se permite una
regulacion bidireccional de la transcripcién, ademas de que regulan de manera negativa su propia
sintesis. En algunos casos esta regulacion es positiva sobre su propia expresion como es el caso de
las proteinas SpvR (Taira et al, 1991), algunas proteinas Nod (Schlaman et a/, 1992; Smit ef al,
1992), y PhcA (Brumbley ef al, 1993).

Analisis genéticos han identificado algunos dominios estructurales que son comunes entre
los miembros de esta familia. Un dominio amino terminal que presenta un motivo de union a DNA
hélice-vuelta-hélice, un dominio involucrado en el reconocimiento y/o respuesta al coinductor y un

dominio requerido para unién a DNA vy respuesta al coinductor (Schell, 1993).
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Varios miembros de la familia LysR han sido reportados por presentar promotores que
sobrelapan con los promotores de los genes que regulan. MetR, el activador transcripcional que
regula la expresion de los genes metE y metH (involucrados en la sintesis de metionina) en
Salmonella typhimurium, se transcribe a partir de un promotor dependiente de 670, que sobrelapa
con el promotor del gene metF que también es 670 dependiente. Este Gltimo se transcribe de manera
divergente al gene metR, lo que sugiere la presencia de una misma sefial regulatoria para la
expresion de ambos genes (Urbanowski er al, 1987).

Ambos promotores dirigen la expresion de dos transcritos, separados por 1 y dos pares de
bases para los genes metE y metR respectivamente, mientras que la separacion entre los inicios de
transcripcion es de 25 nucleotidos. La region -10 del promotor del gene metR se encuentra entre las
regiones -35 y -10 del promotor metE (Plaman and Stauffer, 1987).

Como muchos genes reguladores en £. coli v 8. typhimurium, MetR autoregula de manera
negativa su propia transcripcién en presencia de homocisteina. En una cepa silvestre para merR, la
expresion de la fusion metE-lacZ es inducida de dos a tres veces en presencia de homocisteina, y
una reduccién de hasta cien veces menos actividad B-galactosidasa en una mutante metR. De
manera similar, MetR es capaz de inhibir hasta 9 veces 1a transcripcion de una fusion mefR-galK en
presencia de homocisteina y hasta 14 veces de autorregulacion negativa (Urbanowski and Stauffer,
1989).

Una serie de mutaciones en la regién intergénica de los genes metE-metR han permitido
establecer varias posiciones del DNA que son claves para reducir la capacidad represora de MetR, o
de aumentar la capacidad de transcripcion de este gene. La mayoria de las mutaciones mapean en la
regi6n de sobrelapamiento de ambos promotores, y pueden ser agrupadas en dos tipos: las del tipo
I se localizan fuera del sitio de union de ia RNA polimerasa, dentro de una region que se propone
como sitio de unién de la proteina MetR, mientras que las del tipo II mapean dentro del sitio de
unién de la RNA polimerasa de los promotores de los genes metE y metR (Urbanowski and

Stauffer, 1989; Urbanowski and Stauffer, 1987).
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Un arreglo muy similar al de los promotores metE y metR ha sido también reportado para
los genes ilvY e ilvC de E. coli. Estos genes son divergentemente transcritos a partir de promotores
con una alta identidad en secuencia a los promotores dependientes del factor 670. La region -35 de
cada promotor se encuentra en la region espaciadora de las regiones -35 y -10 del promotor
divergente, de tal manera que ambos promotores comparten por lo menos 19 nucledtidos sobre
cadenas opuestas (Hawley and McClure, 1983; Wek and Hatfield, 1986)

Una comparacion de secuencias entre los genes ilvY e ilvC de E. coli y S. typhimurium
demostrd que el sobrelapamiento de promotores es totalmente conservado, mientras que en las
regiones 5’ algunas diferencias son encontradas (Wek and Hatfield, 1986).

En E. coli, 1a expresion del gene metJ cuyo producto se encuentra involucrado en la
expresion del regulon met, se transcribe a partir de tres promotores en tindem que dirigen la sintesis
de tres transcritos J1, J2 y J3. Laregion -35 del promotor 1 comparte dos nucledtidos (TT) con la
region -10 del promotor 2, mientras que el promotor 3 se localiza separado a 35 pares de bases del
promotor 2 (Kirby et al, 1986)

La transcripeién en condiciones reprimidas, es decir en presencia de Met] y el producto del
gene metK, produce solamente los transcritos J2 y J3, mientras que una mutacion en el gene met/ o
metK, es decir en condiciones desreprimidas, se observan los tres transcritos. En un analisis de
transcripeion del gene metJ en S. typhimurium, realizado por Urbanowski y colaboradores, se
encontraron solamente dos transcritos que pudieran corresponder a los transcritos J2 y J3
identificados en E. coli, pero no se identifico el transcrito correspondiente a J1, a pesar de que la
secuencia promotora que origina este transcrito se conserva en ambos organismos. Esto
probablemente es debido a que los experimentos en S. fyphimurium se realizaron en una cepa con
un sistema met totalmente funcional (Urbanowski and Stauffer, 1985)

Se ha demostrado también, mediante experimentos de proteccion a digestion por DNasa |,
que MetJ se une a la regién intercistronica metB-metJ protegiendo de 40 a 50 pares de bases;

ademas de la regién -35 del gene metB, la totalidad del promotor metJ! y posiblemente parte de la
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region -35 del promotor metJ2 también cae dentro de esta region que protege Met] (Smith et al,
1985).

De manera similar, CatR el activador transcripcional del operdn catBC que codifica para
enzimas involucradas en la degradacion de benzoato de P. putida (Ornston and Parke, 1976), se
transcribe de manera divergente al operén y de manera constitutiva a partir de un promotor similar
en secuencia a los prométores dependientes de 670 de E. coli . El operdn catBC por ¢l contrario, que
es activado por la proteina CatR también se transcribe a partir de un promotor del mismo tipo, de tal
forma que los promotores de ambas unidades transcripcionales sobrelapan por lo menos 2
nucleodtidos en sus regiones -35 y -10 (Rothmel ez al, 1991).

Ambos promotores dirigen la sintesis de un transcrito que comienza a 7 nucleotidos de la
region -10 de cada promotor, separados entre si por 47 pares de bases. Utilizando una fusion
peatBC-lacZ se ha demostrado que este promotor ¢s inducido fuertemente en presencia de CatR, y
que la expresion a partir del promotor de catR es relativamente débil. Como algunos otros
miembros de la familia LysR que regulan su propia expresion (Marques ez al, 1998; Plaman and
Stauffer, 1987; Wek and Hatfield, 1988), CatR se une a la regidn intergénica y activa la
transcripcion del operdn catBC, reprimiendo su propia expresion al inhibir la unién de la RNA
polimerasa al promotor(Rothmel et al, 1991; Rothmel et al, 1990).

CbbR. otro miembro mas de la familia de activadores de la familia LysR, activa la
transcripcién del operdn chbLSXYEFPTZGKA que codifica para enzimas involucradas en la
asimilacion de CO, en Alcaligenes eutrophus (Windhovel and Bowien, 1991; Kusian and Bowien,
1995). Este gene se transcribe de manera divergente al operén que regula a partir de dos
promotores (PR, v PRp) que presentan una cierta identidad con promotores 670 dependientes,
mientras que el operdn también se transcribe de manera divergente a partir de un promotor Py, 670
dependiente. Nuevamente el promotor PR, del gene CbbR sobrelapa con el promotor Py, del
operdn cbb, como se ha observado para los activadores de esta familia (Schell, 1993).

Este arreglo de promotores sugiere una interferencia entre ellos, y se asegura la expresion
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del operdn como del activador en condiciones autotréficas, o la expresiéon en condiciones
heterotréficas cuando el operdn no es transcrito, pues permite la unién de la RNA polimerasa al
promotor PRp  La region de sobrelapamiento del promotor PR y Py, presenta sitios de unidn a
CbbR, de tal manera que como se ha visto en otros casos el activador regula por un lado la
expresion de operén ademéas de regular de manera negativa su propia expresion a partir de el
promotor PR 4 (Kusian et al, 1995).

Este modo de organizacion del operdn cbb se observé también en Xanthobacter flavus (van
den Bergh et al, 1993), Chromatium vinosum (Viale et al, 1991), Thiobacillus ferooxidans
(Kusano and Sugawara, 1993), Rhodobacter sphaeroides (Gibson and Tabita, 1993) y
Rodospirillum rubrum (Falcone and Tabita, 1993), indicando una conservacién en la disposiciéon y
regulacion de estos genes y reguladores en diferentes grupos de bacterias..

En Bacillus subtilis, la expresion del operdn gltAB que codifica para las dos subunidades de
la enzima glutamato sintasa, es expresado de manera divergente a su proteina reguladora, el
producto del gene g/tC que pertenece a la familia LysR. Ambos genes son expresados a partir de su
propio promotor, con una alta identidad de secuencia al factor ¢ vegetativo de B. subtilis. Como en
la mayoria de los activadores de la familia LysR, ambos promotores sobrelapan considerablernente,
de tal manera que los inicios de transcripcidn se encuentran separados por 51-52 pares de bases
(Belitsky et al, 1995).

Para activar la transcripcién del operdn git4B, GItC se une a tres secuencias que se
encuentran por abajo o sobrelapando su propio promotor denominadas caja I, IT y III
respectivamente. La unién de GItC a la caja I bajo cualquier condicion de crecimiento, reprime su
propia sintesis por interferir con el inicio de transcripcidn, pero no activa la transcripcion del
operdn. Cuando hay una limitacién de glutamato intracelular, GItC se une a la caja II que sobrelapa
parcialmente con la region -35 del promotor g/t4B ayudada por la molécula unida a la caja L.
Solamente cuando GltC estd unida a la caja 11, esta es capaz de contactar a la RNA polimerasa y

activar la transcripeidn del operén. Por lo tanto la orientacion espacial de las cajas Ty Il es crucial
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para la activacion del operon git4B, de tal manera que cualquier insercién o delecién que modifique
el espaciamiento de las cajas en un nimero diferente a una vuelta completa, reduce fuertemente la

activacion dependiente de nitrogeno del gene gitd (Belitsky et al, 1995).

El operén gal de E. coli

El operdn gal que codifica para las proteinas galK, gall'y galF, es inducido por D-galactosa
0 D-fucosa. El inductor se une al represor, el producto del gene galR, y previene su union con el
sitio operador. Se ha demostrado que la expresién del operén gal es controlado por dos promotores
Pl y P2 que también se encuentran sobrelapados (Musso et al, 1977).

E!l promotor P1 responde a CRP y AMP ciclico, mientras que el promotor P2 no necesita
activador alguno, pero es reprimido por la presencia de CRP. Ambos promotores presentan e!
dinucleétido TG justo un nucledtido por arriba de su region -10, caracteristico de los promotores -
10 extendidos. Cada promotor dirige la sintesis de un transcrito y estos se encuentran separados
por cinco nucledtidos. En presencia de altos niveles de AMP ciclico, 1a expresién de este operdn es
dirigida principalmente a través del promotor P1, mientras que en condiciones de deficiencia de

AMP o de CRP la transcripcion es dirigida por el promotor P2 (Kolb ez al, 1995).

E. coli y 1a respuesta a ciertos tipos de estrés

Al entrar a la fase estacionaria, las bacterias modifican el patron de expresién genética, que
coincide con la aparicién de cambios fisioldégicos y morfolégicos. En particular, la resistencia de la
célula a diversos tipos de estrés se incrementa.

El gene osmC de E. coli es expresado como una funcién de la fase de crecimiento. Este
gene se transcribe a partir de dos promotores osmC/! y osmC2 que se encuentran parcialmente

sobrelapados. El promotor osmCp! presenta una fuerte identidad con promotores dependientes de
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670 vy es al parecer expresado a nivel basal durante la fase exponencial, mientras que el promotor
osmP2 es reconocido al inicio de la fase estacionaria por la RNA polimerasa asociada al factor Gs.
La transcripcion a partir del promotor osmCpl comienza a 6 nucledtidos de su region -10, mientras
que el inicio de transcripcion para osmP2 se sitia a 11 pares de bases por abajo de su regién -10
(Gordia and Gutiérrez, 1996).

Recientemente se ha puesto de manifiesto que la expresion del gene ompC de E. coli es
regulada por una compleja red de distintos reguladores globales entre los que figuran 63, Lip y H-
NS (Bouvier ez al, 1998).

El regulén bet es también expresado bajo condiciones de estrés osmético en E. coli. Este
regulén comprende ¢l gene bet! que codifica para el regulador, y tres genes estructurales betT, betd
y betB involucrados en la sintesis del osmoprotector betaina. La regulacion de la expresién de estos
genes es muy similar a la que se observa en la familia de reguladores LysR. La diferencia principal
radica en que ¢l regulador se encuentra codificado junto con dos genes estructurales, mientras que
un tercer gene estructural se transcribe de manera divergente y su promotor sobrelapa con el
promotor del transcrito bet/AB. La region -35 del operdn betl4B comparte un nucledtido con la
regién -35 del promotor del gene betT (Rokenes et al, 1996).

Cada promotor dirige la sintesis de un transcrito que comienza a 7 pares de bases de su
respectiva region -10, mientras que 61 nucledtidos separan ambos transcritos. Los dos promotores
presentan identidad con la secuencia consenso de los prémotores dependientes de 670, mientras que
el promotor del gene betT presenta ademas el dinucledtido TG por arriba de su region -10,
caracteristico de los promotores extendidos (Lamark et a/, 1996).

La expresiéon de ambos promotores es reprimida en condiciones de crecimiento anaerébico
a través de la proteina ArcA, mientras que Betl reprime la expresion de ambos promotores en

respuesta a colina (Lamark et a/, 1996).

Promotores sobrelapados dirigiendo la expresion de genes diversos

35



En Streptococcus equisimilis H46A, la expresion del gene skc que codifica para la
estreptocinasa activadora de plasmindgeno y que se transcribe de manera divergente al gene /rp que
codifica para una proteina rica en leucinas de funcion desconocida, es dirigida por un par de
promotores Plske y P2skc que se encuentran parcialmente sobrelapados. El promotor Plske se
encuentra distal, mientras que el promotor P2skc se localiza proximal al inicio de traduccion.

Ambos promotores tienen una gran identidad en secuencia con promotores dependientes de
o070 de E. coli y dirigen la expresion de un transcrito mayor cada uno, separados entre si por 7 pares
de bases. Anélisis de deleciones en un sistema heterélogo de expresion, demostré que ambos
promotores del gene skc, requieren la secuencia 5’ para su total expresion, de tal manera que a
diferencia del gene /rp que solo necesita de un promotor para su expresion, el gene skc tiene una
estructura compleja, consistiendo de secuencias 5° para unién de reguladores y la doble secuencia
promotora (Gase et al, 1995).

En E. coli, ademas de los miembros de la familia LysR, también hay otros genes que
presentan promotores sobrelapados. El gene rof, que codifica para una peptidil-prolil cis-trans
isomerasa periplasmica (PPlase) que asiste el ensamblaje de algunas proteinas, es expresada a partir
de cuatro promotores en tandem en donde el promotor 3 y el promotor 4 sobrelapan parcialmente
(Norregaard-Madsen et af, 1994).

El transcrito mas abundante P1, esta localizado a 38 nucleétidos por arriba del inicio de
traduccion, mientras que los transcritos menos abundantes P2, P3 y P4 se encuentran a 98, 133 y
152 pares de bases también por arriba del inicio de traduccién. En RNA punficado de una cepa
CRP- al igual que el purificado de una cepa CRP~ pero crecida en medio rico, solamente el
transcrito P1 esta presente. Los transcritos P2, P3 y P4 son evidentes cuando la cepa silvestre es
crecida en medio minimo con glicerol como tnica fuente de carbono.

Este gene es expresado de manera divergente al gene cytX, de funcidn desconocida. Debido

a que la expresion del gene cytX es regulada de manera negativa por la proteina CytR, esta proteina
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también ejerce cierto efecto represor sobre la expresién del gene rot.

La secuencia de los cuatro promotores que dirigen la expresion de este gene, presentan una
buena identidad con los promotores 670 dependientes al menos en su region -10. El promotor 1,
presenta ademds una buena correlacién en secuencia en su region -35 con los promotores ¢70
dependientes, mientras que los demaés promotores compensan esta falta de identidad con sitios de
pegado para CRP, a una distancia propia para activacion (Norregaard-Madsen et al, 1994)

En respuesta a una deficiencia de hierro, las bacterias producen y excretan pequefias
moléculas quelantes de hierro denominadas sideroforos. E. coli, tipicamente produce y secreta el
sideréforo enterobactina y algunos otros derivados.

El complejo fepA-fes, cuyos productos se encuentran involucrados en la asimilacion y
transporte de compuestos férricos, se transcriben de manera divergente a partir de promotores que
se encuentran sobrelapados casi totalmente por su regién -10. Cada promotor dirige la sintesis de
un transcrito que comienza a 7 nucledtidos por abajo de la region -10 de cada promotor. La
secuencia nucleotidica de cada promotor presenta una fuerte identidad con promotores dependientes
de 670, siendo el promotor fes un poco mas fuerte que el promotor fepA4, como lo demuestra un
experimento de analisis de transcritos (Hunt ef a/, 1994; Escolar ez al, 1998).

A pesar de que ambos promotores se encuentran sobrelapados, la expresion de cada uno de
ellos es totalmente independiente, mientras que la regulacién ocurre en ambos promotores
coordinadamente (Escolar et al, 1998).

En condiciones de alta disponibilidad de hierro, Fur reprime la expresion de los sistemas de
adquisicion, inhibiendo su transcripcion. En este complejo, Fur se une a su region operadora
situada exactamente sobre la region promotora de ambos genes, de tal manera que existe una clara
competencia entre el represor y las RNA polimerasas por sus sitios de reconocimiento en el DNA
(Escolar ef af, 1998).

El gene pfl que codifica para la enzima piruvato formato-liasa, forma, junto con el gene focA,

que codifica para una proteina integral de membrana, un operén en E. coli. Este operén es
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expresado a bajos niveles en presencia de oxigeno, mientras que en condiciones de crecimiento
anaerobico la expresion se induce de 10 a 15 veces a través de las proteinas ArcA y For (Kaiser and
Sawers, 1995; Sawers, 1993)

Qcho promotores dirigen la expresion de este operdn, cinco de ellos se localizan dentro del
operdn directamente por arriba del gene pff, mientras que los otros tres son localizados en una
region regulatoria de aproximadamente 500 pares de bases, justo por arriba del gene foc4 (Kaiser
and Sawers, 1995; Sawers, 1993; Kaiser and Sawers, 1997) .

Los promotores P6 y P6A sobrelapan, y sus respectivos sitios de inicio de transcripcion
estan scparados por 10 pares de bases. El promotor P6 tiene una pobre identidad con la secuencia
consenso para promotores dependientes de 670 y carece ademas del hexémero -35, pero presenta
un sitio de unidén para FNR que activa la expresion de este promotor bajo condiciones de
crecimiento anaerdbico. En contraste, el promotor P6A, tiene una secuencia -10 consenso y una
region -35 con tres de seis nucledtidos idénticos con la secuencia consenso de promotores
dependientes de 670, por lo que al parecer la expresion a partir de este promotor es independiente
de activador (Kaiser and Sawers, 1995).

Debido a que la secuencia de la region -35 del promotor P6A forma la mitad izquierda del
sitio de reconocimiento de Fnr del promotor P6, la frecuencia de expresion de ambos promotores
deriva de las afinidades de la RNA polimerasa y el regulador Fnr por su sitio de unidn. El sitio de
reconocimiento de Fnr del promotor P6 presenta un nucledtido que no correlaciona con la
secuencia consenso, de tal manera que una mutacion en donde esa secuencia es acercada al
consenso, el efecto se observa principalmente sobre el promotor P6A y no sobre el P6, pues la
mutacion también acerca al consenso ala regién -35 del promotor P6A, incrementando la afinidad
de la RNA polimerasa (Kaiser and Sawers, 1997).

Recientemente, hemos demostrado que la expresion del gene rpoN en Klebsiella
pneumoniae es regulada por la presencia de dos promotores que se encuentran parcialmente

sobrelapados. Ambos promotores presentan una similitud en secuencia a los promotores
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reconocidos por la RNA polimerasa asociada al factor 670. La region -35 del promotor rpoN2
comparte un par de nucledtidos con la regién -10 del promotor ¥poNI.

El promotor rpoNp2 es distal al inicio de traduccion y sus elementos -35/-10 se encuentran
separados por 20 pares de bases, mientras que el promotor rpoNpl se encuentra proximal al inicio
de traduccién y sus elementos estan separados por 17 nucledtidos. A pesar de que el promotor
rpoNp2 comparte cuatro de seis nucleotidos con sus secuencia consenso en las regiones -35/-10, y
el promotor rpoNI solamente 3 de seis en ambas regiones, ademas de presentar el dinucledtido TG
por arriba de la regién -10, la expresion del gene se da principalmente a partir del promotor
rpoNpl.,

Una mutacién en la region -10 del promotor rpoNp! que la acerca a la secuencia consenso,
ocasiona un considerable aumento en la concentracion de mRINA a partir de este promotor, y por
tanto un aumento en la concentracién ¢34. El hecho de que ambos promotores compartan dos
nucleétidos, y que la expresion de estos promotores sea aparentemente constitutiva, trae como
consecuencia una probable competencia entre las polimerasas para transcribir este gene.

La mutacién en la region -10 del promotor rpoNI ocasiona, ademas del aumento de RNA y
proteina, una disminucién de la transcripeién a partir del promotor rpoN2, lo que implica un
desplazamiento de la RNA polimerasa en este promotor, como lo demuestra un andlisis de
transcritos (Grande et al, 1999)

A diferencia de los promotores que dirigen la expresion del operdn ga/, en donde una
identidad pobre con la regidn -35 se compensa con la presencia del dinucleétido TG por arriba de la
region -10, el promotor osmP2 no presenta este dinucledtido a pesar de tener una region -10
consenso, por lo que es probable que utilice alguna otra estrategia para expresarse. Debido a la
expresion de este gene es dependientes

Aun cuando ambos promotores sobrelapan sustancialmente, estos parecen ser
independientes entre si, pues cuando uno es transcrito el otro parece no funcionar

Otros miembros de la familia de las EBP’s (Enhancer Binding Proteins) que también se
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transcriben a partir de promotores multiples son XyIR y PspF de Pseudomonas putida y
Escherichia coli respectivamente. XyIR, el regulador central de los genes y operones del plasmido
TOL involucrados en la degradacion del tolueno en Pseudomonas putida, es expresadc
constitutivamente a partir de dos promotores Prl y Pr2, que se encuentran compartiendo 1
nucledtido entre la regién -10 del promotor Prl y la regidén -35 del promotor Pr2. Ambos
promotores son al parecer reconocidos por la RNA polimerasa asociada al factor ¢70. pues
presentan un alto grado‘de identidad con promotores 670 dependientes de E. coli (Inouye et al,
1985; Marques et a/, 1998).

En presencia de tolueno, XylR se vuelve activa y se une a las secuencias de activacion UAS
del gene xS activando su expresion. XylS por otro lado, se transcribe de manera divergente a partir
de uno o dos promotores de acuerdo a las condiciones de crecimiento. En ausencia de
hidrocarburos aromaticos xyIS es expresado de una manera basal a partir de un promotor Ps2
similar en secuencia a los promotores dependientes de 670 de E. coli (Gallegos et al, 1996), y en
presencia de tolueno XylR estimula la transcripcion a partir de un promotor Ps1 654 dependiente,
sin variar el nivel de transcripcion de Ps2 (Gallegos et al, 1996).

Debido a que los genes xy/R y xylS se transcriben de manera divergente, el extremo 5’ de
cada uno comun para ambos promotores, por lo que la unién de XylR a las UAS del promotor Psl
de xylIS, reprime su propia sintesis debido a que los promotores que dirige su expresion sobrelapan
con las UAS de xyiS (Inouye et al, 1985).

PspF el activador transcripcional del operdn pspABCE cuyos productos se encuentran
involucrados en respuesta a infeccion por fagos filamentosos; es otro miembro de la familia de las
EBP’s que se transcribe a partir de promotores multiples. PspF es transcrito a partir de tres
promotores P1, P2 y P3, en donde el promotor P1 y el promotor P2 se encuentran parcialmente
sobrelapados. La region -35 del promotor P2 comparte dos nucledtidos con la regién -10 del

promotor P1, mientras que el promotor P3 se encuentra separado por mas de 50 pares de bases

hacia el extremo 5’ (Jovanovic et al, 1996).
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Analisis de transcritos han demostrado que el activador PspF se transcribe principalmente a
partir del promotor P1 ¢7 dependiente, y en menor medida a partir de los promotores P2 y P3
también 70 dependientes. Debido a que pspF se transcribe de manera divergente del operon
pspABCE, y este ultimo es transcrito a partir de un promotor 654 dependiente, los sitios de unién
UAS para PspF se encuentran entre el promotor P1 y el inicio de la traduccion. De esta manera
como en el caso de los activadores de la familia LysR, PspF pudiera también estar autoregulando su

propia expresion (Weiner ef al, 1995; Jovanovic et al, 1996).
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9.3 Discusiéon y Conclusiones Apéndice IV

Esta es una revision bibliografica de genes bacterianos que son regulados por multiples
promotores y promotores sobrelapados en donde un nucledtido cuando menos es compartido es
presentada. Revisiones similares han sido publicadas Gnicamente para promotores divergentes
abarcando toda clase de organismos, incluyendo fagos y virus eucarioticos (Beck and Warren,
1988). En este trabajo en particular presento solamente informacién acerca de promotores que
sobrelapan en bacterias.

De los datos presentados podemos concluir de una manera general que se observan tres
grupos de arreglos gendmicos en donde podemos encontrar promotores sobrelapados.

Cuando genes cuyos productos se encuentran involucrados en funciones relacionadas, la
expresion simultanea de estos, es mas sencilia si los genes se encuentran unidos o cercanos en el
cromosoma. La presencia de regiones regulatorias que controlan la expresién de dos genes que se
transcriban de manera divergente v cuyas regiones promotoras se encuentran sobrelapadas, parece
ser un mecanismo ampliamente usados en bacterias.

En este sentido, algunos miembros de la familia LysR de reguladores transcripcionales, que
se encuenfran ampliamente distribuidos en bacterias, utilizan esta estrategia y pernmiten mediante el
nso de una misma molécula, la activacion de la transcripcidén de sus genes blanco, que regularmente
se transcriben de manera divergente y la represién de su propia expresion, por lo que la regulacion
de ambos genes es relativamente simple en este tipo de arreglo

Por otro lado, cuando un gene u operén necesita ser expresado bajo diferentes condiciones
de crecimiento, la presencia de promotores miltiples y sobrelapados parece ser una de las estrategia
utilizada en bacterias.

Algunas proteinas que responden a diferentes tipos de estrés o que son requeridas bajo
ciertas condiciones de crecimiento, son expresadas regularmente a partir de promotores

sobrelapados, reconoctdos generalmente por RNA polimerasas distintas. La expresion de cuando
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menos uno de estos promotores es constitutiva, mientras que la expresion del segundo ¢s regulada
por medio de proteinas activadoras que sensan sefiales particulares o factores G que aparece
solamente bajo condiciones de crecimiento especificas.

La expresion de los genes groEL y groES, cuyos productos ayudan al correcto plegamiento
de las proteinas, aumenta considerablemente cuando Jas células entran en un estado de estrés por
calor. Este aumento se da a través de una polimerasa asociada a un factor ¢ alternativo. De la misma
manera, €l producto del gene osmC o el operén fixRnif4, aumentan cuando la célula se encuentra
bajo una condicién especifica de crecimiento, también a partir de factores ¢ alternativos.

Finalmente, en algunos casos en donde la expresion de un gene en particular esta regulada
por promotores sobrelapados, pareciera no haber una razon logica para este arreglo en particular,
pues la presencia de un solo promotor expresandose de manera constitutiva al parecer seria
suficiente. En este sentido, no se descarta la posibilidad de que las condiciones en que se han hecho
los andlisis no sean las adecuadas para permitir la expresion de ambos genes y determinar de esta

manera el mecanismo de activacion para cada promotor.
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GENE OR
OPERON

groESL

groESL

gal operon

osm(

rpolN

SixRuifA

PROTEIN
FUNCTION

molecular
chaperones

molecular
chaperones

transport and
metabolism of
galactose

general stress
protein

envelope protein
induced under
osmotic stress

alternative sigma
facter

this operon encode a
deshidrogenase of
unknow function and
a master regulator of
the genes involved
in nitrogen fixation

ORGANISM

P, aeruginosa

N gonorrhoene

E. coli

B. subtiths

E. colf

K. preumoniae

B. japonicum

PROMOTER
ARRAY

overlapping

overlapping

tandem partial
oveilapping

tanderm partial
overlapping

tandem partial
overlapping

tandem partial
overlapping

tandem
overlapping

SIGMA
FACTOR
INVOLVED

PIGTM G32pP27

o0, G2

galPl G,
galP2 G10

aB gH

osmpi G7,
osmP2 (S

rpoNpl G0,
rpoNp2 G710

fixRpi G354,
fixRp2 G0

TS$8% FROM ACTIVATOR OR EVIDENCE**
PROMOTER REPRESSOR
8bp PI QT 2
-10 element, &
bp PI G32-10
element
10 bp 032 -10 2
element, 10
bp G70 -10
element
Tbp (538 .10  galP! activated by CRP and 1,2
element, 7 bp  ¢yclic AMP, repressed by
G0 -1 Gal$ and. GalR. D-galactose
element or D-fucose prevenis GalR

binding to gal operator.

galP2 repressed by CRP,

GalR and GalS
10bp GB -10 O physical stress and 2
element, 7 bp  glucose starvation, _H amino
GH-10 acid starvation by RelA
element
6bp G7? -10 H-NS reptess both promoters, 1, 2
element, 11 Lrp repress osmCp ! and
bp G5 -10 activate osmCp2
7 and § bp 1,2
G0 rpoNpl
«i0 element, 7
bp G0
rpaNp2 -10
element
12bp GC 0% NifA activate fixRpl, RegR 1,2
-12 element, activate -\-;.ﬂ.mﬁm
12 bp G70 .10
element

REFERENCES

(Sevenich et al
1998)

{Tauschek et al
1997}

(Kolb et al 1995;
Weickert and
Adhya, 1993:
Adhya and Miller,
1979)

(Dizewiecki et al
1998)

{Gordia and
Gutierrez, 1996;
Bouvier et af 1998;

Gutierrez and
Devedjian, 19%1)

(Grande et ai 1999)

(Barrios et al 1995;
Barrios ef al 1998;
Bauer et af 1998)



betl/bet{BA

dps

Jocdpfl operon

xpiR TOL plasmid

crildel

gubP

gene products are
involved in glycine
betaine synthesis

general stress
protein

FocA is an integral
membrane protein
required to modulate
the intracelular
formate pool, and pfi
encode the enzime
pyruvate
formate-lyase

Pilin subunit

XyIR is the master
regulator of operons
involved in the
metabolism of
teluene

crildc! encodea
lepidopteran-speci-
fic cristal protoxin

permease for gama
-aminobutiric acid

E. col

B. subtillis

E, coli

N. gonorrhoeae

P. putida

B. thuringiensis

B. subtilis

opossite pariial G70
overlapping

tandem partial
overlapping

pl G, pBGB

tandem partial
overlapping

P6 G, P64 G70

tandem p/ and  pi G, p2 G7C,

p3 are totally p3 G4
overlapping

partial Pri G70, pr2 g0
overlapping

tandem partial B¢/ OE, B/i GK
overlapping
overlapping P1OA P2CA

7 bp -10
betTp G -10
element, 7 bp
-10 betlp G0
-10 element

11 bp p8t OB

-19 elemeni ,
9

6 and 7 bp P6
G70-10
element, 9 bp
P64 G710
element

6 and 9 bp PI
G010
clement, p31s
ngt functional
in this
Organism

8 bp Pri G
-0 element, 7
bp Pr2 10
-10 element

§ bp Bl GE
=10 element, 4
bp Bt CK -10
element

8 bp P CA
-10 element, 8
bp P2GA -H)
element

Betl repress both promoters 2
via choline and ArcA avtivate

both promoters in acrobiosis
9

P8 activate during general 2
stress

FNR and ArcA activate P6 1,2
pl repressed by G54 and 1,2

activate by IHF

XyIR repress Pri and Pr2 2

EZ2 subunit of pyruvate t, 2
deshydrogenase aclivate
expresion of crplAd gene

CodY repress expression 2
from P! in presence of amino
acids and nitrogen excess

TnrA activate P2 expression

on nitrogen-limited growth
conditions

(Lamark ef af 1996;
Rokenes ef al 1996)

{Antelmann er af
1997)

(Kaiser and Sawers,
1997; Kaiser and
Sawers, 1995,
Spiro and Guest.
1990; Sawers,
1993}

(Fyfe et al 1995;
Hill et al 1997;
Fyfe and Davies,
1998)

(Marques ef al
1998; Inouye ef al
1985)

(Sedtak er al 2000;
Agaisse and
Lereclus, £995;
Wong et af 1983,
Adams ef af 1991;
Walter and
Aronson, 1999)

(Ferson ef af 1996;
Wray et af 1998)



chbRa
chbRp/chbL

gspA

JepAifes

catR/catBC

2ltCigltAB

ske

CbbR isa
transcriptional
activator of chb
operon mvalved in
CO2 fixation

A.entrophus

GspA is a global L. pnewmophiia
stress protein that 1s

induced in the

intracellular

enviroment of the

phagocytic cells and

varous stress

stimulus

FepA and Fes are E. col
enterochelin-depen-

dent won transport

and ferrienterochelin
receptor priems

respectively. fepA

gene is transcribed

from two promoters.

CalR 15 a regulatory  P. putida
protein of the catBC
operon that encode
engymes for the
dissimilation of
benzoate

GItC is protein that B, subfilils
stimulates

expression of glid

and gltB genes that

encode for glutamate

synthase

Streptokinase S. equisimilis

opossite PL and  PL G, PRa G70,

PRa are ﬁ»ﬂ.ﬁ o7
partially

overlapping

tandem partial ~ pJ (370, P2 G2

overlapping

opossite partial  pfes G70, plfepd
MMM...JM?:@ O, p2 fepd G0
element of fas

promoter

overlapps the

p2 -10 element

of fepA.

tandem partial
ovetlapping pl
and p2 of fepA
promoters

opossite peatR G, peatBC
overiapping o7

oposite pghtd OB, pghtC
gverlapping 0543

iandem parttal  plske G79, p2ske
pverlapping G

7bp PLO-10
element, 5 bp
PRa G0 -10
element, 7 bp
PRp G0 -10
element

S bp PI G0
=10 element, 9
bp P2 G312 -10
element

7 bp pfes G70
-10 element, 8
bp plfepd
o
element, and 7
bp pfepd
G010
element

7 bp peatR
o0 .10
element, & bp
peatBC G?
-10 element

Top pglta
ag70-10
element, 9 and
10 bp pgleC
G700

elemett

7 pb plske
07010
element, 9 pb
p2ske G010
element

CEbR repress cbb operon 2
under heterotrophic
conditions, and

p2 is induced upon exposure 1,2
to heat shock, osmotic shack
and oxidative siress

FurA repress both promoters 1, 2
in presence of Fe2+

CaiR acuvate peatBC n 1,2
presence of benzoato or
cis,cis-muconato and repress

catR transcripfion

GUC activate gltAR operon in 2
response to nifrogen status

on the eell, and repress its

own synthesis. GHR activate
gltAB operon, supressing a

ghC deletion

Both ske promoters needs the 1,2
bent USR (upstream regien)
for total activation

(Kusian ef af [995;
Kusian and Bowien,
1995; Windhovel

and Bowien, 1991}

{Abu and
Engleberg, 1994)

{Escolar et af 1998;
Hunt er al 1994)

(Rothmel ef af
1991; Chugani e al
1997; Rothmel e!
af 1990)

{Belitsky et al
1995; Belitsky and
Socnenshein, 1997:
Belitsky and
Sarenshein, 1995)

(Gase et af 1995)



rheRirbe operon

cie

spolG

rot gene

metRimetEH

RbeR is an activator
of the operon that
encode ribulose 1,
S-bisphosphate
carboxilase/oxigena-
se

Cic is a general
stress protein that is
induced by several
strtesses including
heat shock

rot gene encode a
peptidyl-proly!
cig-frans isomerase.
This class of
proteins assist
protein felding in
vive

meiR encode a
transeriptional
activator of operon
mnvolved in
methionine
biosynthesis

T. ferrooxidans

B. subtilis

B. subtilis

E. coli

S, tuplimurium

oposite
overlapping

overiapping

tandem pariial
overiapping

multiple
protess, rotp3
overlaps rotp4
promoter

oposite
overlapping

prbcR G707,
prbcRi G7

pete G371, pete GV

pl O3, p1 G32

all promoters are
G0 dependent

petR O, pmetE
G0

8 bp pctc G2%
-10 element, 7
bp petc G337
-10 element

7 bp rotpl
o7 -10
element, 2 or
7 bp rotp2
g7 -10
element, 7 bp
ratp3 G70 210
element, § bp
rotpd G790 -10
element

5and 8§ bp
pretR -10
element, 4 and
6 bp pmetE
-10 element

spoVG pl 537 dependent is 2
regulated by at least five of
the cight spol leci

CRP activate rofp2, rofpl 1 and 2 for
and rotpd but not rofp. rotpl and
CyiR inhibits expression rotpd

from rolp!, roip2 and rotpd

but not refpl. 2 for rofp2 and

rotpd

Expression of MetE and MetH 1, 2
(vitamin B12 independent

and vitamin B12 dependent
enzymes respectively) 15

negatively regulated by et/

gene produet and positively

by MetR. MetR is negatively
autoreguiated, and repressed

by Metl.

(Kusano and
Sugawara, 1993)

(Tatti and Moran,
[985}

(Johnson ef af
1983; Maoran e ol
1981; Haldenwang
and Losick, 1979;
Haldenwang and
Losick, 1980;
Olington ef @/
1981)

(Norregaard-Ma-
dsen ef af 1994)

{(Urbanowski and
Stauffer, 1989,
Ptaman and
Stapffer, 1987:
Urbanowski ef af
1987; Urbanowskl
and Staufier, 1987}
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metf Met) in combination E. coli tandem Jf and  JI O™ /2G70and  6bp Ji G0 Metd negatively auloregulate ), 2 (Kirby ef af 1986;
with J2 are partially 3 g70 -10 clement, §  its own synthesis Saint-Girons et al
$-adenosylmethioni- overlapping bp /2 G0 -10 1984)
ne repress genes of

the met regulon both elemer, 7 bp

in Escherichia coli J3 G0 -10
an Salmonella element
typlumurium
pspF PspF is an activator £, coli tandem PICH, P20 6,7and 10 bp  All promoters are 2 {Jovanovic et al
of pspA BCE operon promoters P/ and P31 G0 from P{ G770 constitatively expresed, Pl is 1996)
involved in response and P2 are promoter., 4 the major promoter used and
to protein IV (pIV) partially bp from P2 P2 and P3 are weak but used
of filamentous overlapping -10 element, 7 promoters
phages, heat and bp from P3
osmotic shock and -1G efement
ethanol treatment
iv¥/ihC ilvY of E. coli K12 E. coliand § opposite pitvC and pifv¥ 3 bp from <10 MY activate franscription of 2 (Wek and Hatfield,
encode acetohydroxy typhimurmm partial promoters are ilvC promoter  ilvC gene 1 presence of 1986}
acid overlapping 70 dependent element, and 4  acetohydroxy acid
isomeroreductasa, bp from -1¢ isomeroreduciasa sustrate
and ivY is a positive ivY promoter
actvator element

Tabla 1

* Transcriptional Start Site

** 1- Genetic evidence, 2- Sequence compair
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