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Generalidades de la expresión génica 

Una unidad transcripcional comprende el ADN entre el promotor, donde inicia la 

transcripción, y un terminador, donde concluye. Una cadena sencilla del ADN en esta región sirve 

como templado para la síntesis de una cadena complementaria de ARN, creando una región híbrida 

ARN-ADN muy corta (2-3 pb) que se mueve a lo largo del ADN junto con la burbuja de 

transcripción. Caracterizada por su capacidad de incorporar ribonucleótidos al ARN bajo la 

dirección de un templado de ADN, la ARN polimerasa (ARNP) forma parte de un complejo 

aparato involucrado en la transcripción: supervisa la fidelidad del aparcamiento de bases del 

híbrido ARN-ADN y cataliza la formación de enlaces fosfodiester en la cadena naciente de ARN 

(101) (Fig. 1). 

Una de las ARNP bacterianas mejor caracterizadas es la de Ewherichia culi, la cual es 

responsable de la síntesis de todos los ARN mensajeros, ARN ribosomales y ARN de 

transferencia en esta bacteria. Existen alrededor de 7000 moléculas de ARNP en una célula de E. 

culi y dependiendo de la condición de crecimiento de la bacteria pueden ser de 2000 a 5000 de 

ellas sintetizando ARN al mismo tiempo. La holoenzima ARNP puede ser separada en dos 

componentes principales: la enzima básica, que es un multimero de estructura (x21113' responsable 

de la elongación de la cadena de ARN, con un peso molecular de aproximadamente 480 kD y el 

factor sigma (cY), una subunidad sencilla que se requiere en la etapa de iniciación para el 

reconocimiento del promotor. La ARNP de E. Mi mide aproximadamente 90 x 95 x 160 A y 

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

contener hasta 16 pb de ADN (101). 

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

- A) Formación del complejo cerrado - Esta etapa comienza con la unión de la ARNP a la 

doble cadena del ADN en una secuencia específica llamada promotor. La enzima básica tiene una 

afinidad general por el ADN y.  la adición del factor a incrementa su afinidad púr los promotores, 

La estructura formada por la holoenzima unida al promotor se conoce como complejo cenado. 

B) Formación del complejo intermedio - Existen evidencias que indican la presencia de un 

estado intermedio del - complejo de transcripción entre el .cerrado y el abierto. .Se - trata 

aparentemente de -pares de bases de la región de promotor que se desfasan entre sí creando una 

estructura qué pudiera eonsiderarse precursora directa de la burbúja de transcripción. 

C) Formación del complejo abierto - La holoenzima lleva a cabo la separación de las 

cadenas para permitir que la cadena templado se encuentre disponible para la eomplementación con 

los ribonucleótidos. La burbuja de la transcripción se crea por un desenrollamiento local que 

comienza en el sitio-  de unión de la ARNP. La formación de la burbuja implica un cambio 

conformácional, tanto 'de la holoenzima como de las cadenas del ADN, conocido corno 



isomerización a un complejo abierto, 

D) Iniciación - Es la síntesis de los primeros ribonucleótidos enlazados como ARN, La 

ARNP se mantiene sobre el promotor mientras que se unen los primeros ribonucleótidos, 

aproximadamente 9. La iniciación puede ser detenida por la ocurrencia de eventos abortivos, en 

los cuales la enzima sintetiza transcritos cortos (de menos de 9 b) que son liberados, promoviendo 

la síntesis de un nuevo transcrito. La iniciación termina cuando la ARNP extiende la cadena de 

ARN más de 9 nucleótidos. 

E) Desalojo del promotor - Es la fase durante la cual la enzima se mueve a lo largo del 

ADN y extiende la cadena creciente de ARN. El factor u se libera al principio de esta etapa, el 

patrón de protección de la enzima básica se reduce y la polimerasa pierde su contacto arriba de la 

posición -35 deslizandose sobre la cadena del ADN dentro de la fase codificadora. Una región de 

ADN localmente desenrollada, conocida como burbuja de transcripción, se mueve junto con la 

enzima a partir de este momento hasta el final de la unidad de trancripción, Cuando la cadena 

naciente de ARN alcanza una longitud de 15 a 20 bases el patrón de protección se reduce aún mis, 

hasta cubrir solamente 30 a 40 pb. Los ribonucleótidos se añaden al extremo 3' de la cadena de 

ARN, formando un híbrido ARN-ADN en la región desenrollada. Detrás de esta región 

desenrollada, el templado de ADN se aparca con su contraparte original para formar de nuevo la 

doble hélice. 

F, G, 11 e 1) Elongación - La elongación involucra el movimiento de la burbuja de 

transcripción al descomponer la estructura del ADN, en la cual la cadera codificadora se aparea 

con la cadena naciente de ARN en su punto de crecimiento. Durante esta etapa, la polimerasa se 

transporta-  de manera discontinua sobre el ADN. Esto ha sido dentoltrado al provocar 

artificialmente que la enzima higa pausas en distintos puntos, midiendo en cada uno de ellos la 

longitud del templado cubierto por la enzima, así como el tamaño y posición de la burbuja de 

transcripción. Los resultados obtenidos con este método indican que la polimeraSa conserva su -

posición y tamaño hasta que añade de 8 a 10 ribonucleótidos y entonces, súbitamente, brinca hacia 

adelante. El límite anterior de la burbuja de transcripción permanece constante conforme se añaden 

los ribonucleótidos mientras que se extiende por el otro extremo. En el momento que la polimerasa 

brinca hacia adelante la burbuja se reduce de 8 a 10 bases. Estos datos indican que lapolinierasa se 

mueve como una unidad a lo largo- del ADN en pasos de aproximadamente 10 pb, y que mientras 

la burbuja dé transcripción se abre continuamente, se cierra de manera discontinua sincronizada 

con el brinco de la enzima (12.89) 

La afinidad de la polimerasa básica por el factor a disminuye una vez que se compromete 

en la conformación de elongación. Se ha observado que al abandonar el factor el complejo de 

elongación, éste se asocia con NusA. Al llegar a-  un terminador, el complejo de elongación se 

desprende del ADN y NusA abandona a la polimerasa básica,.la 'cual queda disponible para 
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interaccionar con otra molécula de factor a y comprometerse en un nuevo ciclo de la transcripción. 

Al separarse del ADN, la afinidad de la polimerasa básica por NusA disminuye mientras que 

aumenta por el factor a (64) (Fig. 3). 

La ARNP es capaz de reconocer el punto donde debe detener la formación de enlaces 

fosfodiester entre los ribonucleótidos y el complejo de elongación debe descomponerse. Cuando 

se añade la última base a la cadena de ARN, la burbuja de transcripción se colapsa mientras el 

híbrido ARN-ADN se disocia. El ADN se reasocia como doble hélice y la enzima y el A.RN se 

liberan. La secuencia de ADN requerida para estas reacciones se conoce corno tenninador. 

Existen dos tipos de terminadores. Unos son los sitios de terminación intrínseca, que 

contienen una estructura de tallo-asa rica en pares GC seguida de una corrida de residuos de U. 

Estas estructuras son reconocidas in vitro por la enzima básica sola. Los segundos son los sitios 

de terminación Rho-dependientes, los cuales requieren de este factor tanto in vivo corno in vitro; la 

condición común es un tracto de 50 a'90 nucleótidos rico en C y pobre en G precediendo al sitio 

de terminación. El factor Rho es una proteína esencial que actúa como un factor de terminación 

adicional,. el cual reconoce el AR.N y actúa en sitios donde la ARNP se ha pausado. La actividad 

de terminación requiere de la hidrólisis de ATP. 

Control del inicio de la transcripción en E. coli 

La etapa de iniciación de la transcripción puede subdividirse en los pasos secuenciales 

esbozados en el apanado anterior, todos lo cuales son sitios potenciales de control in vivo. En esta 

sección mencionaremos con mayor detalle estos pasos, tomando a E. coli como sistema modelo. 

Localización del promotor y reconocimiento por Ea" - En E. coli se han identificado 

varios tipos de holoenzimas definidas en base al factor a que posean. Todas ellas utilizan la misma 

enzima básica y existen evidencias sobre la competencia de diferentes factores a por el mismo 

sitio. Esta competencia esta dirigida aparentemente por el equilibrio y el resultado dependerá de la 

concentración relativa de los diferentes factores a. 

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

encontraremos que el factor a más representado es a70  (el número indica la masa molecular 

aparente de la proteína expresada en kD). Aunque otros organismos presentan proteínas 

homólogas con diferente masa molectilar se ha convenido que el de E. coli sirva como modelo. 

Alternativamente y en respuesta a señales extracelulares y de desarrollo se producen otros factores 

a con características específicas que participan en la expresión coordinada de genes involucrados 

en la respuesta al estimulo. En la Tabla 1 se muestran algunas características de estos factores. 

Debido a la gran similitud a nivel de secuencia de a70  con el resto de los factores a mencionados 

en la Tabla 1, se les ha agrupado en la misma familia. En esta sección nos enfocaremos 
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únicamente en las observaciones llevadas a cabo con Ea", con el conocimiento de que su 
mecanismo es esencialmente igual al de los otros elementos de la familia y en la próxima sección 

hablaremos del único otro factor a no relacionado. 
En principio, aquellos promotores cuyas secuencias son similares compiten entre si por un 

tipo particular de holoenzima, es decir, la parte de la población que contenga cierto factor a. Tal 
grupo de promotores relacionados podrían definirse como parte de la misma "clase de 
especificidad". La competencia por la holoenzima entre promotores de la misma clase sería el 
segundo punto de control de la iniciación de la transcripción, después de la competencia por la 
ocupación de la enzima básica por los factores a. 

Los promotores bacterianos reconocidos por Ec770  están identificados por dos secuencias 
cortas conservadas en las posiciones -35 y -10 con respecto al inicio de la transcripción y 
separadas entre sí por 15 a 21 pb. Ea7° contacta inicialmente con el elemento -35 (TTGACA) y 
extiende su contacto hacia el elemento -10 (TATAAT), cubriendo un total de 77 pb. Recientemente 
se ha identificado en los promotores de los genes ribosomales de E. coli un tercer punto de 

contacto de la polimerasa, denominado elemento UP, que consiste en una secuencia rica en AT 
localizada alrededor de 20 residuos arriba del elemento -35 (22). La fuerza de la interacción de un 
promotor dado con la polimerasa correlaciona directamente con la similitud de cada uno de estos 
tres elementos con su consenso, es decir, con aquella porción de secuencia que une a la respectiva 
subunidad de la polimerasa con mayor afinidad (22). 

Formación del complejo cerrado con Ea70  - La formación del complejo cerrado puede ser 
vista como la reacción de unión de las bases del promotor con Ea/o. Dicha reacción posee una 
constante específica de equilibrio que deriva en el grado de ocupación del promotor, es decir, en la 
proporción de las secuencias del promotor presentes unidas a Ea70. Esta constante de equilibrio 
representa la estabilidad de la interacción. El complejo cerrado tiene un potencial definido para 
isomerizarse espontáneamente a un complejo abierto, caracterizado por la burbuja de transcripción. 
La apertura del complejo puede considerarse como un proceso cinético con una tasa constante de 
formación. La reacción de apertura es lenta, pero la reacción contraria es aún más lenta. Esta 
constante de formación implica no solo la isomerización del complejo de iniciación, sino también 
la separación de la doble cadena. del ADN. Se considera que este proceso es irreversible (183). 

Existen evidencias diversas sobre la topología del complejo cerrado formado por Ecr7°: el 
análisis de las propiedades electro-ópticas del complejo formado en el promotor Al del fago T7 
demuestra que la holoenzima induce un doblez de 450  (±5°) sobre el ADN (116). Por otro lado, 
observaciones directas de complejo formado en el promotor P1  del fago lambda indican que el 
doblez formado por la holoenzima es de aproximadamente 54° (147). A pesar de la diferencia en 
los valores obtenidos, en ambos casos se comprueba que la adición de la holoenzima induce la 
formación del doblez favoreciendo un ángulo específico, probablemente estabilizado por la 
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estructura de Ea". Cabe mencionar que estas observaciones se llevaron a cabo sin considerar el 

cambio conformacional correspondiente al complejo intermedio, por lo que no se precisa si se trata 

de la última estructura lista para isomerizarse o de algún precursor (Ver mas adelante). 

Formación del complejo abierto - Ea" es capaz de interferir con los puentes de hidrógeno 

que mantienen estabilizada la estructura de doble hélice del ADN, inclusive bajo condiciones que 

favorecen ésta estructura sobre las cadenas separadas y aún en ausencia de hidrólisis de ATP. 

Contrario a la idea que se tiene comúnmente, la doble hélice del ADN es una estructura dinámica y 

sufre disociación-reasociación en cuestión de milisegundos (56). En ausencia de fuerzas externas, 

un par de bases se separa con una probabilidad de 1 X 10-5. El tiempo de vida de un par de bases 

asociado es de 10-2 seg en equilibrio con 10.5 seg del disociado. Este equilibrio provee una 

condición en la cuál las proteínas que interaccionan con el ADN puedan contactar con bases que de 

otra manera estarían secuestradas en la doble hélice (41). 

Como se mencionó previamente, estudios cinéticos y estructurales de la iniciación de la 

transcripción en varios promotores permiten identificar un estado intermediario entre el complejo 

cerrado y el complejo abierto (2,8,140). La interacción con EtY7° induce hipersensibilidad en la 

región promotora de algunos genes a reactivas químicos o errzimáticos que revelan la presencia de 

bases mal apareadas. La formación de este intermediario se basa en un proceso de Balo que 

prepara al ADN para su disociación. La transición del complejo cerrado al intermedio en este 

modelo involucra la aplicación de una fuerza sobre la doble hélice, generada por un cambio 

conformacional de Ea", que favorecerla la disociación de los puentes de hidrógeno de los pares 

de bases más tensos. 

La separación más frecuente observada entre los elementos -10 y -35 es de 17 bases, lo 

cual corresponde a una distancia de 1.6 vueltas de la doble hélice entre ellos. Sin embargo algunos 

promotores son más activos (se aumenta su tasa de transcripción), cuando se disminuye el 

enrollamiento local de 0.3 a 0.5 vueltas, lo que provoca que ambos elementos se encuentren en la 

misma cara de la molécula con una separación de dos vueltas entre ellos (168). 

Este resultado, junto con las evidencias de la existencia del complejo intermedio, pueden 

interpretarse como prueba de la aplicación por la ARNP. de una fuerza que genera una 

conformación precursora directa. de la apertura del complejo. Esta torsión local provoca una 

tensión entre los pares de bases del promotor que facilitaría su separación posterior. Es importante 

considerar que todos los cambios conformacionales mencionados son espontáneos, ya que que 

esta propiedad influye directamente en su modulación, 

Todas las subunidades de Ect 7  o participan en las interacciones con el ADN, 

especificamente, a" contacta a la posición -3 en la cadena no codificadora, mientras que .1a 

subunidad í3 contacta a la posición +3 en la burbuja de transcripción (162), También se ha 

encontrado una fuerte asociación, aunque menos específica, de la subunidad B' con la cadena no 
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codificadora (13). Por otro lado, el extremo carboxilo de la subunidad a comprende un dominio 

indepbndiente, capaz de dimerizarse y unirse a ADN en ausencia del resto de la polimerasa. El 

contacto de este dominio con el ADN es en el sitio UP, localizado arriba del promotor (22)). 

Fuerza y eficiencia del promotor - El termino fuerza del promotor engloba aspectos 

cuantitativos de la formación del complejo cerrado, su isomerización y la iniciación de la síntesis 

de ARN, incluyendo la regulación de estos pasos por proteínas reguladoras. La fuerza de un 

promotor tiene componentes intrínsecos (dependientes de. la secuencia) y externos (dependientes 

de otros factores). 

Existen dos partes de la definición de la fuerza de un promotor. La primera es un 

componente de equilibrio, que relaciona el grado de ocupación del promotor (complejo cerrado) 

que puede obtenerse con una concentración de 6570  dada. El segundo componente és cinético y 

relaciona la velocidad a la cuál se isomeriza el complejo de cerrado a abierto. La fuerza del 

promotor puede definirse como el producto de la Constante de equilibrio para la formación del 

complejo cerrado y la constante cinética de formación del complejo abierto (183). 

Estos parámetros pueden evaluarse por separado de manera experimental por medio del 

ensayo de iniciación abortiva de McClure et al. (109), que aprovecha que durante • las primeras 

etapas de la iniciación el transcrito es relativamente inestable y el complejo de transcripción es 

susceptible de abortar pequeños productos. En este ensayo, los transcritos se sintetizan utilizando 

solo algunos de los cuatro ribonucleót.idós necesarios para la formación del transcrito completo. 

Midiendo el tiempo necesario para la producción a tasa constante de estos transcritos abortivos, 

uno puede determinar la constante de equilibrio y la constante de isomerización del complejo. 

Valores típicos obtenidos para promotores de E. culi van de 107  a 109  M-.1 para .1a constante de 

equilibrio y de 10-1 a 10-3 seg-t para la constante de isomerización. 

Después de que los primeros residuos - del transcrito naciente se han polimerizado. 

complejo de iniciación se convierte en - un complejo estable de elongación. Esta conversión 

involucra la liberación del factor a, disociación del promotor y un cambio conformacional mayor 

en la polimerasa básica del complejo El promotor no es accesible a otra Ea70  hasta que la 

conversión al complejo de elongación de la molécula asociada en el ciclo previo se completa. Estos 

procesos se conocen corno la etapa de desalojo del promotor, las cuales se describen con la misma 

constante cinética. Adicionalmente, dada la inestabilidad del complejo de iniciación, solo una 

fracción de todos los eventos de iniciación entrarán ala etapa de elongaCión. La tasa de desalojo de 

un promotor determina la disponibilidad de éste para ser ocupado por otra Ea70  (183). 

Basados en las consideraciones anteriores, es obvio suponer que cada promotor de una 

clase de especificidad sea caracterizado por una eficiencia particular de iniciar la transcripción. No 

todos los eventos de entrada de la ARNP dentro de la secuencia codificadora- de un gene van a ser 

exitosos, y el tamaño de esta fracción depende directamente de todos-  los factores mencionados 



hasta ahora. Aún mas, la tasa a la cuál se van a producir transcritos de tamaño completo y 

funcionales va a ser menor que la tasa de entrada a elongación. Esto se debe a que la polimerasa no 

siempre llega hasta el final del operón por terminación prematura. 

Control de la eficiencia de un promotor por factores reguladores - La eficiencia de la 

transcripción es modulada por la interacción entre factores que actúan en trans y sitios que actúan 

en cis, Un factor que actúa en trans es el producto de un gene regulador, usualmente una proteína 

pero también puede ser ARN. Un sitio que actúa en els en el ADN es una secuencia que funciona 

al ser reconocida in sito, no tiene función codificadora y puede regular solamente aquellas 

secuencias que se encuentran físicamente contiguas a ella. 

• La capacidad de la ARN polimerasa de iniciar la transcripción en el promotor es disminuida 

o aumentada por otras proteínas. Aquellos genes que sean activos a menos que se apaguen son 

represibles, mientras que aquellos genes que sean activos solamente cuando se les enciende son 

activables. 

Una proteína represora previene que la ARNP se una al promotor o que active la 

transcripción al unirse a una secuencia específica, llamada operador, que usualmente se encuentra 

localizada alrededor del inicio de la transcripción. Los operadores son secuencias cortas y 

frecuentemente palindrómicas, mientras que el represor es usualmente un homomultímero cuya 

simetría refleja la de su secuencia de unión. La capacidad del represar de unirse al operador 

depende de la presencia de una molécula pequeña, un inductor (usualmente el sustrato de la enzima 

codificada por el gene) que previene al represor de unirse mientras que un corepresor lo activa. El 

mismo represor puede controlar múltiples blancos que contengan la secuencia del-  operador. 

En contraste, otros promotores no pueden ser reconocidos por la • ARNP, o son 

reconocidos pobremente, a no ser que un factor regulador positivo (activador -1 se encuentre 

presente. A su vez, las proteínas activadoras pueden ser reguladas por moléculas pequeñas 

(efectores) o por modificaciones postraduccionales (fosforilación, oxidación, etc.). que median la 

respuesta a las necesidades de la-  célula al transducir otras señales qUírnicas, incluyendo la 

concentración de sustratos, cofactores y mensajeros secundarios. Adicionalmente, la- síntesis de 

los mismos activadores puede ser regulada por procesos metabólicos. 

Las proteínas activadoras estimulan la eficiencia de diferentes promotores de.  E. cali de 

varias maneras: ya sea incrementando la afinidad de Ea". por el promotor a nivel 'de formación de 

complejo cerrado, incrementando la tasa de isomerización a complejo abierto o aumentando la 

velocidad de desalojo del promotor por el complejo de iniciación (183). Los represores están 

sujetos a los mismos tipos de control metabólico y de desarrállo que los activadores. Un represar 

puede bloquear un promotor completamente y entonces elitninarlo del grupo que compite par 

Ea", previniendo (en un sentido de equilibrio) la forMación del complejo cerrado.. También es 

posible que el represar interfiera la isomerización del complejo cerrado a abierto o el proceso de 
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desalojo del promotor (183). 

Interacciones entre factores de la transcripción - La activación o la represión de la iniciación 

de la transcripción puede involucrar más de una proteína reguladora, Los factores de la 

transcripción pueden interactuar de manera acoplada o cooperativa para formar complejos 

reguladores, caracterizados por mayor afinidad o estabilidad. 

El ensamblaje de los complejos reguladores involucra múltiples interacciones entre 

proteínas y ADN, como por ejemplo, la unión secuencial de los reguladores y E070  al ADN, 

donde la constante de equilibrio de unión de cada factor aumente al incorporarse el siguiente. Las 

especificidades de los contactos proteína-proteína entre Et77° y los factores de transcripción son 

determinadas a través de segmentos cortos en la superficie expuesta de cada componente. 

Se han identificado dos regiones de E&° involucradas en la interacción con varios factores 

de la transcripción, una en el extremo carboxilo de la subunídad a y otra en el extremo carboxilo 

del factor a", Entre los factores que interaccionan con el carboxilo de a se encuentran: Ada, TrpI, 

OxyR, OmpR, Crp e ILIF (81). Entre los que interactuan con el extremo caro►exilo del factor a70  

se conocen PhoB y Crp (81). La posición relativa de los sitios de unión a ADN de los factores es 

dependiente del tipo de interacción que tengan con Ec570, por ejemplo, cuando CRP contacta el 

carboxilo de ct se une en la posición -60 (uxuA o hit.), mientras que cuando contacta con el 

carboxilo de a el sitio se sobrepone con el promotor (gol) (81). 

Comparación con el modelo eucariótico - La ARNP bacteriana y la eucariótica se 

componen de múltiples subunidades, a diferencia de las mitrocondriales o de Pagos; que constan 

de una sola subunidad, Como se mencionó anteriormente, la ARNP bácteriana consta de 5 

subunidades, mientras que la ARNP Il eucariótica está compuesta de por lo menos por diez 

subunidades. Las dos subunidades mayores de la ARNP 11 están claramente relacionadas a nivel 

de secuencia con las subunidades 6 y 13' de su homóloga bacteriana, También se han identificado 

otras dos subunidades con cierta similitud con la sUbunidad a (200). 

.ARNP II reconoce promotores conteniendo la secuencia TATA alrededor de la posición-

25 y/o un motivo iniciador en la posición +1, aunque también se han identificado proniotores 

carentes de- estos elementos. El complejo. de iniciación formado por ARNP II puede ser -

ensamblado in vitro, condición bajo la cuál ha sido intensamente estudiado. Algunos otros factores 

secundarios participan en la formación del complejo cerrado. De estos, TBP, THIB. TRIE y 

TFIIF presentan una similitud poco significativa con cr70  (49). 

En contraste con Ect7°,1a cual lleva a cabo la isomerización del complejo cerrado a abierto 

espontáneamente, ARNP II requiere de la hidrólisis de ATP. EXisten evidencias de la fosforilación 

de un dominio localiiado en el extremo carboxilo de la subunidad grande,.el cual consta de un 

heptapéptido repetido 26 veces en levadura y 52 veces en mamíferos. Aparentemente se requiere la 

fosforiladión intensiva de este dominio para el desalojo del promotor. Interesantemente, también se 
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requiere de la hidrólisis de ATP para la función de proteínas carentes del extremo carboxilo, por lo 

que este nucleótido pudiera tener al menos dos papeles diferentes en la isomerización del complejo 

cerrado (94,142,187). 
Al igual que Ea", el complejo cerrado formado por ARNP II pasa a través de una fase de 

transcripción abortiva en la cuál algunos transcritos pequeños se sintetizan antes de la formación 

de un complejo estable de elongación (102). Aparentemente al entrar en la fase de elongación 

algunos de los factores iniciales se disocian de la holoenzima. 

Factores sigma (a) 

Los factores a confieren especificidad a la enzima básica de la ARNP bacteriana para el 

reconocimiento de promotores. Existen dos grandes familias de factores a, una relacionada a la 

secuencia del factor a", el factor primario en E. coli, y la otra relacionada a 04, un factor 

alternativo en E. coli originalmente caracterizado por su papel en la transcripción de genes 

regulados por la fuente de nitrógeno. La existencia de factores a alternativos provee una forma 

coordinada de regular la expresión génica en respuesta a condiciones cambiantes o a patrones de 

desarrollo. 

Familia de am - Todos los factores de la familia de a70  reconocen promotores compuestos 

por dos elementos localizados aproximadamente en las posiciones -10 y -35 con respecto al inicio 

de la transcripción y separados por 15 a 20 pb de secuencia no conservada (Tabla 1). La 

localización y el espaciamiento exactos son específicos para cada factor a. Las holoenzimas 

formadas con cualquier factor de esta familia son capaces en principio de isomerizar el complejo 

cerrado a abierto en ausencia de factores externos aunque es frecuente encontrar que se regulen por 

otros elementos en trans (activadores o represores). 

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

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

relajadas (20) y en los alternativos, que se encuentran más representados bajo condiciones de 

estrés (choque de calor, escasez de fuentes de nitrógeno, diferenciación, etc). Hasta el momento se 
han caracterizado ambos tipos de factores en bacterias gram-positivas y gram-negativas (ver Tabla 
1). 

La secuencia deducida para las proteínas de los factores primarios presentan gran similitud, 

desde 99% de identidad entre las secuencias de E. culi y Sahnonella thyphimuriutn,hasta 51% 
entre las secuencias de C'hlamydia trachomatis y de Staphykeoteus aureus. Una comparación 
equivalente de las secuencias de factores alternativos demostró una similitud promedio de 20 a 

30% de identidad. Cabe recordar que estos valores corresponden a la comparación de proteínas 
involucradas en funciones diversas de organismos no relacionados (65). 
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Con base en estas comparaciones se identificaron cuatro regiones conservadas entre todos 

los factores estudiados (Figura 4). La región 1, localizada en la porción ámino terminal, se 

encuentra presente solamente en los factores primarios, mientras que las regiones 2, 3 y 4, 

localizadas en la segunda mitad de las proteínas, están presentes en todos. La región 2 se divide en 

cuatro subregiones (2.1, 2.2, 2.3 y 2.4) y la región cuatro en dos subregiones (4.1 y 4.2). La 
subregión 4.2 presenta un motivo hélice-vuelta-hélice (HVH) similar al que se ha demostrado 

participa en la interacción con ADN en otras proteínas y es aparentemente responsable del 

reconocimiento del elemento -35 del promotor (65). La subregión 2.1 esta probablemente 

involucrada en la unión con la enzima básica, mientras que la subregión 2.4 participa en el 

reconocimiento del elemento -10 del promotor (65). Los determinantes de activación de an, con 

respecto a la separación de las cadenas del promotor, se encuentran localizados en las subregiones 

2.1 y 2.3 (65). 
Las subregiones 2.4 y 4.2 se encuentran altamente conservadas entre los factores 

primarios pero no entre los otros miembros de la misma familia. Esto es consistente con su 

función de reconocimiento de promotores, ya que los factores alternativos varían 

considerablemente en cuanto a la secuencia específica que reconocen. 

Familia de a54  - El factor de iniciación 054  fue identificado originalmente por su papel en 

la transcripción de genes regulados por la fuente de nitrógeno, como por ejemplo el gene 

estructural para la glutarnina sintetasa en E. con (72,80). Desde entonces se ha demostrado su 

. participación directa en la regulación de la transcripción de genes involucrados en la fijación de 

nitrógeno, biosíntesis de flagelo, biosíntesis de pili, catabolismo de tolueno y xileno, etc. (44). 

Recientemente se caracterizó una proteína homóloga tanto funcional como estructuralmente en B. 

subtilis, una bacteria gram-positiva (42). 

A pesar que se utiliza el nombre 4+i4  (peso molecular en kD de la proteína de E. coli) para 

identificar a los componentes de esta familia, el peso molecular de las distintas proteínas varia de 

47 hasta 59 kD. Sin embargo, y aunque existen otros nombres para este factor (aN, RpoN, NtrA) 

03" es el más conocido. La comparación de la secuencia de aminoácidos de factores de diferentes 

organismos permitió identificar tres regiones, dos de ellas fuertemente conservadas (Fig. 5). La 

región I se localiza en el extremo mino terminal de la proteína y las predicciones de su estructura 

sugieren que es rica en a-hélices. También comprende una región de cerca de SO aminoácidos 

ricos en glutarninas y leucinas. La región II, de entre 60 y 110 residuos de longitud, es altamente 

ácida pero no está notablemente conservada. En bacterias entéricas, los primeros 33 residuos de 

esta región se designan como la repetición de trímeros ácidos, ya que cada tercer aminoácido posee 

una carga neta negativa (157). La región III es una región compleja de aproximadamente 400 

residuos, localizada en el extremo carboxilo terminal de la proteína y contiene dos posibles 

motivos HVH y una secuencia de 10 residuos altamente conservada conocida como la "caja 



RpoN" (112,192) 

Transcripción de promotores dependientes de as4  

Reconocimiento del promotor - Las proteínas de la familia a54, a diferencia de las de la 
familia a70, reconocen promotores con la secuencia consenso 5'-TGGCAC-N5-TTGCA-3', 

localizados 11 pb arriba del inicio de transcripción. Los dos elementos invariables de estos 

promotores son el doblete GO en la posición -24 y el par GC en la posición -12, razón por la cuál 

se les conoce como promotores -241-12 (170). Tal como se mencionó anteriormente, gran 

variedad de genes, con muy diferentes funciones, son transcritos a partir de promotores de este 

tipo (91). 

Dos porciones de la secuencia de c154  presentan una estructura probable de HVH pero solo 

una de ellas (localizada entre los residuos 366-386 en K. pneumoniae) es necesaria para el 

reconocimiento de la posición -13 del promotor (37,113). Deleciones de la región 111 que incluyen 

este motivo abolen la interacción con el elemento -12, sin afectar la unión a ADN por medio del 

extremo carboxilo de la proteína, probablemente mediante la interacción con el elemento -24 (193). 

Cerca de la estructura HVH se encuentra otra porción de la proteína que contacta directamente al 

ADN, tal como se demostró por medio de la formación de enlaces covalentes entre ellos por luz 

ultravioleta ("UV crosslinks"). Esa subregión tiene una estructura probable de a-hélice (28). 
Formación del complejo cerrado con Ea54  - Al igual que 674, 054  se une a la polimerasa 

básica en una relación 1:1 (80). Sin embargo, a54  no comparte las regiones identificadas en a70 

como involucradas en la interacción con la polimerasa básica (subregión .2.1, Fig, 4). Tampoco 
comparte el mecanismo de unión al promotor, ya que a54  no requiere asociarse previarbente a la 
polimerasa básica (16), por el contrario, oso  es responsable de todos los contactos detectados 
entre Ea54  y el ADN, localizados en la misma cara de la doble hélice entre liLs posiciones -31 y -5 

y funcionando como un intermediario-adaptador dentro del complejo (16,24). Por lo tanto, el 

primer paso para la formación de complejos cerrados con Ea54  es la unión de a54  al templado y 
solo posteriormente se adiciona la polimerasa básica, la cuál estabiliza la interacción a54-ADN 
(16). 

Como ya se mencionó, no se han detectado contactos del promotor con las subunidades a, 
a o B' en Ea54, por lo que las diferencias observadas en los perfiles de interacción del promotor, 
ya sea con a54  o con la holoenzima, se deben probablemente a cambios conformacionales de a54  
inducidos por la polimerasa básica (129). Estos cambios conformacionales dependen de la 
secuencia del promotor, sugiriendo que existen diferentes arquitecturas para los complejos 
cerrados (27,123). 

Las funciones de unión al promotor y a la polimerasa básica son independientes en Cr54  y 
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se pueden separar mediante la deleción de los residuos 178 al 183, con lo que se genera una 

proteína incapaz de unirse a la polimerasa básica sin lesionar su unión a ADN (193). Por otro 

lado, esta región es un dominio independiente ya que conserva su capacidad de unión a la 

polimerasa básica si se aisla del resto de (354  (residuos 107 a 303) (29). Ambas evidencias 

coinciden en indicar que los determinantes de a5•1  para la unión con la polimerasa básica están 

localizados en el extremo carboxilo de la región 11.1 (Figura 5). La composición de este dominio es 

ácida-hidrofóbica, y sustituciones puntuales, tanto de los residuos ácidos como de los 

hidrofóbicos disminuyen notablemente la función de unión a la polimerasa básica (172). Es 

posible que el uso de un motivo ácido para la unión a la polimerasa pudiera ser importante para la 

modulación de la actividad de la holenzima de forma tal que ocasione que el complejo formado con 

el promotor se mantenga cerrado en ausencia del activador (193). No se ha determinado aún la 

subunidad de la polimerasa básica con la que interacciona 054, aunque se sabe que no es con el 

extremo carboxilo de la subunidad a, como se ha demostrado para otro activadores (97). 

A pesar de establecer un contacto estable con el promotor, 654  no promueve por sí misma 

la isomerización del complejo cerrado a abierto, ni siquiera en presencia de.los activadores (16). 

Por tanto, la formación de un complejo cerrado activable depende de alguna interacción crítica 

entre 0'34  y la polimerasa básica. Se ha observado que la unión de Ea54  al promotor trae como 

consecuencia una distorsión local del ADN dentro del complejo cerrado, en posiciones adyacentes • 

al elemento -12 (16,129), lo que recuerda al complejo intermedio obserVado en algunos 

promotores dependientes de &Po (Fig. 2). Esta distorsión depende estrictamente de la formapión 

del complejo, y no se observa cuando 0-54  se. une solo (16). La distorsión local es evidente como 

un sitio hipersensible a reactivos químicos que indican un desempalme entre bases más que la 

separación de las cadenas. 

Aparentemente, el ADN requiere ser desenrollado localmente por la holoenzima como una 

condición crítica para la isomerización del complejo, en consecuencia, el factor a no solo tiene un 

papel en el posicionamiento específico de la polimerása sobre el promotor, sino también en el 

cambio conformacional del complejo. Con Ed54  la distorsión se detecta inicialmente alrededor del 

elemento -12 y se propaga hacia el sitio de iniciación de la transcripción, donde finalmente se 

localiza, cuando una proteína activadora interaetua con el complejo cerrado (129), mientras que 

con Ea70  la distorsión es interna a los elementos del promotor.  (41). La distorsión alrededor del 

elemento -12 podría tener un segundo papel, ya-  que en el caso de ser estabilizada dentro del 

complejo cerrado (como aparentemente Sucede) crearía una barrera energética a vencer pór el -

activador para la formación de la burbuja de transcripción (129). En conchisión, la distorsión de 

las bases del ADN se encuentra nucleada dentro del Complejo iformado con Ea54  y se define en -

parte por los contactos existentes con el prómotor, pero dependiendo de las interacciones de la 

polimerasa básica con 054. 
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Los determinantes de reconocimiento del promotor han sido asignados al amino terminal 

de 04. Una proteína conteniendo una deleción en fase de 13 residuos de la región I (del 18 al 31) 

tiene una mayor afinidad reconocimiento del promotor, pero no contacta ni distorsiona el ADN en 

la región -12, ni tampoco lleva a cabo la isomerización a complejo abierto (27,129,157,193). Esta 

región se caracteriza por la presencia de repeticiones regulares de leucinas, alternando una serie de 

seis leucinas separadas por seis residuos entre ellas (llamada hexada) con una de cuatro leucinas 

separadas por siete residuos (llamada heptada). Otra copia de la heptada se localiza en el extremo 

carboxilo de la región I.II, aunque no se le ha identificado ninguna función. Estas secuencias 

presentan similitud con un motivo caracterizado en reguladores eucarióticos, llamado "zipper" de 

leucinas, el cuál forma dos hélices antipáticas que interactuan entre sí para formar un dominio de 

unión a ADN (93.182). 

Las variaciones observadas tanto por la deleción corno por saturación de sustituciones de 

estas leucinas, coinciden en indicar su papel en el reconocimiento del elemento -12 pero no en la 

unión al ADN por medio del contacto con otros residuos (74). Esta región tiene un papel complejo 

en la función de a54, ya que la derivada con la deleción no sufre el cambio conformacional 

inducido por la polimerasa básica en la proteína silvestre. En base a esto se ha propuesto a esta 

región corno sensata y transductora de la presencia de la polimerasa básica al promotor, un 

requisito indispensable para la isomerización del complejo cerrado (27). Mutaciones puntuales a 

saturación de las leucinas contenidas en esta región liberan .acc54  de la necesidad de un activador 

para la isomerización del complejo (184), enfatizando su papel como parte de un mecanismo que 

inhibe la función de apertura del complejo. 

Formación del complejo abierto - La región.  de a" involucrada en la activación del 

promotor, o sea. del cambio conformacional de la holoenzima qüe• cataliza- la separación de 

cadenas de ADN y da origen de la burbuja de transcripción corresponde al extremo amino terminal-

de la proteína. Esta región se caracteriza por la presencia de los- residuos de leucina que participan 

en la isomerización del complejo - y que se encuentran- intercalados' entre residuoá de glutarnina 

(Figura 5). 

- Pequeñas deleciones del extremo amino terminal de.  (154, carentes de loS residuos 2 a 16, 

51 a 76 y 18 a 31, dejan de isoinerizar el complejo abierto sin que su capacidad de interaccionar 

con ADN se vea modificada (157,193). Mutaciones puntuales a saturación de -estas glutaminas 

presentan el mismo fenotipo (75). La duplicación de una fracción interna de esta región también 

modifica la capacidad de isomerización (ver más - adelante), todo lo cual indica_ que esta región 

forma el dominio de activación. 

Una porción de la región-  II compuesta por residuos ácidos alternados, denominada 

repetición de trímeros ácidos y localizada entre los residuos 48 y 81, es indispensable para la 

isomerización del complejo a temperatura ambiente (157). Este motivo se encuentra involucradó en 

14 



la modulación de la tasa de formación del complejo abierto, probabletnente al disminuir la barrera 

energética impuesta por los puentes de hidrógeno de la doble hélice (157). Una proteína NifA que 

contiene una duplicación discreta de esta porción es más eficiente que la proteína silvestre en 

cuanto a la velocidad de formación, pero no en cuanto al rendimiento (192). Interesantemente 

ambas proteínas mutantes son igual de eficientes que la silvestre a bajas temperaturas. 

Los resultados anteriores indican fuertemente que el amino terminal de 054  contiene todos 

los determinantes de activación del complejo de iniciación, intercalados de una forma por demás 

compleja, lo que ha dificultado su análisis. Se ha propuesto recientemente un modelo integrado en 

el cuál el activador contacta con las glutaminas de 054  para generar un cambio conformacional que 

libera a la holoenzima del bloque impuesto por el motivo de leucinas. Existen evidencias de este 

cambio conformacional, al observarse diferencias en el perfil de protección del ADN por EcT54  

durante la activación (16,17). En el modelo, éste cambio conformacional expondría los residuos 

ácidos sobre la doble cadena del ADN, creando un microarnbiente de repulsión electrostática que 

solo podría aliviarse al separarse la doble cadena, dando origen a la bárbuja de transcripción 

192). 

Adicionalmente a las glutaminas localizadas en el extremo amino terminal, otras porciones 

de la proteína también participan en el contacto con el activador. Específicamente, se ha logrado 

identificar a la Cis307 de 054  COMO sitio de contacto con la proteína activadora DctD, aunque por 

el momento no se sabe si este residuo es indispensable para la activación (99). 

La característica más interesante del proceso de isomerización del complejo por Ea54  es su 

estricta dependencia por un activador. Algunos activadores de E a70  incrementan la transcripción al 

estabilizar la interacción de la holoenzima con el promotor y facilitar la isomerización espontánea 

del complejo. En contraste, los activadores de Eer54  requieren para su función de la hidrólisis de 

ATP simultánea con la isomerización del complejo (44). Como ya vimos, se considera que la 

energía obtenida de la hidrólisis es transducida a la holoenzirna, la que a su vez la utiliza para 

superar algún tipo de barrera energética, probablemente a través de cambios conforinacionales. 

Wedel y Kustu (185) establecieron un sistema experimental que les permite la caracterización de la 

naturaleza de esta barrera al estudiar las formas que adoptan los complejos de iniciación al decaer, 

considerando corno opciones iniciales una barrera cinética o una barrera termodinámica. 

Dado que la isomerización de un complejo cerrado estable no se lleva a cabo si el activador 

no puede hidrolizar ATP aunque todos los demás componentes se encuentren presentes, sumado a 

que una vez formados, los complejos abiertos decaen muy lentamente, hace muy probable la 

existencia de una barrera cinética entre las dos formas. Adicionalmente. la  posición de equilibrio 

termodinámico entre las dos formas del complejo favorece a los cerrados, es decir, que la energía 

libre de los complejos cerrados es menor que la de los abiertos, por lo que la isomerización no 

ocurre espontáneamente. Por lo tanto, la barrerá energética posee anibos componentes, uno 
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cinético y uno termodinámico. También se demostró que el activador abandona el complejo de 

inciación una vez se ha isornerizado, por lo que la transmisión de la energía debe estar acoplada 

entre la hidrólisis de ATP y la isomerización. 

Adicionalmente de la transducción de la energía derivada de la hidrólisis de ATP para 

promover el cambio conformacional de la holoenzima, Wedel y Kustu exploraron la posibilidad de 

que el activador pudiera canalizar la energía hacia la separación de las cadenas del promotor, 

funcionando como una helicasa sitio-específica. Los autores utilizaron una serie de promotores 

pre-abiertos, es decir, con la porción equivalente a la burbuja de transcripción en forma 

heterOduplex, Ea54  no es capaz de iniciar la producción de un transcrito normal en ninguno los 

heterodupiex probados en ausencia del activador, con lo que se descarta que la separación de 

cadenas sea el paso limitante y que el activador funcione corno helicasa. Para 15c17°, se ha 

demostrado que la enzima comienza la transcripción espontáneamente a partir de un templado pre-

abierto en ambas direcciones aunque no contenga secuencias similares a los motivos consenso, 

con lo que se demuestra que para promotores dependientes de a70  el paso limitante es el 

establecimiento de la burbuja de transcripción (173). Todo esto indica que - Ecr54  utiliza la energía 

transducida por el activador para efectuar una labor mecánica, es decir el cambio conformacional 

del complejo qué lleve a la apertura de la burbuja de transcripción (17,144). 

Como conclusión, es aparente que el cambio conformacional de Et554  es el paso limitante 

para la formación del complejo abierto, no la separación de las cadenas (185). También lo" sufre 

un cambio conformacional durante la transición del complejo cerrado al complejo intermedio (Fig. 

2) y en ambos casos, el cambio precede la separación de las cadenas, pero solo Ea54  necesita 

superar una barrera energética intrínseca que estabiliza el complejo cerrado, por medio de la 

hidrólisis de ATP por un activador. Esta barrera puede suprimirse artificialmente al sustituir una 

serie de leucinas en el extremo amino terminal de 054  (184), lo que indica que 054  posee todos los 

determinantes estructurales - necesarios para la formación del complejo cerrado estable y de su 

posterior isomerización. 

Características generales de la familia de proteínas activadores de promotores 

dependientes de <354  

Como ya se ha mencionado, una de las características más sobresalientes de los 

promotores activados por Eol4  es su dependencia por una proteína activadora, cuyo papel es, 

aparentemente, el de transducir la energía derivada de la hidrólisis de ATP para la inducción de un 

cambio conformacional que permita la isomerización del complejo cerrado y el establecimiento del 

complejo de elongación. 

Este mecanismo de reacción presenta características poco frecuentes en procariotes: la 
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extraordinaria estabilidad de los complejos cerrados formados por Ea54, la dependencia estricta de 

una proteína activadora, la necesidad de hidrolizar ATP, etc. La conservación de estas 

características es notable y ha sido muy fácil encontrar similitudes entre los numerosos regalones 

de este sistema, tanto a nivel mecanístico como estructural. [..a composición y estructura de las 

proteínas activadoras no es la excepción. A continuación revisaremos las generalidadeS 

encontradas entre los miembros de la familia para centrarnos posteriormente en el mecanismo de 

reacción de las tres más estudiadas. 

Desde que se obtuvieron las primeras secuencias deducidas de elementos de esta familia, 

fué evidente la notable conservación de su organización general (46,152), especialmente la 

presencia de módulos con funciones similares. Posteriormente se demostró que se trata de 

dominios funcionales, es decir, que poseen una función y una estructura local específica, y que 

conserva ambas al ser separados del resto de la proteína. Normalmente los dominios están 

enlazados entre sí por porciones flexibles y poco conservadas (194). Esencialmente, las proteínas 

de esta familia contienen tres dominios: el amino terminal, el central y el carboxilo terminal. E 	1 

dominio amino terminal se encuentra poco conservado e incluso puede no existir (128). Este. 

dominio corresponde al módtilo receptor de la señal en aquellas proteínas que forman parte de un 

sistema sensor-activador de dos componentes (128). El dominio central se encuentra muy 

conservado y se ha demostrado que está involucrado en la interacción con Ea54  y conserva su 

capacidad de activación aislado del resto de la proteína (76,78). El dominio carboxilo terminal está 

poco conservado, a excepción de una estructura semejante a una 1-1V1-1 involucrada en la unión 

específica al ADN, al igual que el amino, conserva su función de unir ADN aislado-del resto de la 

proteína (124). 

Interesantemente, las proteínas activadoras TyrR de E. culi y NtrC de R. capsulatus 

presentan la identidad suficiente con otros miembros de esta familia como para considerarlas 

homólogas, sin embargo no interaccionan con Ea54, sino con Ea" (55,79,83). Ambas proteínas 

carecen de una subregión altamente conservada de 15 residuos localizada- en el -dominio central que 

podría estar involucrada en la interacción con a54 . Morett y Segovia propusieron que estas 

proteínas eran originalmente activadores de promotores dependientes de a54  que cambiaron su 

especificidad al perder esta subregión (128). 

Mecanilmo de NtrC La proteína NtiC (nitrogen regulatoty protein C) es el regulador 

central de la transcripción de los genes estructurales para las enzimas involucradas en la 

asimilación de armonio. Fue identificada originalmente en bacterias entericas (K.pneuntoniae, 

col' y S. thyphimurium), donde ha sido. intensamente caracterizada, especialmente en la 
transcripción del gene ginA, el cual codifica para la glutamina sintetasa, enzima clave para la 

asimilación de amonio. NtrC se une a cinco sitios en la región reguladora de este. gene en E. cali, 

pero hasta con los dos localizados en las posiciones -140 y -108 antes del inicio de la transcripción 
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para obtener una expresión máxima. Estos dos sitios presentan un comportamiento similar a los 

"enhartcers" eucarióticos (Lo enhance - aumentar, incrementar): funcionan eficientemente a grandes 

distancias del promotor, tanto antes como después del inicio de la transcripción y en cualquier 

orientación (132,149). 

Aunque la proteína nativa puede unirse a estos sitios con alta afinidad, solamente 

fosforilada puede llevar a cabo la función de activación. La fosforilación de NtrC es catalizada por 

NtrB (una histidina cinasa), y juntos forman parte de un sistema sensor-activador de dos 

• componentes (141). El circuito controla la función de NtrC corno activador en respuesta a la 

disponibilidad de nitrógeno combinado al modular el estado de fosforilación de la proteína, 

aumentando la fracción foSforilada en condiciones lirnitantes de nitrógeno (104,131). El tamaño de 

esta fracción no se controla directamente por la reacción de fosforilación, sino por la contraria de 

defosforilación, también dependiente de NtrB (84). La fosforilación de NtrC tiene dos 

consecuencias: (i) un importante incremento en la unión cooperativa de NtrC-P como díptero a los 

dos sitios en la región reguladora de ginA, y (ii) un cambio conformacional que activa a NtrC 

como ATPasa (3,115,189). 

De acuerdo a la organización general de los miembros de la familia de activadores de 

promotores dependientes de d4, la mayor parte de las actividades de NtrC han sido asignadas a 

uno de sus tres dominios (Fig. 6A). El dominio amino está muy conservado y contiene al sitio de 

fosforilación (87,119,155). El dominio central es homólogo al presente.en todos los activadores • 

de la familia y es capaz de. activar la transcripción en ausencia del resto de la proteína, lo que • 

implica que contiene los determinantes de contacto con Ea54  (76,128). Este dominio también 

contiene el sitio de unión de ATP y excepto en NtrC de R. capsulatus, la secuencia propuesta por 

Morett y Segovia corno probable sitio de interacción con (554  (128,189). Los determinantes para la 

dimerización y la unión a ADN se localizan en el extremo carboxilo (86,135,145,161).. El 

determinante para la cooperatividad de la unión de NtrC-P al ADN parece estar dividido en dos 

componentes, uno localizado en el dominio amino y el otro en el central (33). 

La La función de los sitios de unión para NtrC es aparentemente la de aumentar la 

concentración local de la proteína en la cercanía del promotor, con el. fin de asegurar una -

interacción exitosa con Ea54. Por. medio del uso de concatemeros se demostró que el sitio - dé 

unión no requiere estar en cis, pero es necesario que se.encuentre cercano al promotor (186). La 

activación de.Ea54, a diferencia de la 1.1(. 770, se lleva a cabo a distancia. Específicamente, los sitios 

de unión para NtrC se encuentran distantes de la polinierasa y no es posible un contaeto directo 

entre las dos estructuras. Observaciones directas de este complejo en el microscopio electrónico 

indican que la interacción ocurre mediante el doblez del ADN intermedio (169),-  lo que ya había-

sido propuesto anteriormente en base a.evidencias genéticas (118) y.qtre parece ser una condición 

universal para este tipo dé complejos (44). 
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Mecanismo de DctD - La proteína DctD es otro de los activadores de promotores 

dependientes de a54  que se han estudiado a fondo. Esta proteína regula la transcripción de una 

permeasa de ácidos dicarboxflicos (DctA) en respuesta a la concentración extracelular de estos 

compuestos, especialmente ácido succínico. Al igual que NtrC, DctD forma parte de un sistema 

sensor-activador de dos componentes junto con DctB. Dan se autofosforila bajo condiciones de 

inducción (presencia de ácido succínico) y transfiere ese fosfato al residuo 55 (ácido aspártico) de 

DctD (58). Dctd-P se une a un par de secuencias localizados alrededor de 75 pares de bases arriba 

del inicio de la transcripción de tic-1A tanto en R. 	como en R. legroninosanon (95). Ambas 

secuencias presentan simetría invertida y son ocupadas por DctD-P in vitro en respuesta a la 

concentración del activador. 

La fosforilación de DctD es indispensable para su función de activador transcripcional, al 

mismo tiempo que aumenta su afinidad ,por ADN (58). Por otro lado, en ausencia de DctB o en 

condiciones de no inducción (crecimiento en glucosa), DctD se une a ambos sitios, lo cuál ha sido 

interpretado como un mecanismo de reducción de la activación ilegítima de este promotor por NtrC 

(92,95). Sin embargo un exceso de DctD también impide la activación legítima por DctD-P, 

probablemente bloqueando su pegado a ADN (92). 

Ambos sitios de unión son necesarios para adquirir niveles máximos de inducción, aunque 

la afinidad de DetD-P por el proximal es de 50 a 100 veces - mayor que por el distal (96). La 

estructura de DctD-P en solución es aparentemente en forma de dítneros,.pero es probable que el 

grado de oligomerización de la forma activa sea mayor (100). Cinéticas de pegado a ADN 

obtenidas in vitro con variantes en los sitios de pegado indican que la unión de DctD-P es 

cooperativa y depende de un contacto específico entre las proteínas (96). 

A diferencia del comportamiento de los elementos del promotor ,izinit de E. culi, donde los 

sitios de unión para el activador (NtrC) conservan su funcionalidad independientemente de la 

distancia con respecto al promotor (35), los sitios de unión para DctD en el promotor de dctA • 

requieren de una posición específica (96). Este comportamiento es comparable al observado en el 

promotor glnH de E. coll donde inserciones entre el sitio de unión y el promotor anulan la.-

activación por NtrC (34). El drámatico efeCto posicional de los elementos de- estos dos ejemplos se 

debe a la participación de IHF (Integration Host Factor) una proteína di rnérica-  capaz.de doblar el - 

ADN en sitios específicos (63), la cuál participa en el establecimiento de una - arquitectura 

productiva a través de la imposición de restricciones topológicaS. Estas características estan 

presentes en todos los promotores dependientes de Ea54  que se han estudiado (44). 

La naturaleza modular de DctD es similar a la de los otros elementol - de la familia de 

activadores de promotores 054: el dominio amino contiene el módulo de recepción de la señal del 

sensor(DctB) y el sitio de fosforilación (82). El dominio central es capaz de activar transcripción • 

aislado del resto de la proteína y contiene al sitio de unión- de ATP (78). Resultados 'obtenidos de 
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la formación de enlaces entre DctD de R, meliloti y Ea54 indican que el dominio central está 

involucrado en la interacción con la holoenzima, específicamente, con am y con la subunidad Li 

(99). Estos datos coinciden con la región propuesta por Morett y Segovia como posible sitio de 

interacción con am (128). El dominio carboxilo contiene la estructura de reconocimiento del sitio 

de unión a ADN (82) (Fig. 611). 

No se requiere al dominio amino para la dimerización de DctD, lo cuál indica su indepencía 

del estado (le fosforilación de la proteína (66). Por tanto, los determinantes para la multimerización 

se localizan aparentemente en el dominio central. Adicionalmente, se demostró que una pequeña 

región del dominio amino (su extremo carboxilo) inhibe al dominio central en su función de 

activación (66). Esto contrasta con lo obtenido para NtrC, donde derivadas deletadas del dominio 

amino son incapaces de activar la transcripción (47). 

Una proteína DctD carente del dominio amino presenta una actividad de hidrólisis de ATP 

independiente de la fosforilación de la proteina (100). Como ya se mencionó anteriormente, la 

hidrólisis de ATP es un componente fundamental del mecanismo de activación de promotores 

dependientes de am y se ha propuesto que la energía obtenida se transduce al complejo cerrado 

para su isomerización (185). Estudios de iniciación de la transcripción de detA con esta proteína 

deletada confirman que existe una dependencia estricta de la isomerización del complejo con la 

hidrólisis de ATP (100). La actividad de ATPasa de esta derivada de DctD se estimula en presencia 

de ADN no específico, y notablemente más cuando el ADN contiene los dos sitios de unión 

canónicos (100). La cinética de la estimulación sugiere que el papel de los sitios de unión de un 

activador no es solamente incrementar la concentración local de éste, sino la de servir de templado 

para el ensamblaje de complejos multiméricos activos cerca de los promotores. 

Mecanismo dé NifA - NifA es el activador central de los genes involucrados en la fijación 

de nitrógeno en eubacterias, genes nif (15,53,139). Al igual que NtrC y DctD, Ni fA es un 

activador de promotores dependientes de a" y pertenece ala misma familia (46,114,128). Nif.A. 

conserva la estructura modular observada en el resto de los miembros de- la familia, pero a 

diferencia de DctD y NtrC, no es parte de un sistema de dos componentes y no requiere-  ser 

fosforilada. Probablemente debido a esta falta de función, el dominio amino de NifA es divergente 

y su longitud varía de 12 residuos en R. leguminosarwn bu. trifolii a 400 en Psendomonas 

syringüe, careeiendo del residuo de aspártico receptor del fosfato presente tanto en Dein como en 

NtrC (128). El dominio central es altamente Similar al de laS otras proteínas de la familia, 

compartiendo el sitio de pegado de ATP y el probable sitio de interacción con a(128), Al igual 

que con el de DctD, este domino aislado de NifA de R, meliloti y K. pneumónitle conserva sus 

propiedades-de control positivo (6,76) y contiene al sitio de inhibición por NifL en K. pneamoniae 

(6). Cuando NifA proviene de Rhizobeaceas contiene un fragmento extra, localizado entre los 

dominios central y carboxilo, caracterilado por cuatro residuos de cisteína conservados, 
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aparentemente involucrados en la inactivación de la proteína por oxígeno (Ver más adelante) 

(90,128). El dominio carboxilo contiene la estructura HVI-1 involucrada en el reconocimiento del 

sitio de unión a ADN (128) en un contexto poco conservado (Fig. 6C). 

La nitrogenasa es sensible a inactivación por oxidación y para restringir la pérdida 

energética que implicaría la síntesis improductiva de ésta enzima, por no mencionar las demás 

proteínas Nif y Fix, todos los organismos fijadores de nitrógeno han desarrollado estrategias de 

contención en respuesta a altas concentraciones de oxígeno. La estrategia seleccionada por 

Rhizobeaceas consiste en limitar la transcripción de los genes nif y fix a condiciones de 

microaerobiosis mediante una cascada reguladora que involucra a las proteínas 	FixK y 

NifA (53). 

En B. japonicum (y aparentemente en todas las especies de Rhizobium) la actividad de 

NifA, y por lo tanto la expresión de los genes nif, depende directamente de la concentración de 

oxigeno. Concentraciones atmosféricas de oxigeno producen la inactivación de NifA, que en estas 

condiciones ya no lleva a cabo la isomerización del complejo cerrado ni se une al ADN (125) y es 

más sensible a degradación (77,125). NifA sensa directamente la concentración de oxígeno a 

través de un cofactor metálico coordinado a la proteína mediante las cisteínas localizadas entre los 

dominios central y Carboxilo (90,128) (Fig. 5D), 

En K pneumoniae se ha observado un mecanismo diferente, donde NifA es inactivada no 

solo por altas concentraciones de oxígeno sino que también responde a la presencia de nitrógeno 

. combinado (121). La inhibición depende de NitL, la cual antagoniza la actividad de NifA de forma 

estequiométrica, sin involucrar la transferencia de fosfatos o cualquier otra forma de modificación 

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

sistemas acoplados de transcripción-traducción o con los componentes puros y se han observado 

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

derivada fusionada NifA-MaIE, ambas de K. pneumoniae, se detnostró que NifL• no sensa 

directamente la concentración de oxígeno o los niveles de compuestos nitrogenados, sino que 

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

NifA puros de A. vinélandii se demostró que la'inhibición por NifL es sensible á. la presencia de 

ATP y ADP, y que el segundo compuesto la estimula (51). El mecanismo propuesto involuéra la 

existencia de una conformación especifica de NifA al unir ADP, diferente a la adquirida cuando 

une ATP, susceptible de interaccionar con NifL, quedando en • consecuencia impedida de 

interactuar con E ei64  (126) al mismo tiempo que bloquea su actividad de ATPasa,•probableMente 

al ocupar el sitio de unión de ATP (51). Independientemente del mecanismo real de esta reacción, 

el extremo carboxilo terminal de NifL contiene todoS los deterMinantes necesarios para 

interaccionar con el dominio central de NifA (6,130). 

Al igual que el resto de las próteínas de la familia, NifA puede interaccionar con Pasa en 
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trans, pero funciona más eficientemente unida a secuencias especificas colocadas arriba del 

promotor (TGT-N10-ACA) (19,122). La mayoría de los genes Paf están precedidos por estos 

sitios, y se ha propuesto que la cantidad de ellos permite modular finamente la tasa de expresión de 

un promotor (67). Al igual que con NtrC y DctD, la interacción entre NifA y Eas4  es estabilizada 

por II-1F (44,73), facilitando su encuentro orientado y estimulando la transcripción de 10 a 30 

veces in vitro (73). El papel de IHF y la arquitectura que impone a la región promotora son 

aparentemente parte del mecanismo general de activación de promotores dependientes de CT54  (91). 
Esta estimulación ha sido demostrada específicamente para la expresión de varios genes nifH, el 

modelo más utilizado para el estudio de la actividad de NifA (30,156). La estructura del complejo 

fue observada en este promotor por medio de microscopía electrónica (73), comprobándose el 

doblez en el ADN sugerido previamente en base a evidencias genéticas (18). 

Se considera que IHF es utilizado por promotores débiles, es decir, sitios d.c baja afinidad 

por Ea54, para elevar su eficiencia. Esto coincide con la capacidad de IIIF para estimular 

diferentemente la expresión de varios promotores nif, donde mientras más lejana al consenso es su 

secuencia, son más sensibles a estimulación por este factor (156) (Fig. 7). 

Los genes nif de Rhizobium etil 

Rhizobiuni etli es la bacteria endosimbiótica más frecuentemente asociada a raíces de frijol 

aisladas de la región central de México (108). Anteriormente clasificada corno R. phaseoli á R. 
leguminosarum hv. phaseoli, recientes evidencias moleculares promovieron su separación como 

una nueva especie (160). Son bacilos gram-negativos aeróhicos capaces .de crecer en medio 

mínimo con ácidos dicarboxílicos corno la mejor fuente de carbono. Forma nódulos en raíces de 

frijol y es caracterizada a nivel molecular por la presencia de reiteraciones del gene nifil, así como 
la separación de los genes nodA y nodBC (178). La diversidad genética de aislados de esta especie 

es la mayor conocida para bacterias (143), lo cual sugiere que proviene de un linaje muy antiguo. 

Se han caracterizado hasta el momento en la cepa CE3, considerada la cepa tipo de esta 

especie, dos copias de los genes ti/JIM y tres de nifli (146) los cuales codifican para las enzimas 
nitrogenasa y nitrogenasa reductasa, asi como al gene nifA (61) cuyo producto ya fue descrito. 
También han sido donados los genes nodS (181), nodBC (178), nodA (178) y nodU (179) cuyos 
productos están involucrados en la síntesis y modificación de señales morfogénicas durante la 

interacción planta-bacteria. Adicionalmente, se requiere la integridad de algunos otros genes para 

un desarrollo óptimo del proceso simbiótico, aunque sus productos no erten directamente 

involucrados. De estos últimos, cepas de R. etli con una mutación en genes cuyos productos 
participan en la cadena respiratoria producen nódulos vacíos (163), mientras que cepas incapaces 

de producir algunos de los lipopolisacáridos presentan deficiencias de diversos grados en el 
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desarrollo del nódulo (31). 
Los genes estructurales para la nitrogenasa están organizados en dos operones 

(146) ubicados en el plásmido simbiótico en orientación directa y separados por 120 kh (60). 

Ambas copias se expresan en nódulo (127) y son necesarias para la expresión óptima de la 

actividad de nitrogenasa (151). La tercera copia de nifli se localizó como independiente de 

cualquier otro gene (146), y se ubica en el plásmido simbiótico entre las otras dos copias, en 

orientación invertida (60). Las copias de nifil asociadas a los operones se conocen corno copias a 

y b, mientras que la copia independiente se conoce corno e (60). 

Como se mencionó anteriormente, la presencia de reiteraciones de nifil es una 

característica de R. etli y ha sido observada en todos los aislados de esta especie (108). R. 
leguminosarum bv. phaseoli está relacionado con R. etli y comparte alguna de sus características 

simbióticas, como la presencia de reiteraciones, el rango de • infección de leguminosas, la 

organización y secuencia de algunos genes, etc (7,9-11,45,117). Una revisión reciente de nuevos 

marcadores filogenéticos de estas dos especies permitió la reconstrucción de una probable historia 

evolutiva (160). 

Siendo el frijol una planta nativa de mesoamérica, y dada la frecuencia y eficiencia de 

modulación de esta planta por R. etli, se puede considerar como el endosimbionte original. Al 

exportarse la planta a Europa, algunas semilla llevaban células de R. etli, que una vez en contacto 

con las poblaciones indígenas de campos europeos transfirierán su plásmido simbiótico a células 

de • R. leguminosartim no simbióticas más aptas para sobrevivir en esas condiciones, adquiriendo • 

todos los determinantes característicos de R. et1r. Evidencias a favor de esta historia son la gran 

similitud, y en algunos casos identidad, entre los plásmidos simbióticos de ambas especies, 

.comparado con la- enorme divergencia entre marcadores cromosomales (150). Una segunda 

evidencia es la alta conservación genética entre aislados de R. legtortinosarú m bv, - pbaseoli, en 
contraste con el poliMorfisino moderado observado en los bióváres viciae y trifolii, lo cual 

concuerda con un origen reciente- del biovar phaseoli (48,160,199). 

En conclusión, existen pocas evidencias.sobre la regulación de los genes .nifloc.alizados en 

R. etli y aunque se identificó recientemente al-gene que codifica parala proteína reguladora NifA -

(61) apenas se está comenzando a estudiar el efecto de la carencia de esta proteína. 
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Nuestro interés particular es estudiar el mecanismo regulador que controla la expresión de 

los genes reiterados para la nitrogenasa en R. etli, los cuales presentan una serie de características 

particulares. Estos genes, tal como otros genes dependientes de er54  que se han estudiado, 

presentan una secuencia promotora similar a la consenso 100 residuos arriba del inicio de la 

traducción. La región codificadora de los tres genes es idéntica, y la identidad se mantiene.hacia 

arriba hasta el promotor. Hacia abajo, dos de los tres genes forman operones nifIWK y comparten 

el mismo patrón de enzimas de restricción (146). Estas copias fueron identificadas como a y b. La 

tercera copia de nift/ (copia c) comparte el patrón de enzimas de restricción de las otras dos 

solamente en su porción codificadora, divirgiendo en las zonas aledañas y no hibridiza contra un 

detector heterólogo que contiene los genes nifDK (146), por lo que se le supuso independiente de 

estos genes. 
La región reguladora de las copias a y b es idéntica hasta por lo menos 100 nucleótidos 

antes del promotor, y contiene una secuencia similar al sitio de unión de NifA (146). La copia e no 

tiene parecido con las otras dos en esta porción ni contiene secuencias similares al sitio de unión de 

NifA. Experimentos sobre la expresión de estos genes, basados en fusiones con el gene para la 13-

galactosidasa de E. con (lacZ), demostraron que las tres copias son transcritas en nódulos de frijol 

(127). Sin embargo, los niveles absolutos de transcripción no pudieron ser evaluados dada la alta 

frecuencia de amplificaciones en las cepas recombinantes, las cuales generaban una copia extra de 

la fusión (127). 

Inserciones polares en cada una de las tres copias de ni/71 sirvieron para evaluar su papel 

en la función simbiótica de la cepa con plantas de frijol (1511._ Inserciones en las copias a o h 

disminuyen al 50% la actividad de reducción de acetileno y el contenido de nitrógeno - de las 

plantas, lo que se interpreta como evidencia de uri fenómeno de dosis génica entre ambas copias 

(151). Inserciones en la copia c no presentan fenotipO simbiótico (151). 

La presencia de las copias reiteradas de nifll ha llamado nuestra atención por dos razones 

principales. Por un lado, la necesidad de tener dos operones nifHDK para alcanzar niveles 

máximos de nitrogenasa-  en simbiosis, cuando en todos los demás organismos estudiados basta 

con una copia.- Esté fenómeno no es común en bacterias, ya que por lo general basta con la 

regulación de la exprelión de un gene para modular el nivel del producto. Como se mencionó en la 
Introducción, ésta regulación puede llegar a ser muy compleja sin necesidad de involucrar 

duplicación. - En los casos donde se- ha observado, la duplicación de genes estructurales 

normalmente conduce a su regulación diferencial, por ejemplo nífil de Azorhizobluin.cuuhnodan, 

donde una copia se expresa en vida libre y la otra en condiciones simbióticas (133). Por otro lado, 

la existencia de la copia c es difícil de justificar. La identidad de este gene con los otros dos es 

sorprendente dado que aparentemento no posee una función en simbiosis y por lo tanto, es difícil 

pensar que su secuencia esté sometida a presión selectiva. En principio, las diferencias en su 
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secuencia reguladora indican que su perfil de expresión pudiera ser diferente, de hecho, la aparente 

ausencia de secuencias de unión de NifA sugiere que este gene se expresa de manera 

independiente al regulón simbiótico. 

En dos proyectos anteriores profundizamos la caracterización de la región del plásrnido 

simbiótico de R. Mi que contiene a la copia c. Inicialmente llevamos a cabo un estudio a nivel 

estructural, basado en la identificación de secuencias similares a los genes niffinK diferentes de 

las dos mencionadas. Este trabajo proporcionó evidencias de la presencia de una secuencia similar 

a nifD, pero no a nifK, asociada a la copia e (176). Posteriormente llevamos a cabo la 

subclonación de la copia c y sus porciones aledañas y demostramos que la zona de similitud con 

nifD  consiste en la porción amino terminal de éste gene. El gene truncado (nifD*) está ligado 

transcripcionalmente al gene niffic y es idéntico en su secuencia nucleotídica al gene nifD de la 

región b en 292 de sus 307 residuos. No tenemos evidencias sobre la función de nifD*, pero 

sabemos que no es exclusivo de la cepa CE3, sino que se encuentra en todos los aislados de R. Mi 
que analizarnos, siempre asociado a la tercera reiteración de nifH (177). 

Simultáneamente comenzamos un estudio sobre la expresión de dos de las reiteraciones, 

insertando en el plásmido simbiótico fusiones transcripcionales de nula y ni" con el gene kitZ 

y cuantificando su expresión en vida libre y en simbiosis. Corno mencionamos anteriormente, 

niffla está precedido por secuencias similares aun prómotor dependiente de 054  y de un sitio de 

unión de NifA, mientras que niffic solo presenta la secuencia del promotór. Con base en esto 

podemos predecir que el priiner gene, pero no el segundo, va a ser expresado en inicroaerobiosisi 

una condición de inducción reconocida para la actividad de NifA en otras especies de Rhizobium. 
Contrario a lo que esperábamos, ambos genes se expresan en cultivos microaeróbicos, siendo más 

alta la transcripción.  de niffic que de nifHa. Estas expresiones son exclusivas de. bajas 

concentraciones de oxígeno disuelto y tienen un máximo en 1%, También determinamos la 

actividad de B-galactidasa en nódulos inducidos en raíces de frijol por las cepas con las fusiones, 

En estas condiciones, ambos genes se expresaron, pero la actividad de la fusión niffic-laa fué 

mayor (177). 

Estos resultados aumentaron nuestro interés en dilucidar el mecanismo de regulación de la 

expresión de los genes nifH reiterados, pues su comportamiento transcripcional era contradictorio 

con nuestras predicciones, hechas con base en los datos disponibles. 

El objetivo principal de - este trabajo es el análisis del mecanismo de regulación de la 

expresión de los genes nifH reiterados de R. etli cepa CE3, y la identificación de los elementos 

reguladores involucrados. Como' estrategias decidimos continuar con el estudio de las fusiones 

mientras que comenzamos una caracterización de la región reguladora de niffic a nivel de 

secuencia. 1.a expresión de las fusiones fué estudiada en dos contextos genéticos, en el original de 

R. etli y en un sistema heterólogo en E. culi.. 
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Regulatory Proteins and cis-Acting Elements Involved 
in the Transcriptional Control of Rhizobiwn etli 

Reiterated nifH Genes 
BRENDA VALDERRAMAII, ARACELI DAVALOS', LOURDES GIRARD1. ENRIQUE MORE rr3  

AND JAIME MORA; 
Departamento de Ecolowhi Ifolecidarl and Departamento dt Genética Molecular". Centro de 1 
nvestigación sobre ttiacion de Nitrógeno, Al° 565-A and Vepartarnenio de Reconocimiento 

Molecular y Rioestructurai , ~Ido deilioiecnologta AP,510-3. Unilersidad Nacional 
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In Rhizobtum Mi the nit7gengse reduetase grites ,are reiteratel Strain CE3 has 
three copies: 1011111.  apd nif rise form.. Rin. or nifiiDA  oprons _1,11 i Int nitrogepase 
struetural genes, _Opte nt fp is, United to a Jruneated 	tii 	omologue. I heir 
sequences are identirai up lo 	restalles upstream from a a54-dépen, ent prontoter. A 
remarkable dif erenee ananng them .Is_ the,daygnfie of eannnical IllifA hIntfing_. sito 
vueleati 

of n i 
ni laitlenli: litli erlmi ithi°fi tó uluenittt  the rkitIrlsti 
1 

re a pilo I" go ye/ a jten dc  no  tisfirtitic  a 
iusions of nif a and ulule wub Ihe iéra gene ni Esc ericl5 col. I3oth genes mere 
expressed at maximum evels under 1% nxylun In iree i  living capares, dtctining _as 

flregmgezir vunlirialortnifir wiliclinsreelied gts  lItTerrleliells len WhaT/fhrsairl 
paltern tras observed in root nodute -bacteroi s. ,EXpression 11 _ both genes In 1 culi 
reuired 054 in addition tu NIfA boupd tu 	AS. Tn Ihn ..» S footprint(nL, ten Lusas 
showed that NIFA binds to Inc amantes! site upstream or nsfl a and tn a 1(71 balr--site 
6 jITIeottldes. triurthq yystrer. NitA froteswi mitin irarege9 hbindingAr ,ttiNtrearp irr 
gielitgl  calor rstlegntren t Zrilil  trits Plii= Ir.  1111 e 	ove Ilrls u Cc  collnit  Ale   entislinigitrill 
arrangement thr ets-acting elements with a differepthil expression of the reiterated 
ni»! genes, hoth In ~tire and In symbiosis with bean manis. 

Eubaeterial nitrogen fixation genes (nif and fu) are 
generally transcriba] from «54-dependent promotcrs 
located between positions -26 and -II relative to the 
transcription start site and having the consensus 
sequence 5'-TGGCAC-N5-1TGCA/T-3' (37). a54  (alio 
known ns RpoN, sN or NtrA) assists in the asscmbly 
of a preinitiation closed complex with the RNA 
polymerase and the promoter DNA (E054). 
Isotnerization of ibis stable closed complex is 
dependent un the NifA regulatory protejo and hydrolysis 
of a nucleoside triphosphate 07). NifA binds to a 
conserved sequence motif (5'•TGT-Nm-ACA-3'), located 
al a distance ranging from 80 lo 150 nucleotides 
upstream from the transcriptional start site (known as 
Upstream Activator Sequences or UAS) (36). ft has 
been proposed that the function of the UAS is to 
inerease the local concentration of NifA and to correctly 
orientate it in the vicinity of a given promoter to 
facilitate a productive interaction with Ea54  (8,25). 
Once NifA is bound to lis UAS it approximates the 
preinitiation closed cornplex by looping the intervening 
DNA (8,25). la Chis regard, expression of several C354-
dependent promoters is enhanced by the Integration 
flost Factor (INF), a DNA-bending dimeric 
heteroprotein that binds specifically between the UAS 
and the promoter (25,29). Although remoto activation 
is a general mechanism for the expression of a54-
dependent genes, certuin strong promoters, whose  

sequences strongly resemble the consensos, can be 
partially activated even in the absence of UAS or by 
NifA proteins impaired un thcir DNA binding ability 
(4,7,26,38), indicating dita the DNA binding and the 
activation of transcription are diffe,rent funcnons of the 
same regulatory voten. Gubler (23) proposed that the 
presence and number of UAS in a NifA-dependent 
promoter provides a fine-tuning mechanism for the 
regulation of gene expression. 

Oxygen concentration is the major environmental 
signa' regulating nif gene expression. This regolation 
is enacted by controlling both the expression and the 
activity of NifA. Autoactivation has been observed in 
several species (19). In Rhizobium metiloit nifA 
expression is additionally eontrolled by the oxygen 
sensing, two-component Fixll system (19), whilst its 
activity is directly controlled by the oxygen 
concentration, probably through the oxidation of a 
metal cofactor linked tu a conserved set of eysteine 
residues (19). 

All Rhizoblunt etli (forrnerly R. phaseoli) (53) 
strains characterized to date have three copies of the 
nitrogenase reductase (nif I) gene (32,46). As in most 
of the nitrogen fixing eubacteria, in the type strain CE3 
nifila and nifIlh are transcriptionally coupled with the 
nitrogenase structural genes fórming nifIWK operons, 
wifile no homologues of the !atter genes have been 
found downstream of nifile (47). The three nifil genes 
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are actively expressed during symbiosis with beim 
plants, bus it seems that only the integrity of both 
nifilDK operons is required to achieve fuli nitrogenase 
activity (39,50). The sequence uf the three genes is 
identical up to 6 nucleotides upstream from a putative 
(354-dependent promotor (5'-ATGGCACGOGTITC 
GAA-3'). The identity between 011a and nifilb extends 
at least up to 110 nucleotides further upstream and 
cotnprises a sequence resembling a NiÍA binding site 
UAS). In contrast, no UAS has been round upstreant 

of niflic (47). Although there are no functional 
evidences for any of these cis-acting regulatory 
elements, their asynunetric arrangement suggest that 
the reí terated nijH genes are differentially expresscd. 

In this report we analyzed the expression of the 
reiterated nifil genes of R. etli. We show that niflia 
and :titile are differentialiy transcribe(' both in 
symbiosis and in free living conditions, where they are 
dependent on NifA, Cr54  and Iow oxygen concentrations. 
Expression and in vivo DMS footprinting analyses 
showed that the DNA binding ability of NifA is 
essential lo activase both genes, although NifA 
protected different sises upstream of each gene. We aliso 
observad a distinct dependence un IHF, with niflia 
being more dependent that niflic. 

MATERIALS AND METRODS 

Bacteria' strains, plasmids and media. 
Plasmids and strains used in this work are described in 
Table 1. Rhizobium strains were grown at 30°C in PY 
complex medium or mínimal medium containing succinate 
and ammonium chloride as sote carbon and nitrogen 
sources (18). E. coli strains were grown al 37°C in LB 
cumples medium or at 30°C in minimal medium containing 
10 mM s'ucase, 10 mM ammonium chloride or glutamine 
as nitrogen source. 11 mM K 21-1PO4, 51 mM 10121204, 4 
mM MgSO 4.71120. Antihioties for E. coli strains were 
added in the foliowing final concentrations: 10 ng/m1 
tetracycline, 100 lig/mi ampicillin, 15 ughill 
chloramphenicol and 30 ROI kanamycin. 

Construction of nifIbiacZ trattscriptional 
fusiona. IcoRi fragments carrying the milla and niffic 
regions from R. etli strain CE3 (47) were subcloned in 
pSUP205 (54) to generale plasmids pEM15 (39) and 
pDEN11.1  respectively. An interposon containing the 
promoteriess structural gene for B-galactosidase and a 
kanamycin-resistance gene (28) was cloned in the mili 
internal Bg111 site and the arientation was checked, 
resulting in plasmids pDEM153 (nifIla-lacl.) and 
pDEM2.33 (niftle.-lacZ). R. etIi strain CE3 derivatives 
DEM153 and DEM233 were oblained as nne step double 
recombinants of the respective plasmid (pDEM153 or 
pDEM233) finto the symbiotie plasmid using the suicide 
vector method (24). Selection was carried out at 15 µg/mi 
kanamycin and 20 ug/m1 nalidixic acid. Ali strains were 
regulad),  analyzed for genomie stability (i.e. absence of 
rearrangernents) by Southern analysis (51). 

Construction of pMJ220tc. Plasmid pMJ220 
cardes the ntfA gene froto K. pneumoniae cloned in the 
pEMBL8 expression vector (36). An omega interposon 
carrying a tetracycline resistance gene (45) was cloned in  

the EcoRi site interna! to the chloramphenieol resistance 
gene of the vector. This constnietion, plasmid pM.12201c, 
preserved the activation ability of the pMJ220. 

Ex-planta induction system. Cells from 
exponential phase cultures of R. etli strains grown in PY 
medium were collected and washed with minimal medium. 
Flasks conlaining minimal manual were inoculated at an 
initial A540  of 0.05. Aliquots (10 ml) were injected finta 
sealed 150 ml bottles previously flushed with several 
volumes of the appropriate oxygen/argon mixture 
(analyticai grade, Linde, México). Atter incubation for 8 
hours, samples for Bialactosidase and protein estimations 
were withdrawn with syringes and assayed as described 
below. 

Heterologous expression system in E. col'. 
E. cotí strains were transforrned by the TSS method (51). 
Once the presence of the desired plasmid(s) was confinned 
by restriction analysis, the strains were grown in L14 
complex medium with antibiotics until saturation. 
Minimal medium containing either arnmonium chloride or 
glutamine, as needed, was inoculated at an initial A600  of 
0.05. Samples (0.1 ml) were removed from cxponentially 
gruwing cultures and assayed for B-galactosidase activity 
as described below. 

Plant growth conditions. Surface sterilized 
Phaseolus vulgaris L. cv. Negro homilía seeds vare 
germinated under sterile conditions for three clays in 
darkness. The secdlings were transferred to plastic pots 
containing sterile vermiculite as a support and inoculated 
with 1 mi of an ovcrnight culture grown in PY. Plan( 
growth and watering were carried out under aseptie 
conditions ín a greenhousc. 

Estimation or 8,gotoctosidose activity. 
Nodules from single plants were cnished in cold Z buffer 
(51), two drops of chloroform were added and the 
preparation was vortexed and centrifuged at 4°C. II-
galactosidase activity was measured as an mercase in 
sample absorbance al 420 nm in the presence of 0.8 mM 
ONPO. Activities in culture were measured as recommended 
(51). Alíquots of nodule extracts (0.05 ml) or bacterial 
cultures (I.5 ml) were precipitated with une volume of 10% 
trichloroacetic acid and the protein content was estitnated 
by the Lowry method. Specifie activities are reponed as 
moles of ONP produced per min per mg of protein. Miller 
units were calculated as described (51). 

DMS footprinting. E. coli cells were inoculated in 
minimal medium including 2 mM IPTG and grown to aa 
A 600  of 0.6. At this point, B•galaciosidase activity mis 
estimaied to ensure that induction had occurrcd. Dimethyl 
suIpliate (DMS) was added (to a 0.1% final conccntration) 
from a fresh 2% solution in the same medium.. Cells were 
incubated for 1 min, diluted in raid satine phosphate (SP), 
colleeted by centrifugatian and washed once with SP. 
Plasmid DNA preparad from a 100 ml culture was obtained 
by the alkaline lysis method (51) and resuspended in 0.1 
ml of water. Pipeudine was added lo a 10% concentration 
and huid at 90°C for 30 min tu cleave the DNA at 
mcthylatcd guanine residues, Piperidine was vacuum 
evaporated, the plasmid DNA washed and resuspended in 
0.1 nil of water. DNA was annealed with 0.5 pmol of 5'- 
end-Iabelled 	oligonucleolide 	(5 .- 
GTAAAATMOKITMACGC-3') and extended with Klenow 
DNA Pelymerase (Amersham, UK) for 10 min al 50°C. The 
median was precipitated with chuto! and resuspended in 
formamide dye mi*. 

DNA sequeneing and analyals. Double-stranded 
templetes were sequenced by the dideoxy-method (51) 
using thc Sequenase kit (Amersham, UK). Sequencing 
rcactions mixtures were clectrophoresed in 6% 
polyacrylamidc-8 M urea gels in a Bio Rad Sequi-gen 
sequencing apparatus. Computer analysis of the sequenccs 
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was accomplished with the Genetics ,Computer Group 
package programs (15) and che Seqscan program, kindly 
providcd by Tracy Nixon, and now available at the URL 
htlp://www.bmb,psti.edu/seqscan. The R. Mi DNA 
sequences mentioned here have been deposited in Genliank 
and assigned accession nunibers L14672, 1.,14671, 
U38245 and U38244. 

RESULTS 

Free living expression of the niffi-lael 
fusions, Multiple identical nitrogenase genes in R. 
etli precludes the appropriate identificado!' of 
rnessenger RNA coming from individual genes. In order 
lo characterize the tneehanistri involved in their 
transcriptional regulation we constructed locus-specitic 
fusions with the E. culi lacZ gene by gene replacement. 
This approach has been utilized previously hut the high 
frequency of DNA amplifications in the R. olí 
symbiotic plasmid generated a second copy of the nif7/-
/aeZ fusion by homologous recombination, hampering 
the accurate detennination of their expression (39,49). 
Strains containing either the niffitt-laeZ (DEM 153) or 
the niflie-lacZ (DEM233) gene fusions were 
constructed and their free-living expression estimated 
under different oxygen concentrations. Strains DEM153 
and DEM233 were cultured in liquid minimal medium 
under I, 5 and 20% oxygen concentrations (Table 2). 
For both strains, maximal 13-galactosidase activities 
were always observed when grown under 1% oxygen. 
Activities declined as the oxygen concentration was 
increased. Interestingly, at the maximal induction 
point, strain DEM233 presented 2.3 fold higher 
galitetosidase specific activity tiran strain DEM153. 
This oxygen-sensitive expression suggested a positive 
reguiation of the reiterated nifll genes by NifA as 
observed for other nifli genes (19). 

To determine the role of NifA in the microaerobic 
induction, nifila-lacZ and nijne-lacZ gene fusions were 
also introduced finto the nifA mutant derivative 
CFNX247 to generale strains DEM153-1 and 
DEM233-1, respectively. Both strains failed to induce 
significant B-galaetosidase activity even when grown 
under I% oxygen (Table 2). This result indicates that 
NifA is required for the free living induction of the nifil 
pronloters tested. In support of chis, expression of the 
R. menina nifll gene, whose activation has been 
shown to be dependent on NifA (5,17), was also 
triggered under low oxygen concentrations in R. etli in 
a NifA-dependent manner (Table 2) 

Synabiotie phenotype of the nifil-lacZ 
fusion strains. Atter thorough verification of the 
genomic stability of our fusion strains (not shown), we 
evaluated the symbiotic transcriptional activity of the 
milla and nifHc promoters. in planta 8-galactosidase  

activity was measured in extracts kl‘ root nodulcs 

collected 13 and 23 days after inoculation (Fig. 1). As 
observed in free living cubres, 6-galactosidase activity 
of nodules induced by strain DENI:33 was four fold 
higher than thosc induced by strain DEM153. 
Symbiotic effectiveness was also evaluated and, as 

previously reponed (39,50), disruption of 

diminished nitrogenase specific activity approximately 
to 50%, by abating the expression of the 
transcriptionally Iinked niii)Ka genes. whilc disruption 
of ntffic, which does not forst parí of a tájl11)K 
operon, had no effcct (data not shown r.• 

lieterologous expression analysis of (he 
nifiblacZ fusions. To furthcr analyze the role of 
the putative cis- and tranpacting elements that control 
the reiterated nifil gene expression. w e :nade use of an 
heterologous system in E. culi. \Ve evaluated the role 
of NifA in the expression of the different mi/144a 
fusions by estimating the li-galactosidase activity of 
strains carrying a plasmid that harbors the K. 
pneumoniae tulA gene. AH the four fusions tested were 
expressed only in the presence of nifl (Cable 3, 

columns 1 and II). The expression of ntf Ha was at a 
similar level iban the expression of the K. pneuntoniae 
and 	R. ntelilati nifil. tnterestingly, • niftle was 
expressed at a lower level Oran rtiJlfa. contrasting tu the 
two fold ratio obtained • in R. crié. A plausible 
explanation to chis observation is discussed laten 

Sequenées highly resembi ing 054-dependent 
promoters (5'-TGGCACGOCITITTGAA-3') are located 
upstrearn of the three reiterated Hifi! genes (47). In order 
Io evaluate the requirement of 054  kir the expression of 
the niffla- and niffle-laa gene fusions. we detcnnined 
their B-galactosidase activities in strain ET8045 (rpoN 
mutant derivative of ET8000) liarboring plasmids 
pDEM153 or pDEM233 respectively. • Diese strains 
failed to induce I3-galactosidase activity even .in the 
presence of the nifA gene, showing that Cr54  is essential 
for the expression of both niflla and niflic ami 
supponing the funciionality of the putative promoter 
sequences (Table 3, column V). 

1 has been shown that certain 054-dependent 
promoiers that highly resemblc the consensus sequence, 
as. the R. ntelilati mí!, promoter, are prono to • be 
partially activated by other protcins of the NifA family, 
such as NtrC (30,33,55). This results - from the Strong' 
binding of 1054 to the promotor. Nucleotide sequences 
upstrearn of the . reiterated ni f 11 - genes differ from the 
consensus 05. 4 -dependent promoters only at the 
conserved -12 position, where they have an A instead of 
a C. We measured the proficiency of [hese promoters to 
be cross-activated by NtrC in  strain ET8000 . by 
growing it on glutamine (where Nue is active) or no 
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ammonium ehloride (where NtrC is inactivo). In 
contrast to the R. meliloti tuftl promoter (that was 
cross-actívated by NtrC in the absence of NifA, Table 
3, column IV) the 8-galactosidase activities of suains 
carrying the Milla and mine pramoters were negligibie 
and very similar in both conditions (Table 3, colutnns 1 
and IV). As previously shown, the sante result was 
obtained for the strain carrying the weak K. 
pneumonine mill promoter (7,9). Thus it seems that 
the R. etli nifIl promoters are weak Eff54  binding sites, 
despite having a sequence highly resembling the 
consensus. 

lafluence or the DNA binding function of 
NifA en the activation of the nifIl genes. 
The specificity in the activation observed for both R. 
orla nif71 genes suggests that NifA musa act in cis, 
interacting with the DNA in the vicinity of the nifll 
promoters. The niffla gene ís preceded by a consensos 
UAS 147). however, and in spite of being highly 
expressed, no canonical NifA binding sites have been 
detecte() up to 20X) nucleotides upstream of niftle (47). 
To assess the dependence of the R. cité nífil genes on 
the DNA hinding function of NifA, we mide use of 
K. pneunwniae NifA mutant protein that carrics a 
single amino asid substitution in the recognition helix 
of the helix-tura-helix inotif (Tyr512-Phe) (36). This 
mutation abolishes the ahility of NifA to bind tu DNA, 
bu' ít does not affect lis posuive control properties 
(36). As shown in Table 3 (column III), the tnutant K. 
pneumonine nifA gene failed te induce the expression 
of the ni" and nifile promoters. A similar result was 
obtained for the weak K. prteunwnine nifil prometer, 
while the R. meliloti nif11 promoter, which has been 
shown to be less dependen' on UAS, was partially 
activated by Chis DNA-binding defectiva protein. 

The expression results shown aboye strongly 
suggested the presence of NifA binding sítes upstream 
of niflle. in the search for these predicted sites, we 
extended the nucleotide sequence up tu 500 nucleotides 
upstream of ibis gene. As shown in Fig. 2A, two 
elements resembling VAS were identified at positions 
85 (5'-TGG-Nio-ACA-3') and 167 (5'-TGT-Nio-ACG-
3') upstream from the promoter. The former resulted 
(mm the coffeetion of the previously norte(' sequence 
(47). 

In vivo footprInting analysis of the n lin 
upstream prometer regions. The resemblance of 
the elements located upstream of Posfila and nifile to 
UAS suggested their function as NifA binding sites. In 
order to identify residues contacted by Chis protein in 
the regulatory regions of both genes. we perfonned in 
vivo rnethylation protection experiments with dimethyl 
sulfate (DMS). Figure 3 shows the pattern of eleavage  

products obtained from Mese regulatory regions atter 
exposure of ET8000 cells harboring plasmids 
pDEM153 or pDEM233 to DMS, baúl in the presence 
or absence of plasmid pMI220. In the presence of 
NifA. residues 95, 96. 98 and 99 upstream from the 
niffic promoter were prote.cted from methylation, These 
residues constitute the promoter-proximal putative 
NifA binding site depicted in Fig. 2A. No consisten' 
protection was observed at any other pesition, not oven 
around the putativa promoter-dista! UAS (data not 
shown i. In the regulatory region of niffia, residues 100, 
104. and 113 upstream from the prometer were 
protected in the presence of NifA (Fig. 2B). The first 
NVO positions correspond to the putative canonical site, 
while the !atter is within a NifA hinding half-site. 
(T9T). located just 6 nucleotides upstream (Fig. 213). 

Influence of the Integration llost Factor 
lo 	the expression of the reiterated n if II 
genes, ft is well known that 111F has a majar role in 
the activation of severa) 054-dependent promoters, 
including those of K. pneumoniae and R. tneliloti nifil 
(11.25.52). A computer aided search for IFIF' binding 
sites upan the regulatory regions of both R. etli 
basad on the algorithrn of Goodrich et al. (22) identified 
putative sitos between the UAS and the promotor at 15 
ami 18 nucleotides upstream from the niffic and niftla 
promoters, respectively (Fig. 2). 

In order to evaluate the role of 1H1 in the 
expression of the reiterated n'in genes, we detennined 
the Igalactosidase aetivity of strain SE100 (himD 
1111314111t derivative of ET8000) carrying the different 
nifibiaeZ gene fusions. In spite of the pleiotropic effect 
of the himD mutation, the 13-galactosidase activities 
obsersed in the absence of /44 were equivalent to the 
values obtained in the isogenic ET8000 wild type strain 
(Table 3. colunms 1 and VI) When mfA was present in 
the cells, induction of the niftf-lacZ fusions expression 
was observed, however Chis was lower iban in the wild 
type strain (Table 3, colunms Il and VIII), being tuflia 
much more dependent en INF. As previously shown, 
K. pneumonine tullí was highly dependent on 
while R. metilo(' nif was only partially dependent (52), 
These results suggest that the NifA-dependent 
transcription of the reiterated nífIl promoters is 
differently stimulated by IMF, despite having the same 
sequence that highly resernbles the consensus. It is 
noteworthy that Ibis is the only condition in E. colé 
wbere ni" was expressed al highcr levels than niffia, 
as observed in R. etli (Table 2). 

It has been shown that the sharp bend induced by 
111F on the promoter reglen may restrict access of non-
bound actívators to the Eff54-promoter complex (43). 
The absence of cross-activation by NtrC observed in the 
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ni" and niftle promoters (Tahle 3, colmo') IV) could 
be tlue either to the lack of a strong Ea54-binding site 
or lo a hindrance produeed by IHF. As shown in Table 
3 (column VII), neither niJNa nor mine were cross-
activated by Nue in the absence of ItIF. In contras!, 
expression of the strong R. tneliloti niJII promoter was 
increased about three fold in the ahsence of [HP:Mese 
observations support our proposition that the niffla and 
nift1 promoters are low affinity Ea54 binding sites. 

Nucleotide sequence downstream of 
nifHc. The nifHc  gene is actively expressed during 
symbíasis with bean plants (Fig. 1) and ín cultures 
under low oxygen concentrations (Tahle 2). Unlike 
taína and nifilb, nifHc seemed not to fono parí of a 
niflIDK operan (47). Further sequencing of the 
downstream region of nifile allowed us to idcntify two 
opon reading frames: ORF70 and ORF251. 
Interestingly, the deduced amino acid sequence of 
ORF70 bears high similarity (up to 91%) to the first 
70 residues of the nitrogenase NitD protein from 
severa: nitrogen fixing bacteria (data not shown), thus 
ibis ORE; is a truncated nifD gene of unknown 
function. 'Me deduced amino acid sequence of ORF251 
is 56 to 58% similar to the oxygen-independent 
eoproporphyrinogen III oxidase protein from 
Salmottella 	thyphitnuritun (60), Rhodobaeter 
sphaeroides (14) and E, coti (57), ceded by the heniN 
gene. A sequence resemhling a aadependent promoter 
is located upstream of ORF251. No expression of 
ORF251-1m2 fusions was detected in culture under any 
oxygen concentration tested, but it was actively 
transcribed during nodule development (data not 
shown). The nucleotide sequence determination 
downstream of nifHc allowed us to show that the 
identity between the nifHc and the ntfIlb regions 
extends throughout the promoter until 13 nueleotides 
before the ORF70 translatiort stop codon. 

DISCUSSION 

In this work we charactericed the coyotes cis- and 
trans-neting regulatory elements involved in the 
reiterated R. ali niftl gene expression. Strain CE3 
contains three nifil genes, two of which are functional 
nifIIDK operons separated by 120 kh in the symbiotic 
plasmid, while nifHc is located in between (21) and 
seems to he unlinked to other nijgenes (32,47). Here 
we show that nifHc is transeriptionally coupled tu a 
truncated nifD homologue comprising the first 70 
amino acids of the protein. Directly downstream, wc 
identified 0RF251 which is similar to several hentN 
genes. Restriction fragment length polyntorphism 
(RFLP) analyses of other distantly related isolates of R.  

etli, previously classified and characterized (32,44), 
suggests that this arrangement is general in ibis specics 
(not shown). Although the truncated nifD and the 
hentN homologues were readily transcribed in nodules, 
we do not have any direct e vidence for their 
functionality. As has been shown for other multinteric 
enzynies as the hepatocyte growth factor (12) and the 
Fos/Jun transcriptional factor (40), the incorporation of 
truncated, non-functional monomers instead of the full 
length polypeptides can regulate their activity. The first 
70 residues of the NifD protein do not fono an 
independent dumain, do not interact with the NifK 
protein ¿mor with any of the metal cofacturs (27). 
Conscqucntly it is unlikcly that the truncated NitD 
protein could he involved in the regulation of the 
nitrogenuse activity by this niechanisin. Homologues 
to ORF251 have been characterized in E. con, S. 
thyphinturiuna and R. sphaeroides (14,57,60), ihese 
heniN genes code for the oxygen-independent 
coproporphyrinogen III oxidase, an enzynie involved in 
the alternative hiosynthesis of the heme cofuctor under 
anaerobia conditions. In contrast to heniA mutations 
(16), gene disruption in ORF251 liad no symbiotic 
effect (not shown). 

The different nueleotide sequences of the niflia and 
nijlic upstreatn regulatory regions and the asytninetrie 
arrangement of their NifA binding sites suggestcd a 
differential transcription of !hese genes. As it is well 
known, low oxygen concentration is the most 
important effector in the induction of niffl. so we 
estimated the expression of the reiterated R. etli nif71 
genes under different oxygen concentrations. For both 
genes, maximal induction was obscrved under 1% 
oxygen concentration, being ni" transeribed at Itigher 
levels than niftla (Table 2), By using a nifA mutant 
derivative of strain C133 we demonstrated that 
expression of the reiterated nifli genes, as reponed for 
R. legunrinosarum by phaseoli (34), was dependen! on 
NifA in an oxygen concentration responsive manner: 
Evidenees obtained by two different approaches shOw 
that the activation is mediated by NifA bound to UAS 
elements: (i) induction of both nifIl genes was strictly 
dependent on the DNA binding ability of NifA, since a 
derivative impaired in its specific binding tu the UAS 
was unable to activate transeription (Table 3, column 
III), and (ii) in vivo methylation proteetion of residues 
iocated within putative UAS was dependent on the 
presence NifA (Figs. 2 and 3). NifA exerts its 
activation properties by binding to a minimal DNA.  
sequence located around 100 residues upstrearn frotn the 
promotor and having the sequence 5'-TGT-N10-ACA-3' 
(36). Here we show that the NifA-dependent activation 
of the nifHc promoter is mediated by the specific 
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binding of NifA tu a divergent UAS located 85 residues 
upstrearn from the prometer (Ejes. 2A and 3A). Fully 
functional divergent NifA-UAS have been also 
described upstream the K. peeumoniue nifl (10) and the 
8. japonteum fixRnifA premiers (3). The protection 
pattern observed upstream niftIc resetnbled the ene 
observed at the A'. pneumoniae rriffl UAS (36), where 
the G of the TGT conserved motif and the interna! G 
residues at positions 5 and 6 were protected, suggesting 
a similar mode of contacting the DNA (Figs, 2A and 
3A). At the n1fHa regulatory reglan, in addition to 
protection of the conserved G of the TGT rnotif, the G 
residue al position 6 and a G residue located 8 
nucleutides upstream from the UAS were also 
protected (Figs. 2B and 38). The [atter residue forms 
pan of a TGT UAS hall'-cite. The same panera was 
observed by Canon el al. (10) in the upstream region 
of the K. pneumoniae nifE gene. when a canonical 
UAS and an additional ludí site exactly 6 nucleotides 
upstream, were protected by Nif.-A. Protection of this 
half-site could be dee either tu the binding of an 
additional NifA molecule or to the DNA bending 
induced by NifA, allowing the establishment of an 
additional contact with the DNA. 'This hall site could 
hely) to increase the number of 	molecules in the 
vicinity of the itiflia prometer. raising the probability 
of productive interactions with E&4. In support of (bis 
cnhancing role, mutations in the UAS half-sito 
diminished the NitA-depenclent activation of the K. 
pneumoniae nifE prometer (10). Protection of a TGT 
UAS half-site in the bottorn strand has also been 
detected in the K. pneunioniae raft) regulatory region 
(11) 

The absolute dependence on NifA for expression of 
the reiterated nifii genes was also demonstraied in E. 
eati, by the use of a plasmid harboring the K. 
pneumoniae nifA gene (Table 3). Under ibis conditions, 
triflla was transcribed at higher levels than 
contrasting to the . ratie observed in R. elli (Table 2). 
Although a reproducible. NitA-dependent protection 
pattern was observed in the divergent U.AS located 
upstream niflfc under saturation conditions (see Fig. 
3A), we cannot role out a lower affinity of K. 
pneumoniae NifA to this site. 

The reiterated nifli genes are preceded by identical 
sequences highly resembling consensus c54-dependent 
prornoters (47). Here we presented evidentes un their 
functionality by showing the requirenient of a54  for 
their cxpression (Table 3, column V ). These prometer 
sequences differ from the consensus only at position 
-12, having an A instead of a C. This position seems 
to be relevant for the prometer recognition by Ect54, 
since it is highly conserved and an equivalent  

transversion in che K. pneumoniae niflI prometer 
abolishes the promoter capacity to be cross-activated by 
NtrC (9). Most of the a54-dependent promoters 
described so lar have the conserved C in position -12, 
but some exceptions are known among Rhizohia: in 
the nifN gene of R. nreliimi (1) and in the Will genes 
of R. legioninosaruni (48), R. sp. ANU24() (2), R. 
legi4MilillSOrt1111 by trifolii (59) and R. leguminosarum 
bv phaseoli (34). It is interesting lo note that in the 
!atter three spccies the nif genes are reiterated as in 1?. 
ah. 

ti a gi ven promoter, as K. pneumuniae 	is et 
weak Ea54  hinding site, it is mere dependent en IHE 
and UAS and consequently it is less prono te cross-
activation (7,9,37,52). Conversely, promoters that 
match to the consensos, as in R. meliloti niftl, are 
strongly bound by Fas. ami are less dependent un 111F 
and UAS, but are readily. cross-activated 
(7,26,37,52,56). Although IIIF has not buen 
characterized in Ritizobium, an homologous activity ís 
likely to be present, sinee die stimulation of cxpression 
by !HP in E. coli has been specitically demonstrated for 
several nif genes (11,52). As shown aboye, expression 
of the reiterated nifll genes promoters is dependent en 
the upstream binding of NifA and they are not cross-
activated by NtrC, despitc having .a sequence that 
highly reserubles the consensus. »pretere, they 
probahly hind Ea54  with ley,: affinity and their 
cxpression is likely te he dependent en 11117. Results in 
E. coli showed • this dependence and also that the 
requirement for this prolein differs, with the niflla 
prometer being more dependent than the raíl* (Table 
3, column VII). This difference could he the result of 
the relative orientation of all three binding sitos which 
has been shown to be critica! for - the expression of 
other 054-dependent promoters as K. pneumoniae suf11 
(35) and E. eoti 011 (13). Interestingly, the UAS of 
nrJNc is located al 8 helical turnsfrom the prometer, 
while al the 'lililí) it is located at 8.5 turns. 
Furthermore, the partial independcncc of the niJNc 
promoter on IIIF • epuld also be - the result of an 
intrinsicatly hent DNA structure betwéen the UAS and 
the prometer that brings bound NifA. and E a54 in close 
contad. This structure is eitherabsent in tire: 'n,tfHa 
regulatory region or givett the half-a-turn different 
phasing of the UAS does not allow a productive contad 
of the bound proteins. 

In having reiterated - genes an organism gains 
additional flexibility irrite control of gene expression. 
Two identical genes can be differentially expresáed in 
responsé to a changing envisonment or .can be 
simultaneously transcribed, lo ensure functional 
concentrations of their pendo«. In - A. eaulinodans two 
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t'UN genes are altematively expressed under free living 
nitrogen fixation conditions and in symbiosis with 
Sesbania rostrata (42). In bacteria of the Azotobacter 
genus, three different sets of milIDK gene homologues 
are expressed in response lo the metal availability (58). 
In R. etli, it has becn shown that both nifHDK operons 
are required to achieve full nitrogenase activity during 
symbiosis with Phaseolus rulgaris (39,50), while in 
this study we show that niftla and n ifile are 
diffcrentially expressed. le a promoter is selectively 
modified ta narrow its activation specificity rango and 
avoid cross-activation, Chen a decrease in jis 
transcription rale is likely to occur. Duplication of the 
gene would be an advantageous altemative to restare the 
original product levet without loosing the stringent 
control on its expression. Then, the asymmetric 
arrangement of the cis•acting factors described here, 
a54-dependent prornoters, 	binding sites and NifA- 
UAS, contribute lo the differential expression of the 
reiterated nifil genes, by crcating a finely regulated 
archilecture that assures optimal levels of the 
nitrogenase enzyme in R. etli. 
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LEGENDS TO FIGURES 

TABLE I. Bacterial strains and plasmids uscd in ibis study. 

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

li-galactosidase activities of different nifil-laeZ fusions in R. etli wild type and a nif,1 mutant derivative under 

different oxygen concentrations. Values are mean B-galactosidase specific activity units from two different cultures 

in duplicate, 

TABLE 3. Heterologous expression in E. culi oí nifH genes from R. etIi, R. meliloti and K. pneumonioe. 

ET8000, ET8045 and SEM) are isogenic lacZAS1 E. culi strains. They carry different 	fusions which 

expression is activated by the K. pnewnoniae NifA proteins contained either in the pMJ220 (wild type), the 

pM1221. (unable to bind DNA derivative) or the pM.J220tc (041220 but tetracycline resistant) plasmids. ET8045 

and SE100 are derivatives of ET800 carrying rpoN:: te and hin:D....cm insertions respectivcly. For induction 

conditions see Materials and Methods. 

Cultures were Brown in minimal mcdium with ammonium chloride (1) or glutamine (2) as nitrogen sources, Values 

are mean Igalactosidase Miller Units from at least two independent cultures. 

Abbreviations: Re, R. etli; Rin, R. meliloti; Kp, K. pneumoniae. 

b Regulatory protejas present: Nue. encoded by the chromosomal ntrC gene; NifA, encoded in the pMJ220 

plasmid; NifAY512F, encoded in the pMJ22L plasmid; IHF, encoded by the chromosomal hirnA and himD genes; 

054, encoded by the chrornosomal rpoN gene. 

c NT, not tested. 

FIGURE 1. Symbigic expression of the R. etli milla and ntfllc genes. 

Root nodules from P. vulgaris inoculated with R. etli strains CE3 1=2 , DEM233 cz3 or DEM153 

were assayed for Igalactosidase activities as describe(' in Materials and Methods. Values are mean of 10 different 

plants. 

FIGURE 2. Nucleotide sequence of ni" (A) and niffla (B) upstrearn regions. UAS and promoter sequences are 

indicated by opera boxes. Shaded boxes indicate the putativo transiation initiation calan. Putative 1111: hinding sitos 

are underlined. Arrows indicate differences with the nucleotide sequences previously reponed by Quinto el al. (47). 

Residues protected from cleavage in NifA-dependent in vivo methylatjon protection analyses are marked by dots. 

FIGURE 3. NifA-dependent methylation protection of the nifilc (A) and ruina (3) promoter elements. Methylation 

was perforrned in vivo in the presence (+) or absence (-) of NifA. The upen circles indicate guanine residues 

protected when NifA was present in the cells 
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TABLE 1 

S train or plasmid 
	

Relevant genotype and characteristics 	 Source or reference 

Rhizobium oil 
CE3 	 Wild type CFN42, stn` 	 (41) 
CFNX247 	 CE3, nifilá::sp/sm 	 (20) 
DEM233 	 CE3, mille-locZ 	 *Ibis study 
DEM233-1 	 CFNX247, ruflic-lac2 	 ibis study 
DEM153 	 CE3, milla-loa 	 This study 
DEM153-1 	 CFNX247, niffla-lacZ 	 This study 

Escherichki coli 
ET8000 	 rbs, gyrA, hut, locZ21S1 Mu, cts62 	 (31) 
ET8045 	 rpoN208::tn10 derivative of ET8000 	 (31) 
SE100 	 himD::ed derivative of ET8000 	 (35) 

Plasmids 
pSUF205 	 Mobilizable derivative of pBR325 (ter) 	 (54) 
p KOK6 	 laa-km' interposon in pKOK4 (km', cb') 	 (28) 
pDEM233 	 Re niffic-lacZ-km` in pSUP205 (km', te') 	 This study 
pDEM153 	 Re ni, ila-kicZ-krd in pSUP205 (km', ter) 	 This study 
pMB2 10 	R. melikti nifIl-facZ in pGC926 (te') 	 (5) 
pMB2101 	 pMB210 but in pMC1403 (cb') 	 (7) 
pJMW6 	 K. pneumoniae nifif-locZ in pJEL126 (ch') 	 (6) 
pMJ220 	 K. pneumoniae nIfA expresscd from piar in pEMI3L8 (cm') 	(36) 
pMJ221 	 pMJ22O but tyr512 to phe (cm) 	 (36) 
pM.1220te 	 pM.1220 but te' 	 This study 
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TABLE 2 

Strain 
Relevant 

Oxygen concentration (11-gal) Induetion 
ratio 

1% / 20% genotype 1% 5% 20% 

CE3 wild type 10 ± 0.2 10 ± 0.9 10 ± 0.5 1.00 

DEM153 nifTla-lacZ 141 ± 3 54 ± 7 25 ± 1 5.64 

DEM 153.1 
nifAA::sp 

50 ± 9 73 ± 1 35 ± 1 1.42 

DEM233 niffic-lac2 327 ± 9 74 ± 8 45 ± 9 7.26 

DEM233-1 nsflic-lacZ 
nifAA::sp 

57 ± 4 76 ± 7 36 ± 6 1.58 

CE3 / Rm nifH-lacZ 553 ±38 142 ± 49 134 ± 57 412 
pMB210 

CFNX247 / 
pMB210 

Rin nJ71-lacZ 
niffiá::sp 

122 ± 4 98 ± 4 77 ± 2 1.58 
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TABLE 3 

11-`;ladosidise activity (Maller Unito 

1 

ET8000 

11 

E11000/'" 
041220 

111 

01000/ 111  
011221 

IV 

ET8000 

V 

1118049'2' 
0.11220 

VI 

5E100 °' 

VII 

5E100 42' 

V111 

SKUJUi'l;  
p>41220te 

Sue + 4 
tiih% 4 4 
NifAY5121: + 
CHF 4 4  4 + + 
ol• + 4 4' + 

Plumíd Genavype 

pDEM153 Re Tlylia4arZ 22(10,7) 16622(12220) 52(#41 301121 21113) 40;141 37(19) 124(17) 

pDEM233 Ro mill*.íatZ 94(1101 10713(1072) 166(117) 37(13 1  10111401 203(144) 159(145) 3543(1746) 

p1141W6 Kp Iliffl-lacZ 170(:61 22561(12281) teoltin 142(01) Ni' 104(1391 104(1631 543(1142) 

n/11132101 Rin 4101.141tZ 215(2.48) 1919911!679) 1317(1270) 11681.1211 317qt1281 93(.02) 3624(1346) 3844(1754) 
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Perspectivas en la aplicación de este trabajo 

45 



La expresión controlada de algunos genes clave permite, en principio, modificar el 
metabolismo de un organismo. Existe interés general en esta estrategia y se dispone 
comercialmente de algunos vehículos que permiten modular el grado de expresión de un gene 
donado por medio de la adición de un inductor (p. ej. IPTG con el promotor lac). Otros vehículos 
utilizan ARN polimerasas exógenas, por ejemplo la del bacteriófago T7, la cuál transcribe 
exclusivamente el gene insertado bajo su promotor específico, lo cuál asegura la sobre-expresión 
de la proteína donada con respecto al resto del genoma. Se dispone de sofisticados vehículos que 
fusionan a la proteína donada a un péptido líder que dirige su exportación y para purificarla basta 
concentrar el sobrenadante de un cultivo de tejidos, reduciendo al mínimo el proceso (167). 

Aunque útiles, estos sistemas funcionan dnicamente en cultivos, ya sea de bacterias o 
tejidos eucarióticos. Para controlar la expresión de genes en organismos completos se utilizan 
vehículos en los cuales el gene donado se encuentre bajo el control de un promotor especifico de 
cierto tejido o etapa del desarrollo proveniente del mismo organismo o de alguno relacionado. 
Como ejemplos, se han utilizado en leguminosas los promotores de proteínas especificas de 
nódulos (nodulinas) (40), y en mamíferos se utilizan el promotor temprano del virus SV40 o el de 
la timidina cinasa dei virus de herpes simple, cuya expresión es tejido específica (167). 

Especificamente para Rhizobium, se utilizan promotores inducibles por 1PTG o promotores 
constitutivos, especialmente algunos de los que expresan genes de resistencia a antibióticos, p, ej. 
la  cloramfenicol acetil transferasa de derivados del pBR325 (4). La expresión constitutiva de estos 
promotores se basa en su alta afinidad por E070, por lo que son transcritos sin necesitar 
activadores (Ver Introducción). 

Sin embargo, existen ocasiones en que el producto de cierto gene es nocivo para la célula 
en condiciones específicas o simplemente que se precise limitar su expresión a cierta etapa. Para 
lograr esto, el experimentador necesita coordinar la transcripción con alguna señal fácilmente 
controlable. Como ya se mencionó, cuando se trabaja con cultivos está señal puede ser tan sencilla 
como adicionar algtIn compuesto al medio, pero cuando se trabaja con el proceso de nodulación el 
manejo es más complicado y aunque se puede añadir el inductor a la solución de regado de las 
plantas, existe gran variación entre las condiciones locales de cada raíz, y sería muy difícil 
sincronizar todas las réplicas de un experimento. 

Como una alternativa, hemos estado colaborando con el Dr. Alberto Mendoza en la 
construcción de un vehículo de expresión dependiente de NifA y por lo tanto indecible en 
condiciones de microaerobiosis y simbiosis. Este vehículo se basa en los resultados presentados 
en el manuscrito anexo, en el cuál se determinan los niveles de expresión de los genes reiterados 
para la nitrogenasa reductasa. De estos, n(flic se expresa a mayores niveles ques nylia durante el 
desarrollo del nódulo, siendo ambos transcritos a partir de promotores dependientes de c54. 

El diseño básico de este vehículo se describe en la Figura 8 y consiste en la donación de la 
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región promotora de nifHe en un vector de replicación estable en Rhizobiwn (pTR101) (188). 

Debajo de la región reguladora se encuentra un sitio de donado múltiple (polilinker) proveniente 

del plásmido pUX19, derivado del pUK21 (180), que permita insertar en diferentes sitios. La 

eficiencia de la inserción puede monitorearse en cultivos rnicroaeróbicos, midiendo la actividad de 

la proteína expresada en respuesta a la concentración de oxígeno, inducida en 1% y reprimida en 

20%. 

Esta estrategia ya ha sido utilizada para expresar el gene gdhA, el cual codifica para la 

enzima glutamato deshidrogenara de E. coli en R. etli CE3. Se había demostrado con anterioridad 

que la expresión de GDH en R. etii bloquea la infección de raíces de frijol (110,111). Este efecto 

es aparentemente a través de la inhibición de los primeros pasos del establecimiento de la 

simbiosis, ya que la expresión del gene nodA se encuentra abatida en presencia de GDH, por lo 

que no se producen los factores de modulación necesarios (110). Para superar este efecto y limitar 

la expresión de. GDH a etapas posteriores del proceso, se insertó al gene gdhA bajo el control del 

promotor niffle y se comprobó la fidelidad de la construcción al encontrar actividad de glutamato 

deshidrogenara solamente en microaerobiósis. En este momento se están llevando a cabo los 

experimentos de infección de raíces de frijol  correspondientes. 

En una segunda línea de investigación también dentro de nuestro grupo, se ha llevado a 

cabo en colaboración con el Dr. Alberto Mendoza la donación de los genes que codifican para la 

síntesis de polihidroxialcanoatos phaCBA de Alcaligenes eutroP has en el vehículo de expresión 

específico de simbiosis que hemos mencionado. La presencia de este •plásrriido (pAM350) en R. 

meliloti permite la acumulación de PHB (polihidroxibutimta) en nódulos de alfalfa, lo cuál no se 

observa con la cepa silvestre (120). Esta construcción permitirá el estudio de las interacciones del 

metabolismo de carbono con la eficiencia simbiótica en R. nieliloti, estudios llevados a cabo can 

éxito en R. etli (50) pero que no habían podido ser extendidos a esa especie. - 

En conclusión, baSados en la experiencia obtenida en la construcción de los dos plásmidos 

conteniendo los promotores nif11 de R. etli, estamos trabajando en laconstrucción de un vehículo 

de expresión universal para simbiósis. 
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Consideraciones sobre la evolución del sistema 
transcripcional de la nitrogena.sa 
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La capacidad de fijar nitrógeno atmosférico ha sido identificada tanto en cubacterias como 

en la rama de metanógenos/halófilos de las arqueobacterias, o sea, en la mitad de los grupos de 

procariotes conocidos. Dentro de estos grupos los fijadores de nitrógeno se encuentran en casi 100 

géneros distribuidos sobre la mayor parte de las divisiones filogenéticas. La clasificación actual de 

todos los organismos está basada en la comparación de secuencias codificadoras para el ARN 

ribosomal 16S, un elemento universal y altamente conservado (105,138). Se ha cuestionado la 

validez de las inferencias filogenéticas basadas en la secuencia del 16S ribosomal con el argumento 

que no representa la evolución del genoma corno tal y aunque en principio es cierto, la mayor parte 

de los estudios realizados con otras secuencias codificadoras coinciden esencialmente con el árbol 

de 16S, siendo las distorsiones la excepción (71). 
En el caso de los genes estructurales para la nitrogenasa, la eatTespondencia con los árboles 

de 165 permitiría distinguir entre dos oxigenes alternativos para la amplia distribución de esta 

capacidad entre los procariotes: la transferencia horizontal relativamente reciente de los genes nif, 

apoyada por la existencia .de. replicones movilizables portadores de estos genes en algunas 

especies; o bien, un .ancestro común para todas las.nitrogenasas, lo cual indicaría su origen como 

un evento previo a la separación de cubacterias y. arqueobacterias. 

En particular, el gene que codifica para la nitrogenasa reductasa se encuentra muy 

conservado y se ha utilizado para la construcción de. árboles filogeriéticos que corresponden 

fuertemente con el árbol de 16S (134,198). Adicionalmente, el contenido de GC.de tufli refleja 

fielmente el del .genoma que lo posee (69), una segunda evidencia_ de que este gene es un 

componente establecido del genoma que lo porta. Ambas líneas de evidencia indican que los genes 

para la nitrogenasa tienen un origen verdadera-mente antiguo y quizá presentes en el ancestro de 

todos los organismos existentes. 	• 	- 

Existe disparidad acerca de la antigüedad de la fijación biológica .del nitrógeno. AlgUnos 

autores consideran que surgió hace 3 mil millones de aftos correspondiendo con una atmósfera 

reductora (166), con lo cual explican la sensibilidad a oxígeno de la nitrogenasa, mientras que 

otros concluyen que su aparición es posterior a la oxidación de la atmósfera (106), y que la 

sensibilidad a oxígeno se debe más a razones termodinámicas que a una evidencia de su origen. 

Independientemente de la - fecha exacta del surgimiento' del proceso, las evidencias bioquimicas 

(21) y moleculares (198) obtenidas indican que existe soló un origen común para todoS. los 

sistemas de nitrogenaSas conocidos. 

La genética de la fijación de nitrógeno ha sido estudiada intensamente y sería imposible 

citar todos los trabajos realizados, pero se .pueden consultar revisiones recientes sobre K. 

pnewnoniae, considerado el paradigma (121) y sobre el género Rhizobium, dentro del cuál se -

encuentra el organismo estudiado en este trabajo (53). Una de las conclusiones integradoras. 

derivadas de todos estos estudios es la conservación del sistema transcripcional de los genes t'U', 
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especialmente de niffIDIC. En todos los casos descritos hasta ahora, la transcripción se efectua a 

partir de un promotor dependiente de a54  activado por NifA. La arquitectura del complejo 

activador parece estar también conservada, pues en todos los casos donde se ha buscado se ha 

encontrado el doblez impuesto por IHF (Fig. 7). Sin embargo, toda esta información se deriva del 

estudio de eubacterias gram-negativas. 

No se han logrado identificar secuencias similares a promotores dependientes de 05.1  o 

sitios de pegado de NifA en secuencias de nijll proveniente de firmibacterias (eubacterias grana-

positivas) o arqucohacterias (32,164,165). En Clostridium pasteurianum, una firmibacteria, 

existen secuencias similares a promotores dependientes de & arriba de nUTI2 (32). Esto sugiere 

que niflf w encuentra bajo el control de otro sistema transcripcional, ya que se conoce que el 

homólogo de a" (sigma L) caracterizado en R. subtilis (42) reconoce secuencias similares al 

consenso descrito en bacterias gram-negativas (23). 

En el caso de las arqueohacterias, se ha descrito en Methanococcus thennolithotrophicus la 

transcripción de niffl I a partir de un promotor constitutivo (62). Este promotor consiste en la 

secuencia TATA en la posición -25 y la secuencia TTGT en la posición +1 con respecto al inicio 

de la transcripción. Ambos elementos se encuentran tainbién en la secuencia reguladora del ARN 

ribosomal de Sulfolohus shibatae (148) y del ARN de transferencia de valina en Methanococcus 
vartielli (68). 

Todos estos resultados indican que existe más de un mecanismo transcripcional de genes 

nffli, a pesar de su origen ancestral. Dado que obviamente se necesitan mas casos para establecer 

la distribución de los mecanismos de transcripción, se realizó el análisis de Otras secuencias 

reguladoras relevantes depositadas en los bancos de secuencias, buscando elementos reguladores 

similares a los previamente descritos. Se revisaron genes iiifff de seis organismos diferentes, dos 

cianobacterias (Anabaena azollae y Nostor corran une), una thalobacteria (Frankia), -tres 

arqueobac terial (Methanobacterium thermoautotrophician, 	Methanococcus voltae y • 
Methanococcus maripaludis), y dos proteobacterias (Acetobacter diazotrophicus (57) y 
Rhodobacter sphaeroides). Esta última se clasifica en la misma subdivisión de R. etli.. 

Como se esperaba, dada su cercanía con nizobitini, los genes. de A. diazotrophicUs y R. 
sphaeroides presentan un promotor dependiente de er54  y una secuencia consenso de pegado para 

NifA. Los mismos elementos se encuentran en los genes de las cianobacterias A. üzollae y N. 
commune (Tabla 2). 

Las thalobácterias son eubacterias gram-positivas y forman junto con las firmibacterias el 

grupo de las firmicutas. Dada su cercanía, esperábamos encontrar similitudes entre los elementos 

reguladores del gene de Frank-ia con los del gene de C. pasteurianum, sin embargo, no fue posible 

encontrar arriba de niffi de Frankia secuencias similares a promotores dependientes de a54, a los 

elementos detectados en C. pasteurianum, ni a un promotor de la familia de o'70  identificado en 
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otra cepa de Frankia (38), por lo que no se puede concluir nada al respecto de este organismo. La 

falta de similitud entre los elementos detectados en Frankia y en C. pasteurianum puede deberse a 

la diferencia en el contenido de GC de sus genomas. 

Tal como podría esperarse, dada su cercanía filogenética, las tres secuencias provenientes 

de arqueobacterias presentan similitud con el elemento TATA-N25-TTGT identificado arriba de 

nifif de M. thennolithotrophieus. En este organismo se localiza en la posición -90 con respecto al 

codón de iniciación, mientras que en M. voltae se localiza en la posición -50, en M 

thermoautothrophictis en la posición -45 y en M. maripaludis en la posición -80 (Tabla 2). El gene 

Will de M. thermautothrophicus está precedido también por una secuencia similar a un promotor 

dependiente de a54  pero no por una secuencia de pegado de NifA. Esta última similitud bien 

pudiera ser azarosa pues el contenido de GC en este organismo es de 52% mientras que en los 

otros tres es de 28-38%, con lo que sería mayor la probabilidad de presentar una secuencia similar 

a un promotor dependiente de a54, rico en GC. 

Esta información, tomada en conjunto, nos indica la existencia de dos diferentes 

mecanismos transcripcionales para los genes de la nitrogenasa, dependiendo de si el organismo 

que los porta es cubacteria o arqucobacteria, y que a pesar de sus diferencias obvias comparten 

algunas características comunes. 

Se ha discutido con anterioridad la similitud entre el mecanismo de Eas4  y la ARN 

polimerasa eucariótica, siendo algunos de los puntos más relevantes: 

1.- La capacidad del factor eubacterial a54  (16) o la proteína TBP (TATA binding protein) 
eucariótica (14,158) de formar complejos cerrados estables. 

2.- La interacción demostrada de TBP con el surco menor del ADN (158) y sugerida para 

a54  (25,129). Virtualmente todas las otras proteínas que unen ADN lo hacen a través de contactos 

con el surco mayor. 

3.- La estabilización de la interacción inicial a54-ADN por la enzima básica (27) en 

cubacterias y de TBP-ARNP-ADN por TFIIA y TFIID (101). 

4.- El requerimiento de la hidrólisis de ATP para la isomerización del promotor a un 

complejo abierto. En ambos sistemas existe una correlación directa entre de este paso y un cambio 

conformacional de la holenzima (158,185). 

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

6,- La existencia de motivos estructurales típicos de activadores eucarióticos en 054  (157). 
Estos puntos han sido resaltados con anterioridad por otros autores, pero lo que no se ha 

hecho es correlacionar el mecanismo de Cr54  con el del factor de iniciación arqueal (aTBP). Aunque 

no se ha estudiado tan exhaustivamente corno los factores mencionados, aTBP ha demostrado ser 

esencialmente homólogo, tanto a nivel de secuencia como a nivel de mecanismo con el factor TBP 

eucariótico (5). Su similitud permite inclusive la sustitución de aTBP por TBP de levadura o de 
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humano en la transcripción in vitro de promotores arqueales (191). Es especialmente interesante 

que uno de los promotores probados es el de niftl de M. thermolithotrophicus (191). 

De los seis puntos similares entre los mecanismos de a54  y TBP, se ha demostrado que 

aTBP también forma complejos estables con el promotor y que estos son estabilizados por otros 

componentes de la holoenzima (154), Dado que aún no existen suficientes evidencias 

experimentales sobre el mecanismo de aTBP para relacionarla directamente con a54, se llevó a 

cabo una búsqueda sobre secuencias de factores a, TBP y aTBP que permitieran un análisis 

filogenético que nos indicara sus relaciones (Tabla 3). 

De las 30 secuencias obtenidas, las más corta son las aTBP con una longitud promedio de 

200 residuos y las mas largas las de la familia de a70, con una Longitud promedio de 800 residuos. 

Del alineamiento de todas estas secuencias se seleccionó una porción de 200 residuos conteniendo 

la mayor parte de las TBP y aTBP, las regiones 2, 3 y 4.1 de es7° y el dominio 111 de a54. 

En base a este alimeamiento, se llevó a cabo un análisis filogenético con algunos de los 

algoritmos más utilizados (UPGMA, Fitch, Neighbor-Joining, Máxima parsimonia). El único 

algoritmo que produjo un árbol congruente fué el de Neighbor-Joining (Fig. 9), en el resto de los 

árboles los grupos se intercalaban de manera irzarosa. En este árbol se puede observar que cada 

una de las secuencias es bastante similar con los demás elementos de su mismo grupo, mientras 

que los diferentes grupos se encuentran razonablemente distanciados. La única excepción es a32 

de C. crecentus, que se encuentra en un grupo más cercano a las aTBP que al resto de lds 

miembros de la familia de a70.  Esta exepción se debe a la presencia de un par de indeles en esta 

secuencia que no son compartidos por el resto de los miembros de la familia. 

Las seis secuencias de 0'5'1  forman un grupo discreto, a una distancia de 1.3 unidades del 

nodo central. Las proteínas arqueales y eucarióticas se organizan en tres ramas, las dos más 

cercanas contienen las prove-nientes de. arqueobacterias, la primera las de S. shilmwe ,y H. 

salinarum (0.03 unidades) y la segunda las de P. woesei y T. celo. (0.45 unidades). Las 

secuencias eucarioticas se organizanen tercer grupo localizado a 0.45 unidadesdel nodo central. 

En resumen, si tomamos el nodo más cercano al nodo central de cada grupo, la distancia entre la 

rama de 054  y la de a70  es de 2.9 unidades, mientras que. con las ATBP es de 1.33 a 1.85 

unidades. 

Esta distribución coincide más con las características del mecanismo transcripcional de los 

tres grandes grupos.de organismos existentes que con sus relaciones filogenéticas reales. A pesar 

de las grandes diferencias entre eucariotes y arqueobacterias en la estructura de la ARN polimerasa 

existe suficiente similitud -  a nivel de secuencia de más de-un componente para considerarlas 

homólogas. Con respecto a las eubacterias, dado el tiempo transcurrido deSde su separación de las 

arqueobacterias, es muy significativo que todavía se reconozcan similitudes entre sus mecanismos 

de acción, especialmente con Ea54, aunque no se conserve a nivel de secuencia. 
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Se ha tratado previamente de encontrar similitud a nivel de secuencia entre dio y factores 

eucarióticos o arqueales pero en ningún caso ha sido significativa (49). Si adicionalmente 

consideramos que sus mecanismos no son equivalentes y tomamos en cuenta las distancias 

reportadas en la Fig. 9, parecería más dificil sostener su homología. Una alternativa viable es 

suponer que a70  proviene de la modificación de un 054  primigenio, el cuál si estaría relacionado 

con los factores TBP y aTBP a nivel de mecanismo. Desafortunadamente la similitud a nivel de 

secuencia entre cm y a70  es muy baja, menor de la que se considera indicadora de homología, por 

lo que no puede utilizarse como argumento. Sin embargo podemos apoyarnos en evidencias 

funcionales, específicamente una publicación reciente donde por medio de una serie de 

sustituciones a saturación en el dominio de activación de cit54  de E. con, ésta es liberada de la 

necesidad de un activador, capacitandola para isomerizar espontaneamente al complejo cerrado 

(184). El camino inverso no ha sido demostrado, más dada la complejidad del mecanismo de 

activación de promotores dependientes de cr54  podría ser menos factible. 

Finalmente, si el ancestro de todos los factores de iniciación conocidos fuera aTBP, podría 

haber sucedido que algunos promotores que no requirieran altos niveles basales de transcripción 

conservaran el mecanismo -original titifilDK, girtA,fibG, etc.), mientras que aquellos 

involucrados en funciones fundamentales (proteínas ribosomales, resistencia a antibióticos, 

división celular, replicación, etc.), adquirieran el sistema de cr70, de mayor rendimiento. 
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Un homólogo de rerrW en el plasmido simbiótico de lehízobium etil 
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Como se mencionó en los antecedentes, la región de ADN directamente abajo del gene 

tupe se encuentra altamente conservada en todos los aislados de R. Mi probados, pero no en 

otras Rhizobeaceas, como por ejemplo R. loa, B. loti, R. fredii o R. meliloti según se muestra en 

la Figura 10. La secuencia nucleotídica de esta porción del plásmido simbiótico reveló la existencia 

de una fase abierta de lectura de 756 nucleótidos que codifica para una proteína de 251 residuos 

(Fig. 11). Como puede observarse en la Fig. 12, la secuencia deducida de 011E251 es 50% 

similar a varias de las proteínas HeinN, una enzima involucrada en la síntesis del grupo heno. 

La biogénesis bacteriana de tetrapirrotes involucra el producto de al menos nueve genes 

diferentes. Los primeros pasos producen al precursor común del grupo hemo y de la cloforila, 

comenzando con la conversión de ácido glutámico en ácido 8-arninolevulínico hasta la síntesis de 

protoporfirina IX. Las primeras reacciones, hasta la formación de coproporfirinógeno 111 son 

llevados a cabo por las proteínas Henri., HemA, HemB, HemC, HeinD y HemE. La oxidación de 

éste ultimo compuesto puede ser catalizada por las isoenzimas HetnN y HemF. El último paso lo 

lleva a cabo la proteína HemG, y el producto final de la vía, la protoporfirina 1X puede seguir dos 

caminos alternativos. En caso de ser asociada por HemH a una molécula de fierro, se convertirá en 

un grupo Immo, mientras que si es a una molécula de magnesio, dará origen al grupo clorofila 

(39). Evidencias genéticas y bioqutinicas sobre la regulación de ésta vía sugieren la existencia de 

dos puntos de control. El primero en la formación del ácido 8-aminolevulínico y el segundo en la 

formación de protoporfirina IX a partir del coproporfirinógeno III (39). 

En E. coli, los genes hen: están distribuidos en todo el cromosoma. Alrededor del minuto 

25 se encuentran los genes hernK, hemA y hemM, entre los minutos 85 y 87 se encuentran los 

genes hemC, hemD, hemX, hemG y hemN. El gene hemF se encuentra en el minuto 52, hemE en 

e189, y hemL en el 3, mientras que no se sabe la localización del gene hemB. Los genes hemN y 

liernF codifican para las dos isoenzimas de la coproporfirinógeno III oxidasa. Ambos genes han 

sido donados en S. thyphimurium y en E. coli (59,174,175,196,197). Se han identificado 

homólogos a hemN en Haemophilus itlfltienzae (54), Rhodobacter sphaeroides (36) y Paracoccus 

denitrificans (NCBI gi 1002875). Secuencias equivalentes a hemF han sido identificadas en. 

Chlatnydomonas reinhandli (85) y Pseudonwnas aeruginosa (NCBI gi 695693) así corno en 

varios eucariotes, donde se conoce como hetn13 o hen:6: ratón (88), humano (107), soya (103) y 

levadura (103,201). 
La decarboxilación oxidativa del coproporfirinógeno III para formar protoporfirinógeno IX 

requiere un receptor de electrones. HemF utiliza oxígeno molecular, mientras que HemN utiliza 

NAD+ o NADP+ (159,195). Cepas de E. coli interrumpidas en cualquiera de los dos genes 

carecen de fenotipo en condiciones de crecimiento aeróbico, sin embargo, mutaciones en hemN 

confieren auxotrofía por el grupo hemo en condiciones anaeróbicas (195). Estos datos indican que 

la síntesis anaeróbica del grupo hemo requiere la función de lietnN, mientras que la aeróbica 
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puede ser completada por cualquiera de las dos isoenzimas. Se ha propuesto que la actividad de la 

isoforma anaeróbica de R. sphaeroides está coordinada con la síntesis de clorofila en condiciones 

de inducción de fotosíntesis (36). 
Una mutante derivada de la cepa CE3 con una inserción en ORF251 no presenta fenotipo 

simbiótico, ni diferencias en su crecimiento en medio rico PY o en medio mínimo con cloruro de 

amonio y succinato en condiciones aeróbicas. No se detectó expresión de una fusión ORF251-

/tia en microaerobiosis, probada bajos las mismas condiciones de ensayo de los genes Will (Ver 

manuscrito). Sin embargo, se expresa activamente en nódulos de frijol (Fig. 13). 

Es de suponerse que la síntesis del grupo herno es indispensable para los bacteroides de 

Rhizobium, ya que no solo es precursor para los intermediarios de la cadena respiratoria, sino que 

forma parte de la leghemoglobina, una proteína específica de simbiosis (nodulina) que enlaza 

oxígeno molecular y lo transporta hacia el interior de nódulo (1). La leghemoglobina es una 

proteína fundamental para el funcionamiento del nódulo, y durante las etapas tardías de su 

desarrollo se sintetiza en grandes cantidades (1). Mutantes de B. japonicum carentes de las 

proteínas HernA o HemG presentan graves deficiencias simbióticas (43,137). La falta de fenotipo 

simbiótico de la inserción en ORF251 podría explicarse de dos maneras, la más directa sería por 

complementación con HemF, aunque el gene para esta proteína no ha sido detectado aún en 

Rhizabium. La otra seria por complementación cruzada con la planta, ya que el homólogo de 

hemF en soya (hem6) se transcribe abundantemente en nódulos, coincidiendo con la etapa de 

síntesis de leghemoglobina (103). 

Dadas las diferencias entre los perfiles de expresión de ORF251 con el de hemA de. B. 
japonieum en cultivo (26), consideramos posible que no hayamos logrado encontrar las 

condiciones adecuadas para su inducción. La expresión de hemA se observa en condiciones de 

crecimiento anaeróbicas, mientras que las nuestras son microaeróbicas. Sin embargo, ambos 

genes se expresan en nódulo, lo que sugiere que ORF251 es un verdadero gene, y que está bajo 

regulación simbiótica, tal como hemA. 
A partir de la secuencia del producto de ORF251 llevamos a cabo un análisis filogenético 

comparativo contra otras 13 secuencias disponibles de genes hemN o henil*. El resultado de este 

análisis se presenta en tres variantes obtenidas a partir del alineamiento de la secuencia central 

compartida por todos los elementos. El primer árbol contiene las 14 secuencias en un' arreglo 

obtenido por medio del algoritmo de UPGMA, a partir de una tabla de distancias genéticas 

corregidas por el método de Kimura, utilizando el programa Phylip (Fig 14) (52). En esta figura 

se oberva que todas las secuencias se organizan en dos grupos claramente definidos, el grupo 

incluye las proteínas HemF de E. culi, S. thyphimurium y P. aeruginosa y las proteínas Flem6 

eucarióticas, mientras que el grupo II consta de dos subgrupos. En el subgrupo HA se encuentran 

dos proteínas aún no caracterizadas fisiológicamente, una de H. influetizae y el producto de una 
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fase de lectura localizada en el minuto 66 del cromosoma de E. con (Na31 gi 882484). Ambas 

secuencias se obtuvieron a partir de proyectos de secuenciación genómica y fueron seleccionadas 

de los bancos de secuencias en base a su alta similitud con HemN. El subgrupo IIB contiene el 

resto de las secuencias IlemN. Las de E. coli, S. thyhimurium y R. .sphaeroldes codifican para 

productos activos bioquímicamente, mientras que las de P. denitrificans y de R. eth solo son 

similares a nivel de secuencia. Se obtuvo un arreglo esencialmente igual al utilizar los algoritmos 

de Ncighbor Joining y de Fitch. 

Al comparar secuencias provenientes de organismos tan distantes filogeneticamente como 

procariotes y eucaríotes es probable subestimar las distancias reales entre ambos grupos. Esto se 

debe a que conforme mas lejano sea el evento de divergencia es más frecuente la ocurrencia de 

eventos de sustitución múltiple en el mismo sitio. Para afinar las relaciones entre las secuencias 

procarióticas, repetimos el análisis con todos los elementos clel grupo 11 y las secuencias de Henil' 

de E. culi y S. thyltimurium . Como puede observarse en la Fig. 15, las dos proteínas lictuF se 

conservan en un grupo definido, distante de las anaeróbicas, Los elementos de grupo 11 se asocian 

en congruencia con las relaciones filogenéticas observadas entre ellos en base al análisis de la 

secuencia de la subunidad pequeña del ARN ribosornal. La única excepción la presentan la 

secuencias de H. influenzas y la fase de lectura identificada en E. con, ya que esta ultima no se 

agrupa con las otras dos secuencias de bacterias entéricas. 

Los resultados anteriores indican tres posibles linajes para la enzima coproporfirinógeno 111 

oxidara. En resumen, el grupo I incluye a las secuencias dependientes de oxígeno como aceptor de 

electrones, ya sean procarióticas o eucarióticas, mientras que el grupo 11 todas las secuencias 

relacionadas con la utilización de otros aceptores de electrones. Los tres linajes sugeridos son más 

fácilmente observados en el alineamiento de las secuencias provenientes de bacterias entéricas (E. 
con y S. thyphimurium). La similitud marginal observada entre las secuencias de las formas 

aeróbicas y anaeróbicas podría indicar un origen común, pero sería necesario invocar tasas de 

mutación completamente diferentes para cada uno de los genes como explicación de la fuerte 

divergencia (Fig. 16). Creenios que una alternativa más prObable sería la convergencia funcional, 

y que. proviniendo de orígenes - diferentes1 adquirieran la misma función. La tercera variante 

(codificada por el ORE encontrado en E. co/i).  es suficientemente parecida a .1-letnN. para 

considerarla homóloga, aunque contiene diferencias discretas significativas, lo que también 

ocasiona distorsión en la clasificación. Es importante recordar que aunque no existen evidencias de 

función para esta secuencia, es altamente similar con HemN - de H. influenzae y dado qué 

aparentemente no existen en este ultimo organismo otras secuencias similares a hemN o hettiF, es 
muy probable que sea funcional (54). 

Para concluiri no tenemos evidencias sobre la regulación de ORF251 de 	Sabemos 
que se expresa en simbiosis, pero que su patrón de expresión es diferente al del gen tí", al que 
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se encuentra asociado. Esto indica que su expresión es a partir de un promotor independiente de 

NifA pero que se expresa específicamente en simbiosis. En concordancia, el análisis de la 

secuencia reguladora de 0RF251 no muestra ningún probable promotor dependiente de a54  o sitio 

de unión de NifA. Sin embargo, en la posición 131 antes del probable inicio de la traducción se 

encuentra la siguiente secuencia, GAACT-N16-Ter, recientemente reportada como la secuencia 

de promotores dependientes del factor ()E (70,153). Este factor ha sido caracterizado en la 

respuesta de E. coli a choques de calor, aunque también existen evidencias de su papel corno 

regulador transcripcional en respuesta a estímulos extracelulares (153). En P. aeruginosa participa 

en la síntesis de alginatos y su actividad es uno de los puntos de control de la adquisición de 

virulencia en este organismo (70). 

Para finalizar, quisiera hacer énfasis en el significado de la conservación de 0RF251 en R. 
etli y su estrecha asociación con el gene nifik en el plásmido simbiótico. Estudios recientes sobre 

la estructura de la cadena respiratoria, tanto de R. etli como de 13, japonicum, demuestran la 

existencia de un control estricto en la expresión de algunos elementos eSpecíficós para simbiosis 

(136,171). Quizá la biosíntesis del grupo hemo también se encuentra regulada simbioticamente, y 

la localización de ORF251 en el plásmido simbiótico y su expresión son parte de este sistema. 

Recientemente han sido donado por Adriana Castillo en nuestro grupo otros elementos del regulón 
de genes hem, por lo que en un futuro próximo se podrán llevar a cabo experimentos integradores 

de la información presentada aquí, con respecto a la regulación genética global de estos genes en 

R. Mi. 
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Figura 1 - Estructura propuesta por Ishihama (8. 1) para la ARN polimerasa 
asociada al factor a70  
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Figura 4 - Estructura de las proteínas pertenecientes a la familia de a70 
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Figura 5 - Estructura de los dominios del factor de iniciación cr54 y 
algunos determinantes de función identificados. 
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Figura 6 - Estructura modular de las proteínas activadoras de promotores dependientes de 
E.554. (A) Ntrc, (B) DctD, (C) Nifa de K. pneumoniae y (D) NifA de Rhizabium, Todas las 
proteínas muestran la localización de algunos determinantes de función identificados. 
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Figura 7 - Modelo actual que representa la arquitectura del complejo de iniciación 
formado por Ea54 unida al promotor y la proteína activadora NifA unida a sus 
secuencias específicas. La proteína IFIF impone un doblez al DNA interno que 
facilita la activación a distancia del promotor. 
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FIGURA 9 - Relaciones filogenéticas entre los 'factores de iniciación transcripcional eubacterianos, 
arqueales y eucarióticos descritos en la Tabla . 3. El árbol se obtuvo con el algoritmo de Neighbor-Joining. 
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Figura 10 - Perfil de hibridización de ADN genómico obtenido de las siguientes especies y cortado 
con la enzima de restricción BamHI: 1 R, etli CE3, 2 R, loti NZP2230, 3 B. loti NZP2037, 4 R. 
fredii USDA193, 5 R. fredii USDA194, 6 R. meliloti Rm1021. Detectores utilizados: Panel (A) gene 
ni, 	y extremo amino terminal de ORF251. Panel (B) ORF251, excepto el extremo amino terminal. 
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agaaatoggegoccacacttatgagoaatggctgagaagccaggibu£11gatgacgotgt 

ctogctetalEacacattocattctgccgotcgatgtgotggtattgtggttttccgac 

tagcatcactogtogggacactttgataaccgattatctagcaatcgtgogogaggaaat 

ccgcctggtcgccgagoaatgccgcaggcactotecgtmtgacgtgcactttggoggc 
MetProGlnAlaLeuSerValGlyAspValHisPheGlyGly 

glatecccgaccattatgocatcggcagacttcctgtogctaatIgaactoctgogcgge 
GlySerProThrIleMetProSerAlaAspPheLeuSerLeuMetGluLeuLeuArgGly 

cgttttgcgottgagegaggtgoaaccattgccgttgaggtogacccgcgcacgttcacc 
ArgPheAlaLeuGluArgGlyAlaThr IleAlaValGluValAspProArgThrPheThr 

accgatatggccgaagccetagaaagaacoggtgtgaatcgcgcaagcgtoggtgtgcag 
ThrAspMetAlaGluAlaLeuGluArgThrGlyValAsnArgAlaSerValGlyValGin 

agottcgatccogtcgtacaaaaagcgatcaaccggattcagagcgaggcgcaagtgatg 
SerPheAspProValValGinLysAlaIleAsnArgIleGinSerGluAlaGinValMet 

accgccgtcgaaaacctocgcctgtatggggtcaggcgtatcaatttogacttgatgttc 
ThrAlaValGluAsnLeuArgLeuTyrGlyValArgArgIleAsnPheAspLeuMetPhe 

ggtttgccgaaccaaacegtocagtoptgtotcgagagogetatgttagctattgegatg 
GlyLeuProAsnGinThrValGinSereysLeuGluSerAlaMetLeuAlaIleAlaMet 

cgtccegaccgoctogoggtttteggttattcceacgttccatettttogaaaaatcag 
ArgProAspArgLeuAláValPheGlyTyrSerHisValProSerPheArgLyGAsnGln 

cgettgattgacacageagoactgcccgatatagoegegegagetgagoaggcctcagcc 
ArgLeuileAspThrAlaAlaLeuProAspileAlaAlaArgAlaGluGinAlaSerAla 

atggccgatacgttagttgcagcagactatetgoaaattggtetcgaccattttgotttg 
MetAlaAspThrLeuValAlaAlaGlyTyrLeuGlnIleGlyLeuAspilisPheAlaLeu 

ccggatgacgagettgeaatagcacagagagctggtegtetgegccgaaattegcttggt 
ProAspAspGluLeuAlaIleAlaGInArgAlaGiyArgLeuArgArgAsnSerLeuGly 

tactctgccgaaacctgctcaactgtcatcggtttgggccgtccgccattggtcgttgcg 
TyrSerAlaGluThrCysSerThrValIleGlyLeuGlyArgProProLeuValValAla 

gcgaeggttacgttcaaaargatetcacgcaaagetgteataaccggcacatag 
ALIThrValThrPheLysThrIleSerArgLysAlaVaineThrGlyThrEnd 

Figura 11 - Secuencia nucleotídica y secuencia de aminoácidos deducida del ORF251. 
La porción de la región regulatoria similar a un promotor dependiente de GE  se 
indica con un mamo. 
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Figura 12 - Alineamiento de secuencias similares a hemN provenientes de los siguientes 
organismos: E. col!, H. infiuenzae, P. denitrificans, R. sphaeraides, S. thyphitnurium, y R. etli. 
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Figura 13 - Expresión del ORF251 en nódulos de frijol (Panel A) y en cultivo microaeróloico (Panel B). La 
actividad específica de b-galactosidasa está expresada en nmol ONPUrnin mg de proteína. 
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Figura 14 - Relaciones filogenéticas inferidas para 14 secuencias similares a los genes 
hemN y hemF. El análisis se realizó utilizando el algoritmo de UPGMA. 
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Figura 15 - Relaciones filogenéticas inferidas para 9 secuencias similares a los 
genes hemN y liernF en bacterias. El algoritmo utilizado fué UPGMA. 
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Figura 16- Alineamiento de secuencias similares a hemN y hemF provenientes de S. typhimurium y E. con. 



Tabla 1 - Factores de iniciación de la transcripción pertenecientes a la familia de cr7°  y las 
secuencias de ADN a las que se unen específicamente. 

Sigma Proteína Organismo Región -35 Región -10 

a
70 RpoD E. coli TTGACA TATAAT 

cr12  RpoH E. colt Tcrc-ccCCITGAA CCCCAT-TA 
ole  RpoS Varios GTTAAGC* TATACT* 
o24  RpoE E. coi( GAACTT TCTGA 
oh  sigA B. subtilis TTGACA TATAAT 

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

Organismo Gene -25 +1 

M. thennolithatrophicus 

M. thermoautatrophicum 

S. shibatae 

nifill 

purE 

TFB 

TATA TTGT 

ND 

ND 

ATFAAATA 

TITATAA 

ND- No determinado 
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Tabla 3 - Secuencias de factores de iniciación transcripcional incluidos en el análisis comparativo. 

Organismo ProteinaNCB1 gi Siglas 

Klebsiella pneuntoniae a54 RpoN 133294 s54-kpn 
Alcaligenes eutrophus 054 RpoN 38785 s54-aeu 
Azotohacter vinelandii a54 RpoN 133291 s54-ayi 

Thiobacilhis ferrooxidans a54 RpoN 133300 s54-tre 
R. leguntinosarum by. phaseoli a54 RpoN 1046231 s54-rph 

Escherichia coli a54 RpoN 414885 s54-eco 
Caulobacter crescentus a70 RpoD 1079588 s70-ccr 

Escherichia coli a70 RpoD 133309 570-eco 
Lactococcus lactis a70 RpoD 216733 s70-11a 
Agrobacterium nunefaciens a70 SigA 464685 s70-atu 

Myxococcus xantina a70  RpoD 133312 s70-rnxa 
Escherichia coli 038 RpoS 401023 s38-eco 

Salmonella thyphimurium 038 RpoS 44116 s38-sth 
Yersinia enterocolitica 038 RpoS 687583 s38-yen 

Escheriehia coli (532 RpoH 133287 s32-eco 
Pseudomonas aeniginosa 032 RpoH 493078 s32-pae 

Caulobacteí• crescentus 032 Rpo1-1 1022898 532-ccr 
Escherichia coli RpoE 464681 s24-eco 
Salmonella thyphimurium ca4 RpoE 585923 524-5th 

Photobacterium sp. 014 RpoE 780317 s24-psp 
Pseudomonás aeruginosa 024 RpoE 550507 524-pae 

PyrococcuS vivesei aTBP 498649 athp-pwo 
Thennococcus celar aTBP 498255 atbp-tce 

Halobacteritnit salinarum aTBP 1070345 atbp-hsa 
Sulfolobus shibatae aTBP 1097309 atbp-ssh 

Cizenorhabditis elegans TBP 417896 tbp-cel 
Homo sapiens TBP 1070666 tbp-hum 
Enterieella nidulans TBP 887880 tbp-eni 
Zea mays TBP 293906 tbp-zma 
PlasModium j'alciparum TBP 	160700 	tbp-pfa 

gt z---":71rwrarittficact n < entro e a co ecco n 	e secuencias de N 	1. 
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