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RESUMEN

La proteina NifA es un activador transcripcional que interviene en la
expresion de los genes de fijacién de nitrdgeno en organismos diazétrofos.
La NifA interactia con la RNA polimerasa conteniendo el factor c54para
trancribir los genes nif. Esta proteina se une a secuencias denominadas
UAS (upstream activation sequences), localizadas a mas de 100 pares de
bases arriba del inicio de la transcripcién de los promotores nify
contacta la Ec54, generando un asa en el DNA. Para activar la transcipcion,
NifA cataliza la isomerizacion de un complejo cerrado a un complejo
abierto productivo en un proceso que requiere de la hidrolisis de un
nucledsido trifosfatado. La proteina NifA pertenece a la familia de
proteinas denominadas Enhancer Binding Proteins (EBPs), las cuales son
homélogas estructuralmente y presentan tres dominios independientes: el
N-terminal no es esencial para la actividad de NifA; el dominio central
esta involucrado en la activacién y contiene el sitio de unién al NTP y el
C-terminal contiene el motivo de unién al DNA denominado hélice-vuelta-
hélice.

En este trabajo mostramos evidencia de la coevolucion de dominios en la
NifA de Sinorhizobium meliloti. Encontramos que debido a la ausencia de
una glicina conservada en el motive de unién al DNA interactua débilmente
con las UAS (esta proteina presenta acido glutamico). Este defecto es
compensado con una mayor capacidad de activacion del dominio central, y
en contraste con la NifA de B. japonicum, esta proteina puede activar en
trans. Al reemplazar la glicina en la NifA de S. meliloti, se observd una
mayor actividad transcripcional y una fuerte union al DNA. Para explorar el
camino que llevo a esta mayor capacidad de activacion, se mutagenizd la
proteina de B. japonicum vy después de tres rondas de mutagénesis y
seleccién, se obtuvo una mutante mas activa, interesantemente todas las
mutaciones cambiaron a aminodacidos presentes en la NifA de S. meliloti,
lo que indicaba que posbiblemente se habia recreado el camino seguido por
esta proteina en su evolucion.

Otro aspecto estudiado en este trabajo fue la regulacién por oxigeno de la
proteina NifA de B. japonicum. Esta proteina es sensible a oxigeno per se,
contiene un motivo conservado de cisteinas involucrado posiblemente en la
coordinacion de un cofactor metélico y en la regulacién por oxigeno. Debido



a que la proteina completa es inestable y dificil de purificar, se trabajo
con los dominios aislados en fusion con la proteina de unidon a maltosa
(MBP), para facilitar su purificacién y la identificacion del posible
cofactor metalico. Se obtuvieron varias proteinas de fusién, las cuales se
purificaron por cromatografia de afinidad. La fusion que contiene los
dominios central, C-terminal y el motivo de cisteinas (MBPCENCOOH)
conserva el 30% de la capacidad de activacion transcripcional in vivo y
retiene la capacidad de unirse al DNA especificamente in vitro. El analisis
de absorcion atémica muestra que esta fusidon contiene fierro en su
estructura La fusion que contiene sélo el C-terminal y el motivo de
cisteinas (MBPCYSCOOH2) mantiene la capacidad de union al DNA in vitro.
Sin embargo, no presenta ningin metal en su estructura. Estos resultados
sugieren que la unién al DNA in vitro no es regulada directamente por
oxigeno y que el oxigeno podria favorecer un cambio conformacional en el
dominio central que afecta el estado oligomérico de la proteina
disminuyendo su capacidad de unidon al DNA, posiblemente mediante el
estado redox del cofactor metdlico que en base a nuestros datos podria
tratarse del fierro.



INTRODUCCION
TRANSCRIPCION EN BACTERIAS

La transcripcion es el primer paso en la expresiéon genética y uno de los
principales blancos para su regulacién. Los elementos basicos de la
transcripcion fueron elucidados mediante el estudio de los sistemas en
procariontes. Basicamente, la RNA polimerasa en asociacion a otros
factores, localiza secuencias especificas en el DNA llamadas promotores y
forma lo que se denomina un complejo cerrado, el cual se isomeriza a un
complejo abierto al promover la separacién de una porcion de DNA cercana
al inicio de la transcripcion. Posteriormente se inicia la sintesis de una
molécula de RNA, continuando su elongaciéon hasta que se encuentra una
senal especifica de terminacién y el RNA es liberado (Revisado en
Reznikoff, W. et. al. 1985, von Hippel, P. et. al. 1984).

Componentes de la Transcripcion
- BRNA Polimerasa

Las RNA polimerasas son enzimas oligoméricas complejas, constituidas
por diferentes subunidades. Llevan a cabo la sintesis DNA-dependiente de
una molécula de RNA, mediante la formacion de enlaces fosfodiéster entre
ribonucledtidos trifosfatados.

En Eubacteria existe un solo tipo de RNA polimerasa, que es responsable de
la transcripcidn de las diferentes clases de RNA: el RNA ribosomal (rRNA),
el RNA mensajero (MRNA)} y el RNA de transferencia, (tRNA). En los
eucariontes hay tres tipos: la RNA polimerasa | y la RNA polimerasa ||
sintetizan el rBRNA y el mRNA, respectivamente; mientras que la RNA
polimerasa Ill se encarga de sintetizar el tRNA, el 5sRNA y algunos RNAs
nucleares (Coulombe & Burton, 1999).

La RNA polimerasa de Eubacteria esta constituida por cuatro subunidades
denominadas o(2), By B’, las cuales componen el “core” de la enzima,
también denominado E. El “core” contiene la maquinaria catalitica



necesaria para la polimerizacion de una molécula de RNA. Sin embargo,
para gue se lleve a cabo la iniciacion especifica de la transcripciéon se
requiere del factor sigma (o), que se asocia de manera reversible a E,
constituyendo la holoenzima ¢ Eoc. (Burgess, et al. 1987; Polyakov, et al.
1995; Coulombe & Burton, 1999).

Existen varios tipos de factores sigma, el 670 es el que interviene en las
funciones esenciales de la célula. Los otros tipos intervienen en funciones
especificas celulares y se describiran mas adelante.

Los genes que codifican para la Ec70 de E. coli son: rpoA, rpoB, rpoC y rpoD,
cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 1.

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS SUBUNIDADES DE LA RNA POLIMERASA
DE E. coli (Burgess, et al. 1987; Ishihama, 1988)

SUBUNIDAD | GENE No. DE PM FUNCION
AA {(KD)
B rpoB 1342 150.8 Catalisis (iniciacién y elongacion)
Reconocimiento de terminadores
Unidén de ribonucleésidos trifosfatados
Unién de! RNA producido
Regulacién autogena de § '
Regulacién por ppGpp ¥ unién a
rifampicina
B’ rpoC 1407 155.16 | Unidn al DNA templado vy al factor ¢
o rpoA 329 36.5 Asociacién de  y B°, unidén al promotor
(regién UP), interaccién con activadores
G0 rpoD 613 70.2 Reconocimiento de promotores de genes
esenciales

El ensamblaje de las subunidades que constituyen la Ec de E. coli siguen el
siguiente orden: o+a > o2f --> a2BB'--> a2BP’ o (Ishihama, 1988).

Cada subunidad o de la RNA polimerasa esta formada por dos dominios
unidos por un interconector flexible. EI oNTD, ademas de participar en el

2



ensamblaje de la polimerasa, interviene en la dimerizacién de esta
subunidad (Gongyi, et. al. 1999). El dominio carboxilo (aCTD), interviene en
la interacciéon con el elemento UP del promotor y con activadores
transcripcionales (Ebright & Busby, 1994; Estream, et al. 1999; Ishihama,
1992).

La estructura de la E de E. cofi, ha sido determinada a baja resolucién
(Darst, et al. 1998), y recientemente se determind la estructura
tridimensional del “core” de la RNAP de Thermus aquaticus, por
cristalografia de rayos X a 3.3 A de resolucion, mostrando un gran parecido
con los modelos existentes para fa enzima de E. coli (Gongyi, et. al. 1999).
Estos estudios revelan una estructura con forma de “tenaza de cangrejo”
con un canal de 27 A, donde al parecer se inserta una molécula de DNA de
doble-cadena. Las subunidades By B’ de la RNAP constituyen dicho canal y
presentan numerosos contactos con el dominic amino de la subunidad o
(oNTD ). Este oNTD interviene en el ensamblaje de By B’, aunque no forma
parte del sitio activo. En la pared trasera de este canal se encuentra un ion
de Mg2+ requerido para la actividad catalitica, el cual estd quelado por un
motivo absolutamente invariante (NADFDGD) de la subunidad B’, presente
en todas las RNA polimerasas (Gongyi, et. al. 1999).

- Estructura del Promotor

El proceso de inicio de la transcripciéon involucra el reconocimiento y la
interaccién de la Eoc con secuencias especificas presentes en el DNA
denominadas promotores, localizadas antes de los genes u operones. El
andlisis de numerosas secuencias de promotores transcritos por la Ec70 en
E. coli permitié identificar dos secuencias hexanucleotidicas ubicadas a -
35 y a -10 pares de bases arriba del inicio de la transcripcion, con el
consenso TTGACA y TATAAT respectivamente. Estos elementos juegan un
papel determinante en la interaccion con Ec70, presentan un espaciamiento
promedio de 17pb aunque la Eo70 puede tolerar cambios en este
espaciamiento de 15 a 20 pb. Existe una correlacion entre la fuerza del
promotor y su similitud con el consenso de las regiones -10 y -35 (Bujard,
et al. 1987; Ishihama, 1988).



Existe un tercer elemento de reconocimiento para la Ec70 en la region
promotora de algunos genes denominado UP; se trata de una secuencia rica
en A+T localizada de -40 a -60 pb del inicio de la transcripcion.
Inicialmente se describié para el promotor P1 del gen rrnB de E. coli y
actualmente se ha caracterizado para numerosos genes bacterianos (Ross
et al. 1993; Ross et al 1998; Tagami & Aiba, 1999). El dominio carboxilo
de la subunidad o de la RNA polimerasa (¢—CTD) interactua directamente
con el elemento UP, incrementando la frecuencia de inicio de la
transcripcion (Ross et al 1998; Tagami & Aiba, 1999).

Existe otra clase de promotores con una estructura diferente, reconocidos
por el factor sigma alternativo o54. Estos promotores también presentan
dos regiones consenso que se localizan a -12 (TTGCA/T) y -24 (TTGGCA)
del inicio de la transcripcion (Barrios, et al 1999; Thony & Hennecke,
1989). Los dinucledtidos GC y GG son practicamente invariantes en 186
promotores de este tipo (Barrios, et al 1999). A diferencia de los
promotores reconocidos por Ec70, en los promotores reconocidos por Eg54
existe una estricta dependencia del espaciamiento entre las regiones
conservadas, y cambios de una sola base en el espaciador inactivan
totalmente al promotor (Buck, 1986).

MECANISMO DEL INICIO DE LA TRANSCRIPCION

Existe una gran diversidad de mecanismos que contribuyen a la regulacion
del inicio de la transcripciéon, 1o cual es consistente con la importancia
que este proceso juega en el control de la expresion genética.

El mecanismo de iniciacion de la sintesis de RNA involucra varios pasos
que se describen en la siguiente reaccién:

KB ko NTP1 NTP2 NTP\
Ec + P---> Eoc Pcy -> Eo Pco--> Eo Pa\-*-> Eo Pa\19~->E P‘az/->-‘---> RNA,
G E

La holoenzima libre Ecy el promotor P, se combinan reversiblemente para
formar el complejo cerrado EocPc4, posteriormente se producen cambios



conformacionales que dan origen al intermediario EcPc2 facilitando la
separacion de las cadenas del DNA. Subsecuentemente éste se isomeriza a
un complejo abierto EcPa, iniciando la sintesis del RNA. El proceso de
inicio termina cuando se despega el factor ¢ del complejo (Gross,
et.al.1992).

La afinidad de la unién de Eo al promotor (Kg)y la eficiencia de
isomerizacion del complejo cerrado a abierto (kz) determinan la fuerza del
promotor, estos parametros se han determinado para varios promotores in
vitro y el rango de valores en la mayoria es de 10-6 a10-9 M-1 para KB y de
10-3 a 10-1sec -1 para ko (McClure, 1985; McClure & Hopes, 1987).

- Formacion de complejo abierto.

La formacién del complejo abierto involucra varios cambios
conformacionales tanto en la Ec como en el DNA. La molécula del DNA se
abre de 12 a 14 pb en la regiéon que va del -10 hasta el +2 respecto al
inicio de la transcripcidon. Dadas las dimensiones de la Eo, y tomando en
cuenta los cambios en las protecciones de la Ec por DNAsa | en los
diferentes pasos del inicio de la transcripcion, se propone que el DNA se
enrolla en la polimerasa, lo que facilita la apertura de las cadenas del DNA
(Coulombe & Burton, 1999)

El factor sigma juega un papel determinante en el proceso de separacion
de las cadenas del DNA. Una vez que la nucleacién ha ocurrido, procede la
separacion de las cadenas de una manera concertada a una o dos bases del
sitio de inicio de la sintesis del RNA. La disposicion de las cadenas en el
complejo abierto maduro no esta bien establecida aun, pero se propone que
la Ec70 estabiliza el complejo con la cadena no codificadora, previniendo
el reapareamiento de ias dos cadenas, mediante una barrera fisica
(Hellman & deHaseth, 1999).

La iniciaciéon continla con una fase transitoria en la que se forman
transcritos abortivos, pequenas moléculas de RNA de 2-5 nucledtidos de
largo que se presentan en la mayoria de los promotores transcritos por



Ec70. Posteriormente se libera el factor sigma y empieza la elongacion
progresiva, hasta que se encuentra una sefal de terminacion (Gross, et al.
1992; Hellman & deHaseth, 1999)

DESCRIPCION DE LOS DIVERSOS FACTORES SIGMA

En las bacterias se sintetizan varios factores sigma, los cuales regulan la
expresion genética, respondiendo a las necesidades metabdlicas tanto para
el mantenimiento celular, como para la adaptacién a diversos estimulos
ambientales. Estos factores se pueden agrupar en dos familias que
presentan una estructura diferente y no estan relacionadas
filogenéticamente (Revisado en Gross, et al. 1992 y Wosten, 1998).

- Familia ©70

En esta familia encontramos a los factores sigma relacionados en
secuencia al factor o70 de E. coli. Recientemente, la secuenciacion de
genomas completos de bacterias ha permitido inferir la presencia de
varios factores o pertenecientes a esta familia, los cuales segun su
funcién se pueden dividir en varios grupos; los factores o primarios que
intervienen en la transcripcion de genes esenciales para el mantenimiento
celular y los factores ¢ alternativos, que se requieren para la expresion de
genes solo en condiciones especiales de crecimiento, descritos a
continuacién en la Tabla 2 (Wdsten, 1998; Lonetto, et al 1992).

Recientemente se determino la estructura cristalogréafica de un fragmento
obtenido por digestion de proteasas a 2.6 A de resolucién, revelando una
forma de V. Los residuos involucrados en la interaccion con el “core” caen
en una cara de la estructura mientras gque los residuos gue interactian con
la regién -10 y en la apertura del DNA se localizan en la cara opuesta
(Malhotra, et al. 19986).

La comparacion de estos factores a nivel de secuencia de aminoacidos ha
permitido identificar cuatro regiones conservadas que se describen a
continuacion (figura 1A).




TABLA 2. DIVERSOS FACTORES SIGMA

ORGANISMO Y
FACTOR o

— e

FUNCIONES

REFERENCIAS

FACTOR E. coliy bacterias Funciones esenciales Gruber & Bryant
PRIMARIOS Gram (-): ¢70 para el mantenimiento 1997
Bacterias Gram (+): oA celular en fase
Mycobacteria: MysA exponencial del crecim.
Styreptomyces: HrdB
FACTOR IGMA
NO-ESENCIALE

Factor o de fase
estacionaria

Factores o de
cyanobacterias

Factores ¢ de
bacterias
Gram {+) de alto GC

FACTOR IGMA-
ALTERNATIVOS

Factor o de flagelo

Factor c de ECF

FACTORES SIGMA
DE ESTRES AL
CALOR

Factor ¢32 y

factores o-
relacionados

Factores oB y
factores
relacionados

FACTORES SIGMA
DE_E LACI
Factores gEFGKH

e

Pseudomonas y
enterobac-
terias: RpoS o o$

Synechococcus,
Synechocystis,
Anabaena: SigB-E

Mycobacteria: MysB
Corynebacterium:. SigB
Streptomyces: HrdA
HrdC-E

Enterobacteria:c28,
Streptomyces: WhiG,
Bacillus subtillis: 6 ©

P. aeruginosa:AlgU
E.coli: Fecl
P.florescens: PbrA
Myxococcus xanthus:
CarQ

S. coelicolor, E.coli,
Mycobacteria: oF
P.syringae: HprL
Alcaligenes eutrophus:
CrnH

B. sublilis: SigV-Z

Bacterias Gram (-):632
M. xanthus: SigB,
Streptomyces: SigC.

B. subtilis,
Staphylococcus:oB,
Mycobacteria, Strep-
tomyces oB

Bacillus, Clostridium:
GEFGKH

Regulador global de la
exp. genética en cels.
expuestas a estrés
hiperosmético o acido, y
expresion en fase
estacionaria.

Expresion genestica
durante las respuestas
circadianas, y en la fase
post-exponencial

Desconocida

Expresién de quimiotaxis
esporulacion y flagelo

Biosintesis de alginato,
utilizacion de fierro,
biosintesis de
carotenoides, produccion
de antibidticos, induccién

de factores de virulencia,

resistencia a Co y Ni,
sintesis de proteinas
membranales ¢
sobrevivencia a altas
temperaturas

Expresion de genes
durante el estres.
formacion de cuerpos

fructiferos maduracion de

mixosporas.
Expresion durante el
estres y esporulacion

Expresidén de genes
de esporulacion

Loewen & Hengge-
Aronis 1994

Caslake, et al. 1897
Gruber & Bryant, 1997

Gruber & Bryant 1997

Helmann, 1991
Kelemen, et al 1996

Lonetto, et al 1994

Yura, et al. 1993

Hecker, et al. 1998
De Maio, et al. 1996

Handelwang, 199




Regién 1: Es la menos conservada, su funciéon es modular la unién de la
RNAP con el DNA (Dombroski, et al, 1992). La subregién 1.1 se encuentra
sblo en los factores primarios y es importante en el inicio de la
transcripcion. La subregién 1.2 es importante para la formacion del
complejo abierto. Estudios recientes sefalan que esta region esta
involucrada en la iniciacion de la transcripcion, ya que la remocion de este
fragmento impide que ocurra ta isomerizaciéon del complejo cerrado a
abierto (Wilson & Dombroski, 1997).

Regién 2: Es la region con mayor conservacion entre los distintos factores
sigma. Se puede dividir en cuatro subregiones; la subregion 2.1 es
importante para la interaccion con el “core” de la RNAP; la subregion 2.3
esta involucrada en la apertura de las cadenas del DNA; la subregién 2.4
intervienen en el reconocimiento del elemento -10 del promotor
(Waldburger. et al. 1990). Recientemente se identifico la regién 2.5, la
cual esta involucrada en el reconocimiento de los nucleotidos -14 y -15 en
aquellos promotores que contienen al dinucleétido TG, homdlogos a la
secuencia consenso -16 de los promotores de Bacillus subtilis, como se
observa en la figura 1A (Voskuil, et al. 1995)

Region 3: Esta regién se divide en dos subregiones, la 3.1 contiene un
motivo de unién al DNA del tipo hélice-vuelta-hélice (HTH), ampliamente
encontrado en proteinas de union al DNA y descrito detalladamente mas
adelante. La regidén 3.2 es menos conservada y probablemente intervenga en
la union al “core”, ya que mutantes en ¢32 que carecen de esta region
presentan una deficiencia en la unién a la polimerasa, pero mantienen
intactas las otras funciones de la proteina (Zhou, et al. 1992).

Region 4: Esta region participa en el reconocimiento de la region -35 del
promotor, se subdivide en dos; la subregion 4.1 se propone que se une a
ciertos activadores transcripcionales durante el inicio de la transcripcion.
El reconocimiento del elemento -35 se lleva a cabo por la subregién 4.2, lo
cual se deriva de estudios con mutaciones en este elemento (Siegele, et al.
1989).



- Familia o54

El factor 654 fue descrito incialmente tanto en E. coli como en Salmonella
thyphimurium por su participacion en la expresién de genes que
intervienen en el metabolismo nitrogenado (Hirschman, et al, 1985; Hunt &
Magasanik, 1985). Actualmente se han encontrado homélogos en un gran
nimero de especies bacterianas y se sabe que intervienen procesos
celulares, por ejemplo: en la fijaciéon de nitrégeno (en Klebsiella
pneumoniae y Rhizobia entre otros), la biosinteis del flagelo ({(en
Caulobacter crescentus)y el catabolismo de xileno y tolueno (en
Pseudomonas) (Kustu, et al. 1989).

Analisis mutacionales y la comparacion de secuencias de o54, han
permitido dividir esta proteina en tres regiones (figura 1B).

Regiéon | o regién de activacion: Esta regién esta constituida por 50
aminoacidos del extremo amino terminal, es la region mas conservada,
rica en glutaminas y leucinas, juega un papel importante en mediar la
respuesta a proteinas activadoras. Mutantes que carecen de la region | son
capaces de activar en ausencia del activador, en condiciones que favorecen
la separacidén de cadenas en el DNA (Syed & Gralla, 1998; Gallegos, et al.
1999) Actualmente se sugiere que presenta una funcidén dual inhibiendo la
isomerizacidn en ausencia de un activador y estimulando la iniciacion
mediante un cambio conformacional promovido por las EBPs (Enhancer
Binding Proteins)(Casaz, et al. 1999).

Regién IlI: Esta region es variable y consta de 60 a 110 aminodcidos,
presentando numerosos residuos acidos

Region lll: Comprende alrededor de 400 amino&cidos del carboxilo-
terminal de la proteina, presenta dos motivos altamente conservados: el
HTH y la caja RpoN, involucrados en el reconocimiento de las regiones -24
y -12, respectivamente en promotores o54 dependientes (Taylor, et al.

1996)

Recientemente se obtuvo la estructura a baja resolucion del factor ¢54 por



dispersion de rayos-X en solucion. Presenta una forma muy alargada, una
forma de V, similar a la observada en el modelo atomico de 679, indicando

que aungque contienen una secuencia primaria diferente, muestran una
estructura similar (Svergum, et al. 2000).

A @'7(0
REGION REGION REGION REGION
| 2 3 4

.

|
11 1.2 21 22 23 24 25 31 32 4.1 a2

UNION  ggpaRAGION UNICN CONTACTO
FORMACION DEL -10 -16 -35
oML E10 ABIERTO CORE DNA  RECONOCIMIENTO CORE ACTIVADOR RECONGGIMIENTO
REGION REGION REGION

Ug:?:;A HTH CAJA-RpoN
Dominio de unién
al DNA

FIGURA 1. ESTRUCTURA DE FACTORES SIGMA. A) 670, B) ¢54
- Formacion de complejo abierto en Eg54

La formacion del complejo abierto en promotores reconocidos por la Ec54
difiere significativamente del proceso para la Ec70.
La principal diferencia radica en que Ec54 es capaz de formar un complejo
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estable transcripcionalmente inactivo, que requiere de la hidrdlisis de un
nucleodsido trifosfatado (NTP), para se lleve a cabo la isomerizacién a un
complejo abierto productivo. La hidrélisis del NTP es efectuada por una
proteina activadora EBP (Enhancer Binding Protein), (Weiss, et al 1991;
Austin & Dixon, 1992).

Los modelos actuales proponen la formacién de un complejo pre-inicio, en
el que la Ec54 se encuentra establemente unida al DNA abierto, pero es
incapaz de iniciar la transcripciéon. Se requiere de un cambio
conformacional en la holoenzima, el cual es promovido por la EBP (Wang &
Gralla, 1996). Actualmente se ha determinado que el amino terminal de 54
(Regidn ). contiene los determinantes que permiten la interaccion con las
EBPs e inhiben la iniciacién en ausencia de éstos (Casaz, et al. 1999; Syed
& Gralla, 1999).

REGULACION DEL INICIO DE LA TRANSCRIPCION EN BACTERIAS

lLos genes son expresados solamente cuando se necesitan y en el nivel
requerido por las células. Para que se expresen de manera adecuada
existen numerosos mecanismos que le permiten a la célula mantener la
armonia y enfrentar los diversos cambios ambientales. Estos mecanismos
son parte de una red regulatoria que asegura la maxima eficiencia con el
minimo gasto de energia para mantener la homeostasis en la célula.

Existen varios elementos que intervienen en la regulacién del inicio de la
transcripciéon. En promotores constitutivos, la eficiencia de la
transcipcion depende unicamente de la concentracion de Eo libre, la
estructura y secuencia del promotor, la topologia del DNA y factores gue
se unen directamente a la Ec70. como el nucleétido guanosina
tetrafosfatada (ppGpp), que en niveles altos lleva a una reduccién
dramética de la Ec activa. (Liang, et al 1999; Glass, et al. 1996). En
promotores no constitutivos, la regulacién de la transcripcion involucra el
contacto directo de la RNAP con proteinas que se unen a sitios adyacentes
o sobrelapados a los reconocidos por la polimerasa para el inicio de la
transcripcion y que pueden activar o reprimir la expresion de genes,
proporcionando el nivel requerido para las diferentes condiciones
metabdlicas celulares (McClure, 1985)
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El estudio de 150 promotores de E. coli, reconocidos por el factor o790
muestra las siguientes caracteristicas; la mayoria involucra en su
regulacion una sola proteina regulatoria, generalmente un represor. Los
represores se unen principalmente a regiones que se sobrelapan con ios
sitios de unién a la Ec™. Los activadores se unen generalmente a la region
localizada entre -30 y -80 pb con respecto al inicio de la transcripcion.
Muchos de estos activadores también pueden comportarse como represores
sobre ciertos promotores, si la union se da en regiones abajo del -30,
interfiriendo con la unién de Ec’0. Por otro lado, se ha observado que
cuando los represores o activadores se unen en regiones distales al
promotor, generalmente actuan en conjunto con sitios adicionales
localizados en regiones adyacentes a las regiones de unidon a Ec”0 (Gralla &
Collado-Vides, 1996)

REGULACION NEGATIVA (Represion)

En este caso una proteina con la capacidad de unirse al DNA, bloquea el
sitio de unién de la Ec (promotor), impidiendo que se lleve a cabo el inicio
de la transcripcién. La actividad de union al DNA del represor puede ser
modulada por la uniéon de una pequena molécula denominada efector.

Actualmente contamos con numerosos ejemplos que describen este tipo de
regulacién. Sin embargo, se mencionard la represion del operon de lactosa
por ser el primer modelo de regulacién descrito de este tipo (Majors,
1975).

El operdn de lactosa (/ac) consta de tres genes que se expresan a un nivel
alto solo cuando las células estan creciendo en un medio que contiene
lactosa. El gene lac/ codifica para el represor el cual inhibe el inicio de la
transcripcion mas de 1000 veces. Este operon contiene tres operadores,
siendo el mas importante el Oqu operador primario (localizado a +11), los
otros dos pseudo-operadores son O (+401) y O3 (-82). El operador O4, actua
cooperativamente con los otros dos operadores. El complejo Lacl-operador
es desestabilizado por la unidn de compuestos galactésidos a Lacl,
permitiendo que la polimerasa inicie la transcripcion de este operon en
presencia de estos compuestos. Los detalles moleculares del sistema aun
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continlan siendo estudiados (Choy & Adhya, 1996; Gralla, 1992).
REGULACION POSITIVA (Activacién)

Numerosos genes bacterianos son regulados positivamente por proteinas
activadoras que se unen a regiones adyacentes al promotor. Se pueden
distinguir dos tipos; los que interactian con la subunidad o de la E (a-CTD)
y los que lo hacen con el factor 6. La activacién tiene como consecuencia
la modificacion de las constantes cinéticas de la transcripcién (ks y Kg
ver mecanismo), incrementando su eficiencia (Busby & Ebright, 1994)

Dentro de el primer tipo, el activador mejor caracterizado que interactua
con a-CTD en E. coli es CRP (proteina receptora de AMP ciclico), esta
proteina dimérica activa la transcripcion de méas de 100 promotores
diferentes, uniéndose a los operadores en presencia de AMPc (Busby,
1999).

Los promotores dependientes de CRP se han dividido en dos clases,
dependiendo de su sitio de union con respecto al inicio de la transcripcién.
En la clase |, el sitio de unién de CRP se localiza aproximadamente a -61.5
pb del inicio de la transcripcién, un ejemplo es la activacion de /ac. Enla
clase Il, el sitio de reconocimiento para CRP se localiza aproximadamente
en la posicién -41.5 pb, sobrelapando la region -35 y un ejemplo es la
regulacion del promotor gal (Busby & Ebright, 1997, Savery, et al. 1998)
La combinacion de los mecanismos de activacion de fa transcripcién
presentes en la clase | y Il origina un sinergismo dado por dos activadores,
por ejemplo en la regulacién del promotor ansB, intervienen CRP y FN\R
(Regulador de los genes de anaerobiosis). FNR se une a la posicion -41.5 y
contacta ¢ y CRP se une a la posicion -91.5 contactando al a-CTD (Scott,
et al. 1995; Busby & Ebright, 1999)

El segundo tipo de activadores interactua con ¢70. Este tipo de activadores
se unen generalmente a sitios sobrelapados al elemento -35 del promotor
y el ejemplo mejor estudiado es la proteina cl del bacteridfago A, la cual
se une al sitio -42 del promotor APgpym e interactua con el factor o7,
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Mutantes supresoras en ¢7° han permitido identificar a la region 4 de ¢7¢
como la region de contacto (Li, et al 1997).

REGULACION A DISTANCIA

Los mecanismos de activacién descritos anteriormente implican la unién
del activador a regiones adyacentes al promotor. Sin embargo, existen
ejemplos de interacciones con proteinas que se unen a regiones alejadas
del promotor, tanto para represién como para activacion. La regulaciéon del
operon de arabinosa por AraC es el paradigma de este tipo de regulacién.
AraC es una proteina bifuncional que regula entre otros, al operon araBAD,
que contiene a los genes cuyos productos son necesarios para la
utilizacion de arabinosa. AraC se encuentra en equilibrio conformacional
entre la forma de activador o represor. En ausencia de arabinosa, el
equilibrio se desplaza a la forma de represor en la cual se favorece la
unién a los sitios ara02 y arali formando una asa en el DNA. Esta
configuracidon previene la iniciacidn de la transcripcion en el promotor.
Cuando el ligando (arabinosa) esta presente, el equilibrio se desplaza
hacia la activacion y entonces se une a sitios adyacentes araltl y aral2.
(Gallegos, et al. 1997)

Otro mecanismo de regulacion de la transcripcion a distancia es el caso de
los genes transcritos por Eo54y las proteinas activadoras EBPs. Las EBPs
se unen a sitios localizados entre 80 y 140 pb arriba del inicio de la
transcripcion denominados UAS (Upstream Activation Sequences) (Morett
& Buck,1988). Las UAS presentan caracteristicas similares a los
“enhancers” descritos en eucariontes, ya que pueden moverse varios miles
de nucledtidos arriba del promotor independientemente de su orientacién y
seguir siendo activos (Buck et al,1986; Kustu et el, 1989).

MODELO DE ACTIVACION A DISTANCIA para Ec*

Este modelo propone que las EBP’s se unen a las UAS y hacen contacto
simultaneamente con Ec34 que se encuentra unida al promotor, formando un
"loop" en el DNA, el cual es favorecido por el factor de integracion [HF.
Este factor se une a una regién del DNA entre las UAS y el promotor
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generando un doblez de 140°, lo que favorece los contactos entre la
proteina activadora y la polimerasa, como se observa en la figura 2 (Kustu,
et al, 1991; Su et al, 1990). La Ec54 forma un complejo cerrado que es
isomerizado a un complejo abierto, mediante la hidrélisis de ATP que lleva
a cabo la EBP correspondiente.

Como se mencioné anteriormente muchas especies bacterianas, incluyendo
a E. coli, tienen multiples EBP’s que intervienen en la regulacién de
diferentes procesos celuiares; por ejemplo, en la asimilacion de nitrogeno,
la proteina NtrC; en el transporte de acidos dicarboxilicos DctD; en la
oxidacion de hidrégeno HoxA; en la degradacion de compuestos aromaticos
XyIR, por citar algunos ejemplos. (Kustu et al,1989). Estas proteinas
constituyen una familia con caracteristicas estructurales similares, las
cuales seran discutidas mas adelante.
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FIGURA 2. MODELQO DE ACTIVACION A DISTANCIA DEL PROMOTOR nifH
DE K. pneumoniae
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ANTECEDENTES

La fijacion de nitrégeno es un proceso gque demanda un alto gasto de
energia; la nitrogenasa es inactivada irreversiblemente por oxigeno por lo
que los organismos diazétrofos han desarroilado mecanismos de control
estrictos que garantizan su expresion sélo en las condiciones ambientales
apropiadas (Merrick, 1992).

El regulador positivo NifA interviene en la expresion de los genes nif y fix,
responsables de la fijacion de nitrégeno. Estudios comparativos entre los
genes nif de diferentes especies sugieren que hay un grupo comun de 14
genes, necesarios para ia biosintesis de la nitrogenasa (nifH, D, K, E, N, X,
U S V, Z W M, B, Q). En los Rhizobia, bacterias que interactuan con las
raices de plantas leguminosas, existe otro grupo de genes asociados a la
fijacion de nitrogeno denominados fix que no tienen homdlogos en los
diazétrofos de vida libre (Revisado en Merrick, 1997).

Los genes nif y fix se encuentran agrupados en varios operones cuyos
promotores generaimente son reconocidos por Ec54 y activados por NifA.
En el caso de los organismos diazdtrofos de vida libre, la cantidad de
compuestos nitrogenados y oxigeno en el medio, son las sefales que
regulan la actividad de NifA, a diferencia de los organismos simbiontes, en
los que la concentracién de oxigeno celular es la principal sefa!l de
regulacion para la actividad de esta proteina (Revisado en Fisher, 1994).

La proteina NifA pertenece a la familia de activadores transcripcionales
que actuan a distancia denominados EBPs. Esta familia de proteinas
presenta una estructura modular caracteristica, que se describira a
continuacion. Entre las EBPs de las que se tiene mayor informacion se
encuentran NifA y NtrC (Buck et al,1986; Kustu et al, 1989).

ESTRUCTURA DE NifA
La proteina NifA y en general todas las EBPs, estdn formadas por tres

dominios: un dominio amino terminal (N-terminal), cuya actividad se
relaciona con la recepcion de sefales; un dominio central que interviene
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directamente en el control positivo y en la interaccion con o354 y un
dominio carboxilo terminal (C-terminal) que presenta la actividad de unién
al DNA. Existen evidencias bioquimicas y genéticas que indican que estos
dominios son funcional y estructuralmente independientes (Drummond, et
al.,1986; Drummond et al 1990). En el caso de NifA y DctD de S. meliloti, el
dominio central es suficiente para activar la transcripcion (Huala &
Ausubel,1989; Huala et al,1992), mientras que el dominio C-terminal
aislado de K. pneumoniae, retiene la capacidad de unirse especificamente
al DNA (Morett, et al. 1988, Lee, et al. 1994).

- Dominio N-terminal: Es el que presenta mayor variabilidad, tanto en
tamario como en funciéon. Un subgrupo formado por proteinas como NtrC,
DctD, HydG, AlgB, HoxA y FIbD, este dominio es caracteristico de las
proteinas reguladoras de la familia de “dos componentes”, que intervienen
en la transduccion de sefales (Morett & Segovia, 1993).

El dominio N-terminal de la proteina NifA es de tamano variable (164-216
aa) y al parecer es dispensable para la funcién de activaciéon, como lo
sugieren estudios con una mutante de S. meliloti que carece de este
dominio y conserva la capacidad de activacion, ademas del hecho de que no
se presenta naturalmente en NifA de R. leguminosarum byv trifolii (Huala &
Ausubel,1989; lismaa & Watson, 1989). El N-terminal de NifA de K.
pneumoniae, A. vinelandi interacciona con la proteina sensora NifL en
respuesta a las condiciones de nitrégeno fijado y oxigeno celular (Berger
et al 1994; Blanco, et al 1993). Actualmente se estudia el papel que tiene
en la regulacién de la actividad por compuestos nitrogenados en la NifA de
Azospirillum brasilense y Herbaspirillum seropicidae (Monteiro, et al.
1999, Arsene, et al. 1999).

- Dominio central: El dominio N-terminal y el central se encuentran
separados por un interdominio conector constituido de numerosos residuos
de glutamina. El dominio central estd constituido por 240 aminoé&cidos y
es comun en todas las proteinas de la familia de las EBPs. Es el dominio
que muestra la mayor similitud a nivel de aminoéacidos entre las EBPs, por
ejemplo: entre las NifAs de S. meliloti, B. japonicum, A. caulinodans y K.
pneumoniae existe una identidad del 53-72%. Este dominio aislado, es
capaz de promover la activacion (Huala y Ausubel, 1989). Presenta el
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motivo (GXXXXGK) caracteristico de unidon a NTP's, conocido como “Walker
A’ que se presenta en los plegamientos tipicos de unién a monucleétido.
La hidrolisis de un NTP aporta energia necesaria para isomerizar el
complejo de promotor cerrado a un complejo abierto productivo, en
coordinacion con la Ec54 (Weiss et al,1991)

Recientemente se propuso un modelo para este dominio basado diversos
parametros como son; la prediccion de estructura secundaria, mutaciones
correlativas descritas en diferentes EBPs y algoritmos que permiten la
relacion de plegamientos con estrucutras comunes (Osuna, et al 1997). El
modelo propuesto por Osuna y cols. sugiere que el dominio central adopta
un plegamiento similar al dominio G del factor de elongacidon bacteriano
EF-Tu y a la proteina de senalizacion p21ras, estas proteinas pertenecen a
la familia de las GTPasas que llevan a cabo la hidréosisis de
mononucledtidos en sus funcién. El modelo se baso en la estructura
cristalografica de EF-Tu que consiste en un polipéptido que adopta una
topologia o/f. Actualmente existen datos experimentales que apoyan este
modelo (Rombel, et al 1999).

Entre el dominio central y el domino C-terminal se presenta un conector
de tamafo variable en las NifAs. En las NifAs de K. pneumoniae y A.
vinelandii el dominio central se encuentra directamente unido al dominio
C-teminal, a diferencia de las NifAs de Azospirillun brasilense,
Rhodobacter capsulatus y Rhizobia (sensibles per se a oxigeno) en las que
estos dos dominios se encuentran separados por un conector de 32-44 aa.
En este conector se pueden distinguir dos cisteinas totalmente
conservadas, que junto con otras dos presentes al final del dominio
central, conforman el motivo C-X;{-C-X19-C-X4-C propuestc como un
probable motivo de unién a algun cofactor metalico.

- Dominio C-terminal: Consta de 65 a 130 residuos de aminoacidos,
presenta un motivo altamente conservado de union al DNA con la
estructura de hélice-vuelta-hélice (HTH) (Morett & Segovia, 1993). Este
dominio puede ser expresado independientemente, reteniendo la capacidad
de unirse especificamente a las UAS (Lee et al 1994).
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MOTIVO DE HELICE-VUELTA-HELICE

Como ya se menciond en la introduccidn, la activaciéon de la transcripcion
requiere de la formacién de un complejo entre la proteina regulatoria y
una secuencia especifica de DNA. Existen varios motivos estructurales que
cumplen con esta funcién y se agrupan en diversas familias. Entre los
motivos mejor estudiados se pueden mencionar los “dedos” de zinc, cierre
de leucinas, los homeodominios, la hélice-vuelta-hélice y la hélice-loop-
hélice. (Revisadas en Pabo & Sauer, 1992). La existencia de distintas
familias demuestra que hay multiples soluciones para el problema
estructural de unirse al DNA (Brennan & Mathews, 1995). Sin embargo,
cada motivo que ha sido caracterizado involucra una estructura secundaria
simple (generalmente una o-hélice), que presenta cierta complementa-
ridad con la estructura de DNA-B.

Reconocimiento DNA-proteina.

La mayoria de las proteinas de union al DNA usan o-hélices para hacer
contacto con las bases del DNA en el surco mayor (Pabo & Sauer, 1992).
Con base en las estructuras disponibies, varios autores han tratado de
elaborar un cédigo de reconocimiento. Sin embargo, aunque hay algunas
reglas claras, es importante tomar en cuenta las interacciones que el
motivo de unién al DNA tiene con el resto de la proteina

El primer motivo de unién al DNA descrito fue el HTH. Numerosas proteinas
que lo contienen han sido cristalizadas incluso como complejos en
interaccién con el DNA. Las primeras estructuras del HTH fueron deducidas
a partir de cristales de la proteina CRP de E.coli, el represor del fago A y
la proteina Cro del mismo fago, donde se observé que la HTH esta formada
por dos a-hélices interrumpidas por una vuelta (Revisado en Pabo & Sauer,
1992). El residuo mas conservado en este motivo es una glicina en la
posicion 10 (G10} al inicio de la vuelta que, como se observa en la figura
3, se presenta invariante en las proteinas de las que se ha determinado la
estructura en interacccién con el DNA (Brennan & Mathews, 1988; Suzuki,
et al, 1995a). Cabe mencionar que en las EBPs este residuo también se
encuentra muy conservado. La presencia de esta glicina se ha tratado de
explicar en términos estructurales y se piensa que es indispensable para
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romper la conformacion de la o—hélice {(con giro a la izquierda) presente en
el motivo HTH (Baumeister, et al. 1992).

RCRO_LAMBD GOTKTAKDLEVYQSAINKAIH 6CRO
RCRO_BP434 TQTELATKA@GVKQQSIQLIEA  3CRO
RPC1_BP434 SQESVADKMEMGQSGVGALFN  1LMB
TRPR_ECOLI SQRELKNEL@AGIATITRGSN 1TRO
LACI_ECOLI TLYDVAEYA@VSYQTVSRVVN  1LCC
CRP_ECOLI TRQEIGQIVECSRETVGRILK 1CGP
RPC1_BP434 NQAELAQKV@TTQQSIEQLEN 20RI
HMEN_DROME RROQLSSELELNEAQIKIWFQ 1HDD
DNIV_SALTY PROQLAITIF@IGVSTLYRYFP 1HCR
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FIGURA 3. Secuencia de HTH de proteinas cocristalizadas con el DNA. Las abreviaturas de lado
izquierdo corresponden a la base de datos Swiss Prot v las abreviaturas del lado derecho
corresponden al PDB (Protein Data Bank). 6CRO (lambda Cro), 3CRO (434 Cro), 1LMB
(Represor de Lambda), 1TRO (represor trp}, 1LLC (represor fac), 1CGP (CAP), 20RI
(represor 434),1HDD (Homeoproteina Drosophila), THCR (recombinasa Hin).

De las dos hélices que componen el motivo HTH, una es de reconocimiento
que da la especificidad y la otra es parte de la estructura. La llamada
hélice de reconocimiento esta formada por varios residuos entre los que
encontramos los que contactan las bases del DNA. Algunos de estos
residuos contactan los fosfatos y otros no hacen contacto directo con el
DNA, pero interactuan con el resto de la proteina, limitando el angulo de
rotacion de la hélice. (Suzuki, et al, 1995b). En el caso de las EBPs la
hélice de reconocimiento interactua especificamente con las UAS y es la
mas variable, esto corresponde al hecho de que las diferentes EBPs se unen
a diferentes UAS (Jacob, J. & Drummond, M. 1993).

RELACIONES FILOGENETICAS DE LOS DOMINIOS DE LAS EBP'S

El andlisis de las secuencias que componen a esta familia permitié hacer
un estudio filogenético de sus dominios (Morett & Segovia, 1993). EI
estudio incluyd 13 diferentes proteinas activadoras, incluyendo a 20
especies distintas de organismos. Este analisis reveld0 que el dominio
central y el C-terminal tuvieron un origen comun para toda la familia, a
diferencia del dominio N-terminal. Solo en un subgrupo de EBPs, las que
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pertencen a su vez a la familia de proteinas activadoras de dos
componentes, se observa un origen comun. En general no se observa un
intercambio de dominios deniro de las EBPs, al parecer estos dominios han
evolucionado juntos, y muestran la divergencia natural de las especies y
grupos bacterianos a los que pertenecen. El hecho de que existan EBPs en
proteobacteria, firmibacteria y aun en un organismo que divirgio muy
temprano en la evolucién como es Aquifex aeolicus, indican que el sistema
c54 es parte de un sistema regulatorio ancestral (Morett & Segovia, 1993)

REGULACION DE LA EXPRESION DE nifA

La expresion de nifA fue descrita inicialmente en K. pneumoniae,
diazétrofo facultativo de vida libre. Actualmente se cuenta con la
secuencia de numerosos genes nifA pertenecientes a diferentes
diazétrofos. Entre los que encontramos varias especies tanto de
organismos endosimbiontes como de organismos de vida libre.

En K. pneumoniae, la expresion de nifA estd regulada a dos niveles; tanto
por la concentracion de oxigeno celular, como por 10s niveles de nitrégeno
combinado en la célula. La regulacidn de la concentracion de nitrogeno
celular en K. pneumoniae forma parte del sistema nir y controla la
expresién de genes que intervienen en el metabolismo de nitrogeno. Este
sistema estd conformado por los productos de los genes ginD, ginB, gink,
ntrB y ntrC Los tres primeros codifican para la uridiltransferasa (UTasa),
la proteinas efectoras PIl y la proteina GInK, respectivamente, mientras
que los dos ultimos codifican para el par NtrB y NtrC, proteinas del
sistema de dos componentes. En esta bacteria, el gene nifA es transcrito
coordinadamente con nifL, en el operdn nifLA el cual presenta un promotor
o54-dependiente y es activado por NtrC (Merrick & Stewart,1985;
Govantes, et al. 1996). En condiciones limitantes de nitrégeno combinado,

la Utasa promueve la uridilacion de PIl, la cual a su vez promueve la
autofosforilacion de NtrB y posteriormente NtrC es fosforilado por NitrB,
produciendo una forma activa necesaria para la transcripcion. En exceso de
amonio, la cascada regulatoria se revierte y NtrB promueve la
defosforilaciéon de NtrC, disminuyendo su actividad e impidiendo la
isomerizacion de! complejo del promotor niflLA cerrado a abierto.
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Recientemente se sabe que la protéina GInK también promueve la
fosforilacion de NtrB, lo que afiade complejidad al sistema de regulacion
en estas bacterias. El promotor de nifLA contiene dos sitios de unién a
NtrC, localizados -120 a -140 pb arriba del promotor -24 /-12. Estos
sitios no son complétamente idénticos a la secuencia consenso de unién a
NtrC y presentan una baja afinidad, por lo que solo en condiciones severas
de limitacion de nitrégeno se expresan los genes nif y se puede llevar a
cabo fijacion de nitrogeno (Austin et al, 1990).

Como se menciond anteriormente, la expresion de nifLA en K. pneumoniae
tambien responde a la concentracion de oxigeno celular. La regulaciéon esté
mediada por cambios en la topologia del DNA. En anaerobiosis, condicion en
la que el DNA se encuentra superenrroliado negativamente, la expresion
del promotor nifLA se incrementa 100 veces (Whitehall et al, 1992; Hill et
al, 1985).

En S. meliloti, B. japonicum y A. caulinodans, organismos diazdtrofos
endosimbiontes, tanto la expresion de nifA como la actividad de la
proteina, estan reguladas principalmente por la concentracion de oxigeno
celular. En S. meliloti, nifA se encuentra abajo del operon fixABCX,
presentando dos promotores; uno o34 dependiente, arriba de fixABCX vy el
otro entre fixABCX y nifA que es reconocido por o34 El primero se
autorregula por NifA y el segundo se regula mediante un mecanismo que
involucra los productos de los genes fixL y fixJ. FixL es una hemoproteina
de membrana que tiene la capacidad de autofosforilarse en condiciones de
baja concentraciéon de oxigeno, posteriormente transduce la sefial a FixJ
fosforildndola, lo que permite activar transcripcionalmente la expresion
del segundo promotor pnifA, expresandose NifA en mayor cantidad vy
autorregulando asi a todo el operén (Reyrat et al,1992). Ademas de esta
autoregulacién positiva, la expresion de nifA esta regulada negativamente
por FixK, previniendo la sobreexpresion de nifA (Fisher, 1994).

En B. japonicum la regulacion de la expresidon de nifA es también compleja.
El operon fixRnifA es transcrito desde promotores sobrelapados
reconocidos por dos diferentes Eo, que actuan dependiendo de las
condiciones celulares de oxigeno. El operén fixRnifA, se expresa a un nivel
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basal en condiciones aerbbicas a partir del promotor fixRp2, el cual es
reconocido por una Eo aun no determinada; actualmente se sabe que la
expresiéon en estas condiciones depende de otro regulador identificado
como RegR (Bauer, et al. 1998). En condiciones anaerdbicas la expresién de
fixRnifA se incrementa 5 veces y lo hace a partir del promotor fixRp1, el
cual es reconocido por Ec34y autorregulado por NifA (Barrios, et al, 1995).
En este organismo también intervieven las proteinas FixLJ, sensando y
transduciendo la sefal dependiendo de la concentracién de oxigeno celular;
a bajas concentraciones FixJ activa la expresion de fixK. FixK a su vez
interviene en la expresién de varios genes, entre ellos una copia de ¢54, el
cual interactua con NifA para transcribir los genes nif y fix e incluso
autorregulando su expresidn (Revisado en Fisher,1994).

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE NifA

La actividad de NifA también esta sujeta a la regulacién por oxigeno, en
base al mecanismo regulatorio se pueden diferenciar tres tipos de NifA:
Las NifAs en las que la regulacién por oxigeno y amonio depende de la
proteina sensora NifL; las que son intrinsicamente sensibles a oxigeno y
que contienen un posible motivo de unidn a metales {C-X11-C-X19-C-X4-C)
y las que ademas de contener este motivo de cisteinas, responden a la
concentracion de amonio a través de su dominio amino terminal, descritas
con mas detalle a continuacion.

En K. pneumoniae, A. vinelandii y Enterobacter aglomerans la actividad de
NifA es regulada mediante la proteina sensora NifL, la cual inhibe la
actividad de NifA en respuesta a altas concentraciones de nitrégeno fijado
y oxigeno celular. Como ya se menciono, los genes nifA y nifL forman un
operén cuya expresion se encuentra acoplada traduccionalmente,
asegurando la presencia de cantidades estequiométricas de las dos
proteinas (Govantes, et al. 1996). Aunque el mecanismo de inhibicion no ha
sido elucidado completamente, se sabe que NifL interacciona con NifA
formando el compiejo NifLA, que interfiriere en el contacto de NifA con
Ec54. El mecanismo que controla la actividad de NifL se explicara mas
adelante, en esta misma seccién {Austin, et al., 1994; Dixon, 1998)

La actividad de la proteina NifA de Herbaspirifluim seropedicae vy
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Azospirillum brasilense responde directamente a la concentraciéon celular
de oxigeno y compuestos nitrogenados, mediante un mecanismo en el que
no participa NifL, al parecer son dos mecanismos independientes, que
actuan concertadamente regulando la actividad de estas proteinas (Souza,
et al., 1991; Arsene, et ai., 1999).

En la regulacién por amonio intracelutar y glutamina de este tipo de NifA,
interviene la proteina sensora PlI, componente de una cascada que sensa
los niveles de nitrégeno celular (Bennelli, et al 1997) y el dominio N-
terminal de la proteina. Las proteinas que carecen del N-terminal se
vuelven insensibles a la regulacion por amonio y estudios recientes
muestran que al expresar el dominio N-terminal de H. seropedicae en E
coli, se reestablece el control negativo de amonio en mutantes de NifA
truncadas que carecen del N-terminal (Monteiro, et al. 1999, Arsene, et al.
1999). En la regulacion por oxigeno de este tipo de proteinas interviene el
motivo de cisteinas también presente en las NifAs de los Rhizobia,
descrito con mas detalle a continuacién.

Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium entre otras, presentan el
tercer tipo de NifA y no tienen NifL, estas proteinas son sensibles
intrinsicamente a las concentraciones de oxigeno celular. E! alineamiento
de las secuencias de aminoacidos de los diferentes tipos de NifAs, revela
una diferencia en el dominio interconector (central-C-terminal).
Solamente las proteinas sensibles a oxigeno perse presentan de 36-44
aminodcidos extras, entre los que se pueden identificar dos de las cuatro
cisteinas propuestas como un posible motivo de unidn a metales, con el
arreglo C-X11-C-X19-C-X4-C, como se observa en la figura 4 (Fischer et al,
1988).

Los datos anteriores concuerdan con el hecho de que la actividad de las
NifAs de B. japonicum, R. ftrifoliiy S. meliloti, a diferencia de la NifA de K.
pneumoniae, son dependientes de iones metalicos. En estudios in vivo, la
adicién de agentes quelantes al medio dié como resultado la inhibicion de
la actividad, este efecto puede revertirse con la adicién de algunos iones
metalicos divalentes (Fischer et al, 1988; Screen, et al 1994).
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La importancia del motivo de cisteinas en la actividad de NifA, se
demostrd en estudios realizados con la NifA de B.japonicum. El reemplazo
de cada una de las cisteinas por otro aminodcido da como resultado
proteinas inactivas. Ademds, se determind que la distancia entre éstas,
mas no la naturaleza de los aminodcidos que las separan también es
fundamental para la actividad de la proteina (Fischer, et al. 1987; Fischer,
et al. 1988).

Por otro lado, en estudios in vivo con la NifA de B. japonicum, se observo
que la concentracion de oxigeno celular juega un papel importante en la
capacidad de unién al DNA. En estos estudios al elevar la concentracion de
oxigeno en el medio, la NifA deja de unirse al DNA y la transcripcién del
gene nifD se abate, poco después la proteina se degrada rapidamente. Estos
resultados se han interpretado como un cambio en el estado redox de un
cofactor metalico, lo que afecta la conformacion de la proteina
favoreciendo su degradacion (Morett, et al. 1991).

Los estudios descritos anteriormente demuestran que hay un claro efecto
del oxigeno sobre la actividad de NifA, sin embargo, actualmente se
desconoce el mecanismo que regula la actividad de este tipo de proteinas.

El estudio de los mecanismos regulatorios capaces de responder a
diferentes concentraciones de oxigeno en otras proteinas, nos puede dar
indicios del mecanismo empleado en este tipo de NifA, por lo gque se
describirdn a continuacion los mas relevantes.

OTROS REGULADORES TRANSCRIPCIONALES REGULADOS POR OXIGENO

Las bacterias presentan respuestas adaptativas a las transiciones entre el
crecimiento aerdbico al anaerébico. Estas respuestas son mediadas por la
regulacion coordinada de grupos de genes, controladas generalmente por
un regulador global, que interviene en procesos metabolicos diversos como
la respiracién, la fotosintesis o la fijacion de nitrodgeno.

Las proteinas regulatorias que responden a cambios en la concentracion de
oxigeno celular o agentes oxidativos son denominados “reguladores redox”.
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Estos reguladores muestran diferentes sensibilidades al oxigeno o a las
especies reactivas de oxigeno, lo cual se regula mediante un control
diferencial en respuesta a las diferentes necesidades metabdlicas
(O’Halloran, 1993). Existen varios mecanismos moleculares empleados por
estos reguladores para sensar la concentracion celular de oxigeno; la
aparicion de especies reactivas de oxigeno o cambios en el estado redox de
la célula.

A) Centros Fierro-Azufre

E! reguldn SoxR/SoxS interviene en la expresion de genes que se requieren
durante el estrés oxidativo, causado por especies reactivas de oxigeno
como el superoxido (O»z--). La induccién de los genes para la defensa
oxidativa involucra la activacién en dos pasos. El sensor SoxR es un
homodimero en solucidon que contiene un centro fierro-azufre [2Fe-2S], el
cual en condiciones oxidadas promueve la expresion de soxS. SoxS activa
directamente los genes de respuesta al estrés-oxidativo, por ejemplo la
superoxido dismutasa y la catalasa (Revisado en Hidalgo, et al, 1995).

La oxido-reduccion del centro fierro-azufre es reversible y solo en
condiciones oxidadas, estimula a la Ec7% para formar complejos de
promotor abiertos y productivos, aunque en condiciones reducidas e
incluso como apo-SoxR, mantiene la capacidad de unirse al DNA, sin
promover la transcripcion de soxS, como 1o indican estudios de
“footprinting” (Hidalgo & Demple, 1994).

El regulador FNR, también posee un centro fierro-azufre del tipo [4Fe-4S],
que sensa el estado redox de la célula. En E. coli, promueve la expresion de
120 genes necesarios para el metabolismo anaerobico. Por ejemplo, activa
la expresion de enzimas respiratorias, que emplean aceptores de
electrones alternativos y actua como represor en la expresion de enzimas
de la respiracion aerdbica (Spiro & Guest, 1994).

Los andlisis in vitro indican que el centro [4Fe-4S] es muy labil y que

rapidamente se desensambla cuando es expuesto al oxigeno. Estudios in
vivo demuestran que el cambio de condiciones aerdbicas a anaerdbicas
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provocan un cambio del centro [4Fe-4S] a uno del tipo [2Fe-2S]. La
estructura también cambia de un homodimero con alta afinidad de unién al
DNA, a un mondémero con una baja afinidad. Esta conversién oxidativa es
reversible (Khoroshilova, et al. 1995; Koroshilova, et al. 1997).

B) Grupos Hemo

FixL es una proteina de membrana que tiene un grupo hemo, pertenece a los
sistemas regulatorios de dos compoentes con el par FixJ. FixL es la
proteina sensora histidina-cinasa y FixJ es el reguiador con actvidad de
unién al DNA. Interviene en la regulacion de FixK y NifA, que a su vez
activan los genes nif yfix para la fijacidon de nitrégeno (Gilles-Gonzalez,
et al. 1994).

C) Flavin

NifL es una flavoproteina compuesta de dos dominios, el dominio carboxilo
terminal, presenta cierta similitud con los dominios transmisores de las
proteinas histidina-cinasas, inhibe la actividad de NifA mediante una
interaccidn proteina-proteina (Dixon, 1998). En el dominio amino contiene
FAD como grupo protético (Hill, et al. 1996). Aunque NifL aparentemente no
contiene fierro, se ha visto que el fierro participa en la respuesta redox de
NiflLin vivo . Esta proteina también responde a la concentracidon de
nitrégeno fijado en la célula y a la concentracién de adenosin nucleésidos,
pero al parecer son eventos independientes de la funcidén redox (Sdderback,
et al. 1998).

D) Formacién de enlaces disulfuro

Otro ejempio de la regulacién por oxigeno es OxyR, que regula
positivamente los genes del regulén de estrés oxidativo. Esta proteina se
activa directamente por oxidacién y aparentemente no requiere de un ion
metalico. Recientemente mediante estudios de espectrometria de masas,
de muestras de OxyR en estado oxidado, indican que e! resultado de la
oxidacion lleva a la formacidon de un puente disulfuro intramolecular entre
la cisteina 199 y la cisteina 208, favoreciendo un cambio conformacional
poco favolable a la union al DNA (Zheng, et al. 1998; Farr, 1991).
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OBJETIVOS

Dada la relevancia que presenta el estudio de la actividad de NifA como
uno de los reguladores globales en el proceso de fijacién de nitrégeno y la
importancia de entender el mecanismo molecular que permite a esta
proteina sensar el oxigeno y modular su actividad, nos llevaron a plantear
los objetivos que a continuacion se describen.

La evidencia de que el motivo de cisteinas presente en la NifA de B.
japonicum es fundamental para la actividad de la proteina completa y el
hecho de que exista una dependencia de iones divalentes, apoyan la idea de
que estas cisteinas constituyen un motivo de unién a un cofactor metalico.
Lo anterior, nos llevo a proponer que el estado redox de un metal
involucrado, podria ser el control molecular que permite regular la
actividad de esta proteina, por lo que la comprobacién de la existencia e
identificacion del metal involucrado, fue uno de nuestros principales
objetivos.

La proteina NifA es una proteina modular con actividades especificas en
cada dominio que la constituye. Estudios anteriores habian demostrado que
el dominio central de la NifA de S. meliloti conteniendo el motivo de
cisteinas, era suficiente para activar la transcripcion (Huala &
Ausubel,1988). Existian también antecedentes en los que el dominio C-
terminal de K. pneumoniae, retiene la capacidad de unirse especificamente
a las UAS, por lo que otro de nuestros objetivos fue determinar si el
efecto regulatorio por oxigeno actuaba modulando la actividad de los
dominios de manera independiente 0 concertadamente. Para contestar
estas preguntas, y tomando en cuenta la dificultad que presenta la
purificacion de la proteina completa, la estrategia planteada fue expresar
los dominios aislados de la proteina ¢ como péptidos de fusion y
determinar si los dominios central y carboxilo terminal, con el motivo de
unidon a metales, seguian siendo activos o perdian la regulacién por
oxigeno. lLa purificacién de las proteinas truncadas permitiria la
identificacion del posible cofactor metdlico y la caracterizacién del
efecto del oxigeno sobre estas proteinas.
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lLa modularidad de este tipo de proteinas nos hizo plantearnos preguntas en
cuanto a la regulacion de la actividad de los dominios y el balance que
debe existir entre estas actividades, lo cual nos llevé a proponer que en
este tipo de proteinas se presenta una evolucién reciproca de sus
dominios. Lo que permite compensar mutaciones desfavorables para un
dominio y llevando al “éptimo” de actividad al otro dominio, permitiendo
la existencia de estas variantes.

30



MATERIAL Y METODOS

- Cepas bacterianas y plasmidos
Las cepas empleadas se resumen como sigue:

CEPA REFERENCIA

Escherichia coli JM101 Messing 1981

Sinorhizobium meliloti 1021 Simon, et al. 1983

S. meliloti 2 Segovia, et al. 1991

S. meliloti 7 Martinez, et al. 1990

Sinorhizobium sp BRL816 Martinez, et al. 1990

Sinorhizobium fredii Martinez, et al. 1990

PLASMIDO CARACTERISTICAS

pSUPGH Derivado de pSUP202 (Simon, et al 1983)
lleva el gen de nifA G10E de S. meliloti

pMAL-C2 NEW ENGLAND BIOLABS

- Purificacion de las proteinas de fusién

Se crecid un preinoculo con la cepa de E. coli llevando el plasmido pMALC-
NifA a 37°C, posteriormente se inocularon botellas de 500 ml conteniendo
el medio NFDM modificado como se describe en Morett, et al. 1991, con
tapones con septo con el fin de eliminar el aire al cerrarlos, estos se
crecieron por aproximadamente 10-14 hrs. Al alcanzar la D.O. a 600nm de
0.4 a 0.6, se adicioné el IPTG a una concentracién final de 0.3mM. Se
continud el cultivo por 3-5 horas mas, se recuperaron las células por
centrifugacion y se extrajo de dos formas, en la camara anaerébica o en
condiciones normales.

Se lavé con amortiguador 1 y se resuspendio en 1/20 del volumen original,
adicionando inhibidores de proteasas y ditionita.

Se sonicod (3 pulsos de 20 segundos cada uno), y se centrifugd a 8000 rpm.

Se diluyé 5 veces en amortiguador 2 y se metié a la columna de afinidad
conteniendo la resina de amilosa (New England Biolabs).

Se hicieron varios lavados antes de eluir la proteina de fusion:
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1) 5 volumenes de columna con amortiguador 2
2) 3 volumenes con amortiguador 3
3) elucién con maltosa a una concentracién de 10 mM.

-Amortiguador 1

10mM Fosfatos pH 7.2 (NaH2PQ4.H20 y NasHPO4.7H20), 30 mM NaCl, 0.25%
Tween 20, 10 mM B-mercaptoetanol. Cuando se agregd ditionita la
concentracion final fue de 1mM.

-Amortiguador 2

10mM Fosfatos pH 7.2 (NaH:PO4.H20O y NasHPO4.7H-0), 30 mM NaCl, Cuando
se agragé ditionita la concentracion final fue de 1mM.

-Amortiguador 3

10mM Fosfatos pH 7.2 (NaH2PQO4.H20 y NasHPQ4.7H20), 300 mM NacCl

En este ultimo se disolvié la maltosa para la elucién final.

- Inmunodetecciéon y obtencién de anticuerpos policlonales de
conejo.

Los anticuerpos empleados se hicieron como se describe en el articulo
anexo. Las inmunodectecciones se hicieron como en Gonzalez, V. (1997).

- Electroforesis SDS-PAGE (PolyAcrilamide Gel Electrophoresis) se
realizé segun el método de Laemmli (1970)

- PCR

Esta técnica se empleo para la generacion de la fusiones, amplificando los
dominios que posteriormente se clonaron en el plasmido pMalC y también
se empled para la generacion de las mutantes empleando oligonucledtidos
con las mutaciones que se introdujeron en los genes. Para la amplificacidn
del extremo C-terminal de las diferentes cepas de Sinorhizobium se
emplearon oligonucleétidos degenerados, disehados a partir de
alineamientos tomando en cuenta las regiones mas conservadas del gene
de nifA. Se emplearon las condiciones estandar de amplificacion, variando
solamente la temperatura de alineamiento del oligonucleotido, esto se
decidié con base en la temperatura de “melting” de! oligonucledtido.

- Ensayos de retardamiento.
Los ensayos se hicieron con las proteinas en estado anaerodbico, excepto
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cuando se expusieron al aire para ver el efecto del oxigeno.

La reaccién de unién para formar el complejo DNA-proteina, se realizé a
30 C por 15 minutos.

Los extremos 5°de un oligo correspondiente a la regidon del promotor de
nifD de B. japonicum se marcaron radiactivamente con la kinasa de T4, y
se extendidé un fragmento de 250 pb, que se empled para los ensayos de
union.

Amortiguador empleado para la reacciéon de unién.

50 mM KCI, 3 mM MgClI2, 0.5 mM ditiotreitol, 10% de glicerol v/v.

- Determinacion de metal

Con la proteina purificada, se determind cualitativamente el contenido de
Fe, empleando ensayos colorimetricos, con diferentes agentes quelantes.
Se empleo ferrozina segun Stookey (1970).

y sulfonato de bathofenantrolina segun Woodland & Dalton (1984).

Para la determinacidén por absocion atdmica, las proteinas purificadas se
difirieron con HCN al 0.5% y se enviaron para su analisis a la compania
Difaza, se empled el método de espectrometria de emisién (ICP).

- Crecimiento de las plantas

Semillas de alfalfa fueron esterilizadas y germinadas en placas de agar,
posteriormente se inocularon con cultivos de S. meliloti 1021. Las plantas
se crecieron a 25°C con un foto-periodo de 16h y regadas segun fuera
necesario. El numero de nédulos y la actividad de nitrogenasa fueron
determinados en grupos de cuatro plantas, por el método de reduccion de
acetileno

33



RESULTADOS Y DISCUSION
Regulacion de la proteina NifA de S. meliloti.
- Caracterizacion del dominio carboxilo terminal.

Debido a la inestabilidad y sensibilidad al oxigeno que presenta la proteina
NifA, los intentos de purificacion de la proteina completa realizados por
diferentes grupos han sido insatisfactorios. Como una alternativa se
planteé que los dominios aislados podrian ser purificables con mayor
facilidad, lo que nos permitiria ademas determinar si conservan su
actividad y regulacion con respecto al oxigeno de manera independiente.

Inicialmente se trabajé con la caracterizacion de la proteina NifA de S.
meliloti, intentando expresar independientemente el dominio C-terminal o
dominio de union al DNA. Se eligié este dominio debido a que la unidn af
DNA es una actividad simple y facilmente detectable. Contabamos con
varias construcciones de péptidos truncados conteniendo el dominio de
unién al DNA y el motivo conservado de cisteinas completo o solo con dos
de las cisteinas.

Con la finalidad de determinar si estos péptidos truncados mantenian la
actividad de unién al DNA, se realizaron ensayos de “footprinting” in vivo,
empleando como control la proteina completa de S. meliloti. Los
resultados obtenidos de estos ensayos fueron; una débil y poco
reproducible proteccion de la guanina (G136) de las UAS con la proteina
completa y una falta de union con los péptidos truncados. Para comprobar
que el ensayo permitia detectar la unién de NifA a las UAS, se hicieron
ensayos de “footprinting” con proteinas en las que anteriormente se habia
determinado dicha union (Morett, et al 1988). En el ensayo, se emplearon
las proteinas silvestres de K. pneumoniaey B. japonicum, ademas de la
NifA de S. meliloti. Los resultados mostraron una notable proteccidén de la
G136 de las UAS con las NifAs de K. pneumoniae y B. japonicum, como se
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observa en la figura 1A del articulo anexo, a diferencia del ensayo con la
NifA S. meliloti, en el que no se observa tal proteccién. Los ensayos de -
galactosidasa con la fusidon nifH::lacZ, muestran que las tres proteinas
empleadas para el “footprinting” son capaces de activar a muy altos
niveles el promotor nifH .

Para determinar que la proteina de S. meliloti se estuviera expresando en
cantidades similares a las observadas para las proteinas de K. pneumoniae
y B. japonicum, se hicieron extractos celulares de los cultivos empleados
en el “footprinting” y se analizaron mediante inmunodetecccion utilizando
anticuerpos contra el dominio central de la proteina. Efectivamente, todas
las proteinas probadas en este ensayo se expresaron en cantidades
similares (datos no presentados).

Ademas, para comprobar la expresion de las construcciones que llevan
solamente dominio C-terminal, se disefaron dos péptidos sintéticos
conteniendo el motivo HTH de las NifAs de S. meliloti y B. japonicum. Estos
péptidos se acoplaron a albumina sérica bovina y se inyectaron a conejos
para la obtencidon de anticuerpos policlonales. Se hicieron inmunode-
tecciones con los extractos de cultivos de las construcciones del C-
terminal de la NifA de S. meliloti y no se detecté proteina, 10 que indicaba
que estos no se estaban expresando o que eran demasiado inestables.

Se intentd encontrar una explicacién que nos permitiera entender a qué se
debia la débil union al DNA presentada en la NifA de S. meliloti. Para esto
se analizd la secuencia del motivo HTH de esta proteina y se compard con
las NifAs disponibles en las bases de datos. La diferencia mas
significativa fue que la NifA de S. meliloti carece de una glicina (G)
altamente conservada y en su lugar presenta un residuo de acido glutamico
(E).

La glicina G10 es uno de los residuos mas conservados en el motivo HTH de
numerosas proteinas, incluso en las que se ha comprobado funcionalmente
el motivo y de las que se tiene estructura cristalografica en complejo con
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el DNA (figura 1C, del articulo anexo) (Mathews & Brenan 1992). En
estudios de mutaciones en la G10 del motivo HTH de la proteina HU de
Bacillus stearothermophilus, muestran que la glicina es el aminoacido
energeticamente mas favorable para la estabilidad de la HTH. En estos
estudios se hicieron mutantes cambiando la G10E, que es el aminoacido
presente en el motivo HTH de B. subtilis y se demostré que este cambio
causa un decremento en la termoestabilidad de la proteina. Ademas,
estudios de NMR con la mutante G10E, muestran que este cambio provoca
una conformaciéon mas abierta del motivo HTH, lo cual desestabiliza los
contactos entre las hélices (Kawamura, et al. 1996).

Los datos anteriores sugerian que el cambio de G por E presente en la NifA
de S. meliloti podria afectar la actividad de unién al DNA, debido
posiblemente a una incorrecta estructuraciéon del motivo HTH, dando como
resultado la débil proteccién de las UAS observada en los ensayos de
“footprinting” in vivo, lo cual pensamos que es compensado con una mayor
capacidad de activacion transcripcional llevada a cabo por el dominio
central. Para probar esta hipdtesis, se construyeron mutantes sencillas en
las que se reestablecid la glicina conservada y mutantes dobles, en las que
ademdas de la glicina se cambié el aminoacido contiguo por el mas
conservado en las NifAs (Davila, S. 1997), a estas mutantes se les
determind la capacidad de activacion mediante la fusiéon nifH::lacZz,
cuantificando la actividad de p-galactosidasa. Como se esperaba, la
activacion del promotor aumenté dos veces, en el caso de la mutante
sencilla y una vez en e! caso de la mutante doble (Davila, S. 1997) y se
reestablecid la unién al DNA (figura 2A, articulo anexo).

Adicionalmente se cred una mutante en el motivo HTH de la NifA de B
japonicum, esta proteina presenta G y se cambié por E, lo cual la hizo
deficiente en la unién al DNA (figura 2, articulo anexo). Para comprobar si
la NifA de S. meliloti, es menos dependiente de la unién al DNA, se midié la
activacién del promotor nifH::lacZ c¢on y sin UAS y se comparé con la
mutante G10E de B. japonicum. Como se esperaba, observamos que la

36



dependencia de la unién al DNA es menor en la NifA de S. meliloti, la cual
en solucion es capaz de retener el 25% de la actividad total a diferencia de
la NifA de B. japonicum en la que se abate la capacidad de activacion,
(figura 2D). Estos resultados forman parte del articulo publicado como
aportacion original en el anexo 1.

Por otro lado, en el laboratorio se produjeron mutantes mas activas de la
NifA de B. japonicum. Lo cual se logré alterando el dominio central,
después de tres rondas de mutagénesis, los cambios observados se
localizan en posiciones conservadas en la familia, mutando hacia los
aminodacidos presentes en la NifA de S. meliloti. Estos datos apoyaban la
idea de que la NifA de S. meliloti presenta un dominio central mas activo,
que le permite compensar la débil actividad de union al DNA. Ademas,
posiblemente la NifA se encuentra en un espacio de secuencia restringido
con soluciones limitadas para aumentar la actividad mediante mutaciones
puntuales. La explicacién de como se presentd este cambio en la proteina vy
coOmo fue compensado nos levé a proponer un modelo de lo que
denominamos “Evolucién reciproca de dominios”, descrito en el articulo
anexo y esquematizado en la figura 5. Este modelo describe la coevolucion
entre los dominios de la NifA de S. meliloti, de manera que la mutacién en
la HTH que provoca la débil unién al DNA del dominioc C-terminal es
compensada mediante mutaciones en el dominio central que permiten
aumentar su capacidad de activacion.

La siguiente pregunta con relacion al motivo HTH de la NifA de S. meliloti
fue ¢;qué tan recientemente ocurri¢ el cambio en la HTH de esta proteina?
Para responder esta pregunta se obtuvo la secuencia del motivo HTH de
varias especies cercanas filogenéticamente a S. meliloti (con base en
comparaciones de RNA 16S ribosomal, (Martinez, et al. 1997). Como se
menciond anteriormente, la conservacion a nivel de aminoacidos del
motivo HTH de las NifAs es alta. De las secuencias disponibles en las
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bases de datos, ninguna proteina de la familia presenta E en la posicidén
diez, como en el caso de S. meliloti 1021. Para el andlisis se emplearon
varias especies de Sinorhizobium, varias cepas de S. meliloti, asi como
otras especies cercanas. Se disefaron oligonucleétidos degenerados de las
regiones mas conservadas del gene de nifA y se amplificé por PCR la
regiéon que codifica para el extremo C-terminal de las NifAs de distintas
especies.

La secuencia de los fragmentos de DNA amplificados reveld que todas las
cepas analizadas de S. meliloti presentan E en esta posicion y que las
especies mas cercanas filogenéticamente presentan G, figura 6A. Es
interesante mencionar que una de las cepas analizadas de S. meliloti,
presenta un cambio contiguo al E10. Se trata de una arginina (R) que es un
aminoacido cargado positivamente, al igual que en el caso de la NifA de S
meliloti 1021, la cual presenta lisina (K) en esta posicion y que pensamos
puedan tener la funcién de compensar la carga negativa de E. A nivel de
DNA también observamos cambios que en algunos casos son conservativos.

Los resultados anteriores nos llevaron a concluir que el cambio de G por E,
ocurrio recientemente en S. meliloti y después de su divergencia de otras
especies de Sinorhizobium. Actualmente estamos analizando otras
especies y cepas del grupo de los Sinorhizobia para compararlos con las
secuencias ya existentes, lo que nos permitira rastrear precisamente
cuando sucedid el cambio y qué cambios compensatorios se presentan en el
dominio central.

Como se mencioné anteriormente, la mutante E10G en el HTH de la NifA de
S. meliloti presenta una mayor capacidad de activacidén, por lo que
decidimos analizar su efecto en la fijacién de nitrogeno. Para esto, se
integré el plasmido pSUPNIfAE10G (que lleva la NifA mutante) por
recombinacion homologa en el cromosoma de S. meliloti. La recombinacion
nos permitiria tener dos distintas posibilidades de integracion, en las que
quedarian dos copias del gene nifA (la silvestre y la mutante) bajo
diferentes promotores. La integracién se comprobd por resistencia a
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Bartonalla baciliformis
Rochalimea quintana

Sm 1021 SALEEAGWNQAKAARILEK
R. sp Ok45 sm 2 SAMEEAGWNQAKAARILER
A, galegas sm 7 SALEEAGWNQAKAARILEE
s. cl SALEEAGWNQAKAAATLER
5. melilolf € K S$.sp.BRB16 DAMEKSGWVQAKAARILGL
S.5p BRE1EQA L .
S.5p NGR234 3 X 5.1oti DAMEKAGWVQAKAARFLGL
SfrediiG L 5 fredii LGMEKAGWDQAKAARTLGL
R. teguminosarum@ K
R. trpicii
Agrobacterium sp
A.Ji,cgn";lmm Rhodopseudomonas B1 denitrificans
S, meliloti 1021 AGTGCGCTGGAGGAGGCCGETTGCAATCAGGCAAAGGCAGCTCGCATCCTCGAAAARAACE
5. meliloti 2 AGTGCGATGGAGGAGGCGGETTGGAATCAGGCAARGGCAGCTCGCATCC TCGAAAGAACG
5. melilotii 7 ATCAGTGCGCTCCAGGCCEETTCGAATCAGGCAARGGCAGCTCGCATCCTCGAARAAACG
Sinorhizobium C1 AGTGCGCTGGAGGAGGCCGGTTGGAATCAGGCAARGGCAGCTGCCATCCTCGARAARACG
5. sp.BR816 GACGCGATGGAAAAGTCCGGETAGETTCAGGCCARGGCGGCTCGTATTC TCGGCCTCACE
5. loti GATGCGATGGAGAAAGCCGGCTGGCTTCAGGCC AAGGCGGCTCGTTTGCTCGGTCTCACS
s. fredii CTCGGGATGGAGAAGGCGGGCTGGGATCAGGCGARGGCAGCTCGEATCC TCGGCCTCAGT

Figura 6. Motivo HTH en especies cercanas filogenéticamente a S. meliloti 1021. A) Arbol
filogenético basado en las secuencias de 16S ribosomal, (Martinez, et.al. 1997), B) Secuencias
de proteina deducidas a partir de la secuencia nucleotidica obtenida por PCR. C) secuencia
nucleotidica de ios fragmentos de PCR obtenidos de especies cercanas a A. meliloti
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tetraciclina (codificada en el plasmido). Ademds, dado que nos interesaba

la integracion en la que hubiera quedado la NifAE10G bajo el promotor
silvestre, ya que el otro promotor del vector no se expresa en S. meliloti;
se comprobo mediante PCR el tipo de integracién que nos interesaba,
empleando un oligonucledtido que hibrida con el promotor del vector en
contrasentido a un oligonuciedtido que hibridiza con el gene de NifA.

Se inocularon raices de alfalfa con cultivos de las cepas resultantes.
Interesantemente, la cepa con la mutacion E10G a los 18 dias después de
la inoculacion, indujo un gran numero de pequefos nodulos. A esta cepa se
le determind la actividad de nitrogenasa, obteniéndose solo un décimo de
la actividad alcanzada en la cepa silvestre. Posteriormente se observo que
las plantas dejaron de crecer y a los 28 dias después de la inoculacion, no
se detecté actividad de nitrogenasa.

Los resultados anteriores indican que la copia extra del gen que codifica
para ta NifA E10G fue desfavorable para la planta, posiblemente por un
desbalance metabdlico en los nddulos provocado por la mayor actividad de
esta proteina. No se hicieron experimentos posteriores para explicar estos
resultados y pensamos que es necesario repetirlos e incluir un control con
la proteina silvestre integrada de la misma forma que se integré la
mutante o hacer un reemplazo del gen de NifA, asegurando que exista una
sola copia expresada a partir del promotor silvestre. Ademas, seria
interesante determinar a que nivel afecta esta mayor capacidad de
activacion de NifA y si se pueden encontrar las condiciones en las que se
alcance una mayor capacidad de fijar nitrogeno en los nddulos de la planta.

40



Regulacion de la actividad de la NifA de B.japonicum

Con base en los resuitados descritos anteriormente con respecto a la
actividad de unién al DNA de la NifA de S. meliloti, y tomando en cuenta
que para cumplir nuestros objetivos con respecto a la regulaciéon por
oxigeno era indispensable contar con una proteina en la gque las actividades
de los dominios aislados pudieran detectarse y purificarse
individualmente, se decidié cambiar de proteina y se eligié la NifA de B.
japonicum, la cual presenta una uniéon al DNA conspicua. Esto nos
permitiria caracterizar las actividades del dominio de unidén al DNA (C-
terminal) y del dominio de activacion (central), de manera independiente
con respecto al oxigeno. Se planted trabajar sélo con estos dos dominios
de la proteina debido a que el dominio N-terminal en este tipo de NifAs no
es esencial para la activacién y no se le ha asociado alguna funcion
regulatoria; incluso no se presenta en la NifA de R. leguminosarum bv
trifolii  (Huala & Ausubel,1989; lismaa & Watson, 1989)

- Expresion del dominio C-terminal

Con la finalidad de sobreexpresar el dominio C-terminal de la NifA de B.
japonicum y purificarlo facilmente, se disenaron construcciones que
llevaban una fusién de 6 histidinas (6H) en el extremo carboxilo del
dominio C-terminal, introducidas por PCR y clonadas bajo un promotor
fuerte e inducible por IPTG, lo que permitiria su purificacion empleando
una columna de afinidad a las 6H por medio de niquel. Se comprobd por
secuencia nucleotidica que dichas construcciones estuvieran en fase
traduccional y que llevaran las 6H.

Las construcciones del C-terminal conteniendo ademas el motivo de las
cuatro cisteinas y la fusion de 6H se intentaron expresar en varias cepas
de E. coli, incluso en una cepa deficiente de proteasas (BL21)} y no se logré
detectar la expresion, tanto en geles de poliacrilamida (PAGE) como por
inmunodeteccion, por lo que se conluyd que estas construcciones no se
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expresan en niveles detectables 0 son muy inestables y se degradan
rapidamente. Con el propdsito de saber si las 6H afectaban de alguna
manera la actividad de la proteina, se fusionaron las 6H a la proteina
silvestre de B. japonicum. En ensayos in vivo se determind la capacidad de
esta proteina para activar la fusidén nifH::lacZ, se comprobd que la fusién
de 6H en el C-terminal afecta la actividad de esta NifA y al igual que las
construcciones no se observd su expresidén en PAGE.

- Expresion de los dominios C-terminal y Central como proteinas de
fusion.

Para contender con el problema de inestabilidad presentado en las
contrucciones descritas anteriormente, se decidid cambiar de sistema de
expresion, basandose en varios reportes de la literatura en los que se ha
consequido la expresion de proteinas inestables y poco solubles mediante
una fusion con otra proteina (Bossé, et al.1993; La Vallie & McCoy,1995).
Existen reportes de proteinas homdlogas que se han logrado expresar de
esta manera como son: la NifA de K. pneumoniae (Berger, et al. 1994) y
recientemente la NifA de Herbaspirillum brasilense (Chubatsu, et al.
1999).

Con base en lo anterior, elegimos un sistema de fusidon que emplea la
proteina de unioén a maltosa de E. coli o MBP (Maltose Binding Protein),
codificada en el plasmido pMAL-C. Este plasmido permitié clonar la
proteina o dominio de interes en fase con el gene malE, el cual se
transcribe a partir de un promotor fuerte y es inducible por IPTG (figura
7A)

Este sistema permite una purificaciéon sencilla de los péptidos expresados,
empleando una columna de afinidad {amilosa-agarosa) a la que se une la
parte del MBP. Se introdujo entre los dos péptidos una secuencia
especifica de corte del factor Xa, lo que permitiria eliminar el MBP,
mediante otro paso de purificacion. Se disenaron y produjeron varios
péptidos de fusion conteniendo la proteina de unidon a maltosa y los
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dominios de NifA, cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 3 y se

esquematizan en la figura 7B.

lacZ
POLYLINKER
termino
malE
*
bla
laclt ori
Xa Factor
sitio i
mait ' Polylinker 1acZ
B. japonicum NifA
Dominios {PCR)
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B Emﬁm*:[{mﬁ]bui] NIFA WT
Hetormined cantrel C-terminal
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MBP-CENCOOH1
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TABLA 3. DESCRIPCION DE LOS PEPTIDOS DE FUSION

NOMBRE PESOMOL. | CYS | ESTABILIDAD | INMUNCBLOT | INMUNOBLOT INMUNOBLOT
DE LA ESPERADO ANTI-MBP ANTI-CEN ANTI-COOH
FUSION (Da)
MBPCYSCOOH!1 58500 4AC INESTABLE si nd si
MBPCYSCOOH2 58480 4C ESTABLE si nd si
MBPCENCOOH 83630 aC ESTABLE si si si
MBPLBCENCOOH 83630 3C ESTABLE nd si nd
MBPL12CENCOOH | 83630 ---- ESTABLE nd si nd
=— —

Las primeras construcciones empleando este sistema fueron inestables. La
proteina de fusion MBPCYSCOOH1 se expreso del tamano esperado. Sin
embargo, se degradd rapidamente dandoc como resultado un fragmento de
proteina que contenia solo la porcién de MBP, lo cual se determiné por
inmunoblot con un anticuerpo anti-MBP. En la figura 8, se muestra |a
sobreexpresién de la proteina de fusion (a) y el producto de degradacion (b)
en un PAGE. Este problema de inestabilidad se solucion¢ acortando el
conector entre la MBP y los dominios de NifA, dando como resultado
proteinas de fusién mas estables.

T2 3 4

Figura 8. Expresion de fusion MBPCYSCOOH1. 1y
3) sin IPTG, 2 y 4) con IPTG. a) MBPCYSCOOH1
completa, byMBPCYSCOOH1 degradada
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La expresidn de algunas de estas construcciones se puede observar en la
figura 9, asi como su induccién con IPTG. Se comprobé la identidad de
estas construcciones empleando dos anticuerpos; uno contra el C-terminal
de NifA y otro contra MBP. En la figura 9, solo se muestra la
inmunodeteccion empleando el anticuerpo anti-C-terminal ya que ambas
construcciones comparten este dominio.

La purificacion de las diferentes proteinas de fusion generadas se realizo
empleando una columna de amilosa. En la fraccidn soluble de los extractos
celulares de las proteinas de fusiéon, se presenta aproximadamente el 50%
de éstas, el resto se agrega y se precipita, posiblemente formando cuerpos
de inclusién. Los amortiguadores empleados para la purificacion se
describen en métodos. Cabe mencionar que se modifico la fuerza idénica con
respecto al protocolo recomendado por la casa comercial que vende el
plasmido ya que no se pegaba la proteina a la resina. Se disminuyd la
concentracién de sales en el pegado inicial y se incrementd su
concentracién en la elucion de las proteinas de fusién. Enla figura 10, se
pueden observar los diferentes pasos de purificacion de una de las
construcciones (MBPCENCOOH) tanto en PAGE como por inmunodeteccion. La
purificacion de las otras construcciones se realizd siguiendo la misma
estrategia.

La purificacién se realizdé en dos condiciones: aerdbicas y anaerdbicas. La
purificacién en condiciones aerobicas se realizé manteniendo las
proteinas en condiciones reductoras empleando ditionita como agente
reductor, ademas de que los amortiguadores se desgasaron y saturaron con
argon. En la purificacion anaerdbica se empled una camara conteniendo una
mezcla de gases (COs-5%, Hidrogeno-10% y Nitrégeno-85%) empleada para
crecimiento anaerodbico.
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FIGURA 9. EXPRESION DE DIFERENTES PROTEINAS DE FUSION. A)SDS-PAGE,
B}inmunoblot empleando anticuerpo anti-COCH de NifA de B. japonicum
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Como se puede observar en la figura 11, se obtuvieron las proteinas puras
de las construcciones MBP-CENCOOH y MBPCYSCOOH2 en condiciones
anaerobicas.

~%— MBPCENCOOH

68—
~-— MBPCYSCOOH 2

43—

29—

Figura 11. PAGE de las construcciones puras

- CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION PURIFICADAS

La caracterizacion de las proteinas de fusion purificadas se realizo
tomando en cuenta varios aspectos como son: la actividad de unidn al DNA
y la capacidad de activacion in vivo del promotor nifH::lacZ, en el caso de
las que contenian el dominio central.

- Caracterizacion de la proteina de fusién MBPCENCOOQOH

La fusién MBPCENCOOH conserva una capacidad de activacion del 30%, en
comparacién a la activaciéon obtenida con la proteina silvestre. La
actividad de unién al DNA de esta proteina se determind por ensayos de
retardamiento empleando un fragmento de 250 pb sintetizado por PCR el
cual lleva las UAS correspondientes al promotor nifD de B. japonicum.
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Es importante mencionar que en los ensayos de retardamiento se
emplearon dos técnicas de separacion del complejo formado entre la
proteina y el DNA, ésto con la finalidad de obtener una mejor definicion
del complejo y separacién con el fragmento libre:

- El primer tipo de ensayo se realizdé marcando el extremo 5 del
oligonucleétido con y-[32P] empleado en la amplificacién por PCR. Las
reacciones de unién al DNA se incubaron 15 min a 30°C y se hicieron con la
proteina pura. Para la separacién del complejo DNA-proteina (D-P) del
fragmento de DNA libre, se empledé un gel de acrilamida al 6%. Fue dificil
encontrar las condiciones en las que el complejo D-P pudiera entrar a la
matriz del gel, posiblemente porque se forman agregados o multimeros de
alto peso molecular que no entran a la matriz del gel y se quedan retenidos
en el pozo (ver figura 12 B).

- En el segundo tipo de ensayo, se empled un fragmento de DNA de 250 pb
sin marcar radiactivamente en las reacciones de unién. Los complejos
formados se separaron en geles de agarosa de bajo punto de fusién al 2.5-
3% y se tineron con bromuro de etidio. En este caso la mayor parte del
complejo D-P entré a la matriz del gel de agarosa y se observé una mayor
definicién del complejo (ver figura 12 A).

Se analizd el efecto de la concentraciéon de proteina en la formacién del
complejo D-P con la fusion MBPCENCOOH, como se puede observar en la
figura 12A. En el ensayo se probaron cantidades crecientes de esta
proteina y el retardamiento observado por la formacion de dicho complejo
es dependiente de la concentracién de proteina. Para comprobar que la
unién al DNA fuera especifica, se emple6é un fragmento del mismo tamano
pero sin UAS, el cual no se retardo, aun empleando la mayor concentracion
de proteina. Por ultimo se agregd DNA inespecifico (DNA de esperma de
salmén) a una concentracion 10 veces mayor a la empleada en el fragmento
con UAS, lo cual no impidié la formacion del complejo especifico D-P,
como se observa en la figura 12A. Es importante hacer notar que la

49



cantidad de fragmento libre no corresponde a la cantidad del fragmento
retardado en el complejo D-P a concentraciones mayores de proteina. Esto
se debe a que con altas concentraciones de proteina una parte del complejo

se quedo retenido en la parte superior del gel.
A [NifA]

3
R — gomplejo D-P

SN B 2 e . s " — fragmento libre
1 2 3 4 5 6 7 8

[DNA] no [DNA]
B marcado inespecifico

]

1 2 3 4 5 6 7 8 9

— complejo D-P

— fragmento libre

Figura 12. Ensayos de retardamiento con {a fusion MBPCENCOOH. A) Gel de agarosa tefido con
bromuro de etidio, 1, fragmento con UAS sin proteina; 2-6, fragmento con UAS y
concentraciones crecientes de proteina 30-120 ug/ul de proteina, 7, fragmento sin UAS (120
ug/ul de proteina), 8, fragmento con UAS y DNA de esperma de salmén B) Gelde retardamiento
empleando un fragmento marcado radiactivamente; 1-3, concentraciones decrecientes e
fragmento no marcado, 4-5 fragmento sin proteina; 6-9, competencia con DNA de esperma de
salmaén.

La union especifica de la fusion MBPCENCOOH al DNA, también se comprobé
mediante ensayos de competencia empieando un fragmento con UAS
marcado radiactivamente. En la figura 12B, se puede observar el
retardamiento del complejo D-P en competencia con un fragmento no-

marcado de las mismas caracteristicas pero en cantidades crecientes. En
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este ensayo se observé que concentraciones crecientes del fragmento no-
marcado compiten por la union especifica de la proteina deplazando la
unién con el fragmento marcado radiactivamente También se hicieron
ensayos de retardamiento con el fragmento de DNA con UAS en
competencia con cantidades crecientes de DNA inespecifico; para esto se
empled DNA de esperma de salmén. Como se puede observar en este Ultimo
caso el complejo D-P sigue formandose y no es desplazado por el DNA
inespecifico.

Con el fin de elucidar el efecto del oxigeno sobre la actividad de union al
DNA en la fusion MBPCENCOOH, se hicieron los siguientes ensayos: La
proteina pura se dejé 12-14 hrs expuesta al aire y antes del ensayo se
agitd en el vortex por 3 min. Como se observa en la figura 13, la unién al
DNA disminuyd después de la exposicidon al aire, aunque cabe hacer notar
gque el efecto no es total. Se comprobd que la cantidad de proteina fuera
igual en ambas condiciones (figura 13B) y que el efecto del oxigeno sobre
la actividad de union al DNA no se debid a una degradacién de la proteina
sino posiblemente a un cambio en la estructura que afecta la actividad de

union al DNA. B OXY RED

A <+-MBPCENCOOH

Figura 13. Efecto del oxigeno en el retardamiento de DNA con la proteina de fusion MBPCENCOQOH,
A) Gel de reatrdamiento 1-2) Oxidadas, 3-4) Reducidas, 5)sin proteina B) PAGE de las
proteinas; 1) oxidada 2) reducida.

51



- Caracterizacion de la proteina de fusion MBPCYSCOOH2

Como ya se ha mencionado, uno de nuestros objetivos era determinar si el
control molecular que le permite a la proteina NifA sensar el oxigeno
afecta a los dominios de manera independiente. Contando con la proteina
de fusion MBPCYSCOOH2, que lleva solo el C-terminal y el motivo de
cisteinas se analizé la actividad de uniéon al DNA. Como se puede observar
en la figura 14, la fusién MBPCYSCOQH2 retuvo la capacidad de unién al
DNA y también es dependiente de la concentracién de proteina. La union al
DNA es especifica, lo cual se comprobd empleando un fragmento sin UAS y
éste no se retardé. Como se describié anteriormente, se hicieron ensayos
de retardamiento con proteinas expuestas al aire 12 hrs y no se observé
ninguna diferencia con respecto a la actividad de unidén al DNA (no se
muestran estos datos).

1 2 3 4

. AW

A ey s

Figura 14. Retardamiento de DNA-MBPCYSCOOQH2, 1) sin proteina, 2-4) concentraciones
crecientes de la proteina de fusion MBPCYSCCOH2, 10-80 ug/ml.

Los resultados anteriores con respecto a la regulacién por oxigeno de
actividad de unién al DNA in vitro con las fusiones MBPCENCOOH y
MBPCYSCOOH2, nos indicaban que el efecto del oxigeno sobre esta
actividad no es total y que posiblemente se requiere de la regulacién de
los dominios concertadamente para observar un efecto mayor, la discusidn
de este punto se describira mas adelante integrando todos los resultados.
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- Obtencion de mutantes en el motivo conservado de cisteinas.

Paralelamente a la caracterizacion de las proteinas de fusion con respecto
a la regulacion por oxigeno, estdbamos interesados en obtener una proteina
completa insensible a oxigeno, purificable y que nos aportara datos
estructurales. Propusimos llevar a cabo la mutagénesis de las cuatro
cisteinas que probablemente coordinan un cofactor metalico, mediante la
introduccion de aminoacidos con ciertas caracteristicas, que permitieran
sustituir al cofactor metalico y obtener una proteina estable. Existen
ejemplos en los que se ha podido llevar a cabo este tipo de sustitucion,
reemplazado la union de Zn con aminodacidos hidrofobicos ( referencia).

En la sustitucién de las cisteinas pensamos que seria importante
introducir aminoacidos hidrofobicos, asi como aminoacidos que favorecen
la formacion de puentes salinos, ésto ultimo con el fin de proporcionarle
estabilidad a fa proteina.

Debido a que la combinatoria de cuatro sustituciones en una mutagénesis
del tipo NNG/C eleva el tamano del banco necesario para obtener todas las
posibles combinaciones, ademas de la sobrerrepresentacion de algunos
aminoacidos en el banco (Del Rio, et al. 1994), y debido a que no todos los
aminodacidos nos interesaban, se decidié seguir otra estrategia de
mutagénesis sitio-dirigida que consiste en emplear mezclas de
oligonucledtidos con una proporcién determinada de bases en la primera,
segunda y tercera posicion del coddén (Arkin & Youvan, 1992). Basandose en
esta Ultima, disefamos una mezcla que nos permitia la posibilidad de
introducir 16 aminoacidos (14 representados por un solo codon y 2
aminioacidos representados por 2 codones y solo un codon de paro). Con
esto el tamano del banco calculado para obtener todas las posibles
variantes disminuy¢ considerablemente.

La seleccion de las mutantes se realizé con base en la capacidad que
presentaron de activar una fusion nifH::lacZ en cajas conteniendo X-gal
(seleccidn por color). Se obtuvieron varias mutantes que se estructuran
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correctamente en cuanto a tamano y estabilidad, como lo demuestran
ensayos de inmunodeteccién, pero con una actividad residual. Actualmente
se estan analizando algunas mutantes que fueron seleccionadas por
presentar cierta actividad.

En estudios anteriores se habia descrito que las cuatro cisteinas que
conforman el probable motivo de unién a metales son esenciales para la
actividad de la proteina completa, determinado por ensayos de activacion
in vivo (Fischer, et al. 1988). Ademas, en estudios con una mutante de la
NifA en una de las cisteinas (Cys472), se comprobd que ésta pierde la
capacidad de unién al DNA en ensayos de “footprinting” in vivo (Morett et
al. 1991). Para esclarecer este punto decidimos reemplazar el motivo de
cisteinas de dos de las mutantes inactivas descritas anteriormente en la
fusion MBPCENCOOCH, lo que nos permitié purificarlas y caracterizar su
actividad de union al DNA.

Las fusiones resultantes fueron MBP-L12CENCOOH y MBP-LBCENCOQOOH, las
cuales se purificaron y se les determind la actividad de unién al DNA. A
diferencia de lo esperado, la construccion MBP-L12CENCOOH que lleva los
cambios (V-X11-G-X19-V-X4-L) conserva la actividad de unién al DNA, como
se observa en la figura 15A. Igualmente, la construccion MBP-L8CENCOOH
que presenta una de las cuatro cisteinas del motivo con los cambios (G-
X11-K-X19-C-X4-M) también sigue uniéndose al DNA como se ve en la figura
15B (ver discusion adelante)

[NifA) (NIFA]
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7
i N o o * Gl Wy Vo s o
MBP-L12CENCOOH MBP-L8CENCOOH

Figura 15. Retardamiento con mutantes en el motivo de cisteinas. A)IMBP-L12CENCOOH
B)MBP-LBCENCOOH, en ambos casos se probé la concentracién de proteina.
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Los resultados anteriores con respecto a la actividad de union al DNA,
sugieren que el dominio C-terminal de la NifA de B. japonicum es
independiente del control por oxigeno en ensayos in vitro. Sin embargo, en
estudios anteriores en los que se analizé el efecto del oxigeno sobre la
actividad de unién al DNA mediante ensayos de “footprinting” in vivo con
la proteina completa de B. japonicum, se observé un efecto inmediato del
oxigeno sobre la unién al DNA (Morett et al. 1991). Una posible explicacién
a esta diferencia entre los ensayos in vitro e in vivo podria ser que el
oxigeno no afecta directamente la actividad de unién al DNA, sino que
posiblemente actua de manera concertada afectando alguna de las
actividades del dominio central, lo cual posteriormente se ve reflejado en
la unidén al DNA.

Los estudios con otros reguladores transcripcionales que son capaces de
regular su actividad en respuesta a la concentracién de oxigeno, nos
permiten entender como podria funcionar esta regulaciéon en la proteina
NifA. En el caso de FNR la union al DNA se lleva a cabo principalmente por
homodimeros de la proteina, que en condiciones anaerdbicas se ensamblan
conteniendo un centro [4Fe-4S] el cual es muy labil y en presencia de
oxigeno cambia a [2Fe-2S], favoreciendo la formaciéon de mondémeros que
disminuyen la afinidad por el DNA notablemente (Lazazzera et al. 1993,
Ziegelhoffer & Kiley, 1985).

En el caso de [a NifA de K. pneumoniae, el dominio C-terminal aislado se
comporta como mondémero, aunque mantiene cierta capacidad de unién al
DNA, sugiriendo que los determinantes para la oligomerizacion residen en
el dominio central. (Lee et al 1993; Morett, et al. 1988). La proteina de
fusion MBPCYSCOOHZ2, que lleva el C-terminal y el motivo de cisteinas,
conserva la actividad de unién al DNA y al parecer no es sensible a
oxigeno, a diferencia de proteinas truncadas de la NifA de S. meliloti que
contienen el dominio central solamente y el motivo de cisteinas y
conservan la regulacion por oxigeno sobre la capacidad de activacién de
promotores dependientes de NifA (Huala et al 1992).
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Se ha demostrado que otras EBPs también forman oligdmeros al unirse al
DNA, v que la unién de NTPs en el dominio central provoca el cambio
conformacional requerido para ensamblarse, favoreciendo la unién a las
UAS (Pérez & De Lorenzo, 1996). Por otro lado cabe mencionar que existe
una mutante tolerante a oxigeno de la NifA de S. meliloti, en la que el
cambio se localiza en la zona de union a NTP (Krey et al. 1992), lo que
sugiere que posiblemente esta mutante adopta una conformacién que le
permite interaccionar con el NTP y favorecer la cligomerizacién aun en
presencia de oxigeno.

Con los datos anteriores proponemos que en la NifA podria suceder algo
similar a lo observado en FNR, donde el estado reducido del cofactor
metalico favorece una conformaciéon de la proteina en la que puede entrar
el nucleétido y promover su oligomerizacién, incrementando la unién al
DNA en forma activa. En presencia de oxigeno el cofactor promueve cierta
conformacion de la proteina que impide la union al nucleétido y aunque
sigue habiendo union al DNA, ésta ocurre con una afinidad menor y en
forma monodmerica inactiva.

DETERMINACION DEL COFACTOR METALICO

Aunque el mecanismo mediante el cual el oxigeno inactiva a la proteina
NifA, aun es desconocido, existen antecedentes de que las NifA's de B
japonicum y R. trifolii son dependientes de iones metdlicos divalentes,
principalmente fierro y sensibles a agentes quelantes (Fischer et al, 1988;
Fischer, et al. 1989; Screen, et al. 1994). Existen varios ejemplos de
metaloproteinas que intervienen en la expresion geneética, en este sentido
los metales de transicién juegan un papel muy importante, SoxR y Fnr
sensan cambios en la presion parcial de O mediante centros fierro-azufre.
Existen otros ejemplos en los que el metal que interviene, por ejemplo Zn,
mantiene la conformacion tridimensional de la proteina en forma activa
(revisado en Karlin, 1993)

Contando con las contrucciones antes descritas y purificadas, se llevo a
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cabo mediante métodos bioquimicos la determinacion cualitativa del
metal (Stookey, 1970; Woodiand & Dalton, 1984). Para lo cual fue
necesario hidrolizar la protefna y por medio de un ensayo colorimétrico a
cada metal, identificarlo espectrofotométricamente.

Se hicieron determinaciones para fierro y para cobre, que por las
caracteristicas que presenta la proteina y el tipo de regulaciéon que lleva a
cabo son los mas factibles. La proteina de fusion MBP-CENCOOH contiene
fierro, como se observa en la figura 16. Posteriormente este resultado se
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Figura 16. Analisis cualitativo del contenido de Fe en la proteina de fusién
MBPCENCOOH. 1)Sulfato de fierro amoniacal, 2) MBPCENCOOH, 3) BSA, 4)
Control sin proteina

corrobord mediante un espectro de absorcion atomica para determinar el
contenido de Fe.

Como se observa en la tabla 4, MBPCENCOQOH presenta Fe en su estructura,
a diferencia de la fusion de MBPCYSCOOH2 la cual también presenta el
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motivo de cisteinas. Una explicacion a este resultado podria ser que debido
a que la fusion MBPCYSCOQOH2 presenta solamente el C-terminal, requiera
de algun determinante del dominio central para que se estructure de
manera adecuada el cofactor metalico.

TABLA 4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FIERRO EN LAS PROTEINAS DE
FUSION PURIFICADAS.

Proteina de fusidn R DETERMINACION DE Fe )
MBPCYSCOOH2 0.002 mg/L
MBPCENCOOH 0.091 mg/L
CONTROL (RNASA) 0.006 mg/L

La estructura del cofactor involucrado no es posible determinarla aun, ya
que faltan datos del contenido de sulfidrilos que pudieran estar
involucrados en la union de Fe y su comprobacién por EPR (espectro de
resonancia paramagnética) lo cual se realizard proximamente.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con respecto a la caracterizacion de la
NifA de S. meliloti nos llevaron a las siguientes conclusiones:

- La NifA de S. meliloti presenta una deficiente actividad de unidn al DNA,
provocada probablemente por una incorrecta estructuracién del motivo
HTH.

- La deficiente actividad de union al DNA en esta proteina, es compensada
con una mayor capacidad de activacion.

-El cambio en la HTH que provoca la baja actividad de unién al DNA ocurrié
recientemente, después de su divergencia con otras especies de
Sinorhizobium.

- Estudios preliminares muestran que las mutantes que restablecen la
capacidad de union al DNA y que presentan una mayor actividad
transcripcional in vitro, al integrarse al cromosoma de S. meliloti e
inocular plantas de alfalfa con estas cepas provocan un efecto negativo en
el crecimiento de ia planta. Ademads, la actividad de nitrogenasa disminuye
un 90% con respecto a la cepa silvestre.

Los resultados obtenidos con respecto a la regulacion por
oxigeno de la NifA de B. japonicum nos permitieron concluir lo
siguiente:

- La fusién de 6 histidinas al extremo carboxilo terminal de la NifA de B
japonicum produce proteinas inactivas.

- Las proteinas de fusién con MBP son estables y conservan la actividad de
fos dominios in vitro.
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- La proteina de fusion MPBCENCOQCH que contiene los dominios central, C-
terminal y el motivo de cisteinas conserva un 30% de la capacidad de
activacion, con respecto a la proteina silvestre. Esta fusiéon conserva la
actividad de union al DNA, la cual es sensible a oxigeno.

- La fusion MPBCENCOOH contiene fierro en su estructura y posiblemente
conforma un cofactor metalico que responde a las concentraciones
celulares de oxigeno.

- La proteina de fusion MBPCYSCOOH que contiene el C-terminal aislado y
el motivo de cisteinas, es capaz de unirse al DNA especificamente. Sin
embargo, aunque contiene el motivo de cisteinas, no se detectd fierro en
su estrucutra y no responde a la concentracion de oxigeno.

- Las fusiones MBPL12CENCOOH y MBPL8-CENCOOH que contienen
mutaciones en las cuatro cisteinas o en tres de ellas respectivamente,
pierden la actividad de activacidn transcripcional in vivo pero conservan
la actividad de unién al DNA in vitro.

- Con base en las conclusiones anteriores proponemos que el dominio de
unién al DNA no responde directamente al oxigeno y que la regulaciéon se da
manera concertada con alguna de las actividades presentes en el dominio
central.
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Although the concept of domain merging and shutfling as a major
force in protein evolution is well established, it has been difficult
to demonstrate how domains coadapt. Here we show evidence of
coevolution of the Sinorhizobium meliloti NifA (SmNifA) domains.
We found that, because of the lack of a conserved glycine in its
DNA-binding domain, this transactivator protein interacts weakly
with the enhancers. This defect, however, was compensated by
evolving a highly efficient activation domain that, contrasting to
Bradyrhizobium japonicum NifA (BjNifA), can activate in trans. To
explore paths that lead to this enhanced activity, we mutagenized
BjNifA. After three cycles of mutagenesis and selection, a highly
active derivative was obtained. Strikingly, all mutations changed
to amino acids already present in SmNifA. Our artificial process
thus recreated the natural evolution fellowed by this protein and
suggests that NifA is trapped in a restricted sequence space with
very limited solutions for higher activity by point mutation.

COntemporary proteins are often assemblages of functionally
and evolutionarily independent domains (1, 2). This modular
architecture has conferred great flexibility for new specificities,
altered recognition properties, and modified functions to flour-
ish with a strikingly limited set of structurally different domains
(3-6). But how the domains coadapt to achieve an optimal
fitness is poorly understood. kt is anticipated that appropriate
domain interfaces and balanced activities need to be attained by
a complex combinatorial optimization process (7) that is con-
stantly in operation but limited by the evolutionary constrains
inherent to the protein folds. Moreover, the optimal fitness
needs to be dynamically maintained by compensatory mutations
in a changing environment,

Earlier work showed that the enhancer-binding proteins
(EBP), as the majority of transactivator proteins, arc modular
regulators with cvolutionarily distinct DNA-binding, transcrip-
tional activation, and regulatory domains (8-10). The DNA-
binding and positive control functions of NifA, a member of the
EBP family that controls nitrogen fixation gene expression in
eubacteria, have been separated {11). The DNA-binding func-
tion resides at the C-terminal domain, whereas the activation
domain is located at the center of the protein.

The EBP bind to remote DNA sites, functionally simitar to the
eukaryotic enhancers, and activate transcription by contacting
the o™ form of the RNA polymerase, bound at the promoter, in
a process that requires nucleoside triphosphate hydrolysis (12—
15). The binding of the EBP at the enhancers may help to
increase the local concentration of the activator in the vicinity of
the promoter and to direct the central domain to interact in the
correct orientation with Eg>, Thus, the level of expression of a
given promoter results from both the DNA-binding affinity and
the intrinsic activation activity of the EBP.

The C-terminal region of several EBP is predicted to form a
helix-turn—helix (hth) supersecondary structure (8). Mutagen-
esis (16), spectroscopic (17), and NMR (P. Ray, K. J. Smith,
R. A. Dixon, and E. I. Hyde, personal communication) studies
of NifA support this interpretation. This motif is present in a
wide range of site-specific DNA-binding proteins (18). When we
compared the hth of several different NifA proteins we observed
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that the protein of Sinorhizobium melilori Nif A (SmNifA) has a
glitamic acid (Fig. 18) in a position where glycine (G10) is highly
conserved (18) (Fig. 1C). In this study, we report the detrimental
effect of the lack of the glycine on DNA binding, which, in
SmNifA, was compensated by developing a highly efficient
activation domain, in a process we named reciprocal domain
evolution.

Materials and Methods

Bacterial Strains and Plasmids. Escherichia coli IM101 strain was
used for all experiments except for activation in trans, where
ET88944MAnrBC was used to avoid cross-activation of the nifH
promoter by NirC, as described (19). Plasmid pRI7511 (20)
carries the Bradyritizobium japonicum nifA gene or its derivatives,
Plasmid pACYCNifA carrics the B. japonicum nifA gene con-
stitutively expressed from the car promoter. This plasmid was
constructed by inserting a BamHI-Pst1 fragment from pRI7511
into pACYC177. Plasmids pKKnifH and pVB007 are derivatives
of pKK232-8 (21) and carry the caf gene under the control of the
Klebsiella pneumoniae and S. meliloti (deleted of the enhancer)
nifH promoters, respectively. Plasmids pRT22 (22) and pMB210
{23) carry the K pneumoniae and S. meliloti nifH promoter
regions, respectively, fused to lacZ gene. Plasmid pUCNIfA was
constructed by subcloning the entire S. meliloti nifA gene, or its
mutant derivatives, into pUC19. Plasmid pCUL01(19) carries the
3. meliloti nifH promoter fused to the lacZ gene, and pSU003 is
a derivative from pCUI01 without the enhancer.

B-Galactosidase Assays. Strains carrying the different plasmids
were grown in modified NFDM medium as described (20), at
30°C in aerobic or microaerobic conditions until they reached an
optical density of 0.4-0.6 at 600 nm, as described (19).

In Vivo Dimethyl Sulfate (DMS) Footprinting. The accessibility of
K. pnewmoniae niftf promoter DNA to DMS was performed in
vivo as described (19), A 32P-5'-labeled synthetic oligonucleotide
priming upstream of the nifH promoter was extended with 0.5
unit of the Klenow fragment of DNA polymerase for 10 min at
50°C, and the products were analyzed on sequencing gels.
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Immunoblotting Techniques. E. coli cells, expressing the nifd
mutant derivatives, were cultured as described for B-galactosi-
dase, Cells were pelleted, suspended in SD$ sample buffer, and
incubated for 10 min at 90°C. Detection was carried out as
described previously (19). Two peptides, corresponding to the
sequences of the hth of BjNifA (QAKAARLLGLTPRQVGY)
and SmNifA (QAKAARILEKTPRQVGY), were synthesized
and conjugated to BSA. New Zealand rabbits were immunized
with these products to produce the specific polyclonal antibodies.

Site-Directed and PCR Mutagenesis. When required, single mutant
oligonucleotides were synthesized to generate the specific mu-
tants by PCR site-directed mutagenesis or by replacing the
appropriated restriction fragment, as described (19}. PCR mu-
tagenesis was performed essentially as described (24). The PCR
products were ligated into pACYCNifA, pRJ7511, or pUCNIfA
plasmids, which were restricted with the appropriate enzymes to
replace the wild type with mutant fragment.

Selection and Screening Systems. E. coli JM101 cells harboring
pKKnifH plasmid were electrotransformed with pools of mutant
nifA genes in pACYCNIfA. Expression of the car gene in the
former plasmid is activated by the BjNifA derivatives coded in
the latter plasmid. The minimal inhibitory concentration (MIC)
of chloramphenicol {Cm) for cells that carried the parental gene
was determined, and a higher concentration was used in plates
to select for mutants with enhanced transcriptional activity, as
indicated below.

Sensitivity of NifA Mutant Proteins to Oxygen. E. coli cultures with
the appropriate plasmids were grown in NFDM under mi-
croaerobic conditions. When cultures reached an OD of 0.4-0.6
at 600 nm, they were shifted to aerobic conditions, as described
(20). Every 20 min a 2-ml aliquot was taken to measure
B-galactosidase activity and the amount of the NifA derivatives
by immunablotting.

Results and Discussion

G10 of the hth Is Critical for DNA Binding. We compared the
DNA-binding properties of several NifA proteins by in vivo
footprinting. We observed that the protein of S. meliloti interacts
very weakly with the enhancer of the nifHf gene, compared with
B. japonicum NifA (BjNifA) and K. pneumnoniae NifA (KpNifA),
such that it protected very weakly guanine-136 of the enhancer
from methylation by DMS (Fig. 14). To assess whether the lack
of the conserved glycine G10 in the hth causes the weak binding,
we replaced the glutamic acid with glycine by site-directed
mutagenesis, resulting in SmNifAg g (Fig. 1B). Additionally, a
second derivative with a lysine-to-leucine substitution at position
11 (SmNifAgwcnci,) was constructed to make the hth motif
more similar to that of the other NifA proteins (Fig. 1B). In vivo
footprinting analysis showed that both mutant proteins protected
the nifH enhancer from methylation, indicating that they now
bind strongly to the DNA (Fig. 24) and that, indeed, the lack of
G10 impairs this function. In the cocrystal structure of several
hth proteins with their DNA-binding sites, G10, the first amino
acid of the turn, is facing opposite to the DNA (25) (Fig. 1C).
Thus, it is unlikely that residue 10 of the hth motif of NifA could
make a direct contact with the DNA; the weak binding of
SmNifA perhaps is due to an indirect effect, such as a more rigid
or improperly oriented motif,

Transcriptional Activation Activity of BjNifA and SmNifA. Notwith-
standing the weak DNA binding, SmNifA activates efficiently nif
gene expression (23) (it is a natural protein after all), and the
SmNifAgio; and SmNifAggok 1. mutants showed a very clear
but moderate increase in transcriptional activation when strongly
bound at the enhancer (Fig. 2D). These results suggest that
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Fig. 1. DNA-binding properties of different NifA proteins and amine acid
sequence of various hth motifs. {4) In vivo DMS footprinting of the K.
pneumoniae nifH enhancer with different NifA proteins, as indicated. Pro-
tection from methylation of guanine-136 by KpNifA and BjNifA is indicated.
This residue is part of the TGT-N,g-ACA nifH enhancer. (8) Sequence alignment
of the hth motif of several NifA and the SmNifA and BjNifA mutant proteins
constructed in this work. The $wissProt name for each proteinis indicated. (O
Alignment of the hth motifs of proteins whose structures have been solved as
cocrystals with their DNA-binding sites. SwissProt {first column) and Protein
Data Bank {1ast column) names are specified. 6CRO, lambda cro; 3CRO, 434 cro;
1LMB, lambda repressor; 1TRO, trp repressor; 1LCC, fac repressor; 1CGP,
catabolite activator protein {cap), 20RI, 434 repressor, 1HDD, Drosophila
homeodomain protein; 1HCR, Hin recombinase. A, Ala; C, Cys; D, Asp; E, Glu;
F, Phe; G, Gly; H, His; |, lle; K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gin; R, Arg;
5, Ser; T, Thr; V, val; W, Trp; and ¥, Tyr.

SmNifA has a highly efficient transcriptional activation function
that allows nif gene expression even when weakly bound to the
enhancers. To test this hypothesis we carried out two different
experiments.

In the first experiment we altered the hth motif of BjNifA to
make it as that of SmNifA by constructing a G10-to-E and
Ll1l-to-K (BjNifA(;][)F_,rL] |[() derivative (Flg lB) We rationalized
that if BjNifA has a similar transcriptional activation activity as
SmNifA, impairing its DNA-binding properties would result only
in a moderate reduction of nifH expression, whereas if it is less
active, then it should be more dependent on a strong interaction
with the enhancers. As anticipated, the mutations strongly
impaired the binding to the niff enhancer (Fig. 2A4) and, in
contrast to SmNifA, the mutant protein failed to activate nifH
gene expression (Fig. 2E). Immunodetection of the NifA deriv-
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Fig. 2.  Analysis of DNA binding, protein stability, and transcriptionat acti-
vation of SmNifa, BjNIfA, and their mutant derivatives. (A) Footprinting in
vivo of the K. pneumoniae nifH enhancer with different NifA proteins and
mutant derivatives, as indicated. Guanine-136 of the nifH enhancer Is marked.
(8 and O) Immunodetection of the SmNifA and BjNifA (see Materials and
Methods) proteins and their mutant derivatives. Antibodies raised against
synthetic peptides corresponding to the hth of SmNifA or BjNifA were used for
the immunodetection shown in 8 and £, respectively. M, values of control
proteins are denoted. Note that the anti-SmNifA hth peptide antibodies did
not react against either 8jNifA or SmNifAggaiiiL and only weakly against
SmNifAgi06, but efficiently recognized BjNifAgioens1k. Conversely, antibodies
raised against BjNifA hth peptide did not recognize either SmNifA or
BjNifAg1pe/111k and reacted weakly against SmNifAgios, but efficiently recog-
nized SmNifAg1oax 1L, (D and £) Transcriptional activation of a nifH-facZ fusion
carrying (solid bars) or deleted of {open bars} the enhancer by different NifA
proteins and their mutant derivatives, as indicated. Because SmNifA and
BjNifA are coded in different vectors and expressed from different promoters,
it is not feasible to correlate actual g-galactosidase activities. Values represent
the mean = SD of three independent experiments and are expressed as
percentage of g-galactosidase activity in Miller units.

atives showed that the mutations in the hth motif did not
significantly affect the stability of any of the proteins (Fig. 2 B
and C). Interestingly, the mutations selectively inverted the
immunoreactivity of the SmNifA and BjNifA derivatives to
antibodies raised against synthetic peptides comprising the hth of
SmNifA (Fig. 2B) and BjNifA (Fig. 2C).

In the second experiment we directly compared the activation
function of each protein by assaying their ability to activate
transcription from solution, that is, to activate promoters devoid
of the enhancer. Promoters that form strong, closed complexes
with the RNA polymerase o>, such as the S. meliloti nifH
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Fig. 3. Transcriptional activity, stability, and sensitivity to oxygen of the
BjNifA derivatives. {4) Growth curves of strains carrying the wild type or the
directly evolved BjNifA derivatives, as indicated. Cells were grown on
NFDM medium with Cm (40 wg/ml) under aerobic conditions. The level of
expressian of the cat gene in pVB007, under the 5. meliloti nifH promoter
{deleted of the enhancer), and, therefore, the resistance to Cm is depen-
dent on the activity of each BjNifA derivative. Values represent the mean =
SD of three independent experiments. (8) Transcriptional activation of a
nifH-lacZ fusion by the BjNitA mutant derivatives. {C) Stability and sensi-
tivity of BjNifA mutant proteins to oxygen. To analyze whether the muta-
tions affected the stability of the protein or any intrinsic function leading
to a higher transcriptional activation, we grew strains carrying each of the
mutant BjNifA proteins in microaerobic cultures, and the amount of the
protein was detected after being shifted to heavily aerated flasks. Samples
were taken at time 0 min, 20 min, and 40 min, and the BjNifA derivatives
were immunodetected in soluble cell extracts with an antibody raised
against a polypeptide comprising part of the central domain. All mutant
proteins had similar stability and oxygen sensitivity because they decreased
at the same rate as the wild type after being shifted to air.

(SmnifH), can be activated partially by NifA when deleted from
the enhancers (26). If SmNifA is less dependent on the binding
to the DNA, we rationalized that it would be able to activate at
higher levels than BjNifA, a SmnifH promoter lacking the
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enhancer. Fig. 2D shows that SmNifA significantly activates this
promoter (at about 25% of the intact promoter), in sharp
contrast to BjNifA, which was almost totally dependent on the
enhancer (Fig. 2E). This result indicates that, aithough SmNifA
is still dependent on the binding to the enhancers for full
activation [required for fidelity of activation (27}], indeed it has
a higher transcriptional activation activity than BjNifA.

Directed Evolution of the Central Domain of BjNifA. How did
SmNifA achieve its higher transcriptional activity? Perhaps
this was selected to compensate for the weak DNA binding
caused by the Gi0-to-E mutation, although it is also possible
that a lower DNA-binding activity was selected in response to
an enhanced activation activity detrimental to the cell, Re-
constructing the sequence of ancestral proteins by using
sequence information from closely related extant proteins has
helped to identify residues responsible for enhanced activity
(28). Alternatively, directed evolution (29) can provide infor-
mation about relevant positions critical for enhanced activity.
To explore possible paths that lead SmNifA to its higher
transcriptional activity, we subjected BjNifA to a directed
evolution process, We developed a positive selection scheme
for NifA mutants displaying enhanced ability to activate the
expression of a Cm resistance gene under the control of a
KpnifH promoter. The activation domain of NifA was mu-
tagenized by random, error-prone PCR, and the derivatives
conferring increasing resistance to Cm were selected. About
1 % 107 clones were analyzed in each cycle. The majority of the
mutations impaired the function, as observed for other pro-
teins (30), about 30% retained some activity (as assayed for
their ability to activate a nifH-lacZ fusion), and only very few
grew on Cm. In the first cycle three clones were selected on
10-ug/ml Cm (the MIC of the BjNifA wild type is 8 ug/ml),
and the DNA fragment corresponding to their activation
domains sequenced. Remarkably, all had an amino acid re-
placement in common, 8381 to G. Two of them had other
synonymous substitutions (BjNifAsszigrairramraiaze). Because
the activity of the mutant derivatives was very similar, the
clone with the single mutation (BjNifAszsic) was chosen and
subjected to a second cycle of mutagenesis and selection on
15-pg/ml Cm plates. Only one colony grew faster than the
parental strain. This clone, BjNifAsizigipzes, which had an
additional P291-to-S substitution, was mutagenized further,
and only a single clone of the third generation (BjNifAgiicy
r2915/5356G) grew on plates containing 20 pg/ml Cm. Scquenc-
ing of their entire activation domain showed that it had §356
to G as the only additional substitution. Fig. 34 shows growth
curves of the strains with the wild type and each of the mutant
BjNifA proteins, which successively attained a faster growth in
acrobic liquid cultures containing Cm, as higher expression of
a mifH-lacZ fusion (Fig. 3B).

To assess the contribution of each mutation to the enhanced
activity we segregated them and constructed the combination
of all double mutants by different molecular genetic tech-

BjHifAS381G/P2918
BiNifAS3IBIG/P2913/53566

niques. Their ability to activate the expression of a nifH pro-
moter fused to lacZ was determined as B-galactosidase activity
in microaerobic cultures in NFDM. In this assay the second-
and the third-generation mutants (BjNifAgsgigrons and
BjNifAsgmo_rpzt)]sjs]s(,G) showed similar activities (about twice
the wild type), whereas the mutant of the first generation
(BjNifAsizig) was more active than any of the other two single
mutants (BjNifApags and BjNifAssseg), which themselves
had a similar activity as the wild type. The double mutant,
BjNifAsgs]G,rng]s, was Sllgh[ly more active than BjNiprqus,'s_”SSﬁG
and BjNifAsiicsises. These results are consistent with the
additive effect of the mutations (Fig. 34) and with the fact that
the $381-to-G mutation was the only one selected in the first
generation appearing in three independent clones.

Oxygen Stability of the Mutant BjNifA Derivatives. To test whether
the mutations affected the stability or a catalytic property of the
mutant proteins, the relative concentration of the NifA deriva-
tives was determined by immunoblotting. As shown in Fig. 3C,
the mutant proteins were present at levels similar to the wild-
typc NifA. Our previous studies on the regulation of NifA
activity showed that BjNifA is oxygen-labile (20). To determine
the oxygen sensitivity of the mutant proteins, cuttures harboring
cach of the mutant BjNifA derivatives were grown overnight
microaerobically and shifted to heavily acrated conditions. Sam-
ples were taken at 20-min intervals and assayed for the fraction
of protein remaining. Fig. 3C shows that the mutant BjNifA
derivatives decreased at about the same rate as the wild type.
Thus, this experiment indicates that the mutations did not
significantly affect the oxygen stability of the mutant BjNifA
derivatives.

NifA Is Trapped in a Restricted Sequence Space. Despite the inexo-
rable limitation of any attempt to explore the sequence space of
a protein, the mutagenesis strategy and the number of indepen-
dent BjNifA derivatives analyzed here allowed us to screen a
great number of mutants, including all possible single and a
considerable proportion of double mutants in the central do-
main, Therefore, we were surprised to find that, from the many
possible substitutions, all those with higher activity changed to
amino acids that are already present in the highly active SmNifA
(Fig. 4) and normally are the most frequent.amino acids at these
positions in other EBP (9, 10). Thus, our directed ¢volution
process led 1o the same solutions for enhanced activity as
SmNifA.

Qur attempts to further increase the activity of the central
domain by the same mutagenic procedure were unsuccessful,
Segregation by in vitro recombination of all individual mutations
[gene shuffling (31)], with further mutagenesis, resulted only in
the regeneration of the triple-mutant clone (with one additional
mutation that did not affect the activity) after selecting on
25-pg/ml Cm plates. Thus, it is likely that with these three
mutations the protein attained a local optimum in a sequence
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fig.4. Muttiple sequence alignment of SmNifA, BjNifA, and its mutant derivatives. Only regions near the mutated residues on BjNifa are shown. Dots indicate
discontinuity of the alignment. Numbers above the sequences indicate amino acid positions mutated in BjNifA. Numbers below the alignment show amino acid
positions of BjNifA. Boxes indicate the highly conserved regions in the EBP proteins {9, 10). The central domains of BjNifA and SmNifA are 68% identical, whereas

the degree of identity of the whole family is around 40%.
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space accessible by point mutation [one-mutant distance neigh-
borhood (32)].

That we found the same solutions for higher activity as
natural proteins suggests that NifA is trapped in a very narrow
activity “peak” on its fitness landscape. Is it possible to move
NifA to a different activity “peak”? It has been proposed that
multiple mutations can make a protein “jump beyond” to a
new activity “peak™ in its fitness landscape (32). We currently
are searching for suppressor derivatives of stable mutants of
BjNifA with residual activity in an attempt to explore new
solutions on its sequence space or, following the metaphor of
the fil:ness landscape (32), to move BjNifA to different activity
“peaks.”

Condusions

The results presented here show that SmNifA has found a
novel optimum fitness, perhaps by increasing its activation
function in response to a mutation that impaired DNA binding.
Alternatively, a weak DNA binding could have been selected
in response to an unfavorable high transcriptional activation
function. Whatever the order of the events was, it is clear that
neither this protein nor BiNifA is at its maximum ability to
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activate gene expression. Taken together, our results show that
a modular protein can stay around its optimal fitness by
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process we called reciprocal domain evolution. We propose
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activities. Thus, it is likely that reciprocal domain evolution has
been a strong force in the sharpening of the contemporary
proteins.
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