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RESUMEN 

Analisis de Ja interaccién de NifA de R. meliloti con Jas regiones promotoras 

UAS (Upstream Activator Sequences) de los genes nif mediante mutagénesis 

dirigida. 

Los distintos elementos que participan en la activacién de la 

transcripcién de los genes nif nos proveen de un excelente modelo para 

cumplir el objetivo principal de este trabajo que es el de estudiar las 

interacciones moleculares entre DNA y proteina. 

Durante el desarrolio del trabajo se realizaron predicciones de 

estructura de DNA tanto de las regiones UAS como de las posibles regiones 

de interaccién de la protefna IHF. Para esto se utilizaron distintos modelos 

de prediccién que toman en cuenta los angulos que se forman entre los 

distintos pares de bases. Entre los principales estan el de De Santis, y el de 

Trifonov. Lo que se pretendia era conocer si la estructura del DNA 

participaba directamente en la especificidad de interaccién de las proteinas 

que interactian con estas regiones. 

En ninguna de las predicciones fué posible observar una curvatura 

determinada, por lo que se concluyé que muy probablemente es necesario 

tomar en cuenta otros parametros que resuelvan la curvatura del DNA ya 

que no se descarta la posibilidad de que ja estructura este involucrada 

directamente en la interaccién y en la identificacién de las proteinas 

involucradas. 

La proteina NifA es el activador de los genes que participan en el 

proceso de Fijacién de Nitrogeno. NifA actta sobre estos genes uniendose a 

las secuencias denominadas UAS (upstream activator sequences, TGT-N1i0- 

ACA) localizadas entre 100 y 200 pb del promotor. 

El dominio carboxilo terminal de la proteina NifA contiene un motivo 

de Hélice-vuelta-hélice (HVH) similar a otras proteinas de unién al DNA. 

EI residuo mas conservado en las HVH es el que se encuentra al inicio de la 

vuelta entre las dos hélices, el cual generalmente es una glicina. 

Se determiné que la unién de NifA de R. meliloti a las UAS es muy débil y 

analizando las secuencias de los distintos motivos de HVH se observé que 

esta proteina presenta un glutamico (£) en la posicién 9 sustituyendo a la 

glicina (G) altamente conservada, lo cual posiblemente sea una de las 

causas de la débil interaccion. Asi el residuo de glicina puede ser 

importante en la estructuracién adecuada de la HVH para favorecer el 

reconocimiento especifico del DNA. 

Se propuso que al sustituir el residuo de glutamico por glicina podria 

incrementar la unién de NifA a las UAS y consecuentemente la expresién de 

los genes que esta proteina regula.



Se construyeron por mutagénesls dirigida un derivado de NIA con 

una sustituci6n de E por G y una mutante doble que sustituye E por G y 
lisina por leucina (K por L). 

La actividad transcripcional de estas mutantes y de la proteina silvestre se 

determiné mediante la expresién de una fusi6n transcripcional del gene 

nifli-lacA, 

Los resultados obtenidos muestran que la mutante sencilla en todos 

los ensayos cuenta con al menos el doble de actividad comparada con la 

actividad de la proteina silvestre, lo que indica que el resido de glicina es 

importante en la estructuraci6n correcta de la HVH para favorecer la unién | 
al DNA. 

Vo.Bo. 
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INTERACCION DNA-PROTEINA EN SISTEMAS 
RELACIONADOS CON LA FIJACION DE NITROGENO 

Generalidades del Sistema de Regulacién en la Fijacién de Nitrégeno. 

La Fijacién de Nitrégeno es un proceso que demanda una gran cantidad 
de energia, por lo que la interaccién que se da entre las moléculas tiene que 
ser especifica y estar fuertemente regulada. Los genes involucrados 
directamente en este proceso en organismos simbiontes son los nif (nitrogen 
fixation), los fix (fixation) y los nod (nodulacién) (Merrick, 1993). 

La regulacién de la expresién de estos genes se da tanto a nivel 
transcripcional como en la modificaci6n postraduccional de las proteinas que 
estos codifican (David, et al. 1988). 

El sistema de regulacién de estos genes mantiene caracterfsticas que lo 
distinguen de los demés, una de ellas es que la regi6n promotora se encuentra 
a -24 y -12 pb del sitio de inicio de la transcripcién a diferencia de los otros 
promotores localizados a -35 y -10 pb (Buck, et al. 1985). La RNA polimerasa 
se une al promotor junto con un factor sigma denominado o% que es diferente 
a los demés factores sigma conocidos (Buck y Cannon.1992), Otra de las 
caracteristicas interesantes es que mantienen una regién reguladora parecida 
alos "enhancers" en eucariotes, a estas regiones se les llama UAS (Upstream 
Activator Sequences) y estan localizadas entre 100 y 200 pb por arriba del 
sitio promotor. Estas mantienen una secuencia conservada TGT-Nio-ACA la 
cual es identificada por la proteina activadora NifA que es considerada como 
el activador central en la regulacién de los genes para la Fijacién de Nitr6égeno 
(Tuli y Merrick.,1988; Kustu, et al., 1991; Better, et al., 1985; Alvarez; et al. 1986; 
Buck; et al. 1987). El DNA al parecer requiere doblarse para que NifA unida a 
las UAS pueda interaccionar con la RNA polimerasa-o54 que se encuentra 
unida al promotor. Se sabe que en algunos de los genes nifla activacién de la 
transcripcién se da formando lo que se conoce como complejo abierto, o sea el 
momento en que interaccionan todos los elementos y se lleva a cabo la 
transcripcién. (Morett y Buck. 1989) (Fig. 1).
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Fig.1 Modelo de la activacién de la transcripcidn. 

La activacién de la transcripcién en el sistema de fijacién de nitrégeno es 
un buen modelo para el estudio de las interacciones moleculares, desde las 
caracteristicas que debe tener el DNA en cuanto a su estructura o secuencia 
para ser identificado por las protefnas y también por las protefnas que 
participan en esta regulacién principalmente NifA e IHF. 

ELEMENTOS PRINCIPALES QUE PARTICIPAN EN LA 
TRANSCRIPCION DE LOS GENES nif. 

El activador principal de la transcripcién de los genes nif es la proteina 
NifA. 

La protefna NifA pertenece a la familia de activadores de promotores 054 
lamada EBP's (Enhancer Binding Proteins). Las protefnas de esta familia son 
muy parecidas, estén constituidas por 3 dominios funcionales y estructurales 
independientes: el dominio amino terminal no esta conservado, aunque en 
algunas protefnas como en NtrC el dominio tiene funciones regulatorias. 
(Buikema, et al., 1985).



Sin embargo, esta regién no es absolutamente indispensable para la 

actividad de NifA ya que en proteinas de B. japonicum y de R. meliloti se ha 

deletado y la activacién de los promotores de los genes nif no ha disminuido 

significativamente (Huaia y Ausubel, 1984, Fisher, et al. 1988). 

Esta regién esté ligada al dominio central mediante un interdominio, el 

O-linker (rico en glutamina, arginina, glutamato, serina y prolina), descrito 

como una regién flexible que une al dominio amino terminal con el central 

(Cannon y Drummond, 1987). 

El dominio central esta altamente conservado no solo en NifA sino en 

todas las EBP’s, esto sugiere que la regién puede estar relacionada con la 

interaccién de Ja protefna con el factor 054, El dominio mantiene 7 regiones 

altamente conservadas, las cuales han sido nombradas consecutivamente de 

Cl aC7. La Cl mantiene una gran similitud con protefnas que se unen 0 

hidrolizan ATP (Morett y Segovia, 1989; Huala y Ausubel, 1989). Para las 

otras regiones no se conocen regiones homdlogas que Ileven a cabo alguna 

actividad. 

En las Rhizobiaceas, la segunda regién de interdominios que une el 

dominio central con el carboxilo terminal contiene 4 cistefnas que hacen a la 

proteina sensible a oxfgeno. Se ha propuesto que en condiciones anaerébicas 

NifA une un cofactor metdlico y que cuando aumenta la concentracién de 

oxfgeno el cofactor se oxida y por consiguiente NifA se inactiva (Morett, et al., 

1991, Fisher, et al,1987). 

En algunas de las protefnas de la familia EBP’s la regién carboxilo 

terminal contiene alrededor de 70 residuos de aminodcidos, esta region al 

parecer forma un motivo estructural denominado HVH (hélice-vuelta-hélice) 

similar a otras protefnas que se unen a DNA. Si el dominio carboxilo de NifA 

de K. pneumoniae se muta, disminuye su actividad. (Morett y Buck., 1988). Si 

este dominio se expresa independientemente, se une especificamente a las 

UAS que se encuentran entre 100 y 200 pb del sitio promotor, aunque es 

incapaz de activar la transcripcién. Este evento se ha probado también en 

experimentos de metilacién in vivo (Morett, et al., 1988). 

La proteina IHF es un elemento que favorece la interacci6n de la 

protefna activadora y el complejo RNA polimerasa-factor o, debido al 

doblez que provoca en el DNA. 

La protefna THF es un heterodimero con un peso molecular de 20kDa, 

esta juega un papel importante en muchos procesos incluyendo 

recombinacién sitio especifica, empaquetamiento de fago, transposici6n, 

replicacion de los plasmidos y transcripcién (Goodrich, et al. 1990).



Esta protefna tiene homologfa con las proteinas HU las cuales son 
parecidas a las histonas de eucariontes, el mecanismo de accién de IHF 

todavia no se conoce con presicién pero se sabe que al unirse puede provocar 

un doblez en el DNA de mas de 140°, por lo que es posible que el papel de IHF 
en la integracién de lambda en E. coli ademas de otros procesos, sea el 

doblamiento del DNA hacia una conformacién funcional. Se ha probado en el 

trabajo de Goodman y Nash (1989) que se puede sustituir el requerimiento de 

THF en una secuencia de DNA si esta contiene una curvatura intrinseca 
suficiente y posicionada correctamente (Yang y Nash., 1989). Las 
subunidades de la protefna se expresan a partir de los genes himA y 
hip/himD. Mediante experimentos de “footprinting” con DNasa I se puede 
comprobar que IHF se une al DNA en aproximadamente 40pb. En algunos 
ensayos realizados mediante la migracién anémala en geles de 
retardamiento, se observa que al pegarse IHF en distintos tractos de una 

secuencia de DNA esta protefna provoca una cierta curvatura en el DNA lo 
que ocasiona una migracién diferencial en el gel. 

Recientemente, experimentos de proteccién y de utilizacién de radicales 
hidroxilo, indican que IHF contacta al DNA en las bases del surco menor 
obligando a que este se doble alrededor de la protefna. 

Estudios recientes han mostrado que IHF se une justo rioarriba del sitio 

promotor de algunos genes cuya expresidn requiere de la RNA polimerasa 
unida al factor 054, los cuales incluyen a nifH y a nifU de K. pneumoniae (que 
son protefnas que participan en la fijacién de nitrégeno), en glnH de E.coli 
(permeasa de glutamina) en el operon /llG de C. crescentus (proteinas 
flagelares), y en xylCAB de P. putida (enzimas que catabolizan xyleno y 
tolueno), realizando un papel importante en el aumento de la actividad 
(Claverie-Martin y Magasanik, 1992). 

El efecto de IHF en la activacién del inicio de la transcripcién en los 
promotores de nifH y nifU por la proteina NifA (Hoover, et al., 1990; Cannon, 
et al.,1990) y el promotor ginHp2 por el regulador de nitrogeno | (NRI-fosfato) 
(Clavelier-Martin y Magasanik. 1992) sugieren que el doblamiento del DNA 
por IHF, facilita la interaccién entre Ja proteina activadora y la RNA 
polimerasa-o54 para unirse al promotor, y de esa manera favorecer el inicio 
de la transcripcion. En contraste con la regidén reguladora de ginH, no existe 
un sitio de unién para IHF rioarriba del promotor de glnAp2 por lo que THF 
no estimula el inicio de la transcripcién (Sasse-Dwight y Gralla. 1990) . 
También la funcién de IHF depende de la posicién de su sitio de unién 
pudiendo activar o reprimir el inicio de la transcripcién, dependiendo de 
hacia donde se da el doblamiento del DNA (Claverie-Martin y Magasanik, 

1992).
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En conclusién, la protefna IHF es un factor importante en la 
transcripcién ya que provoca un doblamiento en el DNA que permite la 
interaccién de la pretefna activadora unida a las UAS con la RNA 
polimerasa-o4 unida al promotor. 

Es necesario que el DNA mantenga cierta flexibilidad que permita la 
interaccién de los distintos elementos de la transcripcién, la cual se favorece 
al interactuar la proteina IHF. Sin embargo, se cree que existen secuencias con 
una curvatura intrinseca que permiten la interaccién de los distintos 
elementos de transcripcién en ausencia de la protefna IHF. 

Para comprender un poco mas acerca de la influencia que tiene la 
estructura del DNA en la regulacién y funcionamiento de algunos genes y 
proteinas, se han desarrollado diversos métodos que permiten modelar la 
posible o posibles estructuras que adquiere el DNA. Los cuales se mencionan 
a continuaci6n. 

INTRODUCCION SOBRE LAS MOLECULAS DE DNA, 

La informacién hereditaria de todos los organismos vivientes, con 
excepcién de algunos virus, est contenida en moléculas de dcido 
desoxirribonucléico (DNA). El DNA usualmente consiste de dos cadenas 
complementarias enrolladas una sobre otra, formando una hélice con el giro 
hacia la derecha. Cada cadena esta formada por polinucledtidos lineales que 
consisten de cuatro nucleétidos. Hay dos purinas, adenina (A) y guanina (G) 
y dos pirimidinas, timina (T) y citosina (C). Las dos cadenas estan unidas por 
puentes de hidrdgeno entre los pares de nucledtidos. Cada nucleétido en la 
secuencia de DNA contiene un azucar pentosa (desoxiribosa), un grupo 
fosfato y una base ptrica o pirimidica. Las moléculas del azucar y el grupo 
fosfato estén unidas covalentemente por uniones fosfodiester asimétricas 5’- 
3°. La doble hélice del DNA se encuentra arreglada de forma antiparalela. 

Métodos usados en el estudio de la estructura del DNA. 

Uno de los métodos més importantes para el andlisis de la estructura del 
DNA, al menos desde el punto de vista histérico, fué la difraccién de rayos X. 
Esta herramienta se utiliz6 para descubrir la forma bdsica de la doble hélice 

del DNA en 1953.
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Rosalind Franklin realiz6 trabajos de difraccién de rayos X, con fibras de 

DNA y obtuvo fotograffas con patrones de difracci6n distintos, a los cuales 

Namo la forma A y la B. La forma A se observaba cuando las fibras estaban 
secas y la forma B cuando estaban himedas. 

Struther y Arnott observaron que DNA con secuencias repetidas 

regulares de A's (Adeninas) 0 con las bases A (adenina) T (timina) alternadas, 

pueden ser extremadamente polimérficas ya que cada uno de ellos puede 
producir hasta 4 diferentes patrones de difraccidn. 

Ademés de los métodos de difraccién de rayos X que analizan la 
estructura atomica que es una técnica directa con la que se obtiene un modelo 
tridimensional, existen los experimentos de microscopfa electrénica que 
analizan la estructura atémica y producen imagenes que generalmente son 

de 2 dimensiones. Ambos métodos proveen de modelos que corresponden a 
la realidad fisica. Sin embargo, pocas personas utilizan estos métodos debido 
a que el equipo es muy costoso y requiere de mucha preparacién para 
examinar los datos, ademas de que es muy complicado obtener una buena 
muestra de moléculas cristalizadas para ser analizadas en el microscopio 
electrénico. Por estas razones muchos cientificos actualmente utilizan una 

gran variedad de métodos indirectos que ayudan a determinar la estructura 
del DNA (Shakked, 1991). 

Los métodos indirectos incluyen los métodos espectroscdpicos, como 
NMR: en donde la muestra de DNA se pone en presencia de un campo 
magnético fuerte, y todos los 4tomos de hidrégeno en la molécula de DNA se 
alinean en relacién al campo. Después la muestra se expone a un campo 
electromagnético de baja energfa en un rango de radiofrecuencias, los 
hidrégenos individuales en el DNA absorben energia en alguna frecuencia 
particular alineandose sobre el campo principal. 

La cantidad de energfa requerida para mover el hidrégeno nuevamente al 

campo principal es muy sensible a la localizacién en la molécula, también a 

la unién con otros atomos y a los 4tomos cercanos en el plano tridimensional. 

La Espectroscopfa de Raman: mide las frecuencias vibracionales de 
enlaces individuales en el DNA, permite medir sensiblemente los enlaces 
quimicos y la estructura, estos métodos estan limitados en Ja interpretaci6n 
estructural. En comparacién con la espectroscopia por rayos X o NMR, la 
principal ventaja de la espectroscofa de Raman es que se requiere muy poco 
material de la muestra. 

El Dicroismo circular mide la absorcién de la luz ultravioleta polarizada 
en el DNA, de esto atin no hay una interpretaci6n teérica aunque se utilizan 

moléculas con estructura conocida para comparar y analizar los resultados.



Para observar la macroestructura de las moléculas se han utilizado los 

métodos quimico-enzimaticos, los cuales utilizan enzimas de restriccidn 0 

quimicos espectificos para modificar el DNA y posteriormente observar su 

patron electroforético. Algunos de estos reconocen la secuencia de las bases, y 

otros reconocen la estructura de doble hélice o proporcionan datos que 

permiten aproximar una estructura. 

Por ultima, la migracién electroforética anémala (geles de retardamiento), 

puede ser usada para encontrar informacion sobre la estructura del DNA. Sin 

embargo hay que tomar en cuenta que las moléculas de DNA no solo corren 
de acuerdo a su tamafio sino también de acuerdo a su tipo y su carga eléctrica 

neta. En muchos experimentos se ha mostrade que el DNA curvado se mueve 
més lentamente a través de los geles que el DNA lineal del mismo tamafio o 

largo (Calladine y Drew., 1992). 

Actualmente se han desarrollado estrategias que permiten calcular de 

manera teérica las curvaturas més probables que adquiere cierta secuencia de 

DNA, para esto se toman en cuenta distintos parémetros de curvatura los 

cuales se describen a continuacion. 

Parametros de curvatura 

Los principales parametros de curvatura son seis, tres de rotacidn: twist, 

roll, tilt, y tres de traslacion: rise, slide y shift (Figura 2). Estos se identifican 

claramente ya que tienen ejes de hélices locales entre dos pares de bases 

(Dl), o parémetros globales calculados relativamente al eje de la hélice total 

(Dzg). Las cantidades pueden diferir considerablemente, por ejemplo, en 

DNA-A el dngulo global es Dzg=2.9 A° y los locales es Dzl=3.4 A°. 

Se ha puesto cuidadosa atencidn al empleo del término de rotacién 

positiva y esta siempre se refiere a un desplazamiento rotacional hacia la 
derecha en cualquiera de los ejes. 

El tilt positivo es cuando el desplazamiento se dirige en direccién al 

surco mayor, este abre el Angulo entre los pares de bases através de una de las 

cadenas del DNA denominada como banda I, visto desde el lado del surco 

menor. La flecha representa la rotacién de los pares de bases 2 relativo a pares 

de bases 1 sobre el eje x. 

El roll positivo se observa con el desplazamiento que va de la hélice de la 

cadena I a la de la cadena I o como la rotacién de la base 2 en relacién a la 

base 1 sobre el eje y. Como consecuencia se abre el angulo entre las pares de 

bases a través del surco menor, esto se observa a lo largo del eje de las bases 

de la cadena o banda I a la cadena o banda II o tomando como referencia el 

eje y.
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El twist positivo es cuando el desplazamiento es en direccién 5’ a 3' de la 

cadena I, tomando como referencia el eje z. 

El éngulo de torsién normal, es positivo visto desde abajo de lo largo del 

eje z de los pares de bases. El propeller-twist usual en DNA-A y B es negativo 

con esta convencién, el cual se usa porque es consistente con las definiciones 

de los 4ngulos de torsién (EMBO J. 1989) (Figura 2).



Coordenadas 

  

menor 

Angulos de ROTACION 

Torsimiento Rodaje Inclinaci6n 

(Twist) (Roll) (Tilt) 

Angulos de TRASLACION 

Elevacion Deslizamiento Cambio 

(Rise) (Slide) (Shift) 

Fig. 2 Parametros de curvatura, angulos de rotacion y de traslacién 
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Modelos teéricos de prediccién de curvatura del DNA 

El planteamiento inicial de los modelos de curvatura de DNA surgieron 
con la base de que el DNA puede empaquetarse en nucleosomas y por ende 
curvarse (Zhurkin). Al tomar en cuenta los cdlculos de la energia 
conformacional, se observé que la curvatura en los nucleosomas puede 
ocurrir por "roll" cada 5 pb o alternativamente por "tilt" y esto tambien es 
valido en el caso de que la curvatura sea inducida por proteinas 
(Travers.,1990; Prentki, et al.,1987). 

Trifonoy y Sussman desarrollaron la idea de efectos cercanos, en donde 
cada dinuclestido contribuye independientemente en la estructura del DNA y 
presentan evidencia de repeticin periddica de dinuclestidos particulares 
como AA, que facilitan la curvatura y por lo tanto la formacién de 
nucleosomas en secuencias de DNA eucaristico. 

Los modelos antes mencionados enfatizan la deformacién "suave" del 
DNA por una serie de componentes pequefios e independientes de “roll” o 
“tilt” entre pares de bases adyacentes en un plano, estos modelos se 
categorizan como los modelos de cufia (wedge) (Ulanovsky y Trifonov., 1987). 

Los estudios de construccién del modelo de Arnott, Wells y 
colaboradores se enfocan en un cambio abrupto en el eje de direccién de la 
hélice del DNA en el empalme (junction) de hélices de DNA-A y B. Debido a 
que los pares de bases en las dos formas tienen diferente orientacién angular 
relativa al eje de la hélice, el empaquetamiento paralelo de los pares de bases 
en la cercania causa que los dos ejes de las hélices no sean paralelos. El locus 
en el cual el eje se encuentra se Ilama "curvatura de empalme" y en un modelo 
de curvatura generalmente resulta por haber tractos repetidos de adeninas 
(Haran y Crothers., 1990), 

Es necesario enfatizar que los modelos de "cufia y los de empalme" no 
son incompatibles necesariamente. 

Desde el punto de vista de Crothers los modelos de cufia son més 
generales, partiendo de que cualquier hélice curvada puede ser descrita por la 
combinacién de las rotaciones de hélices con una serie apropiada de 4ngulos 
de cufia. Sin embargo, el modelo de unién es més restrictivo, proporciona 
mayor informacién y por lo tanto es el mas utilizado actualmente. 
Especificamente, el modelo de unién es apropiado cuando existen evidencias 
de la formacién de hélices de distinta estructura obtenidas de la misma 
secuencia de bases y cuando existen efectos cooperativos en la nucleacién de 
Ja estructura especial dentro de un segmento de B-DNA, ambas pruebas se 
conocen en curvaturas de DNA que ocurren en tractos de dA-dT. 

1 

 



12 

La induccién cooperativa de una estructura especial debilita la 

aplicabilidad del modelo de cufia porque este modelo se basa en angulos 

derivados de B-DNA y no pueden ser utilizados para predecir las 

propiedades de estructuras alteradas y por lo tanto de Ja curvatura de tractos 

largos (Crothers, et al., 1990). 

Los modelos de la estructura de poli dA y poli dT basados en la 

difraccién de fibras, comparten caracterfsticas comunes de "roll negativo" con 

pares de bases adyacentes y todas producen una inclinacién relativa con 

respecto al eje de la hélice. En el modelo de Koo y Crothers., 1988; utilizado 

para predecir la curvatura del DNA, coincide con datos experimentales tanto 
en la direccién como en la magnitud aproximada de la curvatura. 

Principalmente cuando los tractos de dA y dT se encuentran en el centro de la 

molécula sobre el surco menor o al final de la cadena 3’. De cualquier manera 

existe incertidumbre debido a que las estructuras cristalograficas de 

oligonuclestidos que contienen tractos de A's no presentan una inclinaci6n 

marcada de los pares de bases inferida por los estudios de hormopolimeros. 

Todos los colaboradores en esta drea estan de acuerdo con que la curvatura 

del DNA requiere una diferencia en los 4ngulos de cada base tanto de roll 

como de tilt (o el equivalente de la inclinacién de los pares de bases 0 “tip”) 
entre los tractos de A y los segmentos interrumpidos de B-DNA. 

Se han propuesto dos modelos de secuencia dependientes de curvatura 

en DNA libre los cuales som: Los modelos de “Nearest neighbor’ el cual 

propone que, a larga escala, la curvatura medible puede surgir por la 
acumulacién de pequefias deformaciones locales en la hélice por los aéngulos 

de twist, roll, tilt y slide entre pares de bases individuales. Los de empalme, por 
otro lado, proponen que la curvatura ocurre en la interfase entre dos 
diferentes variantes estructurales de B-DNA de doble hélice ( Crothers, et al, 

1990; Delcourt y Blake., 1991).
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Modelos de curvatura 

. Modelos de “Curvatura sin tractos de A” 

a) Modelo de posicionamiento en un nucleosoma. Los parémetros de 

roll-tilt-twist en este modelo provienen exclusivamente de observaciones 

experimentales, basandose en la preferencia de localizacién de secuencias de 

trimeros (ej. GGC o AAA) en circulos pequefios de DNA (llamados 

nucleosomas), sin tomar en cuenta técnicas que miden la curvatura del DNA 
en solucién per se. 

Con la secuencia de los tripletes y la localizacidn en cierta cara del 
nucleosoma, se ha calculado la preferencia en cuanto a la posicién de cada 

iriplete, asf por ejemplo la secuencia GGC tiene 45 % de preferencia por 

localizarse en Ja curva de la doble hélice donde el surco mayor esta hacia 

fuera y el menor hacia dentro y comprimido por la curvatura (tendiendo 

hacia un roll positivo). La secuencia AAA tiene un 36% de preferencia por la 

orientacién opuesta, donde el surco mayor se encara hacia afuera y el menor 
hacia adentro y comprimido (tendiendo hacia un roll negativo). 

Después de obtener estas varianzas fraccionales los angulos de roll se 

asignan de la siguiente manera. Los andlisis de estructura de cristales por 

rayos X indican de manera uniforme que los pasos de adeninas continuas 

(AA) no tienen curvatura, por lo que se les asigna un roll de cero al triplete de 

AAA y un roll maximo de 10° al triplete de GGC y en escala todos los demas 
tripletes en forma lineal. Los angulos de fiwist son de 34.4° de 10.5 pares de 

bases por vuelta y el filt tiene como valor cero y como estos valores 
corresponden a trimeros, los valores solo estan aplicados a las primeras dos 

bases de estos (Tabla 1). 

b) Modelo de Calladine. Este modelo se formulé para explicar la 
migraci6n anémala del DNA en geles. Se tomaron 25 secuencias como 

prueba basadas en Jas caracteristicas estructurales observadas en el andlisis 

de un cristal por rayos X, en particular la perdida de roll 0 tilt en dodecameros 
como CGCAAAAAAGCG que contienen tractos de A. De acuerdo con lo 
observado a los tractos de AA se les asignan angulos de cero para el roll y el 
tilt y de 35° para el twist. Para las secuencias generales los valores de roll es de 
+3.3° , el de filt de cero y el twist uniforme de 34° . Cuando las secuencias 
tienen tractos de TA, se les considera andémalos y se les asigna un roll doble 
de +6.6° como en diversos andlisis de estructura de cristales.



T Modelos de trimeros 

a) Modelo de posicionamientc de nucieosoma: Adaptdo de Satchwell, Drew y Travers 

Tilt=0*; Twist= 343° (10.5 pares de bases por vuelta) 

Rail 

2a G A 
hase 

fa A G ¢ T A 

base 

la, A 33° 3.48 7.5% 5 8° 0 oc 
base. 

G 3.8° 6o° 10.0% 54° 3.0° 

c 83° a7 75° sae 33° 

T 54° 3.4° 6.0° 32° 20° 

Hi Modelos diméricos. 

Tipode base Purina Puna Purna —Purimndina 

Base AA GA AG GB AT AC 

b) Modeto de Calladine, Drew y McCall. 

Roll ae 33° 3.3% 3.38 33 3 3e 

Tale ar oe 0° or oe a* 

Twist: 35° 34° 34° 34° 34° 34° 

¢) Modcio de Bolshoi, McNamara, Harrington y Trifonov. 

Roll: -6.5% -2.7° 84° 1.28 2.6% -0.9° 

Tilt: 3.2° -4.6°  -0.3°  -1.8° 8° -0.7° 

Twist: 35.62° 36.9° 27.7° 33.67° 34.5° 34.4% 

d) Modelo de Cacchione, De Santis, Foti, Patleschi y Savino. 

Roll: ~5.4° 2° +1° 1.3° -7,.3°  -2,.4° 

Tilt -0.5° -1,7% --1.6°  -0.6% 0° -2.7° 

Tish 35,99 35.8° 35.6% 33° 35° 34 6° 

e) Modelo Reverso de Calladine. Drew y McCall. 

Rolf: 33° 0° ae o° ae 0° 

Tilt. ae oe 0° o° 0° oe 

Twist 35° 34s 34° 34° 34° 34° 

f) Modelo de Koo y Crothers. 

eek eR . 

Roll: oe 5.8° 0° oe Qe 0° 

Tilt: o° -9.6° 12° oe o° 12° 

Twist 34.29 34.2% 34.39 34.39 343° 343° 

G 

te 
33 
0° 

34° 

0° 

0° 

34° 

o° 

oe 

34 3° 

c 

PP 

sae 
6.5° 
3T 

Pirmidina Purina 

TA CA 

66° 33° 
or oe 
aac 34° 

09°  1.6° 
oe ate 
36° 34.5° 

ge 67° 
oe o.ae 
346° 345° 

“33° 0° 
oe ae 
342340 

116° §.8° 
0° -9.6* 
34.3% 34.39 
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o7 

5° 

67 

2.8° 

338 

or 

34° 

6.7° 

oe 

298° 

4.6° 

oe 

33 7° 

oc 

0° 

34° 

as 

o° 

34.3% 

En Jos modelos b-f Roll y Twist son de tas mismas pares de base complementarias (ej. CT y AG) Tilt cambia de signo 

para los pares, 

#** solo cuando se asocian mds de 3 A's suces: 

  

s Rofl y Tilt tienen valores de cero. 

+ No esia evplicitamente especifieado en el articulo, Corresponde a 10.5 pares de bases por vuelta. 

Tabla 1. Roll, ‘Tit y Twist, pardmetros usados en varios modelos de curvatura de DNA.
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Modelos de "Curvatura con tractos de A” 

c) Modelo de Bolshoy. Los valores locales de twist, roll y tilt para este 

modelo se han seleccionado para explicar la mobilidad anémala 

electroforética en geles y la circularizacion de distintas secuencias de 
oligonucledtidos. 

Este modelo tiene el valor mds grande de tilt y gran variedad de valores 
de twist (28° 40°) en comparacién a los demas. 

d) Modelo de Cacchione. Este modelo utiliza valores locales de twist, roll 

y tilt, que fueron obtenidos mediante célculos de la energia conformacional 

para grupos de dos pares de bases. Los resultados son compatibles con los 

obtenidos de andlisis de cristales de oligonuclestidos. Incluso son exitosos 

tomando en cuenta los experimentos de migracién electroforética de 62 
diferentes secuencias. 

e) Modelo de Calladine-inverso. Una caracteristica interesante de la serie 

de expresiones de Fourier utilizadas por Calladine, Drew y McCall es que los 

resultados de curvatura son idénticos matemAticamente si todos jos valores 

de roll y twist se suman 0 se restan a cualquier constante arbitraria. El modelo 

de Calladine "sin tractos de A" se transforma en el de Calladine-inverso "con 

tractos de A" restando simplemente los tres 4ngulos normales de roll a una 

constante de 3.3°. 

Modelo “empaime” 

f) Modelo de Koo y Crothers. Este modelo se propuso especfficamente 
para explicar la migracién electroforética anémala del DNA en los geles de 
electroforésis. Los valores apreciables de roll y tilt se asignan a secuencias que 

tienen mds de 3 adeninas con valores de cero en el roll y el tilt, los pasos de 

TA en medio de un tracto de A se considera disruptivo, pero no los AT. Un 

Angulo de twist uniforme se asume y corresponde a 10.5 pares de bases por 
vuelta (Goodsell y Dickerson., 1994). 

Torsimiento y curvatura. 

Las acciones fundamentales del DNA en la biologfa comprenden tanto el 
torsimiento como la curvatura de la doble hélice del DNA. 

En E. coli se realizaron estudios sobre secuencias que son reconocidas 

por activadores transcripcionales, los cuales provocan una cierta curvatura 
en el DNA, estas secuencias se han deletado y sustituido por secuencias 
sintéticas con una curvatura definida, las cuales son capaces de restaurar Ja 
transcripcién, (Bracco ef al., 1989).
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De esta manera podemos decir que las secuencias que son reconocidas 
por algunas proteinas requieren de una estructura definida para que se lleve a 

cabo la transcripcidn, 

INTERACCION PROTEINA-DNA. 

La union de una protefna a secuencias especfficas de DNA es 

dependiente de dos tipos principales de interacciones. Una es la selectividad 

por secuencia entre los polipéptidos y los Angulos de Jos pares de bases 

localizados principalmente en el zurco mayor del DNA (B-DNA), mediante 

puentes de hidrégeno o fuerzas de van der Waals. Y la segunda es la 

dependencia a Ja curvatura o deformacién del DNA, que limita las 

conformaciones energéticas favorables en un sitio particular de unién 

(Travers, 1989;1992; Phillips y Moras., 1993). 

Motivos estructurales de secuencias especificas de unién. 

El reconocimiento de una secuencia de DNA especifica por una cadena 

polipeptidica se da por un diverso pero limitado ndmero de estructuras. 

Mediante estudios estructurales, bioqufmicos y de genética molecular 

sobre interacciones protefna-DNA, se ha identificado un pequefio namero de 

elementos estructurales de protefnas que se unen a secuencias especificas de 

DNA. Algunos de los que ocurren mas frecuentemente son los motivos de 

hélice-vuelta-hélice, que son caracterfsticos de muchas protefnas reguladoras 

en procariontes. El motivo de dedos de zinc, encontrado en proteinas de 

muchos organismos. La estructura alfa-hélice encontrada en la enzima de 

restriccién EcoRI y una hoja beta antiparalela en el represor Met de E. coli (Fig. 

3). En todos estos ejemplos el motivo de reconocimiento se fija en el surco 

mayor del DNA y muchas veces sobresale de la superficie de la protefna. Solo 

en el caso de la proteina IHF de E. coli que al parecer tiene una estructura de 

betas antiparalelas puede conferir una cierta selectividad que le permite 

unirse al surco menor del DNA (Sauer. 1995). 

Ademés de los motivos en donde la informaci6n estructural es accesible 

se han identificado otras regiones de unién a DNA por similitud de 

secuencia, que incluyen tanto motivos conocidos como “hélice-lazo-hélice” y 

motivos de dimerizacién como los de "cierre de leucina” (Fisher, et al, 1992). 

A continuacién se describen los diferentes motivos que favorecen la 

union de las protefnas al DNA.
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A) B)    

     

  

hélice 

hélice 

  Fig. 3 Motivos de unién a DNA. A) Hélice-lazo-Hélice, B) 

Hélice-vuelta-Hélice, C) 6 plegadas, D) Dedos de Zinc y E) Cierres de Leucina,
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-Motivo de Dedos de Zine 

Estos comprenden al menos tres mini dominios estructuralmente 

distintos, que comparten la propiedad de estabilizarse por un tetraedro 

coordinado por un ion de zinc. La primera de estas estructuras se reconoce 

camo el arquetipo de dedo de zine presente en el factor de transcripcién de 

TFUIA, y que se une dentro de una regién codificadora para los 5S rRNA de 

50 pb. La protefna tiene la capacidad de unirse tanto al DNA como al RNA. 

Estudios proteoliticos muestran que la proteina de 40 kDa consiste de dos 

regiones funcionales separables. La primera de 10kDa que se encuentra en el 

carboxilo terminal no esta involucrada en la unién al DNA pero sf es esencial 

para la transcripcion eficiente. La otra regién de 30kDa se une tanto al 5S 

RNA como a toda la regién interna de control. 

La estructura de dedos se estabiliza por dos cosas, la coordinacién 

tetraédrica de zine y por la bolsa hidrofébica en el interior de la estructura que 

involucra aminoacidos altamente conservados. 

El linker que separa los dedos adyacentes se encuentra conservado y se 

localiza entre la tltima histidina del dedo proximal y la primera cisteina del 

dedo distal, comprende normalmente de 7 a 8 aminoacidos. Sin embargo 

existe suficiente variacién para sugerir que el camino seguido por los 

distintos linkers no ha sido el mismo. 

Los motivos de unién a DNA que contienen Zn como elemento - 

estructural son de tres clases, en la primera clase se encuentra el factor TFIIA 

en donde el zinc es coordinado por dos cistefnas y dos histidinas. La segunda 

clase incluye a los receptores esteroides, en donde el zinc se une por 4 

residuos de cistefna pero la unién polipeptidica entre las cisteinas 

coordinadoras es distinto al de TFIIA. La tercera clase se ha encontrado en 

muchos factores de trascripcién de levadura, esta clase de motivos contiene 

dos dtomos de zinc con carga coordinados tetrahédricamente por 6 residuos 

de cistefna, dos de los cuales ligan ambos metales. En algunos casos en las 

proteinas que unen zinc, el ién metdlico no se requiere para la interaccién con 

el DNA aunque puede afectar la estabilidad de la protefna y aumentar la 

cooperatividad para la unién con una cadena sencilla de DNA. Para estos 

casos se ha inferido que la estructura de dedos se involucra en las 

interacciones proteina-proteina. Los dedos de zinc en tandem acttian como 

médulos estructuralmente independientes con la intervencién de conexiones 

altamente flexibles (Harrison, 1991). 

-Motivo de “cierres de leucinas” (bCC o bZIP). 

Esta estructura se identifica originalmente como un motivo de 

dimerizacién en un segmento de a-hélice conocido como “cierre de leucinas”.
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Este segmento consta de aproximadamente 30 residuos formando la 
mitad carboxilo terminal. La regién amino terminal est4é compuesta por 
aminodcidos basicos cargados positivamente. 

El cierrre de leucina es una héptada repetida en donde los residuos 1-4 
son predominantemente no polares. El residuo de leucina se encuentra casi 
exclusivamente en la cuarta posicién de las cuatro o cinco héptadas sucesivas 
en los genes GCN4, Fos, Jun y en otros miembros de la familia bCC. Algunos 
experimentos de proteccién quimica y de modificacién indican que el 
contacto de estas proteinas con el DNA se hace exclusivamente en el surco 
mayor cubriendo aproximadamente 10pb. La ausencia de una estructura 
rigida en la regi6n bdsica del dominio de bCC es importante para que la 
proteina se pueda meter alrededor de la doble hétice (Travers., 1992). 

-Protefnas con motivos de B-dobladas. 

Existen dos clases de protefnas procaridticas que interacttian con el DNA 
a través de los elementos de reconocimiento f-dobladas. En la primera clase 
incluyen el represor Met} de E. coli y los represores Arc y Mnt de Saltnonella. La 
segunda clase incluye la protefna HU que forma estructuras condensadas de 
nucleoproteinas en muchos procariotes, la proteina IHF de E. coli y el factor 
de transcripcién TF1 de B. subtilis, que se unen a sitios especificos. 

Algunas de estas proteinas se dimerizan para interaccionar 
preferencialmente con el surco mayor del DNA, aunque otras como las HU 
contactan con el surco menor. La estructura de HU se determiné 
cristalograficamente y al construir un modelo de estructura no es posible 
distinguir si la interaccidn es con el surco mayor o menor. Sin embargo, 
estudios de protecci6n quimica muestran que las interacciones son con el 
surco menor al igual que algunas proteinas homdlogas a IHF (Van der Viiet y 
Verrijzer., 1993). 

- Motivo de Hélice-lazo-Heélice. 

Ei grupo de protefnas que contienen este mativo se ha caracterizado 
unicamente por secuencia. No existe informacion directa estructural. Consta 
de una regién basica de aproximadamente 15 residuos localizada en el N- 
terminal con una secuencia conservada caracteristica de las hélices 
anfipaticas tfpicas. Una regidn de tamatfio variable entre 9 y 20 residuos 
separa a la hélice de otra de tamaiio similar, generalmente se dimeriza y el 
heterodimero es una molécula que se une activamente al DNA (Harrison, 
1991; Wolffe., 1994).



-Otras estructuras de uni6n a DNA 

Las enzimas de restriccién cortan la doble cadena de DNA en secuencias 
especfficas. Enzimas como la EcoRI es un dimero de 31 kDa y la regién de 
interaccién consiste en un par de a-hélices paralelas que se insertan dentro 
del surco mayor. Una caracteristica importante en la interaccién es la 
distorsién de la estructura del DNA en el sitio de unién. 

-Motivo de hélice-vuelta-hélice (HVH) 

Muchas protefnas de unién a DNA que contienen especialmente el 
motivo de unién de HVH actuan como homodimeros con dos secuencias 
idénticas de dominios de reconocimiento. Este motivo se identificé como un 
elemento de secuencia conservada en los represores codificados por los fagos 
Lambda de E. coli. y p22 deS. typhimurium. Subsecuentemente este elemento se 
encontré en una gran cantidad de proteinas de unién a DNA, tanto en 
procariotes como en eucariotes y todos conservan un alto grado de 
conservacién en estructura (Baumeister, et al., 1992). 

Este dominio de unién a DNA consiste de dos a-hélices cortas, entre una 
y otra a-hélice se encuentra en general un residuo de Glicina. Este 
aminodcido junto con sus vecinos actvian como una bisagra a lo largo de la 
cadena polipeptfdica para doblarse entre las dos hélices formando casi 
siempre un dngulo de 120°, de manera que pueda haber contactos 
hidrofébicos entre las dos hélices. Estos contactos preservan la orientacién 
relativa y como resultado se forma un dominio estructural terciario compacto. 
Aunque la estructura de este motivo estd altamente conservada, la orientacién 
no siempre es 1a misma. Esta caracterfstica sugiere que el motivo requiere de 
una cierta rigidez para el reconocimiento de una secuencia especifica. 

Al comparar la estructura tridimensional del motivo de HVH en las 
protefnas Cro, el represor de lambda y en la protefna CAP de E.coli revelan 
que existen constrefiimientos estéricos en varias posiciones. Entonces es 
posible definir algunas condiciones para que la secuencia de aminodcidos en 
el motive no se Ilene de distorsiones estructurales (Brennan y Matthews., 
1989). El residuo 9 normaimente es una glicina. La estructura en la vuelta es 
tal que este residuo favorece a la conformacién a mano izquierda de la a- 
hélice. Esto es comuin para la glicina, pero ocurre raramente con otros 
aminodcidos ya que hay una interferencia estérica del tomo de carbono B 
con la cadena principal. Los residuos 4, 8, 10 y 15 estén completamente 
enterrados en la protefna, son hidrofébicos o polares débiles. En particular 
los residuos 4 y 15 no deben de estar cargados. Los residuos de la hélice del 3 
al 7 y del 15 al 20 no son prolinas. La prolina se puede acomodar en el amino 
terminal de la hélice pero no dentro de ella, ya que rompe con esta estructura. 
El residuo 5 no debe tener una cadena lateral muy enramada. Esta cadena 
lateral esta empalmada entre las dos hélices, y si estuviera enramada podria 
cambiar el alineamiento relativo de las hélices. 
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La HVH se ha pensado que puede ser un intermediario temprano en el 
plegamiento de las protefnas, quizd sea otra de las razones por la fuerte 
seleccién de los residuos de glicina en su posicién. 

A pesar de que la naturaleza general de las interacciones entre las HVH’s 
y el surco mayor del DNA es muy parecida, en algunos casos como en los 
represores, la geometrfa con sus complejos aveces es firme y sin distorsién y 
otras contiene cierta cantidad de curvaturas que Ia distorsionan. 

Las protefnas Cro y el represor del fago lambda estén relacionadas 
evolutivamente, sin embargo no son tan parecidas en su estructura 
tridimensional, la Gnica similitud estructural entre ellos es el motivo de 20 
residuos de Ja hélice vuelta hélice, 1a situacidn es inusual ya que en este caso 
la secuencias de aminoacidos esta mds conservada que Ja estructura 
tridimensional (Branden, 1991). 

La hélice-vuelta-hélice no funciona como un motivo que siempre se 
alinea de la misma manera con el DNA, ya que el reconocimiento esta dado 
por la combinacién de factores, como unidnes especificas de hidrégeno, 
contactos de van de Waals entre las cadenas laterales de la proteina y las 
partes de los pares de bases expuestos dentro de los surcos del DNA, 
interacciones que juegan un papel principal. La localizacién particular de las 
moléculas de agua que forman un puente entre la proteina y el DNA 
participan en el reconocimiento de secuencia especifico. EL DNA tambien 
pude aumentar el contacto dentro de los surcos al igual que los enlaces de 
fosfato. . 

Es asf como la hélice-vuelta-hélice aparece formando un esqueleto rigido 
fundamental que soporta el reconocimiento de la superficie de la proteina, 
aunque no define como la superficie de reconocimiento se alinea con el DNA 
(Dodd y Egan., 1990). 
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Los distintos elementos que participan en la activacién de la 
transcripcién de los genes nif nos proveen de un excelente modelo para 
cumplir el objetivo principal de este trabajo que es el de estudiar las 
interacciones moleculares entre DNA y protefna. 

Para el estudio de la influencia de estructuras locales del DNA en la 
regulaci6n, se utilizaron las regiones UAS que son identificadas por la 
protefna NifA, ya que si los 10 nucledtidos intermedios carecen de 
informacién adicional en cuanto a su secuencia, esta regién tendria que 
contar con una estructura particular que le diera especiticidad al sitio para 
que la proteina activadora pudiera identificar a las UAS verdaderas de las 
que no lo son. Para esto se plantearon los siguientes objetivos. 

-Identificar y realizar un banco de datos con todas aquellas regiones 
UAS conocidas. 

-Determinar si existe una ampliacién en la secuencia consenso que le 
permita a la protefna activadora NifA identificar las UAS. 

-Utilizar distintos modelos de curvatura de DNA que ayuden a predecir 
la estructura més probable de todas las UAS conocidas y si estas tienen una 
estructura caracterfstica que les permite ser identificadas por Ja protefna. 

Tambien se propuso predecir estructuras de segmentos de DNA 
mayores, para poder observar una mejor curvatura. Tomando en cuenta la 
participacidn de la regién identificada por la protefna IHF en favorecer la 
interaccion entre la protefna activadora y el complejo Eo%4, se eligié esta 
regién como objeto de estudio, planteandose los siguientes objetivos. 

-Obtener un banco de datos de todas las regiones del DNA rioarriba del 
sitio promotor de los genes nif hasta las UAS (aproximadamente 200pb). 

-Identificar mediante un programa basado en una matriz de sitios para 
IHF todos los posibles sitios para IHF de las regiones regulatorias de los 
genes nif y corroborarlos con trabajos experimentales en los casos posibles. 

-Predecir mediante modelos de curvatura la estructura de estas regiones, 
comparando las que tienen sitios para IHF de Jas que no y determinar en caso 
de no tener sitios para IHF si la curvatura de estas regiones del DNA es 
suficiente y caracteristica para que se lleve a cabo la interaccién entre la 
proteina activadora y Eo.
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Por otro lado, es también interesante conocer mds acerca del papel que 
juegan las proteinas en la interaccién con el DNA. Utilizando el mismo 

sistema de regulacién, se sabe que la protefna NifA interacciona con 

secuencias especificas mediante un motivo de unién al DNA (HVH) 

localizado en la regidn carboxilo terminal. Sin embargo, se observé que la 
unién de NifA de R. meliloti a las UAS era muy débil, aunque mantenia su 

actividad transcripcional comparable con otras NifA (K. pneumoniae y B. 

japonicum) (Tabla 2). Para conocer y determinar los principales elementos de . 

reconocimiento en estos motivos se plantearon los siguientes objetivos. 

-Realizar una prediccién de estructura secundaria para determinar el 

sitio exacto del motivo de HVH, corroborado con predicciones anteriores. 

-Efectuar un alineamiento de todas las NifA’s secuenciadas y observar si 

la NifA de R. meliloti tiene elementos de secuencia responsables de la débil 

interaccién. 

-Disefiar una mutagénesis mediante oligos dirigida al sitio para sustituir 
aquellos aminodcidos no conservados por aquellos que estan conservados en 
los distintos motivos de HVH. 

-Observar si mediante la mutagénesis, se restituye la actividad de unién 

a DNA y si la funcién de activacién aumenta con respecto a la proteina 

silvestre.
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A) FOOTPRINTIG In vivo en nifH K. pneumoniae 
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Tabla 2 A) Footprinting in vivo . Se observa marcado con una flecha la 
proteccién de la banda correspondiente a la G-136 (UAS), del promotor nifti de 
K. pneumoniae, el cual esta fusionado a lacZ, lo que permite determinar la 
actividad de activacién mediante la expresién de §-galactosidasa, Carril 1 NifA 
de R. meliloti, 2 NifA de B. japonicum, 3 NifA de K. pneumoniae, 4 sin NifA B) 
Expresion de f-galactosidasa.  
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Busqueda y alineamientos. 

Para realizar la busqueda de las distintas secuencias necesarias, se 

utilizaron algunos programas del paquete GCG versién 8.1 y los bancos de 

datos de GenEMBL, GenBank y SwissProt. 

Se realizaron bancos de datos tanto de las UAS conocidas como de las 

regiones rioarriba del sitio promotor hasta las UAS de los genes nif . 

Los alineamientos se realizaron con el programa de Pileup. 

Prediccién de estructura de DNA. 

Para predecir la estructura del DNA y su posible efecto en la 

transcripcién de algunos genes es necesario recurrir a modelos matemiticos 

que nos permitan calcular los 4ngulos de curvatura que provee cada uno de 

jos nucledtidos. 

Existen distintos programas donde se estudia la curvatura, uno de los 

mis utilizados es el "DNA star" donde se calculan los angulos de doblez 

entre pares de nuclestidos. Se han obtenido tablas de valores en donde se 

toman en cuenta distintos criterios, como datos de estructura por rayos X, 

geles de distorsidn, etc. y todos coinciden con que los Angulog mas 

importantes que alteran la curvatura del DNA son el “tilt”, el-“roll” y el 

“twist”. 

El programa base utilizado fue el de "DNA star”, sin embargo como 

resulté ser un programa poco amigable gr4ficamente se incluyeron las tablas 

de valores en el paquete de “Insight”, el cual permite manipular facilmente 

las moléculas. De esta misma forma se pudieron incluir otras tablas de 

valores para poder comparar los distintos métodos de reconstruccién del 

DNA. 

Identificacién de sitios de pegado de IHF. 

De algunas de las regiones rio arriba de promotores 054 no se han 

identificado sitios para IHF por lo que se utiliz6 el programa 

“MacTargsearch”, que identifica tanto sitios promotores como sitios 

probables de pegado de IHF. En este programa se utiliza la matriz de 

Goodrich que contiene la frecuencia de aparicién de las bases en cierta 

posicién.
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Estas frecuencias de bases surge de la compilacién y alineamientos de 

todos los sitios de unién conocidos de !a proteina de interés. Los métodos 

utilizados con esta légica han sido funcionales hasta el momento. El 
potencial de este programa se ha demostrado en el anilisis con sitios de 

uni6n para la proteina IHF de E. coli (Goodrich, et al., 1990). 

Cepas bacterianas y plasmidos. 

Se utilizé Ja cepa JM101 de E. coli y para algunos casos la GA81 (dam, 

dem-) tambien de E. coli. Los pl4smidos que se utilizaron fueron el pRT22, 

que contiene el promotor nifH de K. pnewmnoniae con resistencia a Cm-20 

(Cloranfenicol-20mg/ ml) el plasmido pucNifA que contiene la secuencia 
completa que codifica para la protefna NifA silvestre de R. meliloti con 
resistencia a Amp-200 (Ampicilina-200mg/ml) el plésmido pRJ7511 que 
contiene la secuencia que codifica para la protefna NifA silvestre de B. 

japonicum con resistencia a Tc-!5 (Tetraciclina-15mg/mi) y los plasmidos 

pucNifA con la sustitucién de los fragmentos mutados, (NAG1, NAL] y 

NAGL2). 

Medios de cultivo. 

Todas las cepas de E. coli se crecieron normalmente en medio Luria a 

30°C. Para los experimentos de footprinting in vivo las células se cultivaron en 

un medio NFDM modificado (Valderrama.,1996). 

Mutagénesis oligo dirigida. 

Para determinar si las mutaciones del motivo HVH de la NifA de R. 

meliloti provocan un mejor pegado al DNA y por ende una mejor activaci6n 

de los genes que regula, se realizé la mutagénesis dirigida al sitio mediante la 

técnica de PCR cambiando el residuo de E por G con la sustitucién en el 

codon de GAA por GGA y el de K por L de AAA por CTA ambos localizados 

en la HVH de la NifA de R. meliloti, para obtener tres mutantes, dos sencillas 

con cada uno de los cambios y una doble con los 2 cambios. El fragmento 

silvestre que se encontraba en el pl4smido pucNifA fue sustituido por cada 

uno de los 3 fragmentos de PCR mutados, obteniendo los plasmidos NAGI, 

NAL1 y NAGLZ2 (Figura 4).
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Fig.4 a) Obtencién de las mutantes por PCR 
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Ensayos de 6-Galactosidasa. 

Para determinar la actividad transcripcional tanto de la cepa silvestre 
como de las mutantes se utilizé un pldsmido reportero que contiene una 
fusion transcripcional del gene nifH-lacZ (pRT22). 

Se utilizaron sistemas heterdlogos, es decir cepas de E. coli transformada 
con los dos pldsmidos, el reportero y cada una de las mutantes o el plasmido 
silvestre. De cada una de las cepas transformadas se realizaron ensayos de B- 
galactosidasa de la manera siguiente: Se toman un cierto voliimen de cultivo 
procurando que todos se encuentren a una densidad 6ptica entre 0.28-0.7 
_tomada a 600nm, se centrifugan en frio. las pastillas se resuspenden en Iml. 
de BufferZ, a lo que se le agregan 150yl de cloroformo y 70ul de SDS al 0.2%, 
se agitan en el vortex. La actividad se determina como el incremento en 
absorbancia a 420nm después de agregar 30u) de ONPG (16mg/ mil) y la 
reaccién se detiene con 0.5ml de NazCO3 (1M) después de que se ha 

desarrollado suficiente color amarillo. Una unidad de actividad especifica 
corresponde a la cantidad de enzima que se requiere para producir ImM de 
ONP por minuto por microgramo de proteina en el cultivo. Las unidades 
Miller se determinaron segiin (Miller., 1972; Ausubel, et al.,1989). 

DMS-Footprinting. 

Se cultivaron las bacterias en el medio NFDM modificado con 
antibidticos, estos se incuban a 30°C toda la noche en anaerobiosis. Al 
alcanzar una densidad optica de alrededor de 0.6, se les agrega DMS a una 
concentracion final de 0.1%. Después de 1 minuto el cultivo se centrifuga a 
10000 rpm durante 5 minutos a 4°C, la pastilla se lava dos veces con 250 ml 
de una solucién salina de fosfato (150 mM NaCl, 40 mM KoHPO4 22 mM 
KHPO4, pH 7.2). 

El DNA del plasmido se aisla por lisis alcalina, purificado por extraccién 
fenol y precipitado con etanol. El RNA se remueve con la enzima RNasa 
seguida por extraccidn de fenol-cloroformo. El DNA plasm{dico se precipita 
con etanol y se resuspende en 50 ul de HO. Para cortar el DNA en Jas 
posiciones metiladas la preparacidn del plasmido se incuba con 5yl de 
piperidina a 90°C durante 3 minutos, después el DNA se precipita y se lava 
extensivamente con etanol al 70%, y finalmente se resuspende en 100pl de 
H20.
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Para la reaccidn de extensién del primero se necesita 0.1 pmol del oligo 
previamente marcado en el extremo 5' con (y-32P)ATP, se mezcla con el DNA 
aproximadamente lyg y con 3yl de Buffer TM 10X, se calienta 3 minutos a 
95°C enfriandolo inmediatamente despues. Para la union y la extensién, se 
les agrega 1.5 pl de dNTP's (10mM) y 0.51 de klenow (polimerasa). Se incuba 
a 50°C por 10 minutos, se precipita con acetato de sodio 3M y un volumen de 
Isopropanol, se incuba 30 minutos a -70°C, los productos se precipitan, secan 
y resuspenden en un buffer de corrida y separados por electroforésis en un gel 
de acrilamida al 6% con urea 7M. El gel se seca y se expone en una placa de 
Phosforimager para ser observarse al otro dfa (Morett y Buck., 1988). 

Los oligos utilizados fueron el Kpni y el E58 obtenidos de Morett, E. y 
Buck, M. (1988). 

Técnicas Inmunoldgicas, 

De los cultivos obtenidos, se realiza una extraccién de proteina cruda 
mediante un sonicador dando 3 pulsos de 10 segundos cada 10 segundos, las 
muestras se corren en un gel desnaturalizante, que puede ser tefiido con azul 
de cumassi para determinar si la extraccién fué adecuada. Se corre un gel 
paralelamente para transferir las muestras a una membrana de nitrocelulosa 
y realizar el "western". 

La membrana se bloquea con TBS (Tris Boratos Salino) + albtimina 3% y 
se lava con TBST (Tris Boratos Salino + Tween), se agrega el primer 
anticuerpo diluido en TBST + gelatina 1%. 

Se lava con TBST se incuba con el segundo anticuerpo diluido con TBST 
y gelatina 1%, se lava y se le agrega el buffer de reaccién con NTB (Azul de 
Tetrasolium) y BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil-fosfato) protegiendolo de la 
luz y se enjuaga para parar la reaccion. 

Para el experimento se utilizaron 2 péptidos sintéticos, uno que 
corresponde a la regién carboxilo de la proteina NifA de R. meliloti y el otro 
que corresponde a la regién central de Ja protefna NifA de B. japonicum 
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Prediccién de la estructura de las UAS. 

Como ya se mencioné, las UAS son las secuencias reconocidas por la 

protefna NifA por lo que es un elemento importante para la transcripcién de 

los distintos genes que estos regulan. De los 16 nuclestidos que la forman solo 

6 estan conservados. Si se calcula la probabilidad de encontrar esta secuencia 

en un genoma como el de E. coli, uno podria encontrar de 1000 a 2000 UAS 

potenciales. 

De la btisqueda que se hizo en los bancos de datos GenBank y EMBL se 

obtuvieron 33 secuencias UAS de los distintos genes nif en diferentes 

otganismos. Estas secuencias se alinearon para observar si existfan 

elementos de secuencia en los 10 nuclestidos intermedios que permitieran a 

la proteina NifA identificar las verdaderas UAS de las que no lo son (Figura 

5). Las protefnas pueden identificar a las regiones mediante secuencia o por 

la estructura intrfnseca del DNA. A partir del alineamiento se obtuvo la 

grdfica que mostraba el consenso de las regiones UAS. Lo que se observé es 

que existen otros nucledtidos como la C en la posicion 4 y la T en la posicién 8 

que estan conservados en mds del 50% de las UAS, en las posiciones 5 y 13 

hay purinas en todos los casos observados, esto debilita la hipstesis de que 

estas regiones estén identificadas por estructura y no por secuencia ya que 

con esto uno solo podria encontrar de 20 a 40 UAS verdaderas en un genoma 

como el de E.coli y la protefna NifA podria identificar a las regiones UAS por 

secuencia. Nosotros esperabamos que pudieran diferenciarse por estructura 

las UAS verdaderas de las que no lo son. 

Para conocer la estructura del DNA se han utilizado distintos métodos 

de prediccién en donde se han calculado los valores de los angulos que 

forman los posibles pares de nuclestidos. En este caso se utilizaron tanto los 

valore propuestos por De Santis como los de Trifonov, para predecir la 

estructura de las distintas UAS obtenidas (Figura 6). Todas las secuencias se 

superpusieron con una secuencia determinada al azar (UAS falsa) y otra con 

una curvatura muy pronunciada, las secuencias se fijaron con los primeros 3 

nucledtidos conservados (TGT) y se determiné si estas compartfan un patrén 

definido de curvatura. 

Lo que se obtuvo de este andlisis fue que las UAS verdaderas no 

guardaban un patrén definido, ya que se obtenfa toda una gama de grados de 

curvatura. - 

De estos resultados podemos concluir que muy probablemente las UAS 

no conserven una estructura intrinseca aunque no podemos descartar que 

esten involucrados otros factores en la prediccién de estructuras de DNA.
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abnifb TGTCGGATTGCCGACA abnifh TGTCGGGTATGTCACA 

  

bjnifhdk TGTCGGATTCGCAACA bjnifs TGTCAGGAACCCGACA 

  
Fig. 6a Prediccién de estructura de las distintas UAS.
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kpnifab TGTGAGATTCAGGACA kpnife TGTCGCAAAGCCAACA 

  
Fig. 6b Prediccién de estructura de las distintas UAS.
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rlnif TETCGGTTACTTGACA rlpfixa TGTCGGGAAGCTTACA 

  
FIG. 6c Prediccién de estructura de las distintas UAS.
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rmfdxn TGTCCGGTGTCGAACA rmnifb TGTCGGAAGTCCGACA 

  
Fig. 6d Prediccién de estructura de las distintas UAS.
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Hasta el momento el estudio de la prediccién en la estructura del DNA se 
ha complicado ya que existen ademds de las interacciones cercanas de los 
nucledtidos, las repercusiones en la estructura de nucledtidos alejados. 
Ademés de que al parecer, es més complicado ver curvaturas en tractos cortos 
de DNA en donde solo se alcanzan a apreciar dobleces y no el resultado de la 
suma de los distintos debleces que permitirfan ver una curvatura en un tracto 
grande de DNA. 

Prediccién de estructura de las regiones identificadas por IHF. 

De los promotores de genes que se transcriben con el factor 054 
identificados en el artfculo de Morett y Buck, 1989, se obtuvieron las 
secuencias de 200 pb por arriba del sitio promotor, se determinaron las 
posibles secuencias de UAS, para delimitar la regi6n donde pudiera estar 
interaccionando la proteina THF. 

De las regiones donde se han realizado observaciones experimentales y 
se conoce claramente 1a presencia de la proteina IHF es en el gene glnH de E. 
coli, también se sabe que en el gene ginA de E. coli no hay participacién de la 
proteina IHF en el inicié y activacién de la transcripcién por lo que las 
regiones por arriba de estos dos genes nos sirvieron como control para saber 
si se observaba una curvatura definida utilizando las distintas tablas de 
4ngulos. 

Se utilizé la regién rio arriba del promotor de ginA de E. coli, para evaluar 
los distintos modelos de prediccién de curvatura (Trifonov, Calladine, 
DeSantis y Crothers) ya que se han realizado distintos experimentos donde se 
muestra un doblez claro en la regién entre el promotor y el sitio de pegado al 
activador (Carmona et al, 1997) (Figura 7). Lo que se muestra en la figura es 
que tanto los angulos utilizados por Trifonov como los de DeSantis nos 
mwuestran una curvatura congruente. Como la tabla de Trifonov ademas es la 
que se utiliza en el programa de DNAstar, se eligié esta para realizar las 
predicciones de estructura de las demas regiones. Lo que se esperaba era que 
las regiones que carecfan de sitio de pegado para IHF presentaran una cierta 
curvatura resultado de los distintos dobleces de las pares de bases hacia el 
mismo sentido, que permitiera la interaccién de la EBP con el complejo Eo y 
por el contrario, las que tuvieran sitios para IHF que carecieran de esta 
curvatura ya que la protefna IHF se encarga de acercar a las distintas 
proteinas para la activacién de Ja transcripcidn (Figura 8). En esta figura 
observamos que las regiones con sitios para IHF (ginH de E. coli y nif] de K. 
pneumoniae) no permitiria el acercamiento de las protefnas a menos que 
estuviera la protéina IHF, en tanto que las que carecen de sitio para IHF (ginA 
de E. coli y glnA de K. pneumoniae) mantenian una estructura que permitia el 
acercamiento de las proteinas.
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A) Modelo de Trifonov B) Modelo de DeSantis 

nnn % $ ae eo 

C) Modelo de Calladine D) Modelo de Crothers 
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Fig. 7 Modelos de prediccién de curvatura en Ja region por 
arriba del promotor de glnA de E. coli
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Sin sitios para IHF Con sitios para IHF 

GInA-E. coli 
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NifJ-K pneumoniae 
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aa 
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Fig. 8 Estructura de algunas regiones con y sin sitios para IHF, 
realizados con la tabla de Trifonov.
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Esto favorecia fuertemente el plateamiento de que la estructura del DNA 

juega un papel importante en la activacién de la transcripcién, apoyado 

ademés por los trabajos realizados por Carmona et al, 1997, en donde evaluan 

el papel que juega la curvatura del DNA en el inicio de la transcripcién 

tomando en cuenta otros factores como los de la afinidad del complejo Eo54 
por el promotor y si el DNA era lineal o superenrollado. Lo que ellos 

encontraron en el caso del DNA lineal fué que se requerfa de una buena 
afinidad del complejo Eo por el promotor y de una curvatura ya sea 

intrinseca o inducida del DNA en la regién localizada entre el sitio promotor 

y el sitio de union a la proteina activadora. Por otro lado en el caso de DNA 
superenrollado se requiere de una buena afinidad al promotor o de una cierta 
curvatura en el DNA pero no son necesarias las dos condiciones para que se 
forme el complejo abierto y se lleve a cabo la transcripcién como en el caso.de 

DNA lineal (Carmona et al, 1997). 

Posteriormente de las secuencias que se obtuvieron de los dististintos 

genes, se identificaron los posibles sitios de IHF mediante el programa de 

MacYargSearch, utilizando un valor limite de corte suficiente para identificar 

tanto el promotor como el posible sitio para IHF, sin que aumentara la 

posibilidad de encontrar muchos sitios falsos. Después a todas ellas se les 

predijo su estructura con los angulos de Ja tabla de Trifonov (Figuras 9 y 10), 

lo que se observ6 fué que no existfan patrones de curvatura como los que se 

habfan observado en los genes anteriores, tanto los genes que presentaban 

sitios para IHF como los que no, presentaban patrones similares. En el trabajo 

de Carmona et al, 1997 Hegan a la conclusién de que la regién entre el sitio 

promotor y el sitio de pegado a la protefna activadora es la unica responsable 

del inicio de la transcripcién en ginA en ausencia de IHF, sin embargo 

aunque muchas evidencia apuntan en ese sentido y aunque en el caso de 

ginA aparentemente pueda observarse la curvatura del DNA en esta region, 

no es tan evidente en regiones de otros genes. Esto sugiere que no ha sido 

posible determinar todos los factores que determinan la estructura del DNA. 

Como ya se habfa mencionado con anterioridad, las repercusiones en 

estructura de nuclestidos no cercanos no se evaluan en este tipo de modelos, 

como la flexibilidad (bendability), ademés de la relacién del DNA con el 

solvente o en Ja interaccién con otras proteinas es diffcil de evaluar. Por otro 

lado, en la regulacion de la transcripcién participan muchos factores que 

podrfan no hacer necesaria la activacién por estructura de los genes, entre 

ellos esté que el promotor sea fuerte o débil, que NifA pueda interaccionar en 

trans, que las UAS sean més parecidas al consenso o no y por lo tanto tengan 

mayor afinidad en la interaccién con NifA, y por ultimo que la misma 

transcripcién de los genes tenga que ser la 6ptima y no la maxima para que se 

lleven a cabo los procesos a niveles normales.



43 
  

    NifH~B japonicum   PROMOTOR 
JHF 

UAS 

  

  

      

      
NifF-A.vinelandii sade = Rath escape 

PROMOTOR 

UAS 

1 ‘ THF PROMOTOR 

Wit-K pneumoniae ere 

UAS 

  NifH-R.meliloti el Peete 
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Fig. 9 Estructura de algunas regiones con sitios para IHF, 
realizada con la tabla de Trifonov.
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Fig. 10 Estructura de algunas regiones sin sitios para IHF, 
realizada con la tabla de Trifonov.
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Sin embargo uno de los intereses principales es poder predecir la 
estructura del DNA para de esta manera avanzar en la simulacién de 
experimentos que nos provean de informaci6n relevante sobre la interaccién y 
funcionamiento de las moléculas. 

Motivo de unién al DNA de NifA. 

Como se mencioné anteriormente, la protefna NifA de R. meliloti es un 
buen activador de la transcripcién a pesar de que mantiene un débil pegado 
al DNA, por lo que serfa interesante conocer los elementos importantes dentro 
de el motivo de HVH que permiten la interaccién entre las proteinas que lo 
contienen y el DNA. 

Al realizar el alineamiento de todas las protefnas NifA conocidas y 
basd&ndonos en la prediccién de estructura secundaria obtenida mediante el 
banco de hssp (prediccién de estructura secundaria), se observé que en casi 
todas ellas al igual que en la mayorfa de los motivos de HVH, el residuo de 
glicina en la posicién 9 se mantenia conservado, (Figura 11) ya que este al 
parecer es un elemento importante en la estructuracién correcta del motivo 
para la interaccién con el DNA. Algunos de los motivos de HVH en H. 
seropedicae y A, caulinodans tienen en la posicién 9 asparagina. Serfa 
interesante conocer la capacidad de uni6n al DNA de las protefnas que 
contienen estos cambios. En R. meliloti el residuo de glicina estd sustituido 
por un glutdémico el cual no es comin en esta posicién del motivo. 

Debido a las diferencias en sitios importantes para la estructuracién de 
la HVH localizadas en la secuencia de la protefna NifA de R. meliloti , se 
propuso que muy probablemente estas fueran la causa de la débil interaccion. 

Para esto’ se propuso realizar una mutagénesis dirigida al sitio, 
sustituyendo los residuo que no estuvieran conservados en la proteina NifA 
de R.meliloti por los residuos conservados en otros motivos de HVH de los 
cuales se supiera que mantenian un fuerte interaccién con el DNA como la 
NifA de B. japonicum. Los residuos que se sustituyeron fueron el glutamico (E) 
encontrado en la NifA de R. meliloti por el residuo de glicina (G) conservado 
en la mayorfa de las HVH, obteniendose la mutante (NAG1), la segunda 
mutante con una sustitucién de lisina (K) por leucina (L) obteniendo la 

mutante (NALI) el cual es un residuo poco conservado aledafio a la G y que 
podria tener algtin tipo de interaccién que favoreciera la falta de G en la 
proteina de R. meliloti, y por tltimo una mutante con una doble sustitucién de 
E por G y de K por L (NAGL2). Las mutaciones se integraron por la 
sustitucion de las regiones en un plasmido que contiene Ja NifA silvestre de 
R.meliloti.
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Estos pl4smidos se co-transformaron junto con un plasmido que 
contiene una fusién nifH-lacZ en una cepa de E. coli. De estas cepas se 
determinaron las actividades transcripcionales de las mutantes mediante la 
expresién de el gene de 6-galactosidasa (Tabla 3). En las distintas cepas se 
observ6 claramente que la mutante NAGI en todos los experimentos 
realizados mantiene al menos el doble de la actividad en comparacién a la 

NifA silvestre, esto indica fuertemente que la G es un residuo importante para 

la estructuracién del motivo de HVH y que muy probablemente favoresca su 
pegado al DNA. La mutante NAL carece de actividad, esto podria explicarse 
por que la carga del E no se compensa por la K que es un residuo localizado 
aledafio en la secuencia de la protefna y entonces se obtenga una HVH con 
una conformaci6n estructural incapaz de unirse al DNA y por ende de activar 
la transcripcién. Por tiltimo la dobie mutante tiene una buena actividad pero 
por debajo de la silvestre, Estas actividades pueden observarse claramente en 
un gel de protefnas donde la expresién de &-galactosidasa es evidente. 

Sin embargo, para descartar que el efecto observado en la actividad se 
deb{fa a los distintos niveles de expresién de las protefnas, se realizé un 
ensayo de inmunodeteccién (“western”) en donde se identifica a la proteina 
problema y puede cuantificarse su concentracién en las células (Figura 12). 
Para esto se utilizé un anticuerpo que identifica el dominio central de la 
protefna NifA y lo que se obtuvo fué que todas las protefnas se expresan a una 
concentracién equiparable. 

Para determinar de manera ffsica como podfa estar afectando el E9 en la 
estructuracién del motivo HVH para la interaccién con el DNA se realizaron 
unas superposiciones de las distintas proteinas NifA’s (Figura 13), en este 
caso no se observ6 que existiera algun problema estérico a causa de la 
presencia de E en vez de la G en la posicién 9, ya que el E se acomoda hacia 
afuera de la estructura y no parece alterar de manera importante el motivo de 
HVH. 

También se sustituy6 el motivo de HVH de la NifA silvestre de R. meliloti 
en modelos de las protefnas interaccionando con el DNA. La estructura de la 
protefna LCc se obtuvo por NMR, ésta contiene una Glicina en la posicién 9 
sirviendo asf como un motivo silvestre. La proteina HCR que tiene muy buena 
resolucién de 1.8A° se obtuvo por cristalografia y carece del residuo de glicina 
en la posicién 9 del motivo HVH. Por ultimo la protefna PER obtenida 
cristalogrdficamente con una resolucién de 2.5 A° con glicina en la posicién 9 
(Figuras 14-16). 

Lo que se observa de las superposiciones es que muy probablemente la 

glicina permita las interacciones hidrofé6bicas entre los residuos de las hélices 
porque favorece la flexibilidad del motivo. La proteina HCR que se utiliza 
como modelo tampoco contiene la G9 en su motivo de HVH. 
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CARRIL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

NifA —> 

  

Carril Proteina 

1 Marcador de peso molecular 

2 NifA de B. japonicum silvestre 

3y7 Nif A de R. meliloti silvestre 

4y8 NifA mutante G1 de R. meliloti 

5Sy9 NifA mutante L1 de R. meliloti 

6y 10 NifA mutante GL2 de R. meliloti 

Fig. 12 Western con el anticuerpo central de B. japonicum, expresién de 

Jas proteinas NifA, silvestres y mutantes. 
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[I] Rhizobium meliloti-silvestre Rhizobium meliloti-mutante GL2 

  

@ Rhizabium meliloti-mutante G1 Bradyrhizobium japonicum-silvestre 

By Rhizobium meliloti-mutante L1 

Fig. 13 Superposicién del motivo HVH de las NifA mutantes y silvestres 
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Al superponer el motivo de HVH de la protefna silvestre de R. meliloti, se 
observa que las interacciones entre las dos hélices y el acercamiento de la 2a 
hélice del motivo con el DNA son mas diffciles. Lo anterior resulta evidente 
ya que al utilizar los modelos de las HVH de las proteinas LCC y PER que si 
contienen el residuo de G9 se observa que son mas probables tanto las 
interacciones hidrofdbicas entre las dos hélices como el acercamiento entre la 
hélice del motivo con el DNA. (Figuras 14-16). 

Por tiltimo, en base al fenotipo observado y para comprobar que la G9 
juega un papel importante en la interaccién de NifA con las UAS y 
determinar el pegado de las mutanies al DNA, se realizaron ensayos que 
permiten observar la proteccién del DNA por las proteinas, mediante la 
metodologia de “footprinting” (Figuras 17 y 18). 

Se utilizaron dos oligos Kpni y E58 obtenidos del articulo de Morett y 
Buck, 1988, que permiten observar las 2 cadenas del DNA tanto la codificante 
como la complementaria. Mediante esta metodologfa se puede observar la 
interaccién de la proteina con el DNA ya que cuando esto sucede las 
guaninas no se metilan con el DMS (Di-Metil-Sulfato) y por lo tanto, la 
piperidina no puede cortar el DNA en esos sitios; lo que resulta en la 
desaparicién de las bandas del DNA en el gel. En estas figuras observamos 
que la proteina NAGI se une fuertemente al DNA en la posicién 136 
observada con el oligo Kpn1, en comparacién con la proteina silvestre, y en 
las posiciones -123, -126 y -127, en el caso de la cadena complementaria leida 
con el oligo E58. 

El pegado de las otras NifA’s mutantes no se observa, lo que es 
congruente con las actividades obtenidas de los ensayos de 6-galactosidasaya 
que al no haber un buen pegado de NifA a las UAS la actividad de 
transcripcién tiende a decaer. 

Al parecer la participacién de la G tiene una fuerte influencia en la 
estructuracién de la HVH. La proteina NifA de R. meliloti funciona como un 
fuerte activador de la transcripcin, inclusive sin tener un fuerte pegado a las 
UAS. Debido al cambio en la vuelta del dominio HVH, era de esperarse que al 
restituir el E por la G en la posicin 9 el pegado al DNA fuera evidente y que 
la activacién de la transcripci6n aumentara, formandose asf un 
superactivador. 

Lo interesante de este fendmeno es saber de que manera NifA de 
R.meliloti dejé de ser un superactivador o si nunca lo fué. Es posible que esta 
proteina a lo largo de la evolucién haya seguido alguno de los caminos 
siguientes: por un lado ser un superactivador transcripcional con su dominio 
HVH conservado, el cual pudiera tener como desventaja un gasto energético 
muy costoso para la célula, al activar fuertemente la transcripcién de algunos 
genes que no fueran indispensables para esta o por perder la actividad de 
regulacién fina.



  
Fig. 14 Superposicién del motivo HVH de la mutante NAGI en la estructura de 

ja proteina LCC interaccionando con el DNA



  
Fig. 15 Superposicién del motivo HVH de la mutante NAGI en la estructura de 

la proteina HCR interaccionando con el DNA



Fig. 18 Footprinting realizado con el oligo E58, donde se observa la protecci6n 

tanto de la mutante NAGI como de la protefna NifA de B. japonicum 
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Asf al sustituir la G por E se mantiene dentro de de los niveles normales 
de regulacién ya que pierde casi por completo la capacidad de unirse al DNA. 
Por otro lado puede que esta sustitucién se haya dado inmediatamente 
despues de la separacién de R. meliloti con otras bacterias y al sufrir este 
cambio de G por E, perdié su capacidad de activacién, la cual se ha ido 
compénsando en los distintos dominios hasta alcanzar una actividad normal 
comparable con la activacién de las distintas NifA’s.



CONCLUSIONES 
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UAS 

-A partir de la ampliacién del consenso obtenido de las secuencias de las 
UAS se observ6, que la informacién en secuencia es mas alta de lo que se 
habia propuesto, esto aumenta la posibilidad de que las UAS sean 
reconocidas por secuencia. Ain asi uno esperarfa que la secuencia estuviera 
muy relacionada con la estructura y que las variaciones en esta ultima entre 
las distintas UAS fueran mfnimas. Sin embargo, en este anélisis se obtienen 
una gran variedad de estructuras que hablan de la falta de selecci6n de una 
curvatura particular o simplemente que los programas no son lo 
suficientemente sensibles para permitirnos disociar curvaturas de tractos tan 
pequefios de DNA. 

Para esto una posible solucién seria tomar en cuenta otros parémetros 
como las interacciones lejanas, la interaccién con proteinas que provocan 
curvatura etc., que permitan resolver y predecir de una forma més confiable la 
curvatura del DNA. 

{HF 

-En tractos largos del DNA no es posible tampoco observar una 
curvatura definida en las regiones donde pudiera o existe un sitio para IHF, 
aunque en algunos casos ja curvatura pareciera concordar con las hipdtesis 
planteadas, existen numerosos factores que participan en la estructura del 
DNA y estos atin no han sido descritos con presicién. 

-Los modelos de construccién de estructura del DNA atin no nos pueden 
ser titiles para predecir cual es la conformacién que puede tomar el DNA en 
algunas circunstancias, los programas tampoco nos ayudan a predecir cual 
es a flexibilidad del DNA problema ya que se obtienen estructuras rigidas, 
seria interesante poder crear dindmicas de la estructura del DNA tomande en 
cuenta otros parametros como las repercusiones en estructura que tienen 
nucledtidos alejados, etc. 

EST! TESIS NO DEBE 
SAK DE LA BIBLIOTECA



NiFA 

-La proteina NifA de R.meliloti sf es un mejor activador transcripcional 

ya que esta proteina per se mantiene buenos niveles de transcripcién 

comparado con NifA’s de otros organismos, a pesar de su débil pegado al 

DNA. Al corregir mediante algunas mutantes el motivo de union, aumentan 

los niveles de activacién al doble o mds con respecto a la proteina silvestre. 

Esto indica ademés que los otros dominios de la proteina estan compensando 

el pegado débil de la proteina silvestre para la activacion de Ja transcripcién 

de los genes. 

-La sustitucién de E9 por G9 provee a la proteina de una mayor afinidad 

alas UAS y por ende una mejor activacién de la transcripcion. 

-La glicina es un residuo importante en la estructuracién de la HVH para 

favorecer la unién al DNA. 

- Si se mantiene el residuo de E9 y se cambia la K10 por L10 la protefna 

pierde su actividad por completo, lo que muy probablemente indique que la K 

es un cambio compensatorio en cuanto a estabilizacién de cargas en la 

protefna silvestre para mantener su actividad. 

-La G9 es importante para que se lleven a cabo las interacciones 

hidrofébicas entre las 2 hélices del motivo ya que le permite una mayor 

flexibilidad ademas de que permite seguin se observ6 en las superposiciones 

una mejor interaccién entre la segunda hélice y el DNA. 

-La proteina NifA depende del pegado al DNA para su activaci6n 

aunque esta interaccién sea muy débil. 

-En el laboratorio se realizaron distintas mutagénesis al azar sobre el 

dominio central que participa en la activacién de la transcripci6n de la NifA 

de B.japonicum para la obtencién de mejores activadores, y las mutantes 

obtenidas en esta protefna siempre eran sustituciones que ya existfan en la 

proteina de R. meliloti, lo que favorece la hipstesis de que NifA de R.meliloti es 

un mejor activador intrinseco.
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