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Resumen: se estudiaran diferentes secuencias de ADN involucradas en el inicio de la
transcripcion, y se tendran en cuenta las diversas metodologias de determinacién de
secuencias promotoras.
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INTRODUCCION

El promotor es una secuencia especifica del ADN a la cual se une la holoenzima ARN
Polimerasa (ARNP) para iniciar la transcripcidn. Los promotores estan localizados en las
regiones previas a la de los genes.

Las bases que aparecen con mas frecuencia formando parte de la secuencia del
promotor conforman lo que se conoce como secuencia consenso.

Un elevado nimero de promotores en E. coli reconocidos por el factor ¢’ no son
idénticos, sin embargo, presentan dos secuencias altamente conservadas dentro del
promotor. Una estd 10 bases antes del inicio de la transcripcion, es decir, la region -10
(Ilamada secuencia o caja Pribnow). Cuando se comparan las regiones -10 de todos los
promotores para determinar qué base aparece con mas frecuencia se llega a la secuencia
consenso TATAAT. La segunda secuencia conservada estd a 35 bases de inicio de la
transcripcion. La secuencia consenso para -35 es TTGACA. La distancia entre cada
hexdmero es de 15 a 21 pb, con una frecuencia mayor de 17 pb.

En afos mas recientes se descubrid una secuencia rica en A+T que se halla
aproximadamente 4 bases arriba del hexdmero -35 en el promotor ribosomal rrBpl a la
cual se la llamé elemento UP. Esta es reconocida por la subunidad o de la ARNP y le
confiere al promotor una mayor fuerza de adhesion. El elemento UP se ha detectado en
muchos otros promotores, incluso de Bacillus subtilis (Fig. 1).
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También se demostrd la existencia de una secuencia denominada caja -10
extendida conformada por un 5’-TG-3’ conservado una base arriba de la secuencia -10. Su
presencia hace que la secuencia -35 no sea imprescindible para la transcripcién. Se ha
reportado su existencia en el 30% de promotores de E. coli y en el 50% de bacterias Gram
positivas (HUERTA, 2004).
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Figura 1. Diagrama del promotor reconocido por 6" de E. coli. TTGACA corresponde a la secuencia -35,
TATAAT es la secuencia -10, el elemento UP es la secuencia caracterizada en promotores ribosomales
reconocida por la subunidad a. Las regiones 4.2 y 2.4 del factor sigma reconocen la caja -35 y -10
respectivamente. B y B’ subunidades de la ARNP (Huerta, 2004).

En ocasiones, los genes dependientes de un activador para su expresion tienen el
hexdmero -35 muy débil (alejado de la secuencia consenso). Esto y el hecho de que sea
indispensable debido al motivo TG hacen de la regién -35 muy heterogénea.

La secuencia -10 se encuentra mds conservada que la secuencia -35. Una caja -35
muy alejada de la secuencia consenso sugiere que hay un elemento adicional que ayuda
al pegado de la ARNP después de que ésta reconoce a la caja -10. Este puede ser un sitio
de unidn para una proteina reguladora, un elemento UP o una caja -10 extendida.

Por lo general el promotor que interacciona muy fuerte con la ARNP es regulado
negativamente por un represor que se une al ADN. En algunos casos se han encontrado
promotores tienen una caja -10 muy conservada y también esta regulado negativamente
pero se sugiere que hay algun tipo de regulacidon positiva no reportado porque los sitios
adicionales de pegado vistos no se observan.

Diferentes combinaciones de estos elementos pueden darse y definir un promotor
funcional (Huerta, 2004). Aquellos promotores que se parecen a las secuencias consenso
unen la ARN polimerasa mas efectivamente que otros y se dice que son promotores
fuertes, esto es de considerable interés en ingenieria genética (MADIGAN et al., 1997). Un
promotor que es reprimido deberia tener regiones -35 y -10 fuertes para que en ausencia
del represor el gen se exprese de manera constitutiva, de no ser estas secuencias
cercanas al consenso entonces se pensaria que hay un mecanismo adicional que
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intervenga en la transcripcidn en ausencia del represor. En la figura 2 se muestran
algunos casos posibles de un promotor dependiente de 6”°.

Promotor fuerte: Elemento UP, caja -35, caja-10
Promotor candnico: caja -35, caja -10

Promotor -10 extendida: Elemento TG, caja -10
Promotor clase II: Sitio activador, caja -10

Promotor clase I: Sitio activador, elemento UP, caja -
35, caja -10

. 70
Figura 2. Reglas generales de los elementos que pueden componer un promotor ¢* .

TIPOS DE FACTORES SIGMA

El factor sigma media el reconocimiento y unidn de la ARNP a la secuencia
promotora. También esta implicado en la separacidon de las cadenas de ADN del
promotor, en el control temprano de la transcripcidn y es el blanco de activadores. Un
Unico microorganismo puede tener diversos factores sigma que dan origen a ARNPs con
diferentes propiedades capaces de reconocer distintas secuencias promotoras variando
la respuesta del microorganismo frente a diferentes necesidades fisioldgicas (Buck et al.,
2000).

Los factores sigma se dividen en dos clases basandose en diferencias funcionales y
estructurales. La primera clase reconoce promotores y forma complejos abiertos
transcripcionalmente competentes en ausencia de otros factores o fuentes de energia. A
esta familia, llamada sigma 70 (6”9, pertenecen la mayoria de los factores sigma
involucrados en la expresién de genes durante el crecimiento exponencial. La segunda
familia con un Unico miembro, sigma 54 (6°*), forma la holoenzima ARNP que reconoce
promotores pero requiere factores proteinicos adicionales (enhancer) y una fuente de
energia en forma de ATP o GTP para la formacion del complejo abierto
transcripcionalmente competente (BORUKHQV et al., 2002).

En la Tabla 1 se describen diferentes factores sigma vy las respectivas secuencias
consenso de promotores que éstos reconocen. Las proteinas de la clase 6”° (por o’° de E.
coli) participan en la transcripcion de la mayoria de los genes que componen un genomay
se las conoce como sigma endogeno, primario o “house-keeping”.
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F
.actor gen Funcion Region -35 Region -10
sigma
o” rpoD Transcripcion de genes house-keeping. TTGACA TATAAT
. . TCTCNCCCTTG
i rpoA Transcripcion de genes de shock térmico. AA CCCCATNTA
58 oS Trans'crlpu'on de genes en células en fase No muy TATACT
estacionaria. conservada
o rpoF Expresion de operones flagelares. CTAAA CCGATAT
Involucrado en respuesta a estrés oxidativo GgAACtttt +
o rpoE y shock térmico. Regula la expresiéon de | TTTTTT 10 bp ggTCaaA
proteinas extracitoplasmaticas. rio arriba
54 (r:tc:g Transcripcion de genes regulados por Region —24 Region —12
gInF), nitrégeno. CTGGNA TTGCA

Tabla 1. Principales caracteristica de las subunidades que forman la ARNP de E. coli.

Mdltiples alineamientos de secuencias de las proteinas de la familia o”° revelan
cuatro regiones conservadas, a las que se le asigné nimeros de 1 a 4. Estas a su vez
pueden ser subdivididas. Datos estructurales demuestran que las proteinas de la familia
0’® consisten de al menos tres dominios a-helicoidales que estan conectados uno con el
otro por uniones muy flexibles. Tal organizacion estructural permite multiples
conformaciones de sigma. Las diferentes propiedades bioquimicas de sigma en estado
libre y en el contexto de holoenzima ARNP son debidas a los cambios en las posiciones
relativas de los dominios estructurales. Las regiones evolutivamente conservadas se
encuentran en estos dominios. En la figura 3 se muestran las regiones conservadas vy el
modelo de o” de Thermus thermophilus.

Not resolved ND1 ND2 LD Q)
r < S N N ~ ~—\r N\
N T - T {2 {22 2a X } R
g * extended 35
element -10 motif element

Figura 3. Secuencia de aminoacidos conservada y estructura de factores sigma del tipo o’ A)
Representacion de los dominios estructurales de ¢ y regiones conservadas. Las regiones conservadas
estan representadas por cajas numeradas y coloreadas. B) Diagrama de cinta de c"deT. thermophilus. El
color es como en (A). El sitio activo de la ARNP coincide con la posicién del ion Mg*™ (Modificado de
BORUKHOV et al., 2002).

La regidon N-terminal (amino-terminal) 1.1 esta presente en algunos factores sigma
y es desordenada o movil tanto en sigma libre como en la holoenzima ARNP. Las regiones
1.2 (lila), 2.1 (amarillo claro), 2.2 (amarillo), 2.3 (naranja) y 2.4 (rojo) conjuntamente
forman un Unico dominio estructural, el dominio N-terminal 1 o ND1. El tamafio de este
dominio varia en los diferentes factores sigma debido a la presencia de secuencias
evolutivamente variables entre las regiones 1.2 y 2.1 (gris). Sin embargo, fragmentos
proteoliticos libres de los rasgos estructurales formados por las regiones evolutivamente

18



Reduca (Biologia)
Serie Bioquimica y Biologia Molecular. 7 (5): 15-28, 2014.
ISSN: 1989-3620

conservadas, 1.2, 2.1, 2.2, 2.3y 2.4, de 0’° de E. coli y ¢ de T. aquaticus, y o" de T.
aquaticus y T. thermophilus unidos a su nucleo de ARNP, son virtualmente idénticos. Las
regiones 2.5 (rojo oscuro) y 3.1 (verde claro) forman un pequefio domino independiente,
ND2, que estd conectado a ND1 por un fragmento corto flexible. La regién 3.2 (verde
oscuro) forma un dominio de union largo, LD. Este dominio es inestructurado y sensible a
protedlisis en sigma libre pero es estable en la estructura holoenzima. El dominio
estructural C-terminal (carboxi-terminal), CD, estd formado por las regiones 4.1 (azul
claro) y 4.2 (azul oscuro).

Aunque la subunidad o es claramente responsable del reconocimiento del
promotor por la holoenzima ARNP, multiples cambios parecen tener lugar dentro de
estas proteinas para asegurar que las subunidades o en estado libre no se unan y ocluyan
el promotor. Por ejemplo, cada una de las tres regiones conservadas (2.4, 2.5, 4.2) con
capacidad de unién al ADN solo es capaz de unirse débilmente con su respectivo
elemento de ADN. Ninguna de estas interacciones individuales es suficiente para la
formacién del complejo con el promotor. Ademds en o libre la distancia entre los
dominios de unién al ADN es inapropiada (mucho mas corta que la distancia entre =10y -
35) para la interaccidn simultdnea con sus respectivos elementos de promotor. Después
de la formacién de la holoenzima se induce un cambio conformacional en las regiones 2 y
4, lo que hace posible la interaccién simultdnea entre los dominios de ¢ y su promotor.
Por ultimo, una o mas interacciones autoinhibitorias previenen el reconocimiento del
promotor por sigma libre. La autohinibicién es removida con la formacién de la
holoenzima.

Datos genéticos, bioquimicos y estructurales demuestran que la regién conservada
de aminoacidos 4.2 del factor 6’ reconoce la secuencia consenso —35. La region 4.2 tiene
una conformacion de hélice-giro-hélice caracteristica de las proteinas bacterianas que se
unen a ADN y se une al elemento —35 por interacciones especificas en el surco mayor.
Varios reguladores bacterianos afectan la eficiencia de la transcripcidn por interaccién
con la regién 4.2, ya sea aumentando (activadores) o mermando (represores) la
interaccién entre esta regién y la secuencia -35 del promotor.

Datos genéticos, bioquimicos y estructurales demuestran que la regién
conservada 2.4 de sigma reconoce la secuencia consenso —10 del promotor. Aislamientos
de subunidades y de fragmentos de sigma conteniendo la regién 2 reconocen débilmente
la doble cadena de ADN con la secuencia -10. Sin embargo, en presencia del nicleo de la
enzima son capaces de unirse especificamente a la cadena “no molde” del ADN. La
interaccidon primaria entre oy el ndcleo de la ARNP ocurre a través de un contacto fuerte
entre las regiones sigma 1.2 y 2.2 y el elemento evolutivamente conservado tipo espiral
enrollado (coiled-coil) de la subunidad B’. La interaccion entre sigma y el espiral enrollado
B’ remueve una interaccién autoinhibitoria que interfiere con el reconocimiento
especifico de la secuencia —10 por o libre. La naturaleza de esta interaccidon es
desconocida. Pero se sabe que un péptido correspondiente a la regiones 2.1 y 2.2 de
sigma inhibe la formacion de la holoenzima. Por otra parte, un péptido correspondiente
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al espiral enrollado B’, induce el reconocimiento eficiente de la simple cadena de la
secuencia —10 del promotor por 6’° o sus fragmentos conteniendo la region 2.

Otros estudios demuestran que la region 2.5 de sigma interacciona especificamente
con el motivo ‘TG’ de la caja —10 extendida. La regién 2.5 de diferentes factores sigma
puede reconocer diferentes extensiones —10 y asi contribuir a la especificidad de
reconocimiento de promotor.

Es clara la contribucidn de sigma en la estabilidad del complejo abierto a través de
interacciones con el elemento —10 en forma de simple cadena, pero no es claro el rol de
sigma en la separacién del ADN. La regién 2.3 tiene varios residuos aromaticos
conservados que pueden participar en la separacion de nucleétidos. Sin embargo, la
propagacion de ese complejo abierto desde el sitio de inicio de la transcripcién parece no
involucrar a sigma y puede ser gatillado por establecimiento de contacto entre ADN rio
abajo del sitio de inicio de la transcripcién y el nlcleo de la ARNP.

La region 1.1 también contribuye a aumentar la eficiencia de utilizacion del
promotor por la holoenzima. La regién 1.1 se considera responsable de autoinhibir el
reconocimiento del promotor por sigma libre. Una mutacién de 0”%sin la region 1.1 es
capaz de unirse a la secuencia —35 del promotor, mientras que o’ original no tiene esa
capacidad. Analisis biofisicos indican, sin embargo, que la regién 1.1 no interacciona con
la region 4 en sigma libre y la inhibicidon de unién al ADN puede ser una consecuencia
indirecta de la elevada carga negativa de la regién 1.1. Otros datos indican que la region
1.1 en la holoenzima ocluye parte del canal donde la doble cadena de ADN rio abajo del
sitio de inicio de la transcripcidon es propensa a unirse. Datos biofisicos indican que la
posicién 1.1 cambia con la interaccidn de la holoenzima con el promotor. Se propuso que
la interaccidon de la region 1.1 de o-ARNP modula la eficiencia de la formacion del
complejo promotor, pero no esta bien dilucidada cual es la funcién exacta de este
dominio de o.

El mecanismo de cambio de conformacion de sigma involucra interacciones
proteina-proteina entre un elemento flexible del nucleo de la polimerasa, el dominio flap
de la subunidad B y la regidn 4 de sigma. La interaccién de B flap con la region 4 de sigma
hace que la posicion relativa de flap en la ARNP difiera de su posicion el nucleo de la
enzima, se sugiere que la interaccién dispara el movimiento de flap incrementando la
distancia interdominio entre las regiones 2 y 4 de o. Cuando se remueve flap por
mutacion, la holoenzima ARNP es capaz de formarse pero la distancia entre las regiones 2
y 4 de sigma sigue siendo corta. Por lo tanto B flap es necesario para el reconocimiento
de promotores —10/-35.

B flap hace que estrictamente se requiera una distancia de aproximadamente 17 pb
entre las secuencias consenso. Por consiguiente, es posible que factores que afecten el
movimiento de B flap permitan el reconocimiento de promotores con distancias
subdptimas.
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Considerando el caso de dos factores de E. coli o’° y G°, sus respectivas
holoenzimas tienen funciones fisioldgicas diferentes. La holoenzima ¢° es la responsable
de la transcripcion de genes necesarios para la supervivencia en fase estacionaria. En el
contexto de holoenzima ARNP, los factores ¢”° y ©° reconocen la misma secuencia
consenso pero presentan diferentes afinidades por el promotor in vivo e in vitro. La
holoenzima o©° parece ser mas tolerante a desviaciones del consenso —35 y a las
condiciones de reaccién que debilitan la interaccion ARNP-promotor, tales como elevadas
concentraciones de sal. Las razones de esto se desconoce. La interaccién de o° con B flap
es mucho mas fuerte que la interaccién o’°-B flap. Por lo cual es atractivo especular que
la interaccion fuerte con B flap (y como consecuencia su cambio de orientacién) posiciona
firmemente la region 4 de o° en la vecindad de la secuencia —35 del promotor y permite
que se estabilice el contacto entre la regién 4.2 y la secuencia subdptima -35 (BORUKHOV
etal., 2002).

Factor o°: Al comparar la secuencia de aminodcidos de ¢® con otros factores sigma
se determind que ¢’ es el mas cercano a o’%en E. coli. A diferencia de los factores sigma
alternativos, los factores sigma primarios o vegetativos contienen la caja RpoD, un motivo
altamente conservado en las regiones 2.3 y 2.4, asi como también motivos caracteristicos
de 14 y 20 aminodcidos en las regiones 2.4 y 4.2 respectivamente. Con algunos cambios,
todas estas secuencias conservadas estdn también presentes en o¢° por lo que fue
clasificado como un factor sigma no esencial con una elevada homologia a los factores
sigma primarios. Sin embargo, si bien ¢° es no esencial para el crecimiento en laboratorio,
es esencial para la supervivencia en presencia de escasez de nutrientes, condicidon que
prevalece en la naturaleza.

Cuando un nutriente esencial estd totalmente ausente en el medioambiente, la
célula entra en fase estacionaria. En contraste a la respuesta especifica, la naturaleza de
la respuesta en fase estacionaria no parece depender del nutriente ausente, seria una
respuesta pleiotropica donde las proteinas inducidas durante esta fase estan involucradas
en la resistencia a estrés por lo que las células se tornan tolerantes al shock térmico a
elevadas temperaturas, a elevadas concentraciones de H,0,, NaCl, etanol, acetona, pH
acido a basico, etc.

En una respuesta especifica a la limitacion de un nutriente se activa una serie de
genes que permiten aumentar la afinidad de captacién de ese nutriente presente en baja
concentracién o la utilizacion de otra sustancia que pertenece a la misma clase de
nutrientes. Estos sistemas especificos de nutrientes incluyen el reguldén proteina
receptora AMPc-AMP ciclico (CRP) para el uso de fuentes alternativas de carbono; el
regulén PhoB/PhoR que es inducido cuando fuentes de fésforo son limitantes; sistemas
para la supervivencia en bajas concentraciones de hierro u otras sustancias esenciales.

De este modo la célula con limitacién de nutriente podria entrar en dos estados
parcialmente superpuestos.

No todos los genes controlados por ¢® dependen totalmente de este factor para su
expresion debido a que frecuentemente tienen mas de un promotor y solo uno es

21



Reduca (Biologia)
Serie Bioquimica y Biologia Molecular. 7 (5): 15-28, 2014.
ISSN: 1989-3620

controlado por &°, por ejemplo bolA, ecp-htrE, glgS, osmB, y proP que codifican para
proteinas con funciones en la morfogénesis, sintesis de glicogeno, termotolerancia y
osmotolerancia, agregacion celular y osmoproteccién respectivamente. Ademads, la
transcripcién de los genes controlados por ¢° no es iniciada necesariamente por la
holoenzima ARNP conteniendo este factor o. Esto parece indicar que varios genes estan
probablemente bajo un control indirecto de o° (Hengge-Aronis, 1996).

Las regiones de unidén al promotor (2.5, 2.4 y 4.2 en 6”°) son altamente homdlogas
o muy idénticas en factores sigma de diferentes especies que reconocen la misma
secuencia consenso de promotor, por ejemplo o’ en E. coli y o* en B. subtilis. Como ya
mencionamos, ¢° es muy similar a 6’ en estas regiones, sin embargo hay promotores
dependientes de o”° que no son transcriptos por ¢° y viceversa. Lo que indicaria que
determinados promotores son similares pero no enteramente idénticos. En la tabla 2 se
muestra la secuencia consenso -10 reconocida por la ARNP-c°. La secuencia —35 no estd
muy conservada por lo que podria haber un requerimiento adicional de factores
regulatorios o cumpliria un rol la interaccién o°-B flap en el contacto de o con el
promotor.

Factor o": Otra proteina esencial para E. coli es el factor sigma E. Este factor es
extracitoplasmatico; se encuentra secuestrado a nivel de membrana por el factor anti-o*
RseA. o° se induce en respuesta a cambios ocurridos en el periplasma, tales como la
acumulacién de proteinas desnaturalizadas, estrés por etanol, calor, hiperésmosis, etc.
Estos cambios activan las proteasas DgeS y RseP, que clivan a RseA, liberando o en el
citoplasma. Este factor se encuentra en niveles intracelulares similares al de 6’° e induce
mas de 80 genes (UDEKWU et al., 2007).

Factor 0>*: El tipo de holoenzima-o™” alterna entre dos estados isoméricos, uno
cerrado, que se halla unido a las secuencias promotoras de ADN bicatenario antes de la
activacion, y otro abierto, dentro del cual se encuentran las cadenas separadas del
promotor y se inicia la transcripcion (Fig. 4). Para isomerizar al estado abierto la
holoenzima-c* utiliza la actividad ATPasa del activador, el cual se encuentra en regiones
distantes y mediante un mecanismo “looping” del ADN, interacciona con la holoenzima.
Las proteinas activadoras estan controladas por su propia ruta de transduccion de senal
permitiendo una regulacidon de la holoenzima sin la necesidad de represores y a un Unico
tipo de polipéptido o>* mediar respuestas transcripcionales en una amplia variedad de
necesidades fisioldgicas. Este factor sigma fue inicialmente reconocido en bacterias
entéricas. En la actualidad se sabe que esta ampliamente distribuido entre bacterias tales
como Bacillus subtilis, Planctomyces limnophilus, proteobacterias, etc. La ARN
polimerasa-c>* esta involucrada principalmente en el metabolismo de nitrégeno. En
proteobacterias, los productos de la transcripcién dependientes de 6>* participan en el
metabolismo energético, modificacion del ARN, quimiotaxis, flagelacién, transporte de
electrones, respuesta a shock térmico y a fagos, y en la expresion de factores sigma
alternativos. En apariencia éste factor no participa en condiciones de crecimiento
favorables para el microorganismo (BUCK et al., 2000).
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-24/-12 1 -24/-12 #1

Complejo cerrado Complejo abierto

Figura 4. Holoenzima ARNP conteniendo o> se une a las secuencias consenso —12 y —24 del promotor y
forma un complejo cerrado estable en el cual no hay transcripcion. La hidrdlisis de nucleétido mediada
por el activador conduce a la formacion del complejo abierto. NTP: nucledsido trifosfato, NDP: nucleésido
difosfato (BUCK et al., 2000).

Multiples factores sigma: En Bacillus subtilis la transicién del estado vegetativo al
esporulado es gobernado por seis factores sigma. Entre ellos, el factor sigma primario de
celulas vegetativas, oA, y cinco factores que se activan durante la diferenciacion, llamados
oH, oF, oE, oG y oK (en este orden aparecen). Los factores oA y oH son activados después
de la formacién del septo, y no son posteriormente consideradas. Los otros cuatro, oF,
oE, oG y oK, son especificos de cada tipo de célulay a la transcripcién directa del gen en
uno u otro compartimiento formado por la septacidn.

METODOS DE DETERMINACION DE SECUENCIAS PROMOTORAS

Los métodos mediante los cuales se pueden detectar secuencias promotoras
pueden ser del tipo computacional o analitico.

Los métodos computacionales tienen ciertas complicaciones a la hora de
diferenciar un falso promotor de un promotor funcional. Sin embargo, la deteccién con
herramientas computacionales de un cimulo de secuencias potencialmente promotoras
nos permite distinguir de manera exacta donde se hallan las regiones de inicio de los
genes porque la densidad de estas secuencias sélo se da en estos sitios y ayuda a
seleccionar las regiones donde hacer experimentos de mapeo de promotores. Estos
métodos computacionales vienen de paradigmas deterministicos donde los modelos mas
representativos son: “String-Pattern Matching”, Programacién Dinamica, y métodos de
Teoria Lingtistica como las Gramaticas Generativas; y de paradigmas heuristicos como:
los modelos de Teoria de la Informacién, de Teoria de Mecéanica Estadistica, métodos
probabilisticos como los de Funciones de Densidad de Probabilidad, modelos de
Optimizacién de Similaridad Local, modelo de Redes Neuronales y Cadenas de Markov,
modelos estocasticos como los basados en los Métodos de Montecarlo (HUERTA, 2004).
La tabla 2 contiene algunas direcciones web que ofrecen este tipo de servicio.
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Nombre Direccion Web Referencia

Conslnspector http://www.gsf.de/biodv/consinspector.html

Core-Promoter—for
finding RNAPII
promoters of human http://rulai.cshl.edu ZHANG, 1998
genes by quadratic
discriminant analysis

NNPP Promoter
Prediction by Neural
Network for http://www.fruitfly.org/seq_tools/ promoter.html REESE et al., 1996
prokaryotes or

eukaryotes

Promoter element

weight matrices and http://www.epd.isb-sib.ch/promoter_elements/ BUCHER, 1990
HMMs
. KLINGENHOFF et al.,
Promoterinspector http://www.gsf.de/biodv/ 1999 eta
PRESTRIDGE, 1
PromoterScan http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/proscan/ > GE, 1995y

ver sitio Web

BPROM http://www.softberry.com/berry.phtml

Tabla 2. Programas de prediccion de promotores y paginas Web.

El andlisis experimental para detectar promotores se realiza empleando vectores
sonda de promotor; mediante métodos como “Primer extension”; DNAasa Protection
Analisis; Secuenciacidn total o parcial de ARN con identificacion del nucledsido trifosfato
5’; Identificacidn genética o mutacional de las regiones —35 y —10; Mapeo S1 nucleasa de
alta resolucion; y Alta resolucion de transcriptos in vitro (MILLER, 1992).

Los vectores sonda de promotor se basan en un gen reportero sin promotor. Rio
arriba de éste gen, se encuentra el sitio polilinker. Unicamente cuando se inserta un
fragmento de ADN con actividad promotora en éste lugar, se expresa el gen reportero
que le otorga a la célula huésped una caracteristica especial que permite diferenciarla de
las demas.

El método “Primer Extension” se basa en el empleo de un cebador construido a
partir de una secuencia conocida de un gen. La amplificacién a partir del ARNm, mediante
transcriptasa reversa, empleando este cebador, da un producto Unico marcado.
Posteriormente, los productos del secuenciamiento del ADN, empleando el mismo
cebador, comparados con éste producto Unico en gel de poliacrilamida, permite
determinar el sitio de inicio de la transcripcidn y toda la secuencia rio arriba con potencial
actividad promotora.
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El Analisis de Proteccion con DNAsa permite determinar secuencias promotoras
empleando ADN marcado y sometido a digestion controlada con ADNasa. El mismo ADN
marcado, en contacto con la ARNP, arroja productos de la degradacién con DNAasa con
un perfil distinto puesto que el ADN unido (promotor) a la ARNP se halla protegido. Por
comparacion de ambos perfiles se determina la secuencia promotora protegida.
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