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!NTRODl:CCJO~!: EL SURG! ~!!E~;l'O y C:/\ID1\ DF. UN.". HIPOTESIS. 

L~ t:Hlzim::t. gluta mino eintetas3 {GS) catsJjzs In sinleeiB de g lutamina 

D.. p8L'tir de glutamato y amonio; consumiendo un :\'1'P por reacción. El ácido 

g lut.!mico provien.e prir:.-cipalrr.ontu de una de des rea.cciones. La reaccion 

calali zada pOI' GDH pade de alfa-celo glutaralo y amonio pae. dal' glutamato. La 

l'"acción catalizada po!' GOGAT pal·te de alta;-ceto glutal'ato y ¡;-Iutamina para da:' 

dar: molecu]uc de g lutamnto • .'\mb~s reacciones conf:umen podel' reductor. El 

p"oduClo de GOG:\T e~ eubstl'ato para GS y viceversa; de eslo se desprende que 

cJic h ~s únz im:.:e catalíza n un ciclo metabólica. Además de eer aminoácidos 

conr:títuyentee de pl'oLeínao, la glutamina y el glútamico tienen otra importante 

función: son lo,; pdncipale,; donad01'''s de nit"ógeno biosintético. En mucha~ 

condicioneg ele cl·,,~,i:nientú, "asi lodo el nitrógeno de las macromoléculas 

celulaeeE: pasó por g-lutámico )', de éste, un alte porcentaje pasó también por 

g lu 13milO<:. De "'luí que a GS, GOC.-,T y GDIl se les considere enzimas ctlntrales del 

rnel!.\boliemo nitrogúnado. Sin embargo, es posible que BU pa.rticipación sea menor 

durante un cl' ~~cbniento en un medio rico, ya que ~n eele caso, muchos de los 

cúmp onentce d e lss mact'orocléculas son imp ortados Si !3 célula como lales y no 

tienen cJ'..le f. OP dntetizados. 

Alfa-celo glutaralo forma part.e del ciclo de Krebs. Además, las 

l'esccic l1 ee catalizadas po!" GS, GOGAT y GDl! eon grandes consumidoz."as de energía. 

PO.!.' e!lo se ha c!~eído que el balance entre nitró,eno y carbono, seguramente 

e~encial p~:'a u;-: c:~ .. ccimiÚ'nto óptimo, debe estar !'ogul:Jdo a. nivel do ef.HlS treE: 

l'(-:acC:on eE. Hacbt h: f0Ch~, eet3 hermoEa hipóteeie ha sido muy difícil de 

c:!emO$ tl'3!'. S!r. emb:1 !'S'c, ha s 0 !"vido do juetificaci6n 3 mucho:: p!~oyectoe. 

Fn ellte:·ob.,et",·iac, GS e!:ti< codificada en el gen KJ..u:.. La p"imera 

\' e~ (jUC: ~n.\. de E. cQ.li. fue clonado en un plásmido, la selección fue por 

C~)¡~~p! e rr: {': .. t:lción n s; ln t d o UJl~ e :pa ,;;dn/'.-. En el p;\CH1, que fue el 

p!:~E;nÜdo :.~esultantú, g ln!\ est3b::: contenido en uns porción de DN:\ sobradamente 

;;!'.::n dC' , L:'t pJ.'c~cr~ci3. dü Klnó. ~e confirmé por ~,"ario2 métodos; ur:o de elles fue 

el de mL-:L-.:~lul!.l!; . En 2'sLc sislúma ee observó que p.'\CH1, ::tdemú~ de codificar 

p :'o t e ín "ls i dcntif! c:.í bh~!;, l'ndificnb2 :.1. el:':.! eCll un apnJ'ünlc peBO molecular' eje 

C8!·.d (1) . PoeteriOl'n)f~ nte e.aLc¡ pl'utc:ína fue desc1~ila po!' ot!'O g:.'upo de 

i r,'. "stig,,~ i6 n, que lo aeig nó u n p e co molecular de 82ltel (2) . En lo cuceeh'o 

~' del g en que la codifica. La lIa m::u'é "la 

rH'úloi n::: d e 321-;:..1"; n o PO!' que eT C::.. que c::;to !):'"lce mejor jU5ticb. a su pego 

molccu!:::. !', .s i n e p OI' mcpas t:"nzon e e do conven1encia . (1'ods. la ]nfo!'mación 

, ' t 'd en 138 l'ofercnciac 1 y' 2, o [:on l'f:Spt2'Ctc :: "1:~, prateín:J: de 82h:d' osla con enl .') 

dal.oR de nuef;trc ln b ol'o, tol'i o ). Cabe aclo.ral" que, dado que no se conocía, ni r:;(~ 

conoce, n ing ún fl:notipo seguible de "!3 proteína de 82ltd", generalmento ~u 

p.I.·úf;eilC'':;:.:, o ausenci2. fue monilore::.da por tinción e autorradiografía. de 

e xtra ctos l'):'olf:lc;oB 8ornc:tldof; [1. electr'ofol'éeis. 

Mcdbnte experimcntc~ de deloción, pronto se supo que las regiones 

d e con tl'o! de g!nA :; d e l g en d i! "la proteína de 82kd" están contiguas, J que 

f:stos g·enes ce ll'anGcdben en eentidoE: opuestos. 

Tambier:: fue evidente que "la proteína de 82!id" es mu~' abundante. Er. 

un c¡'cc!mienlo en medio l'ico eeta p.:.~ot.cíns rep.:."eeentabo. más del 1% de la 

p !'o te i n::::~ t.eñible por Cocmasie" En todos los ~iEtemas. siempre se r!1ostró como 

igua! a :r: : !. yc~ment.e a bundan l e qu.e GS. la c uul, e n limÍt.;:wión de n itróg eno existe 

e:: un :=! p :' !.~po rció n de m:1.8 de 20,000 moleculas PO!' c¿'lu!:~. De cct.3 abundo.ncia ce 

c o ncluyó que "b. p~'ot.ú !n~: d e 8 21<cl" no d e b ería :,..;e:.' u n t'eguladc!', 

:\1 3 11 ':'I !izn!' kt:=:; f!."'ac~ion oe E;cJuble y !:edi me nt....9.b!e de un Usado de 

m in ¡cé l\ll:!!-~ CIU C 1~:~b!:l n conto nido 3 lJ.\CR1, .'\lejandl"a Covarrubias enconLró qUG la 

mayOl' P31'tC' de "la p:.~útcíL'::~ de H2!-::d" quedaba en la fracción sedimer.lablc. E~lo 



cble:1€:!' i n SCI'C!o :-lce cúntrl: del ~(;n pa!'a, "la })J'olcina do ~2!-:d", obeer\'ó que 

di c h'--"1E: !)"¡;:;f.- r::icnee P8:r-P.C!;:¡:1 ~fec t.a.r l1egati\~amentc e l crecimiento (!n medio r ico, 

rh~I'O no l'!'n f!':üdjo mfn ir:1o. Sor. muy pocan laf; fun c ioncf; celul2. I'eS que pueden tener 

E.:813 C{u 's r. let'ielic!:t , po:' lo e u:::: I eF: t::t nbf;el'vación nOR p::!!'ec ió una c lsv e 

jmpol'tant.c· par3. deducil~ la función de eBte ·, ~on. 

~, ! ¡ t r s b3jo dp. rnaestI'f::l c,,:)f¡eis t ~6 en ccludj~l' e! func ionsmiento de 13 

!'ea:ión d I:,,: co nt.r o l de &!.!:Ll, P&ra ello hice experimentos tipo NOl' thern j y mie 

l' ! "ob~dc n,,': f,"eClWn lelllenle fuo¡"on dé doble cadena, Dado que la región de control 

del g en d r:: " !:: lH'cleina de R2!·: d" es~~ ~dY3cenLe a la de ~, cusndo usa.ba un 

p!'obad o!" que ~c e x lendía b:.Icís arl'i b::t. de glnA algunos cientoe de bsses
l 

aparecía en mi~ autol-radiog'l'afia8 uns banda muy intensa de 1820 nts. : que 

correspondía :t! mRN:\ de "13 p!'ct.eíns de 82kd", .. \1 invelsc que GS, el t:-sn$crito 

d~ 1820 I1lS" e ,.<l mil: abund"nte cuando el cultivo había contenido alto nitJ'6~eno 

(15rnN de :,:nonio) "'Ji! cuando había contenido poco (O"5m~· 1 de amonio) ; gf bie n la 

v3 !'Íac ión de tal !:t bundand~ Ü!'!': do D0 m:íB de u.n 30~. 

Si :con o:ln:\ es t:":meerito a partir c:!e des promoto!"ee" El dietal, 

g! n l\p 1, Ol'igin~ \H~ !.ra n!::: :::ritc d¿. 17 /10 nt.s.; el pI'cxima!, g!n:\p2, uno de 

f.:ll lo!·; ~'e! t1f: muy cc~'c~ de !t) C tl 'anccl'iloe de 1820 y 1670 nt~., jucto on medio 

d e e!lcs. p ()!' 8~to ~omenc~ a Uf;.3r u n probado!' pequeño que n o detectaba a eBCE 

!: : :~e-n :,;ib H i d.:.!d de mh~ c:-;perimn-nloe. 

~t~ gonEH'ó mi P!'üyoclo d f: t!(:."Ctol"ad o . El h !':c ho fu e que, ndemi:::: de;:! lre.nSCJ·itc 

cm","o"p '»ldienle :> glni\pl, "p","oció ot ro, ma.,; abundante, de 1960 ntB" EBte 

n !J (~\·r. u·a.:'1~c !'ito , se~ún pu~ e C(In-:;l'Q U:)!', cO:' t'e epondía ::!) gen de " la: pt'oteína d e 

B21t d", p:'ov en!~: de un pnn:~oLo!' t10pb mas cercano l::. ~ que aquel que 

comp lemen tado &n al menc:s :JO b2.ce~; al del tr~:'1scriLO proveniente de ~l. 

!-ie lo hsbí .. e b selT"do ~' o snte e:, po:"que la abundancia del transcrito de 1820 

nls" lo ocullaba, 

Es tos l'9su ltadoe conduje t"on al s urg imiento de la eiguientc hipótesis: 

l a lJipéLaeis . .. 

Que -g)nJ\ e s P3!'tc de un opc!'ón diver~enle con doble!.: 

promotores dh'e r g-entee en ~u región de control. 

En si, esta hipoteeis 110g psrecio mu)' atractiva. Sin embargo, antes 

d~ conti nuar: debe advertir que, aun que ésto y sún mss resultó cierto, también 

resultó biológicamente irreleva nte" 

"\ les !cct01'CS "O adentrados en la regulación del metaboliBmo 

n!trol(e n!!do en E. con l'ecomiendo lect~ ahora el spendic~ A. 

:\.qui comienza lo q ue f'...le mi t!~3bajo de doctorado.' 

L a hjpóte~is ce \ 'io :,;,~ pidamenle enl'íq~ecida cuando, sI bUEC3.l' los 

inicios do lra,.."cdpc!ón del ;::ell de ""la p,"o~efna de 82kd" mediante cxpedmentos 



de- " C'~t C'r.d 6 n de p·!.'im c: !.'c;", e nconl!'é que no había dOB Bino CU3.t!·c pl'OmOLcl'oS. 

S,ClC ! 'e ;.;u !t:::. d o f ue :!1u> 1'f~p!'oduc:.ib!e, P~!'3 l'eferirme .3 los cuatl'o pl'Omot81'eS, 

!c~; lh~'31.'~ 82p 2, 82 p l, 821) ,Y 82pO; f¡iendo c:} peÜr:cl'ü el m:is cercano a g!n:\1 

El cuadro al que llegamos fue el si;,;uienteo De 82p se ol'i¡¡inaba el 

traneci"ÍLo de 1820 ntsoo En la "extemdól1 de primero" este promotor se 

n13n Hieetaba como uno 30 a 100 veces más fuerte que los otros treso Los 

p,Oomolor" " 82p2, 82pl ~' 82pO se manifieetanban como de fuel'2:as muy similares 

enu'(I ei. 82p2 :;:1'3 el prornút.or cuyo tl'3flScr'ito, de 1960 nts., ee traslapaba con 

el de gln:".p 1. LQ~ nue\-c~ hal!azgo~ fuel'on 82p 1 Y 82pO. No nos sorprendió no 

h:.lVdr'!O!3 di:~C Ll!..:i~l'to en les KtH'lhc!'n s . d a d a !:u esc3.¡;a fuerza y en virtud d e 

nues~l':::' cele ccién d.e pl'cbsdol'ee, 

El cbLCJ que mas enriquec ió a l~ hipó te ~ is orig ina.l fue que , en cua n lo 

3 s cc u enci:-..: . 82pO se parecía mu.cho a. los promot.ol'e e tipo Ntr (como por 

cjumplü .2.l.!:h.,\p2)j los cuales requieren para oxpresarse de los productos de los 

geneR r]ue pUl' entences HamabamoB glnF y glnG. E!:te date nos hizo cree:.' que 

el gen dC! "la prcle in .:l de 82kd" compsL'tl3 esoe doc l'eguladc!.'es con gln:\. 

Sin CJ;,b~ l' g:O 82p O p l'cr:tamenle EG der:v:.:neció; pue~ obeer\~amoe que 

u ~!.! nd() a un !'-113 c::>mo l :!::::p!a do, la t!'anscl'lpt.ss~ l'cyel'[.,R abo:'wba en la reg ión 

do cont~)! de! :;~:e:) de "la pl'otein:1 de 82J.:d", exactamente Ú~. la posición 

~on'e!:1}c:,;dicr:le ;~ 82pO. 1\ 1 volver 3: .m~pe;:l' le5 inicios de tt'an:..;crlpción del gen 

de- "i3 l) rotf.·h;.~: de B21;;d", :~hl)!.'[! u s.-:.lfldo el n;ótodo dp. "mapeo PO!' SI", BO 

cc; r: f j!.'m ::.: ~:cn b o;':letenc13 ~,: r:(;sic!one~ de 82p2, 82p1 :" 82p, Y la inexistenci3 

dt-!' 82pO, 

?or' :-:.quel ti~mpo. un.o de 1,1tcns3 re ..... isión y análisis dent::'o de 

nuee t!'o l3bol·3.tOl'~O. Cfl.! en la ob!::t:'eién de avcl'iguar la función de "b, protcfnn 

di? 82!~d " o Pa r3 ganar la troanquilidad, con"truí un3 hipótesis que e,:plicaba 

todos lOG u310e ex is tenter; Pcn .;,é que una bc:ctel'ia que crecn on medio l'ica 

Uonc q U8 dogradal' rnoJ8culae nit:'og enadas pa.ra obtener ener~ía a partir de los 

ef::quc!eloc de carbcno. El amOI1!C recidu:d tienD que SOl' eliminado, pues no hay 

rwce~jdad d~ asimilado y además es tóxicoo Si o' la 10000teína de 82kd" llevara a 

cabe dic h :":: e>:f:!'ec.:ión, se explicarían el que fuese tsn abundante, que estuvie~f!' 

;::.~oci3.d:"~ a b rI:0::1bl',sna. que 1as inr:{~rciones en su gen r:e manifiest.en en medio 

r'ieo y no en medio mínimo. qu o f;U maxlma 3bundrlncia fuece jUEl~mont{: en m(:dio 

!'lCO, s e e~ 'P Ji ca ría todo, y 10 m3.s imp-o.r't3.nte , Be exp1icar'Í3. que la evolución 

hubi'8'~e ccloc3dc e. ~u gen t:::. n p:"Ó:-;imo u glnf,. {dn duda, pal'a pode!' t-egularloe 

Pa !'3 "v crifica l~ la primer:=.::. pa.rte 

de 13 hipótccis, medí la 3P::1;:ici6n de amonio el' un medio loico (medio Luria) 

cu~ndc u.na c e pa s il"éstl'C eL'e·cía en él. Fu e sorprendente el comprobar quo, o n 

la .s 6 ú!Umas dh-ieiones c e lulal'e:e anlel'ior-es 3 13 fase estacionaria, las 

bá (: ted2 S l1!"cc~E.~b::!n -:/ e :'\c::- e tu. b:~n mfu:: de 20mmoles de amonio /ml de culti'."o. La 

;:¡d tc:i{)n d e 2 g /1 de g lucosa nI me dio Luria reducís la e xcreción de a monio en un 

30~{., 

P:"U";: \"nl'if!c~t· 01 !'t:cto de 1:1 hip6tc-'cis. construí un p31' de plá~m!dos 

Dif~ !"i:::.n ~:n q U l.': . e n u r:o de .oJ!oe, e l g"e n de "In p:'olüina de B2!td" cetaba 

!ntC:l'!'umpfdc: po }' un:::: L-H:er'ci6n temp%'ana. de un cassútte que cunfie:'e Cmr 



Tr:~,n!!fOt 'B!é cnn e::!!Of; un;~ C2p:J. d e E. :":...@ de 13 cua l t&n to el ope:.'ón de 

gkl.\LG C' V::; (.r el :-:;. :..:;.~ d !~ :~~ F!'ott~!:i a d e 82kd" h::!b!ai: eida dt':leU=.dos. El pl'imer 

resultad o :}(· .g::~U'.;o fue qu~.' ~mhas cep~~s c:'ecbn bi en e n Luda. El segundo fue 

L1r;,<tndo e::ae des cepas e.'\.aminé una vieja hip6teE.ie que decja que la 

ec lRibHid::d :1 "!': ~edi -.) l'!cO de una cepa deficient.e en "la proteína de 82kd" e!'::! 

l~ : ~ [1 ~ ' tl (: e tj f::l d o: tipo n~·:móticn, P:~!'3 ello las (;l' €'c i en n;8dio Luria adicionado dc 

dü.:tü:t..9. r.:: ~;.or:c~ l1 l l '[.t;!urhn: dü ~~3. C1. Solamente. 1: :'1 concent.ra.c~onee llJUy altae de 

>::<!Cl r m:~~ cl~ O. ~ :"n I la cep::! defici e nte moell'ab3 1l:3yO.l' sensibilidad que la cep:l 

conll'o!. Esto cab is eepe~'3!'Se , :"l3 que la .9.uee ncia ~e una pt·ot.eina tan abundante 

debia alLcn.·H' l:·,~~; propiedadee fisic3S de la bacte!~i3, i.~-~dependientemente de !a 

funciér. de esa pt'olein3, POI' lo t.3nto, f!f:te reeultado no me ayud6 en nada a 

eSGlat'ecel' h:t fUflción de "la I)rotf-JÍns. de 82kd". 

.\.pr'üvechando es~e mismas dos cepas, probé para averiguar si la 

deficiencia de "le proteína de ~2!{d" se manifiestaba sobre la capacidad de 

crecimiento de 13. bact.el'Ía en al~uno dE: varioe medios mínimoe. En estos utilicé 

combinacionos de glucosa, g licerol o lact.::d:.o cerno fue n te!;:: de carbono, Jf amonio 

o i l u t..'-:mina eOlao fuerlles dú r:H:"l·~~·C:tf','.;. :<0 pude ob :':!':!'\'3!' ni n g una diferencia 

entro la. !: dos ccp~ s . Tambien se moslra1'ón ind!Btinl3!::": en medio LUJ..'ia bajo 

anaereabiosis parcial. 

Enlonce~, tras es ~qs de:.-rot3.s , decid! que s i el gen de "la prcteín.s. 

d ~ B2!<d" no t.enia f en8tipo, :/ yo no teni~ ot.ra hlpéteeis, mejor debería 

continl!3. ~· con. el 2.nálisie de EU región df~ cont:'oL 

Lo!.! e:-:p:"c-si6n d f'; g !n:\ e~ ~fect3.da dit'ecLamente po!' los productos de 

lo=: ;re ne :..: g)nP y ghlG, e indi!·ect3mente pOl' los p¡'oductos de los genes 

~cnes 

t,"a""cripción del gen de "le: 

t:' a.n ecl'iLúf-:. Usú 1::\1'-: c ur: d kio nes de 0.5 y 15 mt-·¡ de amonio como fuente de 

r!.i!..r-óg en l ). p H:'n ':H!!cic n:~ n dc 19/! de g1utamína para suplir esta. au;-~ctrofia. en 13 

c o p:s\ ilil.E-, El p1.'url':ol('H' B2 p fue Lolalmen!.e insensible:;;:; loe cual:'o 

contex to!.: g ené tico!;. 82p2 3.uinent6 lip;opamcnte eu tranecripci6n (!1~enos: de! 

doble) " n e l CüIlL,,,,ta genético glnG-; 82pl la disminuyó ligeramente en eete 

m!sm,-; ccnle:.:t.D g e néti.co. Loc conle1,;lof: glnF-, glnL~ y glnB- no 

tu vü~!'on efec to sob!'(! pl'emulor a]zuno. 

La mut:.ici6 n !dn7G e~ una tl'ansve l'sión de T por :\ en la reglón de 10 

del p r o molol' glnl\pl, 13 cu::d lu~ce a ésle más p3.l'ecidc al consenso de: lot: 

pL'ornotoees tipo P!'ibno\\·, )" la cual tiene como efecto el hacer al g!nApl 

mllt~nt(-: casi 100 vQ.'ces m:t~; fuerte que el c.i!'".'esll'e. Sin embar,;o, e! pl'omotor 

mulado ~íglle siendo completamente repl'eeihle por el producto de glnG en la 

cond!(; jón d e n"!to 3:1:on10. Quiee indsg-ar si !a fuerz3 de) :t1n.'\pl mutanto tenía 

algú n e fc clo no l:.}J 'o los ¡Jl'o:notorer de "la proteína de 82kd". Obtuve 105 

sig uientes l'E:f:u!t.'1.dDe. Cepas que llevaban esta mu13.ci6n manífiest...a.ron expresión 

llormal de lOE tees p:.'omo1..ores del gen de "la protein.a de 82l-;:d". Cuando además 

de h m\'.l""ién glrr7G, la cepa caree!a del producto de glnG, sucedió algo 

cudoso: f.;e ~p.ag6 82pl y .E:J hi :~o aparen t e un nuevo inicio de transcripción, 

Este úlU.no dnto es, aún ahora, dema siado extrafio como para tratar de h.a.Il:.H'!e 

una e XI)!~\.~ :1Ción , Por' ctl'O lado, fue b~E:tante intot'essnte que la tranecripción 

d e gJ~l H:uLe.dc n.o C b~t.3cu!.lz.D.l·a la de 82p2, a pes:u" de est.a!' encontradas, 

Ueua.lmf:nle une habria dado pOl' hecho contl'8.rio. 

En reBumen, ~ peS!il' del sob!'elapamienlc de lae transcripciones 

se ~~elacicna n l"egulatoriamente . ni intenlccion:!n el 

uno CO~l el oL1'0; o i giquio!'~ !:e cstol ' ba n . ConcJuí, tsmhién, que el gen de "!,'3. 

pl'otel n :..:: de B2l\d" e:~3 '....1:1 gen e cü'uclur::l !, coneLH.utivc y fú c i!me nte 



r u J e \ ':~: l1 Lé , P ::: !'? alle be ie n idc que d:;,H' 8. .ni!:::.: datos u n e!1!cque tota lment.e 

~"li f.U.H,..) ; ( lLH~ e(~ L.:JI:~pre:1de l·? ?.l !-ee!' el articulo que constituye 13 sección de 

rtES Ut , '.\ !)()S. An L(~ ~ d e qUtl ae3 1ejdc. deho 3c!~!'al' que en ese artículo cmiti tede 

:.h, ej6n a !oc; p" omolol"'" 821'1 y 82p2. El habedos mencionado no hab¡'iá afectado 

! :'! !": conc! uE!o:l B2 d el l!'(:.bajo y , en ce.mbio, hab!'fa :::.t.:. ~,,:~e ntado notsblemen t,e !::u 

(,;O !l~ pJ e jida c.l. Por otro lado, dado (}ue dicho arlfculo tiene su propi3 estructura 

i nle l' i 1;~ J pid o que se3 leído y anali:-~3do ft'flscame l! te, d.esde el punto de v ieL'l 

q Uf' p ! "~)l tC'~), Y 1 ibn~mente ~!l! !o~: f)J'ojuicl c c qu e e ~t.3 INTRODUCC!ON ha >~:! podido 

pl"op k iar . 
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2.-Ee iLh fsa c k ma r:, Yu- l'-!c in Chen n n d nOl'i ~ :-- 1ag3.s:1 ni!~ 

Ph ysic~l a n d gcr:ctic ch~!':=ict e ri;~:lt i on o f thc glnJ\ -g!n.Q !'c~jon oí 

.S~Ch..w~_líf:1 col l. 

V'i:\S US.\ 72 (1981) 37·1:';-37!1. 



D1SCl'S!O>: 

al "CC"'" ~ctÚS e l fiELE de g ln .'\ '! 

b}El p!'ct:len:a de loe 5 sities d8 u ni6r. para NR¡ en la regióD 

de co",,'ol Je ,,!n .~. 

el El BELE de ~ como un modelo para enhaneers en g eneral. 

d)Le se lección de })romoto)'e s e n cnhancel's oucariotos. 

e) Epílogo: un pl..f1lo de, vinta evolutivo personal. 

¿Cémo actúa e:l DELE de g ln¡\? 

P~!'3 ai.,)3lizH~' b fonna de actuar del BELE conviene revicar 31gunae 

g eneralidad es del pl'oceso de iniciación de 13 ll..'anf;;Cripción ). de como éste 

pued e s e ::' J.'eguJ:'idú. Do ac u erdo l;on 1:::: t e cl'ja v 1g e ntc:, e l p r oceso de irdci3.ción 

de la l :'anccdpclón consta de t:'8 $ eLap~'H; ("l) . La pdmer'2, constele en la. 

búequoda de un pr-crnotol' pOl' b. H~':A pOlimC1'3sa. Durante aEta etapa, el muestréo 

de secue~Lci~s ce DNA se llev ado a cabe ece ncia lmenle a lr~rvés de la subunidad 

Ei g tn3. de la hu1c3n z i..:11:1., Un3 Ve~ que se encuent.ra un p:'omolor, comienza la etapa 

de "cc:"!':plejc C(;!'!'~dc~'. D~.H':~r.tc é.ct::1, 13 hc!oenzima permanece unida a! pl'OmOWl' 

3. t!'.:n-&s d ... ! c: () r j~3Ct.c.c e.clubl€:cido.s lantc pOl' la suuunidad sigma como por el 

CG!'(: dE: 1::: n:-:.\ poH:r: e: 'a~a . ~El3. e:: una eta pa critic:? , que puede dCEembocar a. 

la abol'ción de! p poeeco (con el deepl'en dimienlo de la. polhr.el'a~3; de! D~J:\), o ~ 

13. fC!:rr:3ci5n del "complejo a ble:'to" de inici~ció:: fh..:,rant.e la etapn de complejo 

;),hit~:,tu, t,: COt';::· de !:l polill~el·:u;:! :::.b:''8 !:::s daoS t:3.d cr.~s d e! D~ ;,\ , ~prüxira~da.I:1en!.e 

un::! ~; cinco ba s ec f.:.!n~d ~d()l" dl:: la pos ición -+ 1, Y esL~b! ~ce inte!.'acción COf; t:'st:.::.!.,; 

basee. En estn et3.p3 13 pclhncl ·as3 ac(: pt~: el pI'imer nucleótido tl'ifoefato 

comp!em~nl~!l' io y se pl'epal..'a pa1"3 comenZ3l' la polimerización, a 13 Hebada de 

s e g undo lHl c !e ótid r; lrifosfato cClllplemenl3rio. !'-'!omenlos deepuée de iniciada la 

polimeL·iz.~ción, 13 E:ubu rd d3o ~~igma se de8I)L~ende del COL'e de la polirneraea. Esto 

es impoJ'tan to, ya que 1.::::e intel'~CC!Ones entr'e sigma y el DN.". pudieran frener el 

:,,·ance del complejo de e lon gación. Por último, el estado de polimerización 

pr()~reSiV3 procede mu y ::?stsb!t:'l!h..'rltc hasta encontr::u' un lerminsdor. Todo este 

esquema ha sido obtenido a p:;!'lÜ' del compol'tamiento de prof:1cto!~es tipo Pribno,· .. 

~/ siendo sig ma 70 el faclor Síg l113 de !3 poJimeraea ('1) . Sin emb:;u·.~~:o, e~ 

posible quo la ~itu..;:Jción sea n:u)~ nimila!' pal'a el case dc 108 pr-omotcreE tipo 

Ntr y sigm" 60. 

Regular" un pJ'omolor es cambiar BU fuerza vil"tual (1) • Para ello, ee 

debe actual' sobre el que sea el paso limitante, o el más Buceptible J del 

proce.:o de iniciación ('1). Debido a la abundancia de RN.'\ polimerasas, la etapa 

de búsqueda de un p,"omotor parece no sel" \.m paso limitante de la iniciación de 

In lr~nscl'ipción (fl), POI' oll'O lado, con oxpol'imentos de "run off" Ee ha visto 

que la. dUl'ación de1 complejo abierto n o depend,=, de las secuenciae reconocidas 

por la poli me,.""" (el -10 y 01 -35) ('1,5). PO!" ott'o lado más, cuando se han 

compé.l·ado pl'cmotú:"cs débiles con fuertes en condi.cioneE en las que la fo!'mación 

de cl'Hnplejo ::: bierlo está hnpe dids , ee ha obs.el'vado qu::: en eelos úlUrnos la 

pCl'manO n C!8 d el c~mplcjc C8l'r's.do ef; mayo!' (1). En l'esu:nen, pa!~ece eel' que la 

diftTCncia pl'indl)(·d cl'l t !'e pl'o l'nolol'es t'uGl'les .Y débiles es que los fuertes 

gene !'an comple jos c et' l'UdC8 de inic l::!ción m~.s 9st3b1es. 

!"e[}!'e!;!-'!'e~: u !"::!.: a lmente eü enctlcntr..:::n localizados. de fCr.r.12 t..3.1. que el repref:'Ü!' 

obBtn~y~;' b fO:':1:: !c !ún del coruplejeJ c e :'!'s do (/IJ5) .. \unque eí1 alguno!:: C:JCOf; los 



!'ey.H'13'!':D!'eS fundon,~ r.. cbst~cuH2ando al complejo de elongación, este 0!:: 

Sj corno !S:.e h~ c!'eido, 13 cene] bilidad del complejo cet'l'.ado es el punto 

dond~ més 1'ác ilmünLo ~e puede OjCl'CÜ!' regulación, C:-l'ltonce~, el complejo cerrado 

tiene que se r oetabiliz3do para que ee de un efecto de activación" Esto puede 

ser log t"ado únicamente PO!' :-dzuno do 102 siguientes tres mec.9.nismce (-1) : 

1) C'ambinndo !a conformación del promotor, 

Il) -Cambiar:dc ]~ conformaci6~'1 de 13 holocnzima de la polimeras2 1 

o !II) Sin cambial' aj al promotor ni ~ la polimCl'3f.:3 , pero fo!'zando la 

intel~3.ccién entl"e és~ce, medb,nto mantenerlos en la colocación adecuada. 

Cualquü:n' combinación d e c elos tres mecanismos podría presentarse también 

PEu'a el c!'!so de la activación de gln/lp2 pOI' NR, activador , el 

mecaili emo 1 l'esull:i i mprob3b!e, ya que es dificil lransmitir al promotor un 

e;'ecto a l:;t:'g~ dict:'incla 8. tr.a:'I,Ié s de! D!'L'\ • . l\dem3.2, intuit.ivamente me parece, 

que lal efec to no podl'ia transmitir 13 información neces3pia para oC3.sional' la 

.selectividad en la a c ll \" ac i6n de loe p1"omolol'e ~. l't.:h:: aún, y probablemen te la 

evidencia quo excluy e 3. er:tl:: mec~n.i~mo del toclo, NR¡ puede actiV.9.1" a gJnAp2 

e n u n a f:lo!écula d e J):,:_~, l'e!aj3da" 

El :necani~nw 111 ce inccn1p3tib!e con laf: propiedades dE: enhancer del BELE 

en g!n.'\. No puede RD1' que NH¡ activadol' coloque a l~ polimeras.::. en un sitio 

eepecifko, !:i su propio sitio de ptag .::;do no !'equie!'o eet~~!' en un3, posición 

d ú tcl'minada . Naga.ca n ik h:l p!'opuccto l que para ac!.i\'~H', 01 NR1 pegado 3. la 

Clsí, el lr.,zoc:J.nü:lfl.O 111 !:c!'i:! pCl'foct:::n: e nlo (:lctible, pues !a po.cición del NR, 

d::1 P!'Ol:!otol' S H !'!3 il~!":.mo'.'¡bJe, :; fun cíon:tr!a como m.:-.:.t'CO de coordenadaE para la 

podclór: de 13 pollme!.'3.es, Desg l':!ciadamente, la BUpOS:lCón de una molécula de 

NR¡ unid a :"11 p ¡'omoLor no Jetá hien juet,jficada. 

De l:Js t rc't: :-:-: t!can ismo~;, el I'ealmcnto adecuado para explicar propiedades de 

e:-~h::1ncer' es e! meC3¡1ismo II. ¡\demAs, ya er: el artículo argumentamos, que NRI 

en alt..:is ccncentr3C!Onee :nolat'es puede: ~ctivar 8 gln_;~p2 sin requerÜ' ect::r 

sirn'...1!taneame n t.c u n1uc sl DN,". (Ol al me:ios, no 3 EU eecucnica específica), Si 

esto s e da:':.":0st.l'ar.:::., no pod 1'i:~moB ¿ude.¡' do que 01 mecanismo II opera en la 

acLh'aci6n d (:~ K.!...D....1r) ~, ya <"¡ue JOB r.:ecan ismos 1 y II! exigen el pe~ado de NR¡ 

al D~l/\, 

Por otro l.:1dcJ en condicionec dende la concentración de !'-~RI er; baja 

(habiendo al!'ededot· de G n.o!ecula~/célu!n), los sit!cs de pegado de NRl que 

t.:or~stitu~/0 1 ': :~ !.:.: secuel eh": !JEL !";C;:: !i':diepenc;lb!cs para 13 ncliv.:lción ue! 

gln.'\p2 (su p o s!c ¡ón r esp ecto al promote!.' puede Ber cambiada, peJ"C tiel1en '1ue 

esta¡' pl'ü"ent0, y lJrobablGmente ni> cis) (2) , E<:te dato parecería estar en 

contl's de] mecanismo 11, pues come he!!~oz dicho, este InecaníBmo no implica 

sitios de p e g ado del n:ctiv:ldol', Sin embargo, pueden hacerse das coneideraciones 

a este J:ccpccto, fCs de suponerse, que ~¡ de la región de control de gln:\ se 

dele!."" ]U" siti"" de pegade de Jo.iR" el complejo "ilima 60-polimerasa que 

pudiera u.-rlrsc a glnAp2 no encontrará ~n NRl activadol' con el cual 

!ntD r.:'\cc io n~'l.l' . y'=::1 que dada la l:: scasa concentración d e NRh ó!:te no debe 

existÍ!.' er! fOl"m8. libt·(~, sino SCg' lll':":. W,!H"l tC 8!:t3rá unido ~ SUE otros Gitlos: de 

peg'::=dc en f.'1 C:'emo:~(~ma d~~ E, ~~on, ::lsí comt) ::::. pon iblt;G pseudo-cirios. /\1 no 

es t 8..J' müdj fic~d2. r::01' !'-lRl, esta hl::!00.¡;;-:i:r::1 no formará un complejo cerrado 

Ü~-:~:1b! é :2':;1'": ',"!n,\p2; y, PO!~ h') t:Jntc, 13 fr{:cuenC!3 de aborción dominará sobre 

1:::. fl' úcuer:ci:: d e fOl'lY:a;ciór: uf: comp1L'j() abic!.'lo. H3y una seg unda concidcr3ción 

l!).:"te o n} ;.~ n-:,"):.:: ci:l1ibr . :\ún cu::.: ndo hubiel'':::' NR¡ acU"'ador libre, la presencia de 



....... dtJc d~ u~ión de ~JHI CC !' CC. d e gl n J\p2 aume n t3.ria 13 frecuencia de 

encl1 e r¡t:.'~)e e nt!'-e NR, y f:ig'm3 üO-polime:.'ae.:::: , trayendo como consecuencia una 

ma y o!' cxpTe:::: i-0 1l d t., b"!n. p2. Eete efecto [jerá más evidente, cuanto menor seo. la. 

p!'cb~t)!!jd~cl de en~UGntl'OS :::2pontt.: neos er.tre NRl :;,.cth'-¿~.dor libre y la 

para q ue f;e p L~ese~; t.~n propie dades tipo 0nhancer. ~1e gustat'i::; añadir, ::..::demáE, 

que dado un acti'/adDr cuyo mecanismo de acción sea del tipo II , éste 

seguraménte te rl.dr'á la capacidad de actu!:.l' como un enhancer. 

EB intel'esa nte q ue, dado que el mecanismo II implica un cambio estél'ico en 

la polimet'ns3., ES f~cn ver como este mecanismo podría -:o!verse uno de 

l'epredén. Baslarb con que el cambio confol'macional inducido en la polimerasa 

oculta!:" en ells aquellas l'egionee do su superficie con lae cuales normalmente 

h3ce los con~-5Ict.":-H-: establee con el DN.-'\ . De esta forma, lam bien se puede pensar 

el": un r e prC:f:o!' que :actúe n dü:b.r.cin. EJemplos de esto ya han e1d.c hallados 3D 

los sü::temst.: euca!'lctes. Un caso intcl'ecante es el de ]a pl'otein~ ELt\. de 

adenoviruG 2, 1!). cual "puede f:.el' f:.imult.3neemente un aclivador y un l'epresor en 

pror.:o tOl'ef.: d jetin lo3 (6). 

!Iasl.:-:. 01 D:omD'nL·o me he: l'eferidc .3 un cambio ccnformaclonal de 13 

hc!cenzima de 13 RN ... '\ polimel's,r:a inducido por NRJ activador. Lo más proba.ble 

es q UH éete ee lleve a cabo por l-'" contacto e ntre NRl :r sigma 60, dado que 

COPO de 1[\ polime!~ac:--! C~ común ~ todo~ loe eventou de tran::;cripción, mientl'ac 

que NR, .' ~i&'ma -50 t:;-:':l sid8 cspeclaJizados para la expresión de g-enes Ntr. 

:\der:'\.3c, en C! C·'::H:.O Ce lo!.: p!'cmctc:' e:.:: tipo Pl'ibno· ... · , s e h2 l1egad:.:::: a 1.8. 

conclu s ión de lU H e l c o ce h3(:e p ¡'i n cip.:::demnte contac~0S incf:.pecificos con las 

babee, mien tn~r=: 13. ::l~bun i d 3.d sig ma los hace específi:,;of; ('l,5) . p~)l' esta l'azór.., 

:::0 ha c¡' !:!da qU é Jos :~cl>.'3.dul'H.E c.c'tú~(.: ~obl'e la subunidad S!g:f':::! (·!,5) . Este 

~c ve ~=l}O)'~d-:J po:;l' b ch'CUlIGt.:.L:1C;1:_"! d,~ que: el !;itio de unión de un activado!' 

siempre est.9. hacia el lado de la Bubunidad sigma; en una posición muy favorable 

para que sigma y el activador hagan contacto (1) . La misma lógica parece poder 

aplicarse al caso de HR, y sigma-60 en glnA, y al caso del producto de HifA 

y sigma-60 en Nim. 

El mecaniemo IIl, a pesar de ser contrario a la flexibilidad posicional 

del BELE, probablemente participa en la activación de glnAp2 como un 

mecanismo adicional o, quizás, circunstancial. La' flexibilidad posicional del 

BELE ee un hallazgo resultante de la modificación artificial del DNA. In vivo, 

la distancia de la secuencia BEL a glnAp2 parecería estar sujeta a selección, 

pues no cambia con el tiempo. (Las posiciones de estas secuencias son idénticas 

en S. typhimul'ium y en E. col!) (2) Por otro lado, a pesar de que 

teóricamente podrían estar más cercanas o más lejanas, sucede que en varias 

probables secuencias DELE (las de los genes nif), la distancia entre éstas, y 

sus respectivos promotores es bastante similar para todos los casos (3) • Esto 

permite suponer, que si esa distancia es justamente la adecuada, NR, 

activador podría estabiliza .. al complejo cerrado, sirviendo de conexión entre 

ia polimerasa y el DNA (además de actuar por el mecanismo, ya discutido, de 

cambiar a la polimerasa para que ten¡ra contactos más fuertes con el DMA). 

De esta forma, actualmente preferimos el suguiente modelo: 

a) NR" tanto cuando est.9. como activador cOmO cuando no lo está, se une 

a sus sitios de alta afinidad en la región de control de' glnA. 

b) 'NR, tiene una region de su superficie que es capaz de interaccionar 

con una reg-ion de la superficie de sigmaBO. 

cl El complejo sigmaBO-polimerasa rastréa al DNA en busca de promotores. 

d) Cuando el complejo slllma60-polimerasa choca con un NR, activador, 

unido al DNA (aunque no necesa .. iamente) , ee induce un cambio conformacional en 

sigmaSO que hace que ésta aumente su afinidad por los promotores Ntr. Dado que 



p~~ 'a Nn¡ :1d Y:1cente!; a loe pl'ornotol'es Ntr, el 

d ::~ ·'-.:b:·::b!a ilh::n l::: :.1 ! C: t.;; :l er1 l D d e f!)f':nal'~t: el cC::1 p!e-jo a bieJ· t..c d e inícL:ación, 

~~ Hb~',': 'a !:: ¡ ; :~el':! t ~ 1..:; ó n ent.! '!:' :-~ r-:- ; :: s: im~oO, 

!"?l P:"o bJe:1l2 elc: los 5 EI!.jo~ de: !!;) ió n d e ~ HI on la re g:é !"~ de con trol de 

run.\. 

Sr¡ 1:: t~eg ió n d~ contro! de glnA e ~~Ü:ten 5 sities de uni6l1 p3r~ :~!RI 

' V Ol' !ig ~tl'::': l! ). T> O f: de d !or. !::cn de :;: Jts 3!inidad, )' eob!'e eetoe no hay duda. 

de su. signif!C2do bi(¡!6 .~·ic.o. Ee t.!istint.o el caBO de lOE: l.l'es .de baja s.finidad~ 

l-'::u" ~ ¿ stc~. únk[!;"!'f:onte ee h a dcrncatl'::ldo que in vit:'o pueden unir NR. cuando 

f~! l'~g\!!f:.dor- ,está en un ~! ':::n e:-:c e s o :no!..a:". Ls pres(!r.ci:a de estos cinco e"itios 

1:3 dí!jcu!t~..:dc el 1og-l':lr CCl"'lc!u .s ienee limpio.E respecto 3 la regulación de 

glnAp2. No !eut~ t'!' l1 particula!', 1:,.1 p ()Blbi!idad de que ~ún habiendo una baja 

co r~cc-n t!':lciñn dc~ !'~ n l, lOE c i tioG d e bo.ja. sfinid:ld pUeds..D eer llenadoE, 10 

cua.l })odri-::t [;u C'ed~ !,.', 81 hubiera ccopel'ativid~d con los sitios de alts. afinidsd. 

~li bien 1::.:. -e·;¡c..!erl~i~: final tendl'!l que p!'ovenir de nuevos experimentos, quieiera 

a!' f;'Uffil.'n !.:-!:-, e n con tr:~ de le. podb ilidac de que estoE :;itice débiles encierren un 

c:-::sLend:! d'"3 ct."'Ope!'sti v :d:t cl, e vi s to de cae ot:'o punto de visla, la bajs 

:1f!n idad d :.:l (· J·lni ; :-t d a para !o e; e H :or:; ~i Ri31 NRJ1 Y Nn¡5 ya incluye 

c:..t.:l!QUiCl" l:f'~ct~ ce coo P(:!'!l Uvid~ d que pud:el'a dal"f;e. B:-:tl'spolando es to a la 

1,;itu:.Jc ¡ón in \'i':0 . :'ü~alll:l quu .:! ':l! ·¡ h n b!endo coopel'stiv idad, los sitioE débiles 

eet!'U' ("::.'; Up':H.! O~ t.: uo. n d. .,.;' cok.: h:lY d'b' ti .a g molécu.la!:: de NH¡ por célula 

80 3. ~O :'! de ~; u má xima. capacid:·.d). En .. ú~l1rHio !ug2.l·, nupon;¡arr.oe que la forma de 

!:1cciól : de !C,::-. :;iU"J!; t.:h~ :dLa afinicl:ld fut\ ::~ 01 ~a!· ~ ::1t!z.a: .. e l llon.::ldc de loe 

::.: itioe p.::óxim()2 ~ g!nAp2, en !o~ ~u.81e);; hipctéU~m~nte ~\ Rl podria :ac tuSL' 

con rn~'tyOJ' f~c í!i cl~'H.t !"::c b~'t.1" ('} (;(! ;¡l plejo cí!!.'l'ado de inlci3.ción. Si esto fUf:lse al~o 

e~e n cial, cn t.o r ;1 . .'f: ~~ ~e c !:::pCt'!! l'! :l: que :.::u~lquic·!.' olro mét.odo que gal'SntizaL'a el 

He nadc d~ los sitio!"": pl'6:dmQ:'~ CI. g·!n.'\p:? condujera. igu~lmonle. s. aCli\"3ci6:1. 

El f:Xp!..· : 'i:"r.~ nt{J h :;. t.:k!o b ach e : ::cdi~n lt.? mo~" e~ ' lü~ :.; it.io!; de !.lila :.:.rlnld.sd ~ laG 

pü!.;! (,j ~ ~ n l!!~ de !0 !-; d ut""": :; itio !-: p)'() ~~Üno!': :::. g! nAp~ (2) . El rcsultado tu!: que no 

hubu !l(:" th'3 C"ic;\, c u gi :'ien do que NRJ u n ido en e sas poeicione~ 1':0 puede 

Pe)' últir:H'l, r.-s de BUpCnerge que e1 mecanismo de acci6rl de NP. • .cea 

fund~nian t:.;¡ ] m (':nte o} mi!.:mo C U:'l ?n:!O h ::tY poc o que cu.s.ndo ha.Y mucho de et::le 

!·e~u!.~1dol·. Si !! eJl!bargo, a l menos cU8.i'! do hsy sbundancia de Nn., C~ dudosa la 

Pf); J't!c!P.3ciÓfl -:1 e lo~ do!; s ilio~ proximos a gJn.'\p2 en !::. activSoción do este 

promoter . El :<: r gumcn to pI'o\' ie lH~ d ol h echo c!) q!.l.e , ~n c~:ceeo dn NRil g1r.1\p2 

es ig u3.! me nLe ~cti \'nbte cuan d.o e r:toe \loe e it!os cst!n p l'e eenteE que cu~ndo han 

~ido deletados !2J . 

En cic!"'!~ fo!'ma, míe dos úlU moE a r g umentos, que f;on lOE más fuerteB, han 

dec:::'t:l.'c:dit.3:dc t;E::cn.ci.almente So !os nitice NRd y NR¡5. No he podido 

encc.Jl1tl'~!' u n l.:J n buen :Il'g umei1to ~ f3\'O!' o en contra del sitio NR}3 Sin 

embnl'go, pode~c;s SUpC!1Ú!' que ts. pos:iciór. de e~le sitio nc lo hace 

.::dc:nific2.ti\'amc.-,te di!~ l' cntc de loe sitios NP.¡ 1 r >!R12, y por lo tanto, que 

p~lrLjc~pación d í;:1) I~ He!' lllp.cn n íntic~::nnenle !:imi!nr a la de lc~ des ~Hio8 de nll3 

,afinicl:'H1. 



El BELE de glnA como un modelo para enhancers en general. 

Ciertalllen te el DELE de .K!.nt. ha sido poco estudiado como un enhancer. Sin 

embargo, tiene cuatro características que lo hacen muy interesante como modelo 

de enhancers en general. En primer lu¡¡ar, este elemento se encuentra en el 

sistema biológico que mejor conocemos y el que más expeditamente somos capaces 

de manipular: E. col1. En segundo lugar, el'.iste, ya, un amplio conocimiento de 

la &,enética relevante a este elemento. En tercer lugar, aparentemente conocemos 

el conjunto completo de las proteínas que interaccionan con la región de 

control de glM. Y, por último, existe un sistema in vitro bien definido, 

• donde se manifiesta fidedignamente la capacidad transcripcional de la re¡ci6n de 

control de glM, y en particular, el efecto activador de NR,. 

Falta aún hacerse una caracterización sistemática del significado de la 

secuencie nucleotldica en la región de control de glnA. A partir de 

comparaciones se han llegado a establecer consensos_ lento para las secuencias 

reconocidas por NR1, como para las que definen a un promotor tipo Ntr. Sin 

embargo, estas secuencias concenso no han sido debidamente validadas por 

mutagénesis de las bases correspondientes. Actualmente, no sabemos cuales 

secuencias de la regi6n de control de glM son dispensables y cuales no. 

Tampoco se cuenta COn un análisis de las estructuras espaciales ní 

deNR¡, ni del complejo sigma 60-polimerasa. Es predecible que ésto se hará 

pronto. Los p,..imeros pasos en ese sentido han sido dados con el trabajo de 

purificación de lss proteínas y con la deducción de las secuencias de 

aminoácidos de éstas. 

lIa)' al menos dos características, frecuentemente encontradas en los 

enhancers eucariotes, para las cuales el BELE de glnA probablemente no 

servirá Como modelo. La más importante de las dos se refiere al concepto de 

programa genético (entendiéndose por ésto, la expresión preferencial y 

concertada de una t"acción de 10B genes de la célula, de acuerdo con una 

estrategia adaptativa). Tanto NR, como si¡¡ma 60 definen un pro¡¡rama ¡¡enético. 

Sin embargo, a diferencia de muchos pro¡(ramas genéticos en eucariotes, 

programa definido por NR! y sigma 60 es reversible y es, además, 

el 

independiente de tiempo, en el sentido de que puede expresarse en casi 

cualquier momento de la historia de un crecimiento. En eucariotes, los 

enhancers participan en el establecimiento de p"ogramas estables, los cuales se 

ponen en función en momentos secuencial o cronológicamente determinados (7). 

Parece ser que para ello, varios enhancere acluan concertadamente para definir 

la expresión de un ¡¡en dado. Se ha postulado que en estos casos existe 

interacción fisica entre las proteinas regulatorias de dichos enhancers (6) 

Este tipo de mecanismo no puede ser modelado por el BELE de glnA. 

Por otro lado, existe evidencia de que hormonas, u otro tipo de efectores, 

entran al núcleo celular, donde directamente califican la acción de las 

proteinas regulatorias de los enhancers (6,7). Esto se parece un poco al efecto 

de cAMP "obre CRP en entero bacterias, pero difiere si¡¡nificativamente del caso 

de NR" para el cual la intercon1ersión de sus lOrmas activa e inactiva 

requiere de la acción catalítica de NRn. Otra característica importante de 

NR!, aunque esto merece un mayor estudio, es la manera en la que 

mecarusticamente se diferencian sus estados activo e. inactivo; ya que 

aparentemente la diferencia no reside en una distinta capacidad para reconocer 

secuencias de DNA. Es posible que ésta sea otra diferencla entre el BELE de 

gln¡\ y los enhancers eucal'iotes, por lo cual habrá que tener cautela. Sin 

embarga, lomadas en cuenta las anteriores. consideraciones, me parece que el 

funcionamiento de los enhancers bacterianos será en buena medida extrapolable a 

los enhaneare eucariotes. 



La selección de promotores en enhancers eucs.riotes. 

En repetidas ocasiones se han hecho quimeras entre enhancers y promotores 

eucariotes (6,7) • El resultado más común ha sido, que la expresión a partir 

del promotor aumenta en las condiciones que el enhancer as! lo dicta. Este 

resultado indica, que en los casos probados, los enhancers no han mostrado 

selectividad de promotores. Quizás este hecho sea consistente con que no se ha 

encontrado un equivalente a subunidades sigma alternativas en las. polimerasas 

de eucarioles. Se sabe que hay varios factores proteicos de la polimerasa que 

_ solamente participan en la iniciación a la transcripción; sin embargo, cada uno 

lleva a cabo un 1unción dietinta y no son sustituibles el uno por el otro. Debe 

tomarse en cuenta, que al hacerse este tipo de consideraciones, normalmente se 

está pensando en PoliI, y se está olvidando que una célula eucariote posee 

otras dos RNA pol1merasas distintas: Poli y Polill. Las tres polimerasas están 

constituidas por conjuntos bien definidos de subunidades. Ninguna de esas 

subunidades es compartida por una polimerasa con alguna otra. Sin embar lfo, es 

fácil ver que casi todas les subunidades de una polimeraea tienen un 

equivalente en las otras dos. Puede decirse, que tanto funcional como 

estructuralmente, PolI, PoliI y PollII son baBtante parecidss; más PolI1 con 

PollIl. Por esto, cabe preguntarse si un enhancer de un gen transcrito por 

PolIl (todos los estudiados hasta ahora caen en este caeo) puede activar un 

promotor reconocido por PollIl. Si la respuesta es "no", la siguiente pregunta 

eeria, ¿es esto indicación de selección de pl'Oll)otoree? Desgraciadamente, se 

conoce poco de la regulación de los genes transcritos por PolIU. 

Un dato interesante es, que sí se ha encontrado una cierta diversidad de 

formas de PolII en un solo organismo. Esto pudiera estar relacionado al 

creciente reconocimiento de que algunos promotores, aparentemente utilizados 

por PoIIT, tienen una región rica en pares G/C, en lugar de la, secuencia "TATA" 

que se considerabs consenao para los promotores reconocidos por esta 

polimerasa (10). Parece ser que Bsa región rica en G/e resultará ser común a 

los promolores de los genes de mantenimiento, genes cuyos productos son enzimas 

del metabolismo bassl y que por ello son expresados en las células de todos los 

tejidos. Dada la existencia de al menos dos clase.s de promotores reconocidos 

por Poli1, cabe otra vez, preguntarse si un enhancer puede discriminar entre 

estas dos clases de promotores. 

El record mundial para la distancia a la que puede actuar un enhancer 

eucariote lo ostenta el enhancer del promotor V. del gen de 19B de rat6n, con 

una distancia 16,000 bases (6). Sin embargo, cálculos bien fundamentados 

indican, que en eucarioles superiores hay en promedio un gen, o menos, por cada 

15000 pares de bases (9) Esto hace pensar, que en estos organismos, la 

distancia entre los genes basta para aislarlos de la regulación de los genes 

vecinos. De acuerdo a ésto, (in vivo) la selectividad de promotores podría ser 

una consecuencia de la posición de los enhancers, cuya efectividad de largo 

alcance no sería suficiente para afectar a promotores distintos a su propio 

promotor blanco; ni siquiera a los de los genes vecinos más pr6ximos, pues aún 

estos estarían demasiado lejanos. Aunque en otras dimensiones, ésto sería muy 

parecido al mecaniemo de selección de promotores que manifiesta eRP en E. coli. 

Desde luego, la existencia de este tipo de mecanismo no implicaría 

necesarlamente, que no haya activadores de enhancers eucariotes que puedan 

comportarse como NR, en cuanto a discriminar su acción sobre las polimerasas. 



Epflogo: un punto de vista evolutivo personal. 

Para concluir esta discusión, me guataria plantear el siguiente punto de 

vista. Yo creo, que a pesar de las grandes ventajas que los enhancers 

proporcionan en cuanto a plasticidad (ia cual permite una más rápida adaptación 

y evolución), la capacidad de regular a distancia no es un triunfo evolutivo. 

Creo que eB una consecuencia gratuita del mecanismo II de activaci6n, ya 

discutido. Creo que el verdadero problema, y por tanto el verdadero logro 

evolutivo, de los organismos que requel'ian economía de DNA, fue el haber 

limitado esos efeclos regulatorios a distancia; el impedir que 108 genes 

fueran afeclados por los efectos regula torios que correspondían a sus genes 

_ vecince. 

Fig.2. Secuencia de la tsión de control de glnA donde se muestran las posi
ciones de los sitlos de unión para NRI_ 
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APEND!CE 1\ 

La GS de E.coli consta de 12 subunidades idénticas codificadas en el gen 

glM. La actividad de un dodecamero de GS puede ser gradual y reversiblemente 

disminuida mediante la adenilación· de BUB subunidades. Esta adenilación, aai 

como la desadenilación, es el resultado de la acción catalitica de una ATasa, 

el producto del gen glnE. La acción de la ATasa es calificada por la proteina 

Pu, el pt'oducto del gen glnB. A su vez, la ·acción de Pu ea calificada 

mediante la urldilación/desuridilsción de esta proteina; modifiacaciones que 

son llevadas a cabo por una UTasa, el producto de glnD. El resultado de esta 

compleja regulacion (a la cual se denomina "de cascada") es que GS está 

adenilada (inactiva) cuando la relación alfa-ceto/glutsmina es baja, y que está 

desadenilada (activa) cuando la relación alfa-ceto/glutamina ea alta. 

Como Be verá un poco más abajo, GS, además de estar regulada en su 

actividad/molecula, está regulada en cuanto a su sintes!s, com'o consecuencia de 

la re&,ulación de glnA. 

gln1\ es parte del operón glnAntrBC (o glnALG, lo que es lo mismo). 

En este operán existen los promotores glnApl y glnAp2, antes de glnA, y 

.s.!!:l1.:r2. antes de ntl"BC. Los promotores glnAp1 y K!!l!& tienen expresiones 

maximas que son de 10 a 30 veces menores que la maxima de glnAp2. Tanto 

&.!.!:!t.Pl como .&.!nb..!!. funcionan cuando hay exceso de nitrógeno, y son 

reprimidos por NR" el producto de ntrC, cuando hay deficiencia de 

nitrógeno. Parece ser que glnAp1 es activado por CRP unido a cAMPo Tanto 

glMp1 como K.ln1:R son promotores tipo Pribno\,. 

A diferencia de glnAp1 y Kl.!l1.P, glnAp2 es un promotor tipo Ntr, por 

10 cual solamenl& es reconocido por polimerasas' asociadas a si¡-ma60, el 

pt'oducto del &,&n "poN (antes glnF). glMp2 es activado por NR, activo 

cuando hay eBoscee de nitl·ó¡-eno. La· conversión de NR¡ en activo Be da por la 

adición de un fosforBo a la proteína. Tanto esta reacción como su inversa es 

catalizads por NR¡¡, el producto del gen ntrB (antes glnL). La acción de 

NRu es calificada por PII • De esta forma, tanto la regulación catalitica 

de GS como la re~ulación genética son participes de una información común. 

Como resultado de las regulaciones genéticas mencionadas, los niveles de 

GS, NRu Y NR¡ son. más altos cuando hay deficiencia de nitr6¡reno que cuando 

ha J' exceso de éste. 

Ademas de realizar las funciones referidas, tanto NR, como sigma60 son 

necesarios para la expresión eficiente de los varios promotores Ntr que hay en 

E.coli. Probablemente, para estos efectos regulatorios, NR¡ dependa de las 

mismas fuentes de información que para el caBO del oper6n glnAntrBC. Sin 

embargo, glnAp2 parece Ber el promotor Ntr más sensible a activación por NR, 

que hay en E.coli. 



G':/lt. 00 (1987) 000-000 
Elscvicr 

GEN 01999 

Promoter selection by a bacteria! cnhanccr-like activator element (BELE) In Escher;chla coli 

(Rcgulation; rccombinunt DNA; Nlr; NR.; rpoN; RNA polymerase; nilrogen fixation; glutamine synthetasc) 

Alejandro A. Garciarrubio and Alejandra A. Covarrublas 

Cen/ro de IlIvesligacion Sobre Fijacioll de Nifrogello, C/lernavaca, Mor. (Mexico) 

Rcceived 17 Octobcr 1986 
Revised 15 Novembcr 1986 
Aeeepted 20 Novembcr 1986 

.. 

SUMMARY 

The EschericJúa eoll g/nA gene promoter glnAp2 is activated by an element able to act bidírectionally and at . 
---yariable distance over the DNA. We demonstrate here that this activating element docs oot iofluence another 

~romoter, 82p, adjacent to it, from which a gene is transcribed in opposite direction lO glnA. Thus, although 
it displays a great flexibility, this element can actívate selectívely. The unresponsive promoter and glnAp2 are 
recOgnized by RNA polyrncrases complexed to two different (J factors. Thcrefore, we argue that promoler 
selection by this element is dependent upon distinguishing the proper q factor. 
~ .; 

~NTROOUcrION 
! An importanl characlcristic of an activator is its 
:ability to activate only specific promoters. Frequent
:ly, this charactcrislic is uncritically assumed, con-, 
:sidering that, to be activated, a promoter has to keep 
:a precise, rather un flexible, po sitio n in regard to fue 

, 
:CorrapondOla 10: Dr. A.A. Covarrubias, Centro de Inve~ti

gacion sobre Fijacion de Nitrogcno, Apdo-postal 565-A, Cuc:rna
:vaca, Mor. (Mexico) Te!. (731)39988. 
¡ 

I 

:Abbreviatiolls: bp, base pair(s); DEL, bacterial cnhaneer·likc¡ 
: B ELE, B EL c1cmcnt; CA P, catabolile·aclivator protein; g/nApl, 
'thc 'Pribnow'·.ype g/l/A promoler; g/llAp], lIJe NIr-typc g/nA. 

Ipromoler; kb, 1000 bp; Nif, beJonging lo lhe nitrogen fixalion 
:syslem; NR, lIi!rogen reguJalor; Ntr, belonging lo lhc nitro~n 
:rcgullltory nclwork; nI, nucleolidc(s); l/(/1Ip, 1Ii/H promoter; 
' ''flLp, fli/L promolcr; Tm. 50% renllluralion temperaturc¡ Tn, 
E. colllran3¡w~oni 8}p, the promoter o(the 82·kDa protein gene. 

" 

activator's binding site (Reznikoff et al., 1985; 
Raibaud and Schwartz, 1984). Thus, sclective Beti
valion would arise from a stringent geometrical 
requirement in the activation complex; a requirement 
no promoter would fulfill if nol specifically favored 
by natural selecti0!l' ~owever, this explanation 
would OOl be applicable if activatión could be 
effected at variable distance over an ample stretch of 
DNA. Such is the case ofthe enhancer-Iike activator 
elerneot in the nijH gene of Klebsiel/a pneumoniae . a 
gene encoding one of the nitrogenase's subunits' 
(Buck et al., 1986). This activator belongs to a novel 
c1ass of regulalors which w,e wilJ call a BEl.E. This 
particular DELE is constituted by the product ofilie 

nilA gene, a Nif-specific acuvator, and its bindingsite 

in ilie nifH control region (herein, the activator's 

binding site of a BELE will be called a B EL 
sequcncc). In its natural position, the BEL sCQucnce 
Hes approx. 110 bp upstream from .the susceptible 
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promoter nifHp. Constructions that do not carry thc 
nucleotides bctween the BEL sequence and nift/p 
indicate that there are no sequences required for 
nifA-dependent activation in that region. The BEL 
sequence can be placed up to 2 kb away from nifHp, 
or its orientation can be reversed, and still mediale 
nifA-dependent activation. When this BEL sequence 
was fused to another promoter, nifLp, it allowed 
l/ifA-dependent activation of this promoter (Buck 
et aL, 1986). 

The only other well-documented BELE was found 
to activate a promoter of glllA, the E. coli glutamine 
synthetase gene. · (Reitzer and M agasanik, 1986). 
Ibis B-ELE is constituted by the NR1 protein, an Ntr 
r,egulator (see below), and its BEL sequence, the two 

v higl1{"affmity NR¡ binding sites in the glnA control 
region (Reitzer and Magasanik, 1985; 1986; Ames 
and Nikaido, 1985; Hirschman et al., 1985). These 
t1M> NR, binding sites are required for the activation 
of the glnAp2 promoter by NR1 under conditions 
where its levels are low. This BEL sequence lies 
100 bp upstream from glnAp2. It conserves the 
ability to mediate low-NR, activation when it is 
moved 1400 bp upstream from glnAp2, or when its 
orientation i8 reversed, or even when it is placed 3' 
to the g/nA gene (Reitzer and Magasanik, 1986). 
Be8ides thc high affmity sites, there are three other 
low affinity NR¡ binding sites in the glnA control 
region (Hirschman et al., 1985). Apparently, they do 
not participate in the Jow-NR¡ activation of glnAp2 
(Reitzer and Magasanik, 1986). Enhancer-like prop
erties have not becn demonstrated for these sites. 

The glnA gene can also be transcribed from the 
weak promoter glnApl. This promoter lies inside tbe 
BEL sequence. It is activated by the CAP associated 
with cAMP, and it serves mainly to keep basallevels 
of g/nA transcription under nitrogen-excess growth 
conditions, when glnAp2 is inactive. When nitrogen 
resources become limiting, glnAp2 becomes activated 
by NR¡, and glnApl becomes repressed, apparently 
by simple obstruction, sin ce it is overlapped by the 
BEL sequen ce (Reitzer and Magasanik, 1985). 

glnA is part of the complex g/nAntrBC opero n 
(Pahel et aL. 1982). The genes n/rB and n/rC code for 
the Ntr regulators NRII and NR¡. respectively. Ntr 
regulators . co-ordinate. the expression of a set of 
genes involvcd in the nitrogen metabolism, th¿ so 
called Ntr genes, which ineludes g/nA (Magasanik, 
1982; Gottesman, 1984). Ninfa and Magasanik 
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(1986) have shown that N RII interconverts the aclive 
and inactive forms ofNR. as an activator according 
lo the infonnation about the nitrogen availability 
furnished by the products of the genes g/I/B and glnD 
(Bueno et al., 1985). Apparently these gene products 
do not aIrect glnAp2, or other promoters, In a direct 
way but their information is conveyed through NR¡ 
(Hirschman et al., 1985; Hunt and Magasanik, 
1985). 

The product of the gene formcrly called n/rA or 
glnF, now called rpoN, was also thought to be an Ntr 
activator; however, it is now recognized as a q factor 
of the RNA polymerase, q60 (Hirschman et al., 
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Fig. l. Primer extension experiment to locate the transcription 
initiauon site of 8]p in Ihe wild-Iype straln MX614. The RNA 
used was from a high ammonla cullure (described in the legend 
lo Fig. 3). The nucleotide sequence was determincd using an 
M13mp8 phage eontaining the same strand as the RNA. The 
same primer Wal used ror both procedures; tbe synlhetic 

v. oligodeoxynucleolide . 
,'S;''::OTCGGCGTGCCCGGGGTATC-3', based on the se

quence obtaincd by Covarrubiu nnd Bastarrachea (1983) and 
whose S' -end would correspond, aecording 10 tbe coordinale 
syslem used in. Fig.2, lo position -539 (Covarrubias and 
Bastarrachea, 1983). Both metbodologies and RNA purificati~n 
were carried out as described by Leon et al. (1985~ For tbe 
primer-cxtension experiment, 50 pg of RNA and 3 ng of primer 
were used. Afier denaturation at 96C, primer-RNA -hybridiza
tion wns incubnted at Tm-25C roc' 15 mino The revene lranscrip
tase reaelion was incubated al 48°C ror 30 mino Thc triangle in 
!he le/\ Jane lndieales the position of Ihe primer extension pro

duct (reversc transcript) corresponding to 81p. R.T. designa tes 
reverse trllllscrlpt. ·The A TIG ... TI A sequcncc in right lane was 
rcad (rom the scqucncing gel; ir was corroborated wilh Ihe CIl-

qucncc obtaincd by Cova~rubias and Bastarraehca (1983). 



1985; 1-1 unl and Magasanik, 1985). In cnlcrobaeleLv 
t! ria, RNA polymerases charged with 0'60 recognize á!J 

set of promoters with conserved -12 and -24 
regions ealled Ntr-type promolers (Ausubel, 1984). 

'/ This type of promoters includes glnAp2, the Nif geneS 
promoters, and many promoters ofgenes involved in 
nilrogen metabolism. Probably all promoters aeti
valed by NR I or ni/A are orNtr type, sinee in an rpoN 

l/background activatio~( these regulators is not 
observed (Magasanik, 1982; Gottesman, 1984). 
These promoters lack the eanonical -35 and -10 
regions that eharacterize the 'Pribnow'-type pro
moters, those recongized by RNA polymerases 
containing the 'normal' 0'70 factor (Hawley and 

McClure, 1983; ReznikofT el al., 1985). 
In E. eoll, adjaecnt to and upstream from glnA, 

there is a gene whosc function is unknown called 'the 
82-kDa protein gene' (Backman et al., 1981; Covar
rubias et al., 1980; Magasanik, 1982). It is tran
scribed in opposite direction to glnA, and its 
promoter, here called 82p, lies near the BEL 
sequence. This last circumstance allowed us to 
explore whether this BELE can show promoter 
selectivity in spite of acting bidirectionally and in a 
distanee-independent fashion. In this work we show 
that82p is not influenced by theglnA BELE. We also 

-300 

demonstraled that 82p has the conserved -35 and 

-10 regioos of 'Priboow'-type promolers and is 
independent of (/'O. We will argue thal the promoter 
selectivity we demonstrated for the B ELE is based 
on this difTerenee betwecn 82p and glnAp2. 

EXPERIMENTAL ANO OISCUSSION 

(a) Promoter loeaUoo and lnteraetlons 

The primer-extension experiment shown in Fig. 1 
was done to find the exact location of 82p. The G at 
position -272 in the sequence shown in Fig. 2 was 

found lo correspond to its start point. In the correct 
position, there is the sequence 51

- TTGTAG-N 16 

-TACAAT-3' which qualifies very well as a 'Prib
now'-type promoter (Hawley and McClure, 1983). If 
our assignment ofthis sequence to 82p were correct, 
82p should be a60-independent. We confumed this 
by showing that our wild-type strain, MX614, and 
strain MX818, which holds a Tn.5 insertion in rpoN, 
produce equivalent amounts of'the 82-kDa protein' 
mRNAs (Fig. 3, lanes a-d). In each case, the use of 
82p in mutant strains was verified by primer ex
tension experiments (not shown). 

CAACTTTOCCTCAGOCA TTAGMA rAOCGCOTTAT TG rAATACGGI1T TM TCOCAC rACAMACAGOA rCACAMCA TeC rCCiJCAAACAA TA TTOCMA 
GTTGA~ACGGAGTCCGTAATCTTTATCGCOCHATA»CHTTHTGCCTAATTAGCGTGATGTTTTGTCCTAGTGTTTGTAGGAGGCGTTTGTTATAACGTCT 

¿j •••••• 

-200 T -1 0 

.... , .. 
-3 5 t1 

~. 
G TCCC TT TO TOA TCGe T T TCACGGAúCIi T HMAAOúG T TATCCf¡AAúO TCAT TlJCACI;AACA TOO TOC T T Mi TI) r T reCAT rOf¡AGCAC TATA fT(¡iJ TiJC 
CAGGGAAACACTAGCGAAAGTGCCTCGTATTTTTCCCAATAGGTTTCCAGTAACGTGGTTGTACCACGAATTACAAAGGTAACTTCGTGATATAACCACG -

-100 NRl - l NRl -2 

flACA TTCACATCO TOO TOCAGCCC T T T TOCACOATGO TGCGI;ATGATMCOCCT TT TAGOOGCM T.T TMMlGT TGGCACAOA TT TCGen TATCT T T r T 
TTGTAAGTGTAGCACCACGTCGGGAAAACGTGCTACCACGCGTACTATTGCGGAAAATCCCCGTTAAATTTTCAACCGTGTCTAAAGCGAAATAGAAAAA 

.t2 10 
I ti S,.A E It V L T N 
r ACGGCGACACG(iCCMM r AA r TGCAGA r r rCl} r r ACCACOACGACCA TGACCAA rCCAGGAGAO r TAMO TATO rccoc TlJAACACO rAe TOACGA T 
ATGCCGCTGTGCCGGTTTTATTAACGTCTAA»GCAATGGTGCTGCTGGTACTGGTTAGGTCCTCTCAATTTCATACAGGCGACTTGTGCATGACTGCTA 

Fia. 2• Nucleo.cide sequenco orlho g/tiA conCrol region. Thi3 ~equencc was obtllined by Covllrrubills Illld Bastatrachca (1983) and later 

amcndcd by Rcitzer and Magasanik (1985). The start points ror 81p (-273). g/IIApJ (-114) and g/lIAp1 (1) are designated T, ti and 12. 
respectivcly; their orientation is specified by arrows. The -JO and -35 rcgions of 81p are undcrlined with dúls. Thc Iwo NR.-binding 

lIítcs whích conrorm che DEL sequence are undcrUncd with heavy bars. The N-terminal amino acid sequence of g/nA is shown. 
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Fig.3. Northern hybridization analysis of 82p express ion (top). 
A parallel experlment for the glnAp] expresslon Is shown for 
comparison (bottom); glnAp} -promoted transcripts are nOI de
tected at this sensitivlly. The correspondlng strain and medlum 
la Indlcated 011 top of oach IlInc. H "nd L mean hlgh "nd low 
ammonia minimal media (see below). The probe for the 82p 
expcrimont WIIS me oligodeoxynucleotide described In lellend to 
Fig. l. gil/A tranacripll were delectcd Wilh an Eco RI frllJlllcnt 
Internal to glllA. Northern procedurcs were carrled out as 
descrlbed by Rocha et al. (198S). The overllll slringency of the 
Norlhem procedurcs was Tm-ISC. The NN inorganic solution 
(Covarrubias and Bastarrachea, 1983) was supplemented with 

2 mg of glucose/ml, and with cithcr IS mmol or O.S mmol of 
ammonium chloridc per Iiter, to mak:c lhe high and the low 
ammonia minima! media, respectively. AII strains have becn 
described by Osorio el al. (1984); relevan! gcnolypes are as 
folJows: MX614, wild type; MX848, rpoN::TnJ; MX902. 
ntrC::TnJ, Cultures of the glutamine auxotroph MX848 con-

lained 1 mg of g1utamine/ml. 

To explore the influence of the g/nA BELE over 
82p we cornpared the levels of 'the 82-kDa protein' 
transcripts belween our wild-type strain and strain 
MX902, which lacks NR1 as a consequence of a Tn5 
insertion in n/re. Thc absence of NR1 cornpletcly 

, abolishes glnAp2 activation whiJe it has no eifect over 
82p expression (Fig. 3, lanes a, b, e and n. This 
dernonstrates that the g/nA BELE specifically acti
vates glnApl, We want to propose that thc prornoter 
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selcctivity ofthis element relies on the recognilion by 
NR, ofthose RNA polymerases which are associat
ed to the proper f1 factór. 

(b) Interactlons between RNA polyrnerase and 
BELE 

There are severallines of evidence indicaling lhal 
NR1 and the nifA product can interact directIy with 
the RNA polymerase holoenzyme. The two main 
classes ofactivation models imply either that there is 
a direct activator-polymerase contact, or that the 
activator exerts a local torsional effect on the DNA 
molecule (Raibaud and Schwartz, 1984). In the case 
of a BELE, models of the later class would require 
the torsional efTect to be transmitted over kb of 
DNA, at the rnornent very unlikely. Furthermore, a 
torsional effect can transniit ' a limited amount of 
information, making it abad, although conceivable, 

t/c~didate to bear promoter selectivity. Based on the 
mutational data ofMcNeil et al. (1982) and on their 
own structural analysis, Drummond et al. (1986) 
have suggested that a higbly conserved region 
between NR1 and the nifA product, dornain D, 
interacts directIy with cf° or, altematively, with the 
RNA polyrnerase core. This can explain why NR, 
proteins apparently altered in dornain D are impaired 
in their ac}ivation function while keeping their ability 
to recogni'ze NR¡ binding sites .. This also explains 
why NR1 or nifA-dependent activation processes 
have not been observed in rpoN backgrounds. The 
same authors (Drummond et al., 1986) remarked 
that the NR1 and the ni/A product recognition se
quences are very difTercnt and that, accordingly, they 
found that the helix-tum-helix DNA-binding 
domains of these proteins resemble each other 
weakJy. If that remark could be stressed, it would 
imply that, since al high concentration the nifA pro
duct can substitute NR¡'s activation functions, 
specific DNA bioding is oot ail absolute requirernont 
(Ow and Ausubel, 1983). Similarly, results by Reitzer 
and Magasanik (l986, Table I,line 15) indicate that, 
if a high molar concentra~ion of NR1 is provided, 
30 % of g/nAp2 activation is retained aftcr the 
removal of al! the NR, binding sites frorn the g/nA 

control region. (Activation occurs to a similar extent 
when the two weak NR1 bindlng si tes proximal to 
glnAp2 are left; questioning their functionality.) · 
Whcn thc two high-affinity NR, binding sites lhal 



eonform the BEL sequenel: are moved c10ser to 
glnAp2, a point is reachcd whcrc low-NR I activalion 
is lost (Reitzer and Magasanik, 1986). This point 

may r.eflecl a pre requisite of a mínimum DNA flexi
bility for the extablishmcnt of lhe proper activa
tor-polymerase interaetions. Extensive genetic re
search and the exislence of a precise and efficient 
rcconstituted in vitro systcm (Hirschman et al., 
1985; Hunt and Magasanik, 1985) suggcst that no 
unknown proteins participale in the activation of 
glnAp2. 

(e) ConcJusions 

Altogether, the information diseussed indicates 
that NR1 interacts directly with the polymerase 
holoenzyme. We believe that the simplest explan
alion for the BELE's promoter seleetivity is the 

specific recognition of a60 by NR¡. Furthermore, it 
cotlld be that both promoter seJectivity and enhan
cer-Iike properties are eonsequenees of the way of 
interaction between NR1 (or the nifA product) and 
a60 • Sorne of the nucleotides of lhe nifH BELE are 
conserved among lhe upstream regions of several Nif 
prornoters (Buck el al., 1986). An 8-bp consensus 
sequence has been derived which presumably repre
sents irnportant bases recognized by the nifA product 
or homologous proteins. All these binding sites might 
possess the ability to mediate activation irrespective 
of distanee and orientation. The heat-shock genes of 
E. coli are also dependent on a special q factor, q32 

(Grossman el al., 1984). lt is tcmpting to suggcst thal 
thcir promoters are activated by elements with 
enhancer-like properties and capable of promoter 
selectivity. 
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