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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas en el
continente americano. Este trabajo se enfocd al analisis del promotor génico
gue codifica para la unidad fundamental de transcripcion RNA ribosomal de
T.cruzi. Describimos las condiciones experimentales que generaron un sistema
cuantitativo para medir la actividad promotora usando el promotor ribosomal
fusionado al gen reportero cloranfenicol acetil transferasa. Se analiz6 por
medio de deleciones, de un fragmento de 806 pb con actividad promotora que
contiene una copia de un elemento repetido de 172 pb y dos posibles sitios de
inicio de la transcripcion (distal y proximal). Los datos sugieren que el
elemento repetido es capaz de activar la transcripcion en un 20% y que el sitio
de inicio de la transcripcion distal es el principal contribuyente de la actividad
promotora. Se establecio la presencia de varios elementos reguladores: un
dominio central del promotor y un dominio corriente arriba que activan la
transcripcion, una secuencia con capacidad de disminuir la actividad promotora
y un elemento regulador corriente abajo. También se analizé la contribucién
individual de siete nucledétidos alrededor del sitio de inicio de la transcripcién y
encontramos que cada uno de estos contribuye entre un 10 y un 40% a la
actividad promotora. Estos resultados indican que la organizacion del promotor
es similar a la encontrada en eucariontes superiores, sugiriendo que este tipo
de organizacién surgié temprano durante la evolucion de los eucariontes. El
andlisis genémico in silico de diferentes copias de la unidad fundamental de la
transcripcion de los genes de RNA ribosomal reportadas en el proyecto
genoma de T. cruzi mostré que existe conservacion en secuencia y distancias

de los potenciales elementos reguladores descritos en este trabajo.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the causal agent of Chagas disease in America. This
research work focused on the analysis of the gene promoter that mediates the
transcription of the T. cruzi ribosomal RNA precursor transcript. We describe
the experimental conditions that result in a quantitative system to measure
promoter activity using the ribosomal promoter fused to the cloramphenical
acetyl transferase gene as a reporter. Deletions of a fragment of 806 pb with
promoter activity containing one copy of the 172 pb repeated element and two
putative transcription start points (distal and proximal) were analyzed. The data
suggest that the repeated element is capable of activating the transcription by
20% and that the distal transcription start point is the main contributor to the
observed promoter activity. The presence of the following regulatory elements
was demonstrated: a promoter central domain and an upstream domain as
upregulating elements, a downregulating promoter activity sequence and a
downstream regulating element. The individual contribution of seven
nucleotides around the distal transcription start point to the overall promoter
activity was found to be between 10% to 40%. These results indicate the
promoter organization is similar to the organization found in superior
eukaryotes, suggesting that this kind of organization emerged early during
eukaryotic evolution. The in silico genomic analysis of different copies of the
main transcription unit of ribosomal RNA genes reported in the T.cruzi genome
project showed that there is sequence and distance conservation among the

putative regulatory elements described in this work.
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1. INTRODUCCION

1.1. Trypanosoma cruzi

1.1.1 Generalidades de los Cinetoplastidos

Los Cinetoplastidos son parasitos protozoarios flagelados que se caracterizan
por la presencia de un organelo Unico caracteristico de este orden, el
cinetoplasto. Este organelo se localiza en la base del flagelo y contiene una
intrincada red de moléculas circulares de DNA mitocondrial. Honingberg en
1963 subdividio este orden en tres familias: Trypanosomatidae, Bodonidae y
Cryptobiidae (Stevens J.R. et al., 2001). Estos organismos pueden ser de vida
libre, encontrarse en medios ambientes acuaticos (ej. Bodo spp.), como endo y
ectoparésitos (ej. Trypanoplasma spp. y Ichtyobodo spp.), parasitos de
invertebrados (ej. Cryptobia spp., Crithidia spp.), nematodos (Leptomonas spp.),
plantas (Phytomonas spp.) o vertebrados (Trypanosoma spp., Leishmania spp.).
Pueden tener ciclos de vida mono o digenéticos (que incluye invertebrados
hematofagos). Estos se caracterizan por una sucesion de diferentes formas
adaptadas a medios ambientes diversos, alternando estadios de crecimiento y
no crecimiento, infectivos y no infectivos. A pesar de estas diferencias se ha
sugerido que estos organismos provienen de un ancestro de vida libre comun
(Wright A.D.G. et al.,, 1999). Los andlisis basados en la comparacion de
secuencias de los genes de la subunidad pequefia del RNA ribosomal (RNAr)
(Sogin M.L. et al., 1986) y de los genes codificadores para enzimas glicoliticas
(Michels P.A. et al., 1994), indican que los cinetoplastidos, divergieron temprano
del linaje eucaridntico después de la adquisiciéon de la mitocondria.

Organismos de la familia Trypanosomatidae, que incluyen los géneros

Trypanosoma, Leishmania, y Crithidia entre otros, pueden causar enfermedades

en sus hospederos vertebrados por lo cual son de importancia médica y
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econdémica. Los tripanosomas de la especie T. brucei, estan restringidos al
continente Africano y son el agente causal de la enfermedad del suefio en
humanos y la enfermedad de Nagana en el ganado. En el continente
Americano, los tripanosomas de la especie T.cruzi causan la enfermedad de
Chagas. Las especies del género Leishmania producen la enfermedad conocida

como leishmaniasis que afecta a regiones tropicales y subtropicales del mundo.

El estudio de estos organismos ha permitido la descripcion de fendmenos
atipicos en cuanto a su biologia como son: 1) los rearreglos génicos asociados
a la variacion de antigenos de superficie descrita para las especies africanas de
tripanosomas (Texeira S.M.R. et al., 1998), 2) la existencia de organelos
peculiares como son los glicosomas en los cuales se concentran enzimas e
intermediarios de la glicélisis (Texeira S.M.R. et al., 1998), 3) La transcripcion
policistronica de genes codificadores de proteinas (Texeira S.M.R. et al., 1998),
4) el procesamiento atipico de los transcritos policistronicos por un proceso
llamado “trans-splicing”. Por este mecanismo un transcrito primario policistronico
se corta con la adicién a cada uno de los genes de una secuencia lider de 39
nucledtidos con el “cap” en el extremo 5° (Agabian N. 1990). Evidencia actual
sugiere que el proceso de adicion de la secuencia lider o miniexén se encuentra
acoplada a la poliadenilacion del mensajero del gen que lo antecede (LeBowitz
J.H. et al., 1993). 5) Finalmente, se menciona la edicion post-transcripcional del
RNA mensajero (RNAmM) mitocondrial. Este evento molecular es un
procesamiento que adiciona o remueve residuos de uridina internos a un
precursor de RNAmM mitocondrial (Benne R. et al,. 1994; Stuart K. et al., 1995).
La adicidbn o remocion de uridinas genera codones de inicio o término de la
traduccion asi como cambios en el marco de lectura (Frasch A.C. et al., 1997).
El origen de este mecanismo no se conoce pero dado que ocurre en la
mitocondria y tomando en cuenta la divergencia evolutiva temprana de los
tripanosomatidos, podria suponerse que tienen un origen evolutivo temprano
(Stuart K. et al., 1995).
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1.1.2. Distribucion de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana, llamada asi en honor
al médico brasilefio Carlos Chagas quien la describié en 1909, existe solamente
en el continente americano. Esta es causada por Trypanosoma cruzi, un
protozoo transmitido a humanos por insectos de la familia Reduviidae. La
distribucion geogréafica de la infeccion por este parasito se extiende desde
México hasta el sur de la Argentina. Segun datos de la Organizacion Mundial de
la Salud, la enfermedad afecta entre 16 y 18 millones de personas y cerca de
100 millones, aproximadamente el 25 % de la poblacién latinoamericana, estan

en riesgo de contraer la enfermedad (Fig. 1).

.Pal'ses con Chagas Endémico

WHO/CTD, May 1996

Figura 1. Mapa de distribucion de la enfermedad de Chagas. Tomado de

www.who.int/ctd/chagas.
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1.1.3. Vectores

La tripanosomiasis americana es transmitida por insectos hematéfagos de la
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Mas de 110 especies de insectos
hemipteros de esta familia fungen como vectores transmisores de esta
enfermedad. Entre ellos se citan a: Triatoma infestans, Triatoma dimidiata,

Rhodnius prolixus y Parastrongilus megitus (Fig. 2).

R. prolixus

T. infestans

P. megistus

VA T1.dimidiata

T. pallidipennis

B
]
il

T. infestans-P.megistus

R. prolixus-T. dimidiata

Figura 2. Distribucién de las especies mas frecuentes de triatbminos,
vectores de T.cruzi, en América latina. Tomado de Durante E. y Gonzélez S.

1994.
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Estos hemipteros también son conocidos popularmente con diferentes nombres
como vinchucas, chinches voladoras o pitos. Son insectos alados o apteros,
dependiendo de su estadio de vida. Tienen un aparato bucal suctopicador, con
patas caminadoras, son oviparos y su metamorfosis es incompleta y gradual. La
mayoria de los hemipteros son fitéfagos, sin embargo, esta familia agrupa dos
tipos de insectos: uno predador que se alimenta de insectos y un segundo grupo
estrictamente hematofago. La toma de sangre de huéspedes modviles esta
asociada con la evolucion fisiologica y morfolégica que permite la ubicacion
precisa del huésped y la rapida alimentacion nocturna y ocasional; para lo que
poseen termoreceptores eficientes (Durante E. et al., 1994). Son de hébitat
selvético pero, debido a la invasion del hombre a los ecosistemas, estos se han
adaptado a los ambientes peridomésticos, es decir en convivencia con los

humanos, facilitando asi la transmision.

1.1.4. Ciclo de Vida de T.cruzi

Durante su ciclo biologico, T.cruzi presenta tres estadios de desarrollo que son
identificables por microscopia de luz en preparaciones tefiidas con Giemsa:
epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes (Figura 3A). La definicion de estos
estadios se basa en la forma general de la célula, la posicion del cinetoplasto en
relacion al nucleo y la posicion de la que emerge el flagelo de la bolsa flagelar
(Pereira M.E.A.1990).

Los epimastigotes son formas flageladas alargadas entre 20 y 40 um de largo,
se establecen y replican extracelularmente en el intestino del vector. En este
estadio el cinetoplasto se localiza anterior al nucleo. Los amastigotes, son
células redondeadas con un flagelo corto y constituyen el estadio replicativo
intracelular en el hospedero vertebrado. El tripomastigote es un estadio celular
capaz de infectar a los mamiferos. Es una forma flagelada, delgada y alargada,

con una longitud aproximada de 30 um y 2 um de diametro. Se puede encontrar
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en el intestino distal y el recto del insecto (tripomastigote metaciclico) y en la
sangre del mamifero infectado (tripomastigote sanguineo).

El vector se infecta con la ingesta de sangre de personas o mamiferos
infectados con tripomastigotes sanguineos circulantes. Estas formas sufren
transformaciones a lo largo del tubo digestivo del vector, pasando de
epimastigotes (replicativos) a tripomastigotes metaciclicos (no replicativos) que
son las formas infectantes. Los parasitos salen de las deyecciones del vector y
se introducen al organismo a través del orificio de la picadura, heridas o
escoriaciones de la piel o atravesando la mucosa ocular, nasal o bucal (Botero
D. et al., 1992). Al entrar estos ultimos al organismo, son fagocitados por los
macrofagos, iniciando asi su ciclo intracelular que dura entre 4 y 5 dias. Son
englobados en el fagosoma, de donde se escapan para dirigirse al citoplasma y
alli convertirse en amastigotes, multiplichndose por fisién binaria. De este
proceso se generan aproximadamente 500 parasitos (Vickerman K. 1985;
Burleigh B.A. et al., 1995). Los amastigotes se diferencian luego a
tripomastigotes, las células se lisan y se liberan a la circulacion sanguinea y
linfatica. Los tripomastigotes infectan nuevas células del huésped (tejido
muscular y nervioso principalmente) transformandose de nuevo en amastigotes,
continuando asi el ciclo celular (Botero D. et al., 1992; Burleigh B.A. et al., 1995)
(Fig. 3B).

En etapas crénicas del padecimiento (10 a 20 afios después de la infeccion),
éste parasito puede producir lesiones en el corazon y tubo digestivo, liberacion
de antigenos y sustancias toxicas y produccion de auto-anticuerpos. Estas
manifestaciones clinicas pueden causar la muerte de la persona infectada
(Botero D. et al., 1992).
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1.1.5. Linajes en T.cruzi

La enfermedad de Chagas es compleja ya que se presenta con diferentes
manifestaciones clinicas. Estas van desde una carencia de sintomas
reconocibles hasta cardiomiopatias severas (o letales), megaeséfago o
megacolon. No se ha entendido bien la etiologia de esta variabilidad clinica,
pero es posible en ella participen parcialmente caracteristicas particulares del
aislado infectante. De hecho, distintas cepas de T.cruzi presentan diferencias en

cuanto a su virulencia y patogenicidad en modelos animales.

Estudios iniciales en las poblaciones genéticas de T.cruzi, han revelado
variabilidad entre los diferentes aislados. Inicialmente, los aislados se agruparon
en tres zimodemas, Z1, Z2, Z3, basados en patrones de isoenzimas (Miles M.A.
et al.,, 1978, 1980). Andlisis posteriores de 15 loci genéticos revelaron una
mayor heterogeneidad estableciendo 121 aislados de T.cruzi en 43 zimodemas,
lo cual no permitia agrupar los aislados en pocos grupos naturales (Tibayrenc M.
et al., 1988). Anadlisis independientes basados en los perfiles de restriccion del
DNA del cinetoplasto (DNAK) generaron agrupamientos llamados schizodemas
(Morel C. et al, 1980), peptidemas basados a su vez en patrones
electroforéticos de sus proteinas (Ebert F. et al., 1978) o rapidemas basados en
RAPD-PCR (Tibayrenc M. 1995). Este ultimo permitid la agrupacion de las
cepas de T.cruzi en dos linajes mayores (linajes 1 y 2). La amplificacién por
PCR de las secuencias del gen de RNAr 24Sa y del miniexdn indicaron de igual
manera un claro dimorfismo en los asilados de T.cruzi. Este dimorfismo permitio
la definicion de dos linajes principales que correlacionan con los zimodemas | y |l
(Souto R.P.et al.; 1996; Nunes L.R. et al.; 1997). Para armonizar el
agrupamiento de las cepas de T.cruzi se definieron dos grupos : T.cruzi | que
correspondia al linaje 2 y zimodema 1 y el grupo T.cruzi Il que correspondia al
linaje 1 e incluia a los zimodemas Z2 y Z3 (Anonimo, 1999). Posteriormente el
analisis de 22 loci de isoenzimas y una caracterizacion por RAPDs de un

comjunto de 434 aislados de T.cruzi de diferentes zonas geograficas y origenes
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ecoldgicos representativos de los dos grupos, permitio la identificacion de 5
subdivisiones dentro del grupo T.cruzi Il (lla-lle) (Brisse S. et al.,, 2000). La
comunidad cientifica que analiza la clasificacion de este parasito cosidera que

T.cruzi debe agruparse en una sola especie.

1.1.6. Biologia de los Tripanosomaéatidos

Ademés del interés médico que representan estos organismos, presentan
caracteristicas diferentes a las encontradas en eucariontes superiores, lo que ha
motivado estudios sobre su biologia. A continuacion se describirdn brevemente

algunos aspectos sobresalientes.

1.1.6.1. Aspectos celulares

Existen varios aspectos béasicos interesantes en la biologia de los
tripanosomatidos como son : a) un citoesqueleto constituido principalmente por
microtubulos sub-peliculares, b) Un flagelo unido al cuerpo del protozoo a través
de uniones especializadas; c¢) una mitocondria-cinetoplasto compleja; y d) la
presencia de glicosomas y acidocalcisomas importantes para el metabolismo

celular .

La superficie celular de los tripanosomatidos esta compuesta por dos
componentes principales: la membrana plasmatica y una red sub pelicular de
microtUbulos. Esta Ultima se localiza debajo de la membrana plasmatica y esta
conectada a esta y entre ellos por filamentos cortos de naturaleza desconocida.
Esta asociacion parece ser la responsable de la rigidez de la célula (De Souza
W. 2002).
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Todos los miembros de la familia Tripanosomatidae presentan un flagelo que
emerge de una invaginacion conocida como bolsillo flagelar. La longitud de este
varia de acuerdo al estadio de desarrollo. Presenta una estructura similar a la

encontrada en otros flagelos, mostrando un patron de microtibulos 9+2.

Los glicosomas por su parte son estructuras citoplasmaticas unidas a membrana
qgue se encuentran distribuidas a través de la célula. En estos se encuentran
enzimas glicoliticas e intermediarios de la glicdlisis los cuales estan involucrados
en la conversion de la glucosa a 3-fosfoglicerato. Estos organelos no presentan
genoma Yy todas las enzimas encontradas en ellos estan codificadas en genes
nucleares, traducidas en los ribosomas e importadas post-traduccionalmente a

este organelo (De Souza W. 2002).

1.1.6.2. Aspectos moleculares

1.1.6.2.1. Organizacion gendmica

Como todos los organismos mitocondriados, los tripanosomatidos tienen dos
genomas, el nuclear y el mitocondrial. Este altimo llamado cinetoplasto destaca
por su abundancia ya que dependiendo de la especie, contiene del 10 al 20 %
del DNA total celular. En cuanto al genoma nuclear, los cromosomas no se
condensan durante la mitosis y pueden ser separados en geles de electroforesis
de campo pulsado (PFGE) (Van der Ploeg L.H.T. et al., 1984). Los cromosomas
se dividen en tres subclases de acuerdo a la movilidad en PFGE: mini,
intermedios y megacromosomas (Van der Ploeg L.H.T. et al., 1984; Ersfeld K. et
al., 1999).

El genoma de T.brucei contiene aproximadamente 100 minicromosomas y Su

tamafio varia entre 50 y 150 kilobases (kb). Son lineales y presentan

repeticiones teloméricas tipicas eucaridénticas que son también encontradas en
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las otras subclases de cromosomas. En el caso de T.brucei, muchos de estos
minicromosomas contienen copias silenciosas de las glicoproteinas variables de
superficie (VSG) y son regiones altamente suceptibles a la recombinacion. Los
cromosomas intermedios, con movilidades electroforéticas entre las otras dos
subclases de cromosomas y también parecen ser reservorios de VSGs. Los
megacromosomas presentan tamafios entre 1 y 6 Megabases (Mb) y se
encuentran genes activos como por ejemplo el locus de tubulina (Van der Ploeg
L.H.T. et al., 1984; Ersfeld K. et al., 1999).

La reciente secuenciacién y ensamblaje del genoma de T.cruzi se realizé en la
cepa CL Brener un miembro del subgrupo lle. Datos de varios laboratorios son
consistentes con la naturaleza hibrida de esta cepa; con haplotipos de los
subgrupos Ilb y 1IC (el cual aparentemente es un derivado del grupo T.cruzi I)
(Brisse S. et al., 2000 y 2003; Machado C.A.et al., 2001). Se pudo determinar
que el tamafio del genoma diploide de este organismo entre 106.4 y 110.7 Mb y
el porcentaje de G+C es del 51% (El-Sabed N.M. et al., 2005) (Tabla 1).
Anteriormente el tamafio se habia estimado en 87 Mb, basado en analisis
densitométrico de cromosomas separados en geles de campo pulsado (Cano
M.l. et al., 1995; Swindle J. et al., 1996).

El estudio de esta secuencia gendmica permiti6 determinar que el genoma de
T.cruzi cepa CL Brener posee aproximadamente 12,000 genes. EIl analisis
automatizado de 4,008 “contigs” predijo inicialmente 25,013 genes codificadores
de proteinas en el genoma diploide. Un refinamiento manual de estos resultados
permiti6 obtener un valor de 22,570 genes, de los cuales 6159 representan
alelos presentes en el haplotipo Ilb, 6043 a otros haplotipos y 10,368
representan secuencias que no pueden ser asignadas a un haplotipo en
particular. En cuanto a los genes de RNA se han encontrado muchas unidades
repetidas de RNAr, RNA del “spliced leader” y RNA nucleolares pequefios
(Tabla 1).
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Parametro Numero

El genoma
Tamafio (pb) 60,372,297
Contenido de G+C (%) 51
Secuencias “Contig” 4,008
Porcentaje codificado 58.9

Genes codificadores de proteinas

NUumero de genes

Estimado del niumero de genes por
genoma haploide

Pseudogenes

Porcentaje de G+C (%)

Densidad de genes (genes por Mb)

22,570
~12,000

3,590
53.4
385

Regiones Intergénicas

Media de longitud (pb)
Contenido de G+C (%)

1,024
47

Genes de RNA

RNAt

RNAr

“spliced leader” RNA
SnRNA

SnoRNA

SrpRNA

115
219
192
19
1447
2

Tabla 1. Anotaciones del genoma nuclear de T.cruzi. Tomado parcialmente

de El-Sayed N.M. y col. (2005).
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1.1.6.2.2. DNA del cinetoplasto : Edicion de RNA mensajero mitocondrial

El DNA presente en el cinetoplasto, es una porcion de material genético
extracelular que puede constituir hasta el 20% del DNA total celular. Se
encuentra formando una red de moléculas circulares concatenadas de dos
diferentes tamafios, llamadas minicirculos y maxicirculos. Los primeros, forman
la mayor parte de la estructura y se encuentran entre 5,000 y 10,000 moléculas
por célula con un tamafio aproximado entre 0.5 y 2.5 kb. Codifican para RNAs
pequefios que participan como guias en el procesamiento y edicion de los RNA
mensajeros (RNAm) mitocondriales. En cuanto a los maxicirculos, hay entre 25
y 50 copias por célula, su tamafio oscila entre 20 y 40 kb y codifican para RNAs
ribosomales (RNAr), RNAs de transferencia (RNAt) y para enzimas
mitocondriales (Pereira M.E.A.1990).

La edicién de RNAmM mitocondriales representa uno de los procesos moleculares
atipicos presentes en los miembros de la familia Trypanosomatidae (Benne R. et
al., 1986). Mediante este mecanismo, los precursores de los RNAmM de la
mitocondria sufren la adicion y en menor medida, la remocion de residuos de
uridina, lo cual conduce a la formacion o extension de marcos de lectura
abiertos. Por medio de este tipo de edicion se generan mas del 50% de las

secuencias codificadoras de una proteina (Feagin J.E. et al., 1988).

El mecanismo por medio del cual se lleva a cabo la edicion no ha sido totalmente
elucidado. Sin embargo, se sabe que la secuencia complementaria en este
proceso se encuentra en moléculas de RNA pequefias, de 55 a 70 nucleétidos
de largo, llamadas RNA guias (RNAg) (Blue B. et al.,, 1990). Los RNAg,
codificados tanto en los minicirculos como en los maxicirculos, poseen una
secuencia de 4-18 nucledtidos (secuencia de anclaje) que presenta
complementariedad con el transcrito precursor. Dicha secuencia esta
involucrada en el reconocimiento inicial entre el pre-RNAm y el RNAg. Ademas,
los RNAg tienen una secuencia complementaria a una parte del RNAm editado y
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se ha demostrado que esta parte del RNAg sirve como molde para la edicion del
pre-RNAm (Benne R. 1994).

La maquinaria proteica involucrada en la edicion del RNAmM mitocondrial esta
siendo elucidada gracias al desarrollo de reacciones de edicion in vitro. El
proceso de edicion se inicia por la formacion de un duplex corto de 10 a 15 pares
de bases (pb) entre el RNAg y su RNAm. Posteriormente endonucleasas de
edicion sitio especificas reconocen el duplex de anclaje RNAM/RNAg y corta en
el extremo 3’ del RNAm, en el primer nucleétido no apareado. En este momento
se lleva a cabo la adicién o remocion de residuos de uridina que involucra la
actividad enzimatica de las enzimas TUTasa (uridil-transferasa terminal) o una 3’
U exonucleasa especifica respectivamente. EI Ultimo paso involucra la enzima
RNA ligasa capaz de unir las partes de los RNAm (Schnaufer A. et al., 2003). El
resultado de este proceso es la transferencia de informacion del RNAg al RNAm

generando una maduracion de este ultimo (Madison-Antenucci S. et al., 2002).

1.1.6.2.3. Trascripcion policistrénica de genes nucleares, transplicing y

poliadenilacion.

Los genes que codifican para proteinas en tripanosomatidos, carecen de
intrones y estan mayoritariamente organizados con la misma polaridad, en
grupos densos que contienen repeticiones en “tandem” del mismo gen (o
similares), o de genes no relacionados (Imboden M.A. et al., 1987; Johnson P. et
al., 1987; Tschudi C. et al., 1988; Bafiame L. et al., 1995; Stiles J.K. et al., 1999).
Proteinas altamente expresadas como son la o y B tubulinas, proteinas de
choque térmico, proteasas, transportadores, proteinas flagelares y antigenos de
superficie estan presentes en copias mdultiples, usualmente organizadas en
repeticiones directas. Se ha sugerido que este tipo de organizacion puede
funcionar como un mecanismo que permite incrementar la abundancia de los

transcritos de aquellas proteinas que son altamente expresadas (Stiles J.K. et
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al., 1999). Hay sin embargo genes de copia Unica (o duplicados) que también
expresan su propio RNAm de una manera robusta (ej. proteina ribosomal S4).

Las regiones codificadoras en las unidades de transcripcion policistronica estan
separadas por secuencias intergénicas de aproximadamente 1024 pb (Tabla 1).
Estas son eliminadas en el procesamiento del los RNAm individuales. Los
genes son transcritos como unidades policistrénicas (Vanhamme L. et al., 1995)
a partir de promotores localizados corriente arriba de los genes dispuestos en
“tandem” o desde promotores localizados frente a cada gen individual como en
el caso del “spliced leader” (Zomerdijk J.C.B.M. et al., 1991; Campbell D.A. et al.,
2000; Lee M.G.S. et al., 1997).

RNAmM de genes que se encuentran en la misma unidad transcripcional, pueden
tener diferentes niveles de expresidbn. Esto se debe a la existencia de

mecanismos de control post-transcripcional (Revelard P. et al., 1993).

Los RNAm de estos organismos son procesados por los mecanismos de “trans-
splicing” y poliadenilacion (Figura 4). A través del “trans-splicing” todos los
RNAmM reciben en su extremo 5 una secuencia comun de 39 nucleédtidos

llamada miniexéon o ““spliced leader™ (Boothroy J.C. et al., 1982). EIl miniexdn
aporta al pre-RNAm el “cap”, un residuo m’Gppp. Los genes del “spliced leader”
se encuentran codificados en una region diferente del genoma como una familia
génica de aproximadamente 200 miembros organizados en “tandem” (Agabian
N. 1990). A diferencia de los genes codificadores de proteinas, su transcripcion
ocurre en forma individual o monocistronica debido a la presencia de
espaciadores no transcritos. La transcripcion es llevada a cabo por la RNA
polimerasa tipo Il (RNA pol Il) y cada gen contiene su propio promotor localizado

justo corriente arriba (Gilinger G. et al., 2001; Campbell D.A. et al, 2000).

El miniexén se adiciona al RNAmM en sitios aceptores localizados a 30-70 pb
corriente arriba del coddn de inicio de la traduccion (Liang X.H. et al., 2003).
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Figura 4. Expresion de RNAm en tripanosomatidos. Los RNAm maduros se producen por la union de transcritos generados
en dos unidades de transcripciéon. Los genes del spliced leader con su promotor individual y la region codificadora de los
mensajeros que generalmente se producen policistronicamente a partir de un promotor localizado corriente amriba en el
cromosoma. Se destaca la presencia de un CAP agregado al extremo 5" del SL RNA. El trans-splicing y la poliadenilacién de
proponen como procesos acoplados en la region intergénica transcrita en el pre-RNAm policistronico. Genes del spliced leader:
Genes SL- cajas verdes; Promotores: flechas; CAP: estrella roja; Sitios inicio de la transcripcion frecuentemente desconocidos:?;
Tracto de polipirimidinas: CTn; Sitio aceptor de spliced: AG.



Los sitios aceptores del pre-RNAm estan caracterizados por poseer el
dinucledtido AG precedido por una region rica en pirimidinas (Huang J. et al.,
1991). Este mecanismo de procesamiento secundario permite generar pre-
RNAmM transcritos inicialmente por la RNA polimerasa | (RNA pol I). Ejemplo de
ello son los genes codificadores de las proteinas mas abundantes de T.brucei,
las proteinas repetitivas de acido prociclico (PARP) y las VSG, que son

transcritos por una RNA pol | (resistente a a-amanitina).

La poliadenilacion es otro proceso importante en la maduracién de los RNAmM en
células eucariontes. Hasta el momento no se sabe si existe una secuencia
consenso en los Tripanosomatidos necesaria para llevar a cabo este proceso,
sin embargo se han reportado secuencias ricas en pirimidinas localizadas en las
regiones intergénicas que pudieran estar involucradas (Schurch N. et al., 1994).
Ademas se sabe que el mecanismo de trans-splicing y poliadenilacion estan
acoplados ya que el sitio aceptor de spliced del gen localizado justo corriente
abajo determina el sitio de poliadenilacion del gen localizado corriente arriba
(LeBowitz J.H. et al., 1993). La distancia entre las regiones de poliadenilacion y
el sitio aceptor de spliced del gen localizado corriente abajo es de 100 a 150
nucledtidos dependiendo de la especie de Tripanosoméatido. Se ha reportado un
uso diferencial de sitios de procesamiento dentro de esta secuencia intergénica,
es decir que el procesamiento no ocurre en una posicion especifica sino que
pueden existir varios sitios de procesamiento en una region determinada
(Bafiame L.et al., 1995).

1.1.6.2.4. RNAs polimerasas

En eucariontes superiores existen tres polimerasas. La RNA polimerasa |
encargada de transcribir los RNAs ribosomales , la RNA polimerasa Il los genes
codificadores de proteinas y la RNA polimerasa lll los RNAs de tranferencia, los

RNAs nucleolares pequefios y el RNAr 5S. Las RNAs polimerasa eucarionticas



consisten de varias proteinas de las cuales solo un grupo son consideradas
como parte fundamental de los componentes de transcripcion. En los
tripanosomatidos se han descrito los tres tipos de RNA polimerasa tipicos de
células eucaridnticas y se han clonado los genes que codifican para la
subunidad grande de estas enzimas (Evers R. et al., 1989; Jess W. et al., 1989).
Estos genes también se han identificado por secuencia en el genoma de T.cruzi,
T.brucei y L.major. En cuanto a la RNA pol Il se han encontrado pequefias
diferencias. La subunidad grande de esta enzima carece de una repeticion de
heptapéptidos en el dominio C-terminal (CTD, Tyr-Ser-Pro-Thr-Pro-Ser)
caracteristica comun en otros eucariontes y esencial para la viabilidad celular
(Chapman A. et al.; 1994). En todos los tripanosomatidos esta enzima transcribe
los RNAmM y el gen del “spliced leader” o miniexdbn. En cuanto a la RNA
polimerasa tipo Il (RNA pol Ill) esta es capaz de transcribir los RNA de
transferencia (RNAt), RNAr 5S y snRNAs ricos en uridinas de manera similar a

su homologo en eucariontes superiores.

En muchos eucariontes, la RNA polimerasa | solo lleva a cabo la transcripcion de
los genes del RNAr. En los tripanosomatidos, como en el caso de T.brucei esta
enzima también transcribe dos RNAm estadio especificos que codifican para la
glicoproteina variable de superficie (VSG) y para las proteinas repetitivas de
acido prociclico (PARP) (Rudenko G.H. et al, 1991; Zomerdijk J.C.B.M. et al.,
1991). Un estudios bioquimico del complejo de la RNA pol | en T.brucei y
analisis de las secuencias genémicas de varias especies de tripanosomatidos,
ha demostrado que las subunidades tipicas presentes en los tres tipos de RNA
polimerasa se expresan en este organismo; sin embargo no se han podido
identificar aquellas subunidades especificas para la RNA pol I; sugiriendo la
existencia de subunidades especie-especifica que cumplan éstas funciones
(Walgraffe D. et al., 2005; Nelly S. et al., 2005).
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1.1.6.2.5. Transcripcién de los genes codificadores de las proteinas por la
RNA polimerasa |

En células eucarionticas, la RNA polimerasa tipo | es la enzima que transcribe
los genes de RNAr. La transcripcion de los genes codificadores para proteinas
se realiza con la participacion de la RNA pol Il, complejo que dirige la adicion del
5" CAP a todos los RNAmM citoplasmaticos. En los organismos de la familia
Trypanosomatidae, se ha observado que la RNA polimerasa tipo | tiene la
capacidad de transcribir genes codificadores de proteinas: en 1984, Kooter y
Borst reportaron que la transcripcion de los genes que codifican para las
proteinas VSG, es practicamente resistente a a-amanitina. Esta es una
caracteristica especifica para la transcripcién dependiente de la RNA polimerasa
tipo I. Posteriormente se determind un efecto similar de esta toxina sobre la
transcripcion de los genes que codifican para las proteinas PARP, proteinas que
recubren las formas prociclicas de T.brucei (Lee M.G.S. et al.; 1997; Texeira
S.M.R. 1998). Estos resultados sugirieron que estos genes fueran transcritos
por la RNA polimerasa | o por una polimerasa con caracteristicas similares a
ésta. El hallazgo de dos loci para la subunidad grande de la RNA polimerasa
tipo Il en los tripanosomas que presentan variacion antigénica, generé una
hipbtesis alternativa que propone la existencia de una RNA pol Il con resistencia
a a-amanitina (Lee M.G.S 1997). Evidencia indirecta sin embargo, sugiere que
estos genes son transcritos por la misma RNA pol | que transcribe el cistron
ribosomal (Chung H.M. et al., 1993).

En los tripanosomatidos, la adicion del 5° CAP a cada RNAm ocurre como
consecuencia del trans-splicing que liga el miniexén al extremo 5 del RNAm.
Por esta razon es posible generar un RNAm utilizando la maquinaria de
transcripcion de la RNA polimerasa tipo I. En estos organismos se han disefiado
vectores de expresion utilizando promotores tipo pol | (ej, promotor de genes
ribosomales) para expresar genes reporteros (Rudenko G.H. et al.,, 1991;
Zomerdijk J.C.B.M. et al.,1991; Martinez-Calvillo S. et al., 1997).
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1.1.6.2.6. Organizacion gendémica del DNAr

Las moléculas de RNAr son componentes estructurales y funcionales de los
ribosomas. La organizacién cromosomal de estos genes ha sido bien estudiada
en organismos eucariontes y procariontes (Reeder R.H. 1992; Grousse R.L. et
al., 1996). Generalmente, los genes que codifican para las moléculas de RNAr
forman parte de una misma unidad transcripcional. En eucariontes, estas
unidades se encuentran repetidas en “tandem” y separadas entre ellas por
regiones intergénicas en las cuales se localizan los elementos de control de la
transcripcion (Reeder R.H.1992). En la mayoria de los eucariontes en la hebra
codificadora se encuentran las secuencias codificadoras para el RNAr 18S, 5.8S
y 28S dentro de la misma unidad transcripcional, separadas entre si por
espaciadores transcritos internos y son sintetizados por la RNA polimerasa |
(Figura 5). El RNAr 5S se encuentra generalmente localizado fuera de esta

unidad y es transcrito por la RNA polimerasa tipo Ill.

En el caso de los tripanosomatidos, se observa un patréon mas complejo de
moléculas de RNAr citosdlicas. Estudios bioquimicos realizados en T.cruzi por
Castro C. y col. en 1981, determinaron que la molécula de RNAr 28S, presenta
una discontinuidad interna. EIl rompimiento interno fue evidente bajo fuertes
condiciones desnaturalizantes, las cuales permitieron observar la liberacion de
las moléculas a y B (24Sa y 24Sp), las cuales sedimentan a través de gradientes
de sacarosa en la misma fraccion que la subunidad 18S (Castro C. et al.; 1981).
Por otro lado, el andlisis de las especies pequefias de RNAr, revelo la presencia
de 6 moléculas a las que se les llamo6 S3 que corresponde al RNAr 5.8S, S1, S2,
S4, S5 que corresponde al RNAr 5S y S6 (Hernandez R. et al.,, 1983;
Hernandez R. et al., 1993). Esta situacion de complejidad atipica en el nimero
de moléculas de RNAr ha sido ampliamente documentada en otros miembros de

la familia Trypanosomatidae (Cordingley S.J. et al., 1980; Gray M.W. 1981).
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Por medio del andlisis de clonas gendmicas de DNA se determiné el arreglo de
las regiones codificadoras de la llamada unidad fundamental de transcripcion del
RNAr: 18S, S3, 24Sa, S1, 24Sp, S2, S6y S4 (Hernandez R. et al., 1988) (Figura
5). Estas se encuentran separadas por espaciadores transcritos internos, los
cuales son transcritos y escindidos post-transcripcionalmente durante el
procesamiento del RNAr precursor. Organizaciones génicas similares de la
unidad principal de transcripcion ha sido establecida para otros miembros de
esta familia. Tal es el caso de T. brucei (White T.C. et al., 1986), C. fasciculata
(Spencer D.F. et al., 1987; Grondal E.M.J. et al., 1990) y varias especies de
Leishmania (Martinez-Calvillo S. et al., 2001). Recientemente, Martinez-Calvillo
S. y col. (2001) describieron la organizacion de los genes de RNAr en L. major
Friedlin. Encontraron que el cistron principal de DNAr contenia un fragmento de
526 pb duplicado en el extremo 3’ del cistron ribosomal, presentando dos copias
de la region codificadora para el RNAr S4 (ahi llamada RNAr LSUg). La
organizaciéon modular particular de los genes de RNAr se ha considerado como

un sello genético en la evolucién de la familia Trypanosomatidae.

En T.cruzi, las regiones codificadoras para el RNAr estdn organizadas en
clusters de aproximadamente 10 kb separados entre ellos por secuencias
intergénicas de 20 kb (Hernandez R. et al.; 1983). En T.cruzi por ejemplo, esta
unidad se encuentra repetida un poco mas de 100 veces en el genoma haploide
(Castro C. et al.; 1981; EI-Sayed N.M. et al.; 2005).

Por otro lado, en un analisis génico de la molécula de RNAr 5S de T.cruzi se
determind que sus genes codificadores se encuentran en al menos dos
cromosomas, uno de 1400 y otro de 1500 kb y se encuentra organizado en
repeticiones contiguas de 480 pb (Hernandez-Rivas R. et al.; 1992). De igual
manera que en otros eucariontes esta molécula es transcrita por la RNA

polimerasa tipo Ill.



La unidad fundamental de transcripcion es transcrita por la RNA polimerasa | a
partir de un promotor bien localizado. Ha sido nuestro interés el disectar

funcionalmente este promotor en la especie T.cruzi.

1.2. PROMOTORES RIBOSOMALES EN EUCARIONTES SUPERIORES

1.2.1. Promotor ribosomal eucaridntico

Los RNAr son los transcritos mas abundantes en las células procariontes y
eucariontes, llegando a constituir mas del 90% del RNA total celular. La
transcripcion de los cistrones del RNAr no solo es eficiente, sino que también
esta regulada. La produccion del RNAr se incrementa o disminuye dependiendo
de las condiciones fisiolégicas celulares, particularmente de proliferacion celular.
La regulacion en la sintesis del RNA ribosomal es un mecanismo importante que
controla a su vez la sintesis de ribosomas (Reeder R. 1992; Grouse R.L. et al.,
1996).

Las células de eucariontes superiores contienen de 100 a 500 copias de la
unidad de transcripcion de RNAr, organizadas en “tandem” en uno o varios
cromosomas 0 en elementos extracromosomales (Reeder R 1990). Los
cistrones ribosomales estan separados entre si por espaciadores intergénicos de
aproximadamente 2 a 30 kb (Sollner-Webb B. et al., 1986), en los cuales se
encuentran los elementos reguladores de la transcripcion: los promotores
ribosomales, reconocidos por la maquinaria de la transcripcion de la RNA

polimerasa tipo |.

Las regiones codificadoras para el RNAr 18S, 5.8S y 28S, se han mantenido
conservadas durante la evolucion. Por el contrario, las secuencias intergénicas
han evolucionado rdpidamente y solo entre especies muy relacionadas entre si,

es posible encontrar similitud de secuencia. A pesar de esto es posible
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encontrar una conservacion significativa en el tipo y arreglo de los elementos
regulatorios encontrados en estos espaciadores, aunque la secuencia haya

cambiado.

El estudio de las secuencias intergénicas de diversos organismos eucariontes ha
llevado a establecer la existencia de elementos reguladores como son: el
promotor génico, promotores espaciadores, elementos repetidos y terminadores

de la transcripcion (Figura 6).

El promotor génico de varias especies de vertebrados como humano (Haltiner
M.M. et al., 1986), raton (Miller K.G. et al., 1985); rata (Cassidy B. et al., 1987) y
sapo (Reeder R.H. 1992), ha sido bien caracterizado y ha permitido concluir que
poseen la misma arquitectura basica. A pesar de las diferencias en la secuencia
nucleotidica, casi todos los promotores del RNAr analizados estan formados por
un dominio central o “core” y un dominio corriente arriba o “UCE” por sus siglas
en inglés (Sollner-Webb B. et al., 1986). En consenso se tiene que el dominio
central se extiende del nucleétido -45 al +20, incluyendo el sitio de inicio de la
transcripcion (+1), y contiene secuencias esenciales para el inicio correcto de la
transcripcion. El dominio “corriente arriba” abarca del nucleétido -186 al —107, e
incluye secuencias que activan la transcripcion (Haltiner M.M. et al., 1986). La
funcién del dominio corriente arriba se afecta al modificar su distancia u
orientacion con respecto al dominio central, lo que sugiere que estas dos
secuencias de control operan en conjunto para promover una eficiente

transcripcion por la RNA polimerasa | (Bell S.P. et al., 1988) (Figura 7).

Promotores espaciadores han sido identificados en algunos metazoarios como
sapo (Moss T. et al., 1979) y raton (Kuhn A. et al., 1987) y son reconocidos por
la RNA polimerasa | al igual que el promotor génico. En Xenopus laevis, el
promotor espaciador difiere del promotor génico solamente en un 10% de su
secuencia (Morgan G.T. et al., 1984). En el caso del ratén, este promotor

espaciador comparte solamente 12 pb con el dominio central (Kuhn A. et al.,
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1987). Hasta el momento este tipo de promotores se han encontrado corriente
arriba de los elementos repetidos y generalmente estan seguidos de
secuencias terminadoras de la transcripcion. Estos elementos son capaces de
iniciar la transcripcion pero ésta se detiene rapidamente por la presencia de un
terminador localizado justo corriente abajo de éste (Figura 6). Se ha propuesto
gue la funcién de este tipo de elemento en el DNA espaciador es la de
concentrar la maquinaria modular de transcripcién a las cercanias del promotor,

haciéndolo de esta forma mas eficiente (Reeder R et al., 1992).

En los espaciadores intergénicos de las unidades de RNAr suelen presentarse
secuencias repetidas, cuyo tamafio y reiteracion varian de una especie a otra
(Reeder R.H. 1984 y 1990). En algunos casos, la secuencia nucleotidica del
elemento repetido puede presentar cierta similitud con la regién promotora de
la unidad de transcripcion (Labhart P. et al.,, 1984). En la mayoria de los
organismos analizados ha sido demostrado que los elementos repetidos tienen
la capacidad de unir factores de transcripciéon de la RNA pol I, y funcionan

como activadores de la transcripcion (Reeder R.H. 1984).

Hay terminadores de la transcripcion localizados al 3' de las unidades de
transcripcion. En el ratdn, por ejemplo, estas secuencias tienen un tamafio de
18 pb y son conocidas como “Cajas Sal” (Grummt I. et al., 1986). En este
organismo se han encontrado al menos 8 “Cajas Sal” corriente abajo del cistrén
ribosomal, las cuales unen la proteina TTFI, necesaria para la terminacion de la

transcripcion (Grummt I. et al., 1986).

Iniciacion de la transcripcion.

Para que la RNA pol I inicie la transcripcion del RNAr se requiere la presencia
de un complejo de iniciacion, que en vertebrados esta formado por los factores
UBF (upstream binding factor) y SL1 (selectivity factor). UBF es una proteina
dimérica de 90-100 kDa que contiene entre 4 y 6 cajas HMG (dominios de
union a acidos nucleicos) (Jantzen H. et al., 1990; Paule M.R. et al.; 2000). Por
su parte, SL1 es un complejo formado por la proteina de union a caja TATA

(TATA-binding protein” (TBP)) y tres factores asociados a la proteina TBP
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(“TBP associated factors” (TAFs)) (Comai L. et al., 1992). La proteina UBF
tiene la capacidad de unirse a los dos dominios del promotor: al dominio
corriente arriba y al dominio central. Posteriormente, SL1 interactia con UBF,
y el complejo resultante es reconocido por la RNA polimerasa |, iniciandose

entonces la transcripcion (Moss T.et al., 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Formacién del complejo de iniciacion de la transcripcion por la
RNA polimerasa |. A. El promotor eucaridntico presenta dos dominios
importantes el dominio central del promotor o CORE y el dominio corriente
arriba o UCE. Inicialmente se une a estos dos dominios la proteina UBF
(upstream binding factor). Esta proteina reconoce el complejo de selectividad
(SL) al promotor. EI complejo SL1 esta formado por cautro proteinas, la
proteina de unién a caja TATA (TBP) y tres factores asociados a la TBP (TAF).
B. No se sabe bien si se unen dos complejos SL1 (uno al CORE y otro al
domino UCE) o es un solo complejo capaz de interactuar con las dos regiones.
Después de que estan unidos estos dos complejos es reclutada la RNA pol |y

se inicia la transcripcion. Tomado de Moss y col. 2002.
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2. ANTECEDENTES EN T.cruzi

El analisis molecular de la sintesis de RNAr en T.cruzi ha sido del interés del
grupo de investigacion del Dr. Roberto Hernandez. Se secuenciaron 2.1 kb del
espaciador transcrito externo del cistron ribosomal y por extension con cebador
(“primer extension”) se determiné un sitio de inicio de la transcripcion (tsp) del
DNAr de T.cruzi, localizado a 1768 pb corriente arriba del inicio del gen
codificador para el RNA 18S (Martinez-Calvillo S. et al., 1994. GenBank: N°
L13926). Este sitio se encuentra 270 pb corriente arriba de otro elemento
promotor descrito por Dietrich y col. en 1993, quien también determiné la
existencia de un elemento repetido de 172 pb dentro de esta secuencia
(GenBank N° M88712). En referencia al extremo 5’ del RNAr 18S estos sitios se
nombraron tsp distal y tsp proximal respectivamente; pudiendo ser ambos tsp

funcionales (Figuras 8 y 9).

Para determinar si la secuencia que contiene estos dos sitios de inicio de
transcripcion tiene actividad promotora, esta se clon6 en vectores de expresion y
se llevaron a cabo transfecciones transitorias en epimastigotes de T.cruzi. Tyler-
Cross y col. (1995) realizaron experimentos de transfeccién transitoria utilizando
el plasmido pGCAT que contiene el gen cat (Cloranfenicol acetil transferasa)
como gen reportero. Clonaron esta secuencia reguladora y establecieron que
esta era capaz de inducir la expresion del gen reportero. De forma
independiente Martinez-Calvillo y col. (1997) determinaron la capacidad de esta
secuencia para inducir la actividad del gen reportero cat en el plasmido de

expresion pTEX-cat.

El plasmido pTEX es un vector para T.cruzi que contiene el gen neo que confiere
resitencia a la geneticina (G418) y las secuencias corriente arriba, intergénica y
corriente debajo de los genes que codifican para las enzimas gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa | y Il (gapdh), como regiones reguladoras (Kelly J.M. et
al.; 1992). pTEX-cat por su parte es un plasmido derivado de este ultimo, que
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incluye secuencias del gen cat y que se utiliza como gen reportero (Figura 9).
Para analizar funcionalmente esta regién, en el laboratorio del Dr. Roberto
Hernadndez, se clon6 en pTEX y en pTEX-cat una secuencia de 806 pb que
contiene los sitios de inicio de la transcripcion del DNAr y un elemento repetido
de 172 pb, substituyéndose asi la regiébn promotora original del vector. Los
plasmidos resultantes, pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat, fueron transfectados por
electroporacion en T.cruzi. Al realizar los ensayos de actividad CAT con células
de T.cruzi transfectadas transitoriamente con estos dos plasmidos, se encontrd
que el promotor del RNAr es méas activo que el encontrado en pTEX (Martinez-
Calvillo S. et al., 1997).

Teniendo en cuenta que los promotores ribosomales son especie-especifico y
que en T.cruzi el promotor de DNAr es uno de los pocos promotores descritos,
se decidi6 continuar con el analisis funcional de esta secuencia promotora. Se
presenta el resultado de la expresidon de CAT en diversas construcciones
plasmidicas que contienen distintas versiones del promotor y que permitieron
establecer la contribucion del elemento repetido y de los sitios de inicio de la
transcripcion localizados dentro de esta secuencia, en la actividad promotora.
De igual manera, se identificaron varios elementos potencialmente reguladores
presentes en esta secuencia. Encontramos que la organizacion de este
promotor recuerda a la establecida para eucariontes superiores y teniendo en
cuenta la divergencia evolutiva temprana de T.cruzi, podemos pensar en una
aparicion evolutiva temprana de los mecanismos de regulacién del promotor de
DNAr. La identificacion del dominio central del promotor permitio realizar
estudios de mutagénesis dirigida y establecimos una region de 7 nucleotidos

funcionalmente importantes.
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Figura 8. Secuencia nucleotidica DNAr que contiene la region promotora

clonada en los vectores de expresion pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat.

Se

muestra una copia del elemento repetido de 172 pb (caja verde) y los dos

posibles sitios de inicio de la transcripcién (nucleétidos en rojo y subrayado)

distal (posicion 334) y proximal (posicion 607).
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3.1.

3.2.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion funcional de una regidn génica con actividad promotora

de los genes ribosomales de T.cruzi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Delimitar la regiéon minima con actividad promotora.

Identificar nucleotidos funcionalmente importantes dentro de la region

promotora.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Parasitos
4.1.1. Cultivo de parasitos

El procedimiento estandar para cultivar epimastigotes de Trypanosoma cruzi en
suspension, se realiza en medio LIT (por sus siglas en inglés, Liver Infusion
Triptose) a 28°C. El tiempo de duplicacion del parasito es de aproximadamente
20 horas, aunque hay heterogeneidad dependiendo del aislado. Los parasitos
se cultivan a partir de una densidad de 1-5 x 10° células por mililitro, donde se
mantienen hasta alcanzar una densidad de 5 x 10’ epimastigotes por mililitro de
cultivo. Se trabaj6é con la cepa de T.cruzi, CL Brener (cepa de referencia para el

proyecto genoma).

Para un litro de medio LIT se deben adicionar 4 gramos de NaCl, 0.4 gr de KCI,
8.0 gr de Na,HPOy, 2 gr de glucosa, 5 gr de Triptosa, 5 gr Liver Infusién Broth,
25 mg de hemina, y dejar a un 10% de suero fetal bovino. Se debe ajustar el pH
a 7.2 con HCI. Ademas se le adiciona 10 pl de penicilina y estreptomicina de un
stock al 100X que contiene 100.000 U y 100 mg respectivamente disuelto en 10

ml de agua estéril.

4.1.2. Curvas de Crecimiento

Los cultivos fueron analizados diariamente para medir la concentracion de
células. Para esto se toman 10 pl del cultivo en 90 ul de paraformaldehido al 4%

(disuelto en PBS) y se cuentan los parasitos en una camara de conteo de
Neubauer.
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4.2. Construcciones plasmidicas con diferentes versiones moleculares

del promotor y del vector de co-transfeccion

Las diversas construcciones plasmidicas utilizadas en este trabajo, contienen
diferentes versiones moleculares de una secuencia con actividad promotora de
los genes de RNA ribosomal de T.cruzi cepa La Cruz Jalisco. Las diferentes
regiones promotoras se obtuvieron por medio de digestiones con enzimas de
restriccion que presentan sitios de corte en la secuencia promotora o por medio

de amplificaciones de DNA utilizando oligonucle6tidos especificos.

4.2.1. Digestiones

Para algunas construcciones plasmidicas utilizadas en este proyecto, fue
necesario hacer digestiones con endonucleasas, con el fin de obtener los
fragmentos de inserto y vector necesarios para las diversas clonaciones.
Tipicamente se cortaron 10 ug de DNA del vector (pTEX-cat o sus derivados) y
del plasmido que contenian la secuencia promotora con 2 ul de enzima de
restriccibn (5000 a 10000 U/ul dependiendo de la enzima), en el buffer de
reaccion recomendado. Esta mezcla de digestion se llevo a 20 ul de volumen
final con agua bidestilada estéril y se incubé a 37°C por 3 horas. Adelante se

muestra la construccion de los diversos plasmidos.

4.2.2. Amplificacion por PCR de fragmentos de interés

Otras versiones moleculares del promotor se obtuvieron por la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se disefiaron oligonucleétidos

especificos que se anclaran en la region promotora de los genes de DNAr, en los

sitios deseados y se les adicionaron secuencias de corte para enzimas de
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restriccién. El protocolo estandar utilizado para las reacciones de PCR es el

siguiente:

Mezcla de reaccion: DNA plasmidico que contiene la secuencia a amplificar a
una concentracion final de 100 ng, buffer de amplificacion 1X (Invitrogen), 0.2mM
de una mezcla de dNTPs, 1.5mM de Sulfato de Magnesio (Invitrogen), los
oligonucledtidos a 1uM (Sigma o Invitrogen) y la polimerasa Platinum Pfx

(Invitrogen). El volumen final se ajusté a 50 ul con agua bidestilada estéril.

El protocolo seguido por el termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf)
para la reaccion de PCR consistio de siete pasos: una desnaturalizacion inicial
de 2 minutos a 94°C (Paso 1), seguida por otra desnaturalizacion corta de 30
segundos a 94°C (Paso 2), renaturalizacion por 30 segundos a 55°C (Paso 3),
una extension a 68°C por un tiempo entre 15 segundos y 1 minuto dependiendo
del tamafio del amplificado (Paso 4), repetir los pasos del 2 al 4, 29 veces (Paso

5), una extension final a 68°C por 10 minutos (Paso 6) y un enfriamiento a 4°C.

La secuencia y las TM de los oligonucledétidos utilizados se muestran en la Tabla
2.

4.2.3. Purificacion de fragmentos de interés

Los insertos a clonar y los vectores de clonacién fueron purificados en un gel
preparativo de agarosa entre el 0.8 y el 2.5% a 60 voltios por aproximadamente
4 o 5 horas, tiempo después del cual el gel fue tefiido con bromuro de etidio.
Las bandas de interés fueron identificadas por comparacion de éstas con los
patrones de peso molecular (1 kb DNA ladder, Gibco BRL Technologies) y
posteriormente cortadas y pesadas. Los fragmentos fueron purificados de la
agarosa siguiendo las instrucciones del kit de purificacion CONCERT™ Rapid
Gel Extraction System (GIBCO BRL, Life Technologies). La integridad de las
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bandas y su concentracion se determind geles analiticos de agarosa a
concentraciones entre 0.8 y el 2.5% dependiendo del tamafio del fragmento de

interés.

4.2.4. Clonacion de los productos de PCR en el vector pCR-Blunt 1I-TOPO

Los fragmentos de la region promotora obtenidos por PCR vy purificados fueron
subclonados en el vector, pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen). Para esto se tomaron
2 ul del producto de PCR, 0.5 ul de solucién salinay 0.5 ul del vector TOPO. Se
incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se trasformé por
choque térmico en células de Escherichia coli quimicamente competentes (todos
los reactivos y células son proveidos por el kit: TOPO cloning and
transformation). Las células transformadas se espatularon en cajas de LB

(Luria-Broth) con kanamicina (50 ug/ml).

4.2.5. Ligaciones

Se emplearon aproximadamente 50 ng de vector purificado y 150 ng de inserto
(una relacion 1:3 vector:inserto) para llevar a cabo la reaccién de ligacion. Se
agregaron estos fragmentos de DNA con 1 ul de enzima T4 ligasa (1 U/ul) (T4
DNA ligasa, Gibco BRL Life-Technologies), 4 ul de Buffer de reaccion y se
completé a 20 ul con agua bidestilada estéril. Esta mezcla de reaccién se
incubo toda la noche a 14°C y posteriormente fue transformada en células E.coli
JM109 (ver adelante).
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NOMBRE SECUENCIA N° ™
BASES °C

0-prox-1 CGGAGCTCAGGTGGCGTCGGAAGGA 25 78
0-prox-2 CGGAGCTCTTAACTCTTGCACAGACTTGGC 30 12.7
o-pri2f GGAGCTCGATCCAACTTGTGCTTTTTTAA 29 69.5
0o-prl2r CAATTATATGAAAATCCCTCCCCCATTCC 29 68.9
0-prl13f GAGCTCGGTACCCCTAAAAAAATTTTG 27 65.7
0-prl3r CCGCGGGCGAAACAAAAGACC 21 71.7
0-prl4r CCGCGGACACCGATTCCTTCC 21 72
0-prlsr CCGCGGTGGGCCACCGGAGAGA 22 79.7
0-prlér CCGCGGATACCGCTCCATGATG 22 72.5
o-prlvr CCGCGGCATGATGTACTAGACACAAATG 28 71.4
0-pr20f GAGCTCTTTTTGCAATTTTTGGGTACCCC 30 70.9
o-pr21f GAGCTCTTTTTGATGATTCGGGAGGATTT 30 70.9
0-pr22f GAGCTCATTTTGGAGTTTCCGGGGTTC 27 71.7
0-pr23f GAGCTCTCCGGGGTTCGATCCAACTTG 27 74.5
M13-20 29 69.1

MOD GTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATCA

Luc-sense CGCATGGATCCACCATGGAAGACGCCA 28 59
rel;lj:;e CGCATGGATCCACTCTAGAATTACACGGCG %0 >

Tabla 2. Secuencias de oligonucleo6tidos usados para amplificar diferentes
fragmentos de la regién promotora. Se indican el nombre y el nimero de
pares de bases de cada uno de los oligonucleétidos y la temperatura de anillaje

(TM) se estim¢ utilizando el programa DNAMAN.
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4.2.6. Preparacion de células competentes por cloruro de calcio.

Cinco mililitros de medio LB fueron inoculados con una asada de un cultivo
criopreservado de E.coli JIM109 y se dejo toda la noche a 37°C. A partir de este
cultivo, se realiz6é una dilucion 1:80 en un volumen final de 100 ml de LB. Este
cultivo se incubo a 37°C por 2 horas y media. Este cultivo se dividié en 4 tubos
de 30 ml que fueron centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C (Rotor SS34).
Posteriormente se eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en la
mitad del volumen inicial con cloruro de calcio 0.1M frio. Las células se
colocaron en hielo durante 1 hora y se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos
a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y las células fueron resuspendidas en
1/10 del volumen inicial del medio de cultivo con cloruro de calcio 0.1 M frio. La

transformacion se llevé a cabo 2 horas después de su incubacion a 4°C.

4.2.7. Preparacién de células electrocompetentes

La preparacion de estas células toma tres dias. Dia 1: Se siembra una caja de
LB agar por aislamiento con la cepa de E.coli JM109 criopreservada y se incuba
toda la noche a 37°C. Dia 2: Se inoculan 50 ml de medio SOB sin magnesio (24
g de Bactotriptona, 6 g de extracto de levadura y 0.7 g de cloruro de sodio para
1200 ml de medio a pH 7.0) con 6 colonias grandes de la caja crecida el dia
anterior y se incuba toda la noche a 37°C en agitacion continua. Dia 3: Se
toman 0.5 ml del cultivo de E.coli JM109 crecido toda la noche y se inoculan en
un frasco de 2.8 litros con 500 ml de medio SOB sin magnesio. Se incuba a
37°C en agitacion vigorosa hasta obtener una DO de 0.8 al leer en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm, lo que equivale a 2 0 3
horas de incubacion. Posteriormente se colocan los 500 ml del cultivo en dos
botellas cada una con capacidad para 250 ml. Se cosechan las células por
centrifugacion a 5000 rpm en un rotor GSA por 10 minutos a 4°C (Centrifuga
Sorvall). Se desecha el sobrenadante por decantacion y se lava el pellet

61



resuspendiéndolo en 500 ml de WB (glicerol al 2% en agua bidestilada estéril)
frio. Se centrifuga de nuevo a 5000 rpm por 20 minutos a 4°C. El pellet se
vuelve a lavar con 500 ml de solucion WB vy finalmente se resuspende el pellet
en 1 ml de solucion WB y se alicuota en tubos Eppendorf cada uno con 200 pl

de células. Se guarda a -70°C hasta su uso.

4.2.8. Transformaciones en E.coli JM109 por choque térmico.

Los productos de las ligaciones que generaron nuevas construcciones
plasmidicas se transformaron en las células de E.coli JIM109 competentes con

cloruro de calcio de la siguiente manera:

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se adicionaron 200 ul de células competentes
JM109 y DNA dependiendo de las siguientes condiciones:

a) Control positivo (50 ng de pBluescript)

b) Control negativo (sin DNA)

c) DNA plasmidico de interés

Los tubos se incubaron a 4°C por 30 minutos después de los cuales se procedid
a hacer el choque térmico colocando las células a 42°C por 45 segundos para
posteriormente llevarlos a hielo por 2 o 3 minutos. Inmediatamente se agregaron
0.8 ml de medio SOC (5ml de SOB + 100ul de dextrosa 1M) y las células
transformadas se incubaron a 37°C por 50 minutos. Después del tiempo de
incubacion las células fueron espatuladas a diferentes diluciones en cajas de

agar de LB con amplicilina (100 ug/ml) para ser incubadas toda la noche a 37°C.
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4.2.9. Electrotransformacion de E.coli IM109.

Se adicioné la mezcla de ligacion a un tubo de células electrocompetentes recién
descongeladas. Se mezclaron y se pasaron a una celda para electroporacion
previamente enfriada. Se electropord con un voltaje de 2.46 kilovoltios y una
longitud de pulso de 10 milisegundo (Cell Porator E.coli Pulser). Se recuperaron
las células de la celda afiadiendo 800 ul de medio SOC (SOB suplementado con
glucosa) y pasandolas a un tubo Eppendorff de 1.5 ml estéril. Se incub6 por 1
hora a 37°C en agitacion y posteriormente se espatuld en cajas de LB con

ampicilina (100 ug/ml) para ser incubadas toda la noche.

Se utilizaron los mismos controles que en el protocolo de transformacién por

choque térmico.

4.2.10. Preparacion de DNA a pequefia escala (minipreparaciones)

Después de transformar es importante caracterizar cual de las colonias
resultantes contienen el plasmido de interés. Para este fin se hicieron
extracciones de DNA plasmidico por el método de lisis alcalina. De las colonias
resultantes de la transformacion, se escogieron al azar algunas y se crecieron en
3 ml de medio LB con una concentracion final de 100 ug/ ml de ampicilina (o 50
ug/ml para el caso de células con el vector pCR-Blunt II-TOPO) a 37°C toda la
noche. Al otro dia el cultivo se centrifugé a 14000 rpm durante 30 segundos
(Centrifuge 5415D- Eppendorf), el sobrenadante se desechd y el pellet celular se
resuspendié en 100 pl de solucion de resuspension fria (glucosa 500 mM, Tris-
HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM pH 8.0). Se dejo en hielo por cinco minutos al
final de los cuales se agregaron 200 ul de solucion de lisis (NaOH 0.2 N, SDS
1%) a temperatura ambiente y se mezclaron los tubos por inversion. Después
de una incubacion en hielo durante tres minutos, se afladié a los tubos 150 pl de

solucion neutralizante fria (acetato de potasio 5 M, acido acético glacial en agua
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destilada). Se mezclaron de nuevo por inversion, se dejaron cinco minutos en
hielo y finalmente se centrifugaron a 14000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante
se transfiri6 a un nuevo tubo y se realizaron dos extracciones organicas, la
primera fenol-cloroformo en una relacion 1:1 y la segunda Unicamente con un
volumen de cloroformo. Cada extraccion fue seguida de una centrifugacion por
5 minutos a 14000 rpm, después de la cual se recupero la fase acuosa. EI DNA
plasmidico se recupero, de la ultima fase acuosa por precipitacion de ésta con
2.5 volumenes de etanol a —20°C por 2 horas. Pasado este tiempo, las muestras
se centrifugaron por 10 minutos a 14000 rpm (Centrifuge 5415D- Eppendorf), se
elimino el sobrenadante y el pellet se lavé con etanol al 70%, después de lo cual
se dej6 secar el DNA plasmidico por 2 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente el DNA se resuspendié en 50 ul de TE con RNasa (Tris 10mM pH
7.4, EDTA 0.2 mM pH 7.2, RNasa 20 ug/ml) y se incubd a 37 °C por una hora.
Las minipreparaciones asi obtenidas se corrieron en un gel de agarosa al 0.8%
con el fin de ver la integridad de la muestra y estimar su concentracion
aparente. Los diferentes pldsmidos fueron digeridos con enzimas de restriccion
con el fin de caracterizar e identificar las clonas que poseen el plasmido

recombinante de interés.

4.2.11. Preparacion de DNA a mediana escala (midipreparaciones)

Para preparar DNA plasmidico de mayor pureza, se utilizd el protocolo
recomendado por QIAGEN (QIAGEN plasmid purification kit), que se basa en
una modificacion del método de extraccién de DNA plasmidico por lisis alcalina.

De un cultivo de 100 ml de bacterias transformadas con el plasmido de interés
en LB con ampicilina a una concentracion de 100 pug/ml y mantenidas toda la
noche a 37°C, se obtuvo un pellet de células por centrifugacion a 6000 rpm por
15 minutos a 4°C en un rotor Sorvall SS34. El sobrenadante fue eliminado y el
pellet de células se trat6 de acuerdo a las instrucciones dadas por la casa
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comercial. El DNA obtenido fue resuspendido en 200 ul de agua desionizada
estéril y su integridad fue evaluada en un gel de agarosa al 0.8%. Ademas se
determiné la pureza y la concentracion de DNA por espectrofotometria a 260 y
280 nm.

4.2.12. Construcciones plasmidicas.

Se construyeron plasmidos que poseen diversos tamarfios de la region promotora
del DNAr. Estas fueron clonadas en el vector pTEX-cat que posee el gen neo
(que confiriere resistencia a geneticina), el gen cat (que codifica para la enzima
cloranfenicol acetil transferasa) al igual que las regiones corriente arriba,
corriente abajo e intergénica del gen que codifica para la gliceraldehido fosfato

deshidrogenasa (gapdh) (Ver figura 9).

Dado que se cuenta con la secuencia completa de la region promotora para
hacer los acotamientos de ésta, se hicieron cortes con enzimas de restriccion en
diferentes sitios presentes en la region promotora o se amplificaron regiones de
interés por PCR. Los fragmentos asi generados se ligaron en el plasmido pTEX-
cat, utilizando para ello la enzima T4 ligasa. Un segundo recurso utilizado fue
rellenar extremos sobresalientes con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa
para generar extremos romos de DNA, y ligar productos de enzimas no

compatibles.

Los plasmidos se construyeron de la siguiente manera:

pRIBO4-cat: el inserto de 806 pb, de Sacl a Hincll, fue purificado de la clona
pPRTC19 (Martinez-Calvillo et al., 1994) y clonado en pTEX-cat (Kelly J.M. et al.,

1992) digerido con Sacl y Sacll (tratado con la enzima Klenow para convertirlo

en extremo romo).
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pRIBO5-cat: el inserto de 806 pb fue purificado del vector pTRAP-8 (Hernandez
R. y col. no publicado) cortando con las enzimas Sacl y Hindlll (rellenado con

Klenow) y ligado en pTEX-cat digerido con Sacll y Sacl (tratado con Klenow).

pRIBOG6-cat: El fragmento de 629 pb se obtuvo de pAER172 (Hernandez R. y
col. , no publicado) digiriéndolo con las enzimas Smal y Sacl, y se ligé en pTEX-

cat digerido con Sacl y Sacll (tratado con Klenow).

pRIBO8-cat: El inserto de 540 pb se purifico de pRTC19 digiriendo este
plasmido con Sacl y Sacll y fue ligado en pTEX-cat digerido con las mismas

enzimas.

pRIBO9-cat: EI plasmido pRIBOG6-cat se digirié con las enzimas Sacll (tratado
con Klenow) y Hincll y religado con la enzima T4 ligasa.

pRIBO10-cat: se cortdo pRIBO4-cat con las enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll
las cuales liberaron un inserto de 1536 pb. Como un paso intermedio se ligé en
el plasmido pUC18 en los sitios Kpnl y Hindlll (plasmido p6). El plasmido p6 se
digirié con las enzimas Sacl y Hindlll y se ligé en pRIBO4-cat digerido con las
mismas enzimas, previa liberacion del inserto Sacl — Hindlll que incluye la regién
de DNAr, gapdh y cat.

pPROX1-cat: Se ligé el fragmento de 1514 pb producto de la digestion de
pRIBO4-cat con Sacll y Hindlll en pTEX-cat digerido con las mismas

endonucleasas.

Los siguientes plasmidos se construyeron amplificando por PCR las regiones de
interés, subclonando en el pldsmido pCR-Blunt II-TOPO (Stratagene) y sacando
el inserto de interés con las enzimas Sacl y Sacll. En fragmento obtenido se
cloné posteriormente en el pldsmido pRIBO4-cat digerido con las mismas

enzimas.
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pRIBO12-cat: Contiene un fragmento de 254 pb que se amplific6 por PCR
utilizando los oligonucleétidos o-prl12f y o-prl2r. Contiene las secuencias entre

los nucledtidos -47 a +207 con repecto al tsp distal.

pRIBO13-cat: Un fragmento de 179 pb se amplificé con los oligonucleétidos o-
prl3f y o-prl3r. Contiene las secuencias entre los nucle6tidos -79 a +100 con

respecto al tsp distal.

pRIBO14-cat: Contiene un fragmento de 129 pb que se amplific6 por PCR
utilizando los oligonucleétidos o-pr13f y o-prl4r. Contiene las secuencias entre

los nucledtidos -79 a +207 con repecto al tsp distal.

pRIBO15-cat, Un fragmento de 104 pb se amplificé con los oligonucleétidos o-
prl3f y o-prl5r. Contiene las secuencias entre los nucleotidos -79 a +25 con

respecto al tsp distal.

pRIBO16-cat: Contiene un fragmento de 89 pb se amplific6 por PCR utilizando
los oligonucledtidos o-prl3f y o-prlér. Contiene las secuencias entre los

nucleodtidos -79 a +10 con repecto al tsp distal.

pRIBO17-cat: Un fragmento de 89 pb se amplificé con los oligonucleétidos o-
prl3f y o-prl7r. Contiene las secuencias entre los nucleotidos -79 a +1 con

respecto al tsp distal.

pRIBO19-cat: Contiene un fragmento de 198 pb se amplificé por PCR utilizando
los oligonucleétidos M13-20mod y o-prl2r. Contiene las secuencias entre los
nucledtidos -47 a +207 con repecto al tsp distal.

pRIBO20-cat: Un fragmento de 307 pb se amplificé con los oligonucleotidos o-

pr20f y o-prl2r. Contiene las secuencias entre los nucle6tidos -100 a +207 con

respecto al tsp distal.
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pRIBO21-cat: Un fragmento de 327 pb se amplificé con los oligonucleétidos o-
pr21f y o-prl2r. Contiene las secuencias entre los nucleotidos -120 a +207 con

respecto al tsp distal.

pRIBO22-cat: El fragmento de 79 pb con la secuencia entre los nucledtidos -69
y +10 con respecto al tsp distal, se obtuvo de la amplificacion del DNA
plasmidico de pRIBO4-cat con los oligonucle6tidos o-pr22f y o-pri6r.

pRIBO23-cat: Contiene las secuencias entre los nucle6tidos -59 a +10 con
respecto al tsp distal y es el producto de una amplificacion de DNA por PCR

utilizando los oligonucleo6tidos o-pr23f y o-prl6r.

pRIBO24-cat: Contiene un fragmento de 57 pb se amplific6 por PCR utilizando
los oligonucledtidos o-prl2f y o-prlér. Contiene las secuencias entre los

nucleodtidos -47 a +10 con repecto al tsp distal.

pPROX2-cat: El fragmento contiene la secuencia entre los nucleétidos +250 y
+200 con respecto al tsp proximal en polaridad directa. Se obtuvo de la
amplificacion del DNA plasmidico de pRIBO4-cat con los oligonucleétidos o-
prox2 y o-prox3 que contienen el sitio de restriccion para la enzima Sacl

(GibcoBRL) y se clond en el plasmido pTEX-cat cortado con la misma enzima.
pPROX3-cat: El fragmento contiene la misma secuencia del plasmido pPROX2-

cat en polaridad indirecta.

4.2.13. Construccion del plasmido de co-transfeccién pRIBO16-luc

El gen reportero luc se amplific6 por PCR utilizando los oligonucleétidos Luc-
sense y Luc-reverse (Tabla 2) y el plasmido pGL3-basic (Promega), que

contiene la secuencia codificadora para este gen. El fragmento amplificado de
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1650 pb se subclon6é en el plasmido pCR-Blunt 1I-TOPO (Stratagene) y el
plasmido resultante se digiri6 con las enzimas Spel y Xhol. El fragmento
liberado se cloné en un plasmido derivado de pTEX-cat que contiene la
secuencia de -79 a +10 con respecto al tsp dital, de la regiobn promotora de los

genes de DNAr de T.cruzi La Cruz Jalisco digerido con las mismas enzimas.

4.2.14. Caracterizacion de insertos (Ensayos de restriccion y

secuenciacion).

En todos los casos se corroboré que los plasmidos recombinantes contuvieran

los insertos apropiados.

pRIBO4-cat se digirié con las enzimas Sacl y BamHI, pRIBO5-cat con Sacll y
Kpnl, pRIBO6-cat con Sacl y BamHI, pRIBO8-cat y pRIBO10-cat con Sacl y
Sacll, pPROX1-cat con Sacll y Hindlll y los plasmidos pPROX2-cat y pPROX3-
cat con la enzima Sacl. Todas las demas construcciones se digirieron con las
enzimas Sacl y Sacll ya que los oligonucledtidos utilizados en las
amplificaciones contienen sitios de corte para estas enzimas. Después de
confirmar por restriccion las construcciones plasmidicas, estas fueron
secuenciadas (servicio comercial) para asi corroborar que las clonas poseian la
secuencia del promotor correcta. Esto se hizo por comparacién de la secuencia
clonada con la secuencia de nucleotidos del espaciador transcrito externo del
DNA ribosomal de T.cruzi (Martinez-Calvillo S. et al., 1994. GenBank bajo el

namero de acceso L13926).

4.3. Construccién de los plasmidos mutantes en laregién del tsp distal

El plasmido pRIBO4-cat que contiene un fragmento de DNAr de 806 pb de la

cepa La Cruz Jalisco (grupo T.cruzi I) con actividad promotora, considerado en
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este trabajo como el plasmido de referencia fue utilizado para generar diferentes
plasmidos mutantes en la region del sitio de inicio de la transcripcion distal.
Estos plasmidos mutantes se construyeron utilizando el kit QuickChange Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene) y los oligonucleétidos descrito en la Tabla 3.
Todos los plasmidos se confirmados por secuenciacion. El protocolo de

mutagénesis contiene los siguientes pasos:

Paso 1: Sintetizar dos oligos complementaros que contengan la mutacion
deseada, flagueada por secuencias de nuceleétidos no modificada (Tabla 3).
Paso 2: Realizar la mezcla de reaccion para la amplificacion del plasmido.
Esta mezcla contiene 2.5 ul del buffer de reaccién (10X), 1 ul de plasmido
pRIBO4-cat (50 ng/ul), 125 ng de cada uno de los oligonucleétidos, 0.5 ul de la
mezcla de dNTPs, 0.5 ul de la DNA polimerasa Pfu Turbo y se lleva a 25 ul con
agua bidestilada estéril. ElI PCR se realiza de manera similar a la sefialada
anteriormente en la metodologia (Amplificacion por PCR de fragmentos de
interés). La diferencia radica en que se realizan 12 rondas de amplificacion
cada una con un tiempo de extension de 14.4 minutos (2 minutos por kilobase
del plasmido).

Paso 3: Adicionar 0.5 ul de la enzima de restriccion Dpnl a la reaccion de
amplificacion e incubar por 1 hora a 37°C para digerir el DNA parental el cual se
encuentra metilado.

Paso 4: Transformar el producto de amplificacion en células de E.coli XL1-blue
supercompetentes (incluidas en el kit de mutagenesis), espatular en cajas de LB
con ampicilina (100ug/ml) e incubar toda la noche a 37°C.

Paso 5: Extraer DNA plasmidico y corroborar la presencia de la mutacion por

secuenciacion.
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™

NOMBRE SECUENCIA oc
of-tsp-6 | GTCCATTTGTGTCTAGTAAATCATGGAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 79.4
or-tsp-6 | CACCGGAGAGAATACCGCTCCATGATITACTAGACACAAATGGAC | 79.4
of-tsp-5 | GTCCATTTGTGTCTAGTACCTCATGGAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 80.7
or-tsp-5 | CACCGGAGAGAATACCGCTCCATGAGGTACTAGACACAAATGGAC | 80.7
of-tsp-4 | GTCCATTTGTGTCTAGTACAGCATGGAGGCGGTATTCTCTCCGGTG | 82.3
or-tsp-4 | CACCGGAGAGAATACCGCTCCATGCTGTACTAGACACAAATGGAC | 82.3
of-tsp-3 | GTCCATTTGTGTCTAGTACATTATGGAGGCGGTATTCTCTCCGGTG | 79.5
or-tsp-3 | CACCGGAGAGAATACCGCTCCATTATGTACTAGACACAAATGGAC | 79.5
of-tsp-2 | GTCCATTTGTGTCTAGTACATCCTGGAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 80.7
or-tsp-2 | CACCGGAGAGAATACCGCTCCAGGATGTACTAGACACAAATGGAC | 80.7
of-tsp-1 | GTCCATTTGTGTCTAGTACATCAGGGAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 80.7
or-tsp-1 | CACCGGAGAGAATACCGCTCCCTGATGTACTAGACACAAATGGAC | 80.7
of-tsp+1l | GTCCATTTGTGTCTAGTACATCATIGAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 79.2
or-tsp+1 | CACCGGAGAGAATACCGCTCAATGATGTACTAGACACAAATGGAC | 79.2
of-tsp+2 | GTCCATTTGTGTCTAGTACATCATGTAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 78.1
or-tsp+2 | CACCGGAGAGAATACCGCTACATGATGTACTAGACACAAATGGAC | 78.1
of-tsp+3 | GTCCATTTGTGTCTAGTACATCATGGCGCGGTATTCTCTCCGGTG | 82.5
or-tsp+3 | CACCGGAGAGAATACCGCGCCATGATGTACTAGACACAAATGGAC | 82.5
of-tsp+4 | GTCCATTTGTGTCTAGTACATCATGGATCGGTATTCTCTCCGGTG | 79.2
or-tsp+4 | CACCGGAGAGAATACCGATCCATGATGTACTAGACACAAATGGAC | 79.2
of-tspA6 | GTCCATTTGTGTCTAGTACAGACGTTAGCGGTATTCTCTCCGGTG | 78.6
or-tspA6 | CACCGGAGAGAATACCGCTAACGTCTGTACTAGACAACAAATGGAC| 78.6

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleétidos usados para realizar la mutagénesis

dirigida de la regién del sitio de inicio de transcripcion. Se indican el nombre y la

temperatura de anillaje (TM) se estimd utilizando el programa DNAMAN. EI nucle6tido

que ha sido cambiado se muestra subrayado. El sitio de inicio de la trascripcion distal

(Martinez-Calvillo et al., 1994) se sefala con la letra en negrilla.
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4.4. Transfeccion de T.cruzi por electroporacion

Se cultivaron epimastigotes de T.cruzi CL Brener hasta una concentracion de 35-
50 x 10° células por mililitro. EIl volumen requerido fue calculado considerando
que se necesitan 400 ul de células a una concentracién de 6x10° células por
mililitro, es decir 240 millones de células por cada electroporacion. El cultivo se
transfirié a un tubo de 50 ml y se centrifug6 a 5000 rpm durante 8 minutos a 4°C.
El sobrenadante se retird y el precipitado se resuspendié en 10 ml de solucién
de Zimmerman estéril fria. Para un litro de solucion de Zimmerman se adicionan
7.7 gr de NaCl, 0.59 gr de KCI, 1.13 gr de Na;HPO,, 0.204 gr de KH,PO,, 0.107

gr de acetato de magnesio 0.0142 gr de acido de calcio a un pH de 7.0.

La suspension celular se centrifugé de nuevo a 5000 rpm por 8 minutos y las
células se resuspendieron en solucion de Zimmerman de tal forma que la
concentracion de células quedara a 6x10° células por mililitro. Las células deben
ser mantenidas en hielo. 400 ul de células fueron depositadas en una celdilla de
electroporacion y se colocaron en hielo. Se agreg6 posteriormente 10 ug del
plasmido de interés disuelto en TE (Tris 10 mM, EDTA 0.2 mM) y se colocaron
en hielo por otros 5 minutos. En algunos casos se adicioné ademas 5 ug del
plasmido de co-transfeccion pRIBO16-luc. La electroporaciéon se realizé a 360
voltios, 1500 microfaradios y 13 ohms (Electro Cell Manipulator 600, BTX
Electroporation System). Las células se mantuvieron a temperatura ambiente
por 5 minutos para ser transferidas a 10 ml de medio LIT complementado con

suero y hemina.

Después de ser incubadas a 28°C durante 3 dias, los parasitos fueron

procesados para realizar el ensayo CAT y el ensayo de luciferasa.

Los controles incluidos corresponden a parésitos transfectados con pTEX-cat,
pRIBO4-cat, pRIBO16-luc y parédsitos transfectados s6lo con buffer (sin DNA).
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Esta técnica se encuentra estandarizada en el laboratorio del Doctor Roberto

Hernéandez.

4.5 Ensayos CAT

4.5.1. Mediciones de la actividad enzimatica y estandarizacion de las

condiciones

El gen reportero cat presente en las construcciones plasmidicas codifica para la
enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) que cataliza la transferencia de un
grupo acil de cualquier cofactor acil CoA al cloranfenicol (Current protocols in
Molecular Biology, 1990). EI ensayo CAT consisti6 en la medicion de la
actividad de esta enzima. Cuando la enzima CAT transfiere un grupo acil o
butiril al cloranfenicol, éste se vuelve mas hidrofébico y es recuperable por medio

de una extraccion organica (Seed B. et al., 1988).

Para realizar los ensayos CAT, se transfirieron 5 ml del cultivo electroporado a
tubos nalgene para ser centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos (4 °C). El
sobrenadante fue eliminado y el pellet resuspendido en 1 ml de TEN (Tris 40 mM
a pH 8.0, EDTA 1mM pH 8.0 y NaCl 15 mM estéril y a temperatura ambiente).
Esta suspension fue transferida a tubos Eppendorf y centrifugada durante 7
segundos a 13000 rpm. El sobrenadante fue retirado y el precipitado
resuspendido de nuevo en 1 ml de TEN. Se centrifugé por 7 segundos, el

sobrenadante retirado y resuspendido el pellet en 150 ul de Tris 25 mM pH 8.0.

Las ceélulas fueron lisadas con tres ciclos de congelacion-descongelacion en
nitrégeno liquido (después descongelar a 37 °C). Después de una incubacion
luego a 65 °C durante 10 minutos se centrifugo el material a 13000 rpm por 10

minutos a 4 °C. Se transfirieron 100 ul del extracto y se almacenaron a -70 °C.
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La concentracion de proteinas del extracto de parasitos transfectados, fue
realizada utilizando el método de Bradford (BioRad), se realiz6 una curva patron
con albamina sérica bovina (BSA) como referencia. Se partié de un stock de
BSA de 1 mg/ml y se realizaron diluciones seriadas para obtener 5, 10, 15, 20y
25 pg de BSA en 1 ml de buffer fosfato pH 7.4. Los extractos fueron diluidos
1:200 en buffer fosfato pH 7.4. De estas muestras se tomaron 160 ul, se
colocaron en placas de 96 pozos y se incubaron por 5 minutos con 40 ul de
reactivo de Bradford. Posteriormente se leyé absorbancia a 595 nm y se

determind la concentracion de proteinas, como referencia a la curva patrén.

Los ensayos CAT se realizaron siguiendo el protocolo que se describe a

continuacion.

Se mezclaron 5 ug (o diferencias indicadas en el texto) de extracto celular en un
volumen final de 50 ul de Tris 25mM pH 8.0 con 50 ul de mezcla maestra. La
mezcla maestra contiene 20 pl cloranfenicol-H® 0.01 pCi/ul, 10 ul de Butiril-CoA
2.5 mM, 10 ul de Tris 1 M pH8.0 y 10 ul de agua desionizada. Esta mezcla se
incubd a 37 °C por 30 minutos (o diferencias indicadas en el texto). Pasado este
tiempo se afiadieron 210 ul de xileno, se mezclé con el vortex por 15 segundos y
se centrifugé por 2 minutos a 14000 rpm. Se tomaron 180 ul de xileno (fase
superior o fase organica) y se colocaron en un tubo nuevo. La fase acuosa se
extrajo de nuevo afiadiendo 210 ul de xileno, haciendo vortex y centrifugando
por 2 minutos a las mismas rpm. Se tomaron 200 ul de xileno y se colocaron en
el tubo donde estaban los 180 ul de xileno. Estos 380 pl de xileno se extrajeron
con 250 pul de Tris 25 mM, se tomaron 330 ul de xileno y se colocaron en otro
tubo. Se extrajo nuevamente con 250 pl de xileno y se agregaron a un vial con
1.5 ml de liquido de centelleo. Finalmente se ley6 en el contador de centelleo.
Todas las muestras fueron realizadas por duplicado, graficadas y el error

estandar de la media se establecié en el programa EXCEL.
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4.6. Ensayos de Luciferasa

El plasmido de co-transfeccion pRIBO16-luc utilizado en este trabajo contiene

como reportero el gen que codifica para la enzima Luciferasa.

Para este ensayo fue necesario preparar solucion KTME. Para 500 ml de ésta
solucion se requieren 8.96 g de Tricina, 0.602g de MgSO,y 2 ml de EDTA. Se
llevé a un volumen a 500 ml con agua bidestilada estéril y se ajust6 el pH a 7.8
con KOH.

5 ml del cultivo de parasitos transfectados se transfirieron a un tubo Falcon de 15
ml para ser centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos (Beckman coulter allegra
2IR centrifuge). EIl pellet se lavé dos veces con 10 ml de PBS pH 7.0. El
precipitado se resuspendiéo en 1 ml de PBS pH 7.0, se transfiri6 a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugé por 2 minutos a 13.000 rpm (Centrifuge
5415D- Eppendorf). Se retir6 el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 200
ul de buffer de lisis (NaEDTA 2mM, fosfato de potasio 0.1M pH 7.8, Triton X-100
1% y DTT 1mM) y se incubd a 4°C por 20 minutos. Se centrifugé nuevamente a
13000 rpm por 5 minutos y 30 ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml. La muestra se llevé a 100 ul con buffer de lisis. En tubos
de lectura para luminémetro se adicionaron 25 pl de la solucion de reaccién que
contiene KTME y DTT 1M. Se adicionaron en este momento los 100 pl de la
muestra y 100 ul de una mezcla de reaccidon que contiene KTME, DTT 1M,
luciferina y ATP. Inmediatamente se evaluo la actividad del sobrenadante en el

hTM

luminébmetro (Monoligth'™ 3010, Pharmigen-Becton Dickinson Company). Todas

las mediciones se realizaron por duplicado.
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5. RESULTADOS

5.1. Establecimiento del sistema de estudio

En la primera etapa del estudio se preparé el vector base, sobre el cual se
habrian de hacer las modificaciones de la secuencia promotora DNAr para
acotar su funcion. El plasmido pTEX-cat presenta una actividad de CAT apenas
superior al fondo. Este contiene las secuencias necesarias para el
procesamiento del gen reportero por “trans-splicing” (regiéon 5’ del gen gapdh) y
para la poliadenilacion en la region intergénica del gen gapdh. Dada la
naturaleza policistrénica de la transcripcion en tripanosomas, no es un requisito
que el promotor se encuentre adyacente al gen transcrito bajo su influencia. Asi
pues, se decidid insertar la secuencia promotora ribosomal, en el extremo 5’ de
la regién corriente arriba del gen gapdh presente en pTEX-cat (Kelly J.M. et al.,
1992), y dejar ésta como una secuencia natural para recibir el exon del “spliced
leader”. La Figura 10 muestra el mapa del plasmido pRIBO4-cat el cual se
construy6 insertando una regién de 806 pb con actividad promotora de los genes
de DNAr en el plasmido pTEX-cat, en los sitios de restriccion para las enzimas
Sacl y Sacll. Este plasmido contiene la region promotora de mayor tamafio
utilizada en este trabajo y su actividad de CAT en tripanosomas transfectados
con éste plasmido, representa una referencia del 100% en los ensayos

realizados con versiones deletadas de ésta region de 806 pb.

5.2. Establecimiento de condiciones de linearidad en el ensayo

enzimatico.

El gen reportero cat fue empleado para identificar cambios en la actividad del

promotor DNAr, expresada en diferentes versiones moleculares de éste.
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Para establecer condiciones de sensibilidad en nuestros ensayos CAT y detectar
asi pequefos cambios en los nivel de expresidon del gen que codifica para esta
enzima se decidié analizar diferentes condiciones de tiempo de reaccion y de
concentracion de extracto proteico que permitieran analizar linealmente cambios

en el producto de la actividad de CAT.

DNAr

Sac |

Sac Il

gapdh corriente arriba

amp
cat

pRIBO4-cat

7373 bp

gapdh intergénica

neo

gapdh corriente abajo

Figura 10. Plasmido de expresién pRIBO4-cat. Se muestra la secuencia de 806 pb
con actividad promotora de DNAr clonada en los sitios Sacl y Sacll y las secuencias
corriente arriba, corriente abajo e intergénicas de la gapdh (gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa), cat (gen que codifica para la cloranfenicol acetil transferasa), neo (gen
que confiere resistencia a la geneticina) y amp (gen que codifica para la resistencia a
amplicilina en E.coli). La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion reportado por
Martinez-Calvillo S. y col. 1994.

Como un primer acercamiento se decidié ver el comportamiento enzimatico de
CAT en el extracto celular de parasitos transfectados con el pladsmido de

referencia pRIBO4-cat, construccion que contiene la longitud mayor de la
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secuencia con actividad promotora, utilizando 10 pug de extracto proteico a

diferentes tiempos de reaccion (Tabla 4, Fig. 11).

Tiempo en minutos | Cuentas por minuto | Error estandar de la media
0 0 0
10 40333 14256.3
15 44645 15779.1
20 57444 20302.4
30 63822 22553.9
40 75568 26703.2
60 72170 25494.7
90 73549 25971.7
120 80270 28337.3
150 76037 26830.1

Tabla 4. Actividad enzimética de CAT en 10 pg de extracto celular de parasitos
transfectados con pRIBO4-cat. Las cuentas por minuto (cpm) equivalen al promedio

de dos réplicas.

Actividad enzimética de CAT en 10 ug de extracto celular
de pRIBO4-cat

100000

80000 —
60000 - /\{»’/

40000

20000 /

0 T T 1
0 50 100 150

Tiempo en minutos

cpm

Figura 11. Curva de actividad enzimética de los datos presentados en la Tabla 4.

cpm: cuentas por minuto.
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Los datos de la Tabla 4, Fig. 11 nos muestran que entre 10 y 40 minutos la
produccion del producto (inferido por las cpm) se encuentra en condiciones de
linearidad. Esta observaciéon se amplié con el analisis del comportamiento de
esta enzima a distintas concentraciones de extracto proteico de parasitos
trasfectados con pRIBO4-cat (0.625 a 10 ug) y a diferentes tiempos de reaccion
(0 a 60 minutos) (Tabla 5, Fig. 12).

Concentracion (ug) Tiempo en minutos
7.5 15 30 45 60
0.625 1445 1991 3112.5 4147.5 5466
1.25 3109.5 4317.5 7156.5 9276 119225
2.5 6607.5 8920 14851.5 19323.5 22489
5 12230 16010 27493 34257 41418.5
10 24347.5 30126.5 45801 57121 60070

Tabla 5. Cuentas por minuto promedio de dos réplicas de ensayo CAT para
diferentes concentraciones de extracto proteico de pardsitos transfectados con
pRIBO4-cat a diferentes tiempos.

Como observamos en las gréaficas entre 7.5 y 10 minutos hay una velocidad de
reaccion enzimatica ligeramente diferente a la que se muestra en el resto de la
curva. Probablemente la enzima se adapta a una velocidad de reaccion menor,
pero estable, por las nuevas condiciones donde se practica el ensayo
enzimatico. De la observacién de las curvas de actividad enzimatica que se
muestran en la Figura 12 se escogio realizar las mediciones enzimaticas con las
diferentes versiones de la region promotora DNAr empleando 5 ug del extracto

proteico de parasitos transfectados y 30 minutos de reaccion.
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Actividad de CAT en 10ug de extracto

Actividad de CAT en 5ug de extracto
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Figura 12. Determinacion de la actividad enzimética
de CAT a diferentes tiempos y concentraciones
proteicas de extracto de parésitos T.cruzi
transfectados con pRIBO4-cat. Las graficas muestran
las cpm (cuentas por minuto) a los diferentes tiempos
(minutos). Los datos representan el promedio de dos
réplicas y se muestran los errores estandares de la
media como barras de error en cada una de las
diferentes mediciones. La flecha (en la grafica de 5ug de
extracto proteico) indica la condicion escogida para todos
los experimentos posteriores.



5.3.  Construccion y analisis de los plasmidos recombinantes con las
diferentes versiones del promotor DNAr.

En la secuencia con actividad promotora de los genes de DNAr clonada en el
plasmido pRIBO4-cat, se presentan varios elementos a estudiar: 1.) la
dependencia de polaridad en la funcionalidad del promotor, 2.) una copia del
elemento repetido de 172 pb y 3.) la funcionalidad de dos posibles sitios de inicio
de la transcripcion: distal (Martinez-Calvillo S. et al., 1994) y proximal (Dietrich P.
et al., 1993) (Figura 13).

5.3.1. Dependencia de la polaridad y funcionalidad del sitio de inicio de la

transcripcion proximal.

El plasmido pRIBO4-cat fue utilizado en este estudio, como el plasmido de
referencia con el 100% de actividad de la enzima CAT. La actividad presentada
en los plasmidos derivados se compard siempre con el plasmido de referencia.
Por otro lado, el plasmido pTEX-cat no contiene secuencia promotora (Sin DNAr)
y fue utilizado para determinar los niveles de fondo en los ensayos de

transfeccion.

La primera modificacion realizada en el plasmido pRIBO4-cat fue la clonacion del
fragmento de 806 pb en polaridad invertida (3'-5’), generando asi el plasmido
pRIBO5-cat. Esta construccion se hizo con el fin de determinar si la capacidad
de dirigir la expresiéon del gen reportero por parte de esta regién con actividad
promotora, era dependiente de polaridad. De esta manera, se transfectaron
epimastigotes de T.cruzi con los plasmidos control y el plasmido de interés y se
determiné la actividad enzimatica de CAT. Como se observa en la figura 13, la
actividad CAT baja a niveles de fondo (Anexo 1). Esto muestra que la actividad

del promotor de DNAr es dependiente de polaridad.
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Figura 13. Dependencia de la polaridad y funcionalidad del sitio de inicio de la transcripcién proximal. En la parte de
arriba se muestra la organizacion del cistron ribosomal de T.cruziy la secuencia de 806 pb contenida entre los sitios Sacl y Hincll
a partir de la cual se han hecho las deleciones. Se observan las diferentes construcciones plasmidicas en las cuales se
ejemplifican los dos posibles sitios de inicio de la transcripcion y una copia del elemento repetido de 172 pb. Se muestran
también las actividades de CAT de al menos tres ensayos de transfeccion independientes. En la parte de debajo de la gréafica se
observa el vector de clonacion pTEX-cat. Flecha negra: tsp distal, flecha blanca: tsp proximal, ER:Elemento repetido, gapdh:gen
de la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, cat: cloranfenicol acetil transferasa; neo: gen de resistencia a geneticina.



De igual manera analizamos el sitios de inicio de la transcripcion proximal
descrito por Dietrich y col. en 1993 con el fin de establecer la funcionalidad de
éste. Se realizaron tres construcciones plasmidicas que contenian Unicamente
el tsp proximal. La construccion pPROX1-cat contenia las secuencias entre los
sitios Sacll y Hinclll y presenta una actividad promotora similar al plasmido
pTEX-cat (Figura 13, anexol). Este plasmido contiene 65 pb corriente arriba del
tsp, por lo tanto para asegurarnos que esta actividad de CAT a niveles de fondo
no se debia a una eliminacibn de secuencias importantes del promotor,
decidimos clonar una secuencia de 450 pb en el plasmido pTEX-cat. Este
fragmento se cloné en las dos polaridades y presenta 250 pb corriente arriba del
sitio de inicio de la transcripcion proximal. De esta manera generamos los
plasmidos pPROX2-cat y pPROX3-cat los cuales presentan una actividad
enzimatica de CAT a niveles de fondo (Figura 13, anexo 1). Por lo tanto, bajo
éstas condiciones de estudio, el sitio de inicio de la transcripcion proximal no

parece contribuir a la actividad promotora.

5.3.2. Funcionalidad del sitio de inicio de la transcripcidn distal.

En nuestro laboratorio se habia descrito un sitio de inicio de la transcripcion
ubicado corriente arriba del tsp descrito por Dietrich y col. (1993). A este sitio se
le denomind tsp distal por su localizacién con respecto al extremo 5’ del gen 18S
(Martinez-Calvillo S. et al., 1994). El tsp distal se encuentra localizado a 270 pb
corriente arriba del tsp proximal. Para determinar su funcionalidad se disefio el
plasmido pRIBO8-cat que contiene un fragmento 540 pb de la secuencia con
actividad promotora (producto de la digestion de la secuencia promotora original
con las enzimas Sacl y Sacll). Esta construccién contiene una copia del

elemento repetido de 172 pb y el sitio de inicio de la transcripcion distal.
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Figura 14. Funcionalidad del sitio de inicio de la transcripcion distal. Se observan las construcciones plasmidicas realizadas
para evaluar la funcionalidad del tsp distal. Se coloca como referencia el plasmido control pRIBO4-cat que presenta todos los
elementos del promotor (dos posibles sitios de inicio de la transcripcion y una copia del elemento repetido de 172 pb) y el
plasmido pTEX-cat, el cual no tiene region promotora (Sin DNAr). Se muestran también las actividades de CAT de al menos tres
ensayos de transfeccién independientes. En la parte de debajo de la grafica se observa el vector de clonacion pTEX-cat. Flecha
negra: tsp distal, flecha blanca: tsp proximal, ER:Elemento repetido, DRE: Elemento regulador corriente abajo, gapdh:gen de la
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, cat: cloranfenicol acetil transferasa; neo: gen de resistencia a geneticina.



Cuando se transfectaron transitoriamente los epimastigotes de T.cruzi con esta
construccion, encontramos una actividad de CAT del 80 % (Figura 14, anexo 1).
Por lo tanto este tsp es funcional y el principal contribuyente de la actividad
promotora de la clona original (pRIBO4-cat). La eliminacion de las secuencias
corriente abajo del sitio Sacll (no del tsp proximal) generan sin embargo, una
disminucion en la actividad promotora de aproximadamente un 20 %. Esto nos
sugiere la presencia de un elemento regulador localizado corriente abajo del tsp
distal capaz de estimular la transcripcion. A este elemento se le ha denominado
elemento regulador corriente abajo o DRE por sus siglas en inglés (downstream
regulating element) (Figura 14).

Los sitios de inicio de la transcripcion, distal y proximal se reportaron de dos
cepas distintas de T.cruzi. El tsp proximal fue descrito en la cepa CL la cual
genéticamente pertenece al grupo T.cruzi Il (Dietrich P. et al., 1993). El sitio de
inicio de la transcripcion distal se describido en la cepa La Cruz Jalisco que
pertenece al grupo T.cruzi | (Martinez-Calvillo S. et al. 1994). Por esta razén se

penso inicialmente que la funcionalidad de los tsp podria ser cepa especifico.

En 1997, Nunes y col. clonaron la secuencia promotora de DNAr de cepas
representativas de cada grupo en plasmidos de expresion para
tripanosomatidos. Transfecciones transitorias cruzadas con estos plasmidos
indicaron que los promotores de DNAr de cepas del grupo T.cruzi | son
funcionales en aislados de ambos grupos; sin embargo, el promotor del grupo

T.cruzi Il solo es funcional en cepas de su propio grupo.

Nuestros ensayos utilizan el promotor de la cepa La Cruz Jalisco en
transfecciones transitorias realizadas en la cepa CL Brener perteneciente al
grupo T.cruzi ll. Para esta cepa, recientemente se publicé la ubicacion del sitio
de inicio de transcripcion para los genes de DNAr y llama la atencion que éste se
localiza tres nucledtidos corriente arriba del tsp distal (Wen L.M. et al., 2001).

Para analizar esta situacion en el contexto de nuestros resultados se alinearon
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Figura 15. Alineamiento de la secuencias del promotor de DNAr con sitios de inicio de la transcripcidon ubicados
experimentalmente. Se muestran las secuencias de los promotores de DNAr de cepas pertenecientes a los dos grupos de
T.cruzi: T.cruzi | (cepa La Cruz Jalisco) y T.cruzi Il (cepas Cly CL Brener) alineados en el programa DNAMAN . cajas rojas: tsp
descritos experimentalmente. Los nimeros de acceso en Genbank para las secuencias son: La Cruz Jalisco: L13926;
CL:M88712; CL Brener: U88712.



las secuencias de los promotores de DNAr con tsp descritos experimentalmente.
Como se observa en la figura 15, las secuencias son claramente alineables. El
sitio de inicio de la transcripcion descrito en la cepa CL Brener del grupo T.cruzi

II, se ubica en la misma regién del sitio de inicio de la transcripcion distal.

5.3.3. Analisis del elemento repetido de 172 pb

En los promotores ribosomales eucarionticos se han descrito copias de
elementos repetidos (ER) localizadas corriente arriba de los sitios de inicio de la
transcripcion los cuales funcionan como “enhancers” o activadores de la
transcripcion (Reeder R. 1992). En los Cinetoplastidos se han descrito
elementos repetidos cercanos a la regién promotora. La secuencia de 806 pb
con actividad promotora de los genes de DNAr de T.cruzi clonada en el plasmido
pRIBO4-cat, contiene una copia de un elemento repetido de 172 pb. Para
determinar si este elemento presenta una funcion semejante a la reportada para
otros eucariontes, se transfecto transitoriamente la construccion pRIBO6-cat que
no contiene la copia del elemento repetido y se comparé su actividad de CAT
con el plasmido de referencia pRIBO4-cat. La delecion del elemento repetido
genera una disminucion en la actividad promotora del 20%; lo que sugiere que

este elemento podria activar la transcripcion (Figura 16, anexo 1).

5.3.4. Identificacion de un dominio corriente arriba.

El promotor de los genes de DNAr tipico eucaridntico presenta en su estructura
dos dominios reguladores de la transcripcién: el dominio corriente arriba o “UCE”
capaz de activar la transcripcion y el dominio central del promotor o “CORE” el

cual presenta niveles de transcripcion basal.
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Figura 16. Analisis del elemento repetido de 172 pb. Se observan las construcciones plasmidicas realizadas para evaluar la
funcionalidad del elemento repetido. Se coloca como referencia el plasmido control pRIBO4-cat y el plasmido pTEX-cat, el cual
no tiene regién promotora (Sin DNAr). Se muestran también las actividades de CAT de al menos tres ensayos de transfeccion
independientes. En la parte de debajo de la gréafica se observa el vector de clonacion pTEX-cat. Flecha negra: tsp distal, ER:

Elemento repetido, DRE: Elemento regulador corriente abajo, gapdh:gen de la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, cat:
cloranfenicol acetil transferasa; neo: gen de resistencia a geneticina.



Para la identificacién de dominios potencialmente reguladores del promotor de

DNAr de T.cruzi, se realizaron varias deleciones como indica a continuacion.

Una doble delecion donde se eliminaron las secuencias correspondientes al
elemento repetido y las secuencias corriente abajo del sitio Sacll, que
corresponde al dominio DRE permiti6 generar el plasmido pRIBO9-cat. Esta
construccion contiene las secuencias entre los sitios -148 a +207 y en los
ensayo de tranfeccion este plasmido presenta una actividad de CAT del 121%
(Figura 17, anexo 1). La siguiente construccion, pRIBO10-cat, contenia
secuencias localizadas entre los nuclettidos -79 a +207 y presentaba una
actividad de CAT de 63.6% comparada con el plasmido de referencia pRIBO4-
cat (Figura 17, anexo 1). La comparacion de las actividades enzimaticas de
estas construcciones nos llevé a pensar en la existencia de un dominio que
pudiera activar la transcripcion localizado entre los nucleotidos -148 y -79. Para
delimitar esta secuencia se generaron las construcciones pRIBO20-cat y
pRIBO21-cat que contienen las secuencias corriente arriba hasta los nucleétidos
-100 y -120 respectivamente. Estos plasmidos presentan actividades de CAT de
133.4 y 132.3 % comparadas con el plasmido control por lo tanto, el elemento
activador corriente arriba esta ubicado entre los nucleétidos -100 y -79 con
respecto al tsp (Figura 17,anexo 1). Por la ubicacién similar de éste al elemento
corriente arriba descrito en varios promotores ribosomales de eucariontes, la
region localizada entre los nucle6tidos -100 a -79 fue denominada dominio

corriente arriba o “UCE” (por sus siglas en inglés, upstream control element).

5.3.5. Busqueda de la region minima con actividad promotora

Para identificar un probable dominio central del promotor o “CORE” se realizaron

una serie de deleciones corriente abajo y corriente arriba del tsp.
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Figura 17. Identificacion del dominio de activacion corriente arriba. Se observan las construcciones plasmidicas realizadas
para identificar el dominio corriente arriba 0 UCE. Se coloca como referencia el plasmido control pRIBO4-cat que presenta todos
los elementos del promotor (dos posibles sitios de inicio de la transcripcion y una copia del elemento repetido de 172 pb) y el
plasmido pTEX-cat, el cual no tiene region promotora (Sin DNAr). Se muestran también las actividades de CAT de al menos tres
ensayos de transfeccién independientes (barras grises). Algunas de las construcciones fueron co-transfectadas con el plasmido
pRIBO16-luc (Vector luciferasa) y su actividad corresponde al 100% de actividad para LUC (barras blancas). Flecha negra: tsp
distal, ER: Elemento repetido, DRE: Elemento regulador corriente abajo, UCE: dominio activador corriente arriba.
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Figura 18. Busquedade laregion minima con actividad promotora e identificacion de la secuencia capaz de disminuir la actividad promotora. Se
muestran las diferentes construcciones plasmidicas teniendocomo referencia el plasmido control pRIBO4-cat que presenta todos los elementos del promotor y
el plasmido pTEX-cat, el cual no tiene region promotora (Sin DNAr). Se muestran también las actividades de CAT de al menos tres ensayos de transfeccion
independientes (barras grises). Algunas de las construcciones fueron co-transfectadas con el plasmido pRIBO16-luc (Vector luciferasa) y su actividad

corresponde al 100% de actividad para LUC (barras blancas).

Flecha negra: tsp distal, ER: Elemento repetido, DRE: Elemento regulador corriente abajo,

UCE: dominio activador corriente arriba; R: secuencia capaz de disminuir la actividad promotora; CORE: dominio central del promotor
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Primero se hicieron deleciones corriente abajo del sitio de inicio de la
transcripcion hasta los nucleétidos +100, +50, +25 y +10. Estas deleciones
corresponden a las construcciones pRIBO13-cat, pRIBO14-cat, pRIBO15-cat y
pRIBO16-cat respectivamente y en su orden presentan actividades de CAT de
78.7%, 107.7%, 153% y 92.6 % (Figura 18, anexo 1). La comparacion de las
actividades de estos plasmidos con la construccion pRIBO10-cat sugiere la
existencia de un dominio capaz de disminuir la transcripcion localizado entre los
nucledtidos +207 y +10 al que denominamos R (Figura 18). EIl plasmido
pRIBO16-cat muestra una actividad de CAT similar al plasmido de referencia
pRIBO4-cat. Un fragmento del promotor que contiene a secuencia corriente
abajo hasta el nucleétido +1 muestra una caida en la actividad promotora hasta
el 40.4%. Las secuencias contenidas entre los nucleo6tidos +10 y +1 son

importantes para la actividad del promotor.

Con el fin de establecer la localizacion del dominio central del promotor, se
analizaron las secuencias hacia el extremo 5’ del tsp. Para este fin se realizaron
las construcciones pRIBO22-cat, pRIBO23-cat y pRIBO24-cat, que contienen las
secuencias corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién hasta los
nucledtidos -69, -59 y -47 respectivamente. Estas construcciones muestran

niveles de actividad de CAT a niveles de fondo (Figura 18, anexo 1).

La comparacion de las actividades de estos plasmidos nos indica que el dominio
central del promotor o “CORE”, que conserva una actividad vigorosa, se
encuentra localizado entre los nucleétidos -79 a +10 que corresponde a la

construccion pRIBO16-cat.

5.4. Plasmido de co-transfeccion pRIBO16-luc.

Para establecer que las diferencias obtenidas en estas construcciones no se
debian a diferencias en la eficiencia del proceso de transfeccién, se decidi6 crear



el vector de co-transfeccion pRIBO16-luc. Este plasmido tiene las secuencias
del dominio central del promotor de DNAr (-79 a +10) y el gen que codifica para

la enzima luciferasa como reportero (Figura 19).

DNAr

—>

gapdh corriente arriba
Spel

pRIBO16-luc

gapdh intergénica

neo

gapdh corriente abajo

Figura 19. Plasmido pRIBO16-luc. Se muestra la secuencia del dominio central del
promotor (DNAr) y las secuencias corriente arriba, corriente abajo e intergénicas de la
gapdh (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa), luc (gen que codifica para la luciferasa),
neo (gen que confiere resistencia a la geneticina) y amp (gen que codifica para la
resistencia a amplicilina en E.coli. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion.

La actividad de luciferasa de éste plasmido indica el 100% de actividad para
LUC.

Este plasmido se co-transfectd con varias construcciones que contenian
diferentes versiones moleculares del promotor aqui reportadas. Se indican en

las figuras anteriores como barras blancas acompafiando las actividades de
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CAT. En todos los casos se pudo establecer que las diferencias en los niveles
de expresion de las actividades CAT no son explicables por pequefias

variaciones observadas en las actividades de LUC.

5.5. Andlisis de los diferentes dominios del promotor en diferentes cepas
de T.cruzi

Se compararon las secuencias promotoras de DNAr reportadas en la literatura y
en las bancos de datos con el fin de establecer las similitudes existentes para

cada uno de los dominios identificados en diferentes cepas de T.cruzi.

Por medio del programa DNAMAN se alinearon los promotores ribosomales de
14 cepas de T.cruzi, pertenecientes a los dos grupos mayores: T.cruzi | y T.cruzi
Il (Figura 20). Se determinaron las diferencias existentes en las secuencias
promotoras de DNAr en varios aislados de T.cruzi para cada uno de los
potenciales elementos reguladores descritos en este trabajo. Se compararon
éstas secuencias con la reportada para la cepa La Cruz Jalisco y el porcentaje
de similitud que se muestra en la tabla 6, se establecié sacando un promedio de
similitud de las cepas de cada grupo.

Elemento L T.cruzi | T.cruzi Il

ER de 172 pb B 100 83.2
UCE v, 99 86.9
Secuencia de -79 a -69 [ 92.5 71.9
Secuencia de -69 a +1 [ 97 75.9
Secuencia de +1 a +10 = o8 80

Secuencia de +10 a +207 [ ] 92.4 62.3
Secuencia de +207 a+454 B 91.4 64.4

Tabla 6. Porcentajes de similitud de los diferentes dominios reguladores en cepas
pertenecientes a los dos grupos de T.cruzi, con respecto a la cepa La Cruz
Jalisco.
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Figura 20. Comparacién de las secuencias del promotor de DNAr en las diferentes
cepas de T.cruzi. Se muestran las secuencias de cepas pertenecientes a los dos
grupos: T.cruzi | y T.cruzi Il. Se coloca como referencia los elementos del promotor
establecidos en este trabajo: ER: Elemento repetido, UCE: dominio corriente arriba,
CORE: dominio central del promotor, R: secuencia capaz de disminuir la actividad
promotora, DRE: dominio activador corriente abajo. Los nimeros de acceso en GenBank
para las secuencias son: La Cruz Jalisco: L13926, Colombiana: U89780, OPS: U89785,
DM28c: U89182, Cuica: U89779, SO3CL4: UB9786, CL: M88712, Basilieu: U89777,
R150zD: U89776, Y: U89788, CL Brener: U89779, CL2: U89778, Tulahuen: U89787.
(Martinez- Calvillo S. et al., 1994; Dietrich P. et al., 1993; Nunes L.R. et al., 1997). La
flecha indica el sitio de inicio de la trascripcion descrito por Martinez-Calvillo S. y col.
(1994). Subrayados se muestran los otros dos sitios de inicio de la trancripscion descritos
(Wen L.M. et al., 2001; Stolf B. et al., 2003) Se presentan dos secuencias del promotor de
DNAr de la cepa CL (CL y CL2).
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Los elementos reguladores estan conservados en cepas del grupo T.cruzi l. Las
cepas del grupo T.cruzi Il muestran una considerable similitud para la mayoria
de los dominios con excepcion del dominio R que presenta una similitud del 62.3
%. Podemos concluir, en base a estos porcentajes de similitud, que los

elementos reguladores son homologos.

5.6. Analisis del sitio de inicio de la transcripcion.

En T.cruzi se han mapeado tres posibles sitios de inicio de la transcripcion
localizados en la region del tsp distal ( nucleétidos en negrita, que en su orden
de 5'a 3 “corresponden respectivamente a los descritos por: Wen L.M. et al,;
2001, Stolf B.S. et al., 2003; Martinez-Calvillo S. et al, 1994). Estos se ubican
entre si con pocos nucle6tidos de diferencia.

57 TCATGG 3~

Para analizar la funcionalidad de estos tres posibles sitios de inicio de la
transcripcion y la region circundante se cambi6 inicialmente por mutagénesis
dirigida del plasmido pRIBO4-cat, una regién de 6 pb que contenia los tres tsp.
Como se observa en la figura 21, el ensayo CAT el plasmido mutante pTSP-cat

muestra una actividad similar a los valores de fondo.

Ademas evaluamos la importancia de cada uno de los nucleotidos presentes en
estas 6 pb cambiando por mutagénesis dirigida cada uno de ellos. Este
procedimiento también nos permiti6 examinar la funcionalidad de cada uno de
los tsp de manera individual. La figura 22 muestra las actividades de CAT de
cada una de las construcciones mutantes y las compara con la actividad
presentada por el plasmido con la secuencia de DNAr silvestre (DNAr).
Observamos actividades entre un 10 y un 41%, lo que indica que cualquier
cambio en estos 6 nucledtidos afecta la funcionalidad del promotor.



18S
L

Actividades Enzimaticas (%)

ER

v

50 100 150
Xy Z w
DNAr GTGTCTAGTACATCATGGAGCGGTATTCTCT —1100
1
pTSP-cat GTGTCTAGTACAGACGTTAGCGGTATTCTCT | )
pTEX-cat (no rDNA) i1

Figura 21. Analisis del cambio de 6 pb en el sitio de inicio de la transcripcion del promotor de DNAr de T.cruzi.
En la parte de arriba se muestra el sitio de inicio de la transcripcion en perspectiva con el gen que codifica para el RNAr
18S y el elemento repetido de 172 pb (ER). Se cambio una region de 6 pb que contiene tres sitios de inicio de la
transcripcién reportados x (Wen L.M. et al., 2001), y (Stolf B.S.et al., 2003), z (Martinez-Calvillo S. et al., 1994) en el
plasmido pTSP-cat y se comparo la actividad de CAT de este pldsmido con la actividad presentada por el plasmido con la
secuencia silvestre (DNAr). Se toma como control el plasmido pTEX-cat y del vector de co-transfeccion (Luciferasa).
Actividad de CAT: barras grises; Actividad de LUC: Barras blancas
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Figura 22. Anélisis por mutagénesis de laregion alrededor del sitio de inicio de la transcripcién. Se muestran los cambios en la secuencia promotora se muestrany la
localizacién de tres sitios de inicio de la transcripcion reportados x (Wen et al.; 2001), y (Stolf et al.; 2003), z (Martinez-Calvillo et al.; 1994).Se compard la actividad de CAT de
los plasmidos mutantes con la actividad presentada por el plasmido con la secuencia silvestre (DNAr). Se toma como control el plasmido pTEX-cat y del vector de co-
transfeccion (Luciferasa). Actividad de LUC: Barras blancas Barras rosa: Actividad de CAT de los plasmidos mutantes que presentan nucleétidos fundamentales para la
actividad promotora, Barras azules: Actividad de CAT para nucleétidos que limitan la regién fundamental. Barras grises : Actividad de CAT de los plasmidos control.
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Ademas se examinaron los nucleétidos adyacentes a estas 6 pb ya analizadas
(construcciones pTSP-6-cat, pTSP-5-cat, pTSP+3-cat y pTSP+4-cat). De éstos
plasmidos, Unicamente la mutacion presente en pTSP-5-cat genera una

disminucién en la actividad promotora (Figura 22).

5.7. Analisis del promotor de DNAr en clonas gendmicas.

T.cruzi cepa CL Brener presenta en su genoma 219 copias de cistron de DNAr
separadas entre si por secuencias intergénicas de aproximadamente 20 Kb en
las que se encuentran elementos de control de la transcripcion (Castro C. et al.,
1981; Hernandez R. et al., 1983; El-Sayed N.M. et al., 2005). Con el interés de
ensamblar una secuencia intergénica completa y evaluar la organizacion del
promotor en un contexto gendmico, decidimos estudiar las secuencias
circundantes al promotor de genes de DNAr en clonas reportadas en el proyecto

genoma de este organismo.

Con la busqueda de las secuencias del promotor de DNAr de las cepas de
T.cruzi CL Brener (Nunes L.R. et al., 1997. Niamero de Acceso en GenBank N°
U89779) y La Cruz Jalisco (Martinez-Calvillo S. et al.,, 1994. GenBank N°
L13926) se obtuvieron en el banco de datos del proyecto genoma varios
“contigs” que presentaban similitud con la secuencia de interés

(www.genedb.org; Tabla 7).

Las secuencias gendmicas de estos “contigs” fueron analizadas utilizando como
base de comparacion las secuencias de los promotores de DNAr estudiadas en
este trabajo y el programa de computacion DNAMAN que permite el realizar
andlisis de secuencias. Se determind la localizacion de cada uno de los
potenciales elementos de control de la transcripcion identificados en este trabajo

y de los sitios de inicio de la transcripcion ya descritos. La figura 23 muestra la



“Contig” Tamafo (pb) e Cepa

1757* 1013 2.4e-132 CL Brener

13556 1274 1.9e-132 CL Brener
La Cruz Jalisco

28323 884 5.5e-130 CL Brener
La Cruz Jalisco
6017 6804 2.7e-130 La Cruz Jalisco

2983 1647 2.7e-81 CL Brener
La Cruz Jalisco

6453* 1657 5e-74 CL Brener
La Cruz Jalisco

17148* 1089 9.6e-54 CL Brener
La Cruz Jalisco

17988 1009 4.6e-31 CL Brener
La Cruz Jalisco
24205 948 1.9e-24 La Cruz Jalisco
7536 30006 1.2e-20 La Cruz Jalisco

Tabla 7. “Contigs” con secuencias similares al promotor de genes de DNAr de T.cruzi . Se muestra el nimero de acceso
de cada contig en www.genedb.org, el tamafio, su porcentaje de homologia con respecto a la secuencia problema (e) y la
secuencia promotora de DNAr con la que presenta similitud. *: secuencia reportada en polaridad 3’-5’.
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Figura 23. Organizacion gendmica de los diferentes contigs con secuencias promotoras de DNAr. Cajas rayadas (verde oscuro) representan copias de los elementos
repetidos de 172 pb, Cajas verde claro, representan copias imperfectas de los elementos repetidos. Flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion.
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organizacion de los elementos reguladores encontrados en los diferentes

“contigs”.

Los “contigs” encontrados presentan una o varias copias del elemento repetidos
de 172 pb, algunas son parciales o poseen cambios a nivel de nucleotidos al
hacer comparaciones con la secuencia ya reportada para estos elementos
(Dietrich P. et al., 1993; Martinez-Calvillo S. et al., 1994).

Para determinar la similitud existente entre las diferentes copias de elementos
repetidos en un mismo “contigs”, se compararon las copias de estos elementos
entre ii y con la secuencia reportada para los estos en los promotores de DNAr
de las cepas CL y La Cruz Jalisco. La Figura 24, ejemplifica el caso de uno de
los “contigs” en donde se realiz6 este alineamiento. Como se observa en la
figura, las secuencia de los elementos repetidos presentes en el contig 6453 son
muy parecidas entre si y presentan similitudes del 85.5 y 85.9 % con los
elementos repetidos reportados en los promotores de DNAr de las cepas La
Cruz Jalisco (Martinez-Calvillo S. et al.,1994) y CL (Dietrich P. et al.,1993)

respectivamente.

También se analizaron las secuencias localizadas corriente abajo del elemento
repetido de 7 “contigs”. Identificamos en primer término el tsp y los elementos
de regulacion del inicio de la transcripcion. Se compararon estos “contigs” con
las secuencias del promotor de DNAr de T.cruzi cepas Cl Brener y la Cruz
Jalisco. Como se observa en la figura 25, las secuencias de DNAr encontradas
en los diferentes “contigs”, son similares entre si y con las secuencias
promotoras descritas en las dos cepas de T.cruzi. Esta similitud se mantiene al
evaluar por separado cada uno de los elementos reguladores. Al analizar los
porcentajes de similitud en los diferentes “contigs”, encontramos que el promotor
de DNAr del contig 2983 es mas parecido al promotor reportado para la cepa La

Cruz Jalisco que al reportado para la cepa CI Brener. El caso contrario se



presenta con los otros “contigs”, en donde estos son muy similares al promotor

de la cepa CL Brener.
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ER 6 gagcgtggcgcactcggg-a-att---gca--ca------------- B it 59
ER 7 gagcgtggcgcactcggg-a-att---gca--ca------------- B it 59
ER 4 gagcgtggcgcactcggg-a-att---gca--ca----- t-—————- R e T 59
ER LACRUZ ... oo tggga-attt--gca--ca------------- B 44
ER CL CCGAGCCACGGAAATCTTGCGAGAATAACCCGGCGGGGTTGTGCCGCGCGTTCCGTGCGT 108
ER1 - g.——————— g--——- C——————————- t-———— C-—————- - 118
ER2 @ - g.——————— g--——- C——————————— t-———— C-—————- - 118
ER3 = - g.-—————- g--————- C——————————= t————- C—————- I e e 118
ER5 @ ———— g.——————— g--——- C——————————- t-———— C-—————- - 118
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Figura 24. Comparacion de las copias del elemento repetido de 172 pb del contig 6453. Se realiza una comparacion de
secuencia entre el cada una de las 7 copias del elemento repetido del contig y la secuencia de los elementos repetidos
encontrados en las cepas CL y La Cruz Jalisco.
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Figura 25. Comparacién de las diferentes regiones promotoras encontradas en los contigs con
secuencias de DNAr. Se localizan cada uno de los elementos reguladores descritos. UCE: dominio
corriente arriba, CORE: dominio central del promotor, R: secuencia capaz de disminuir la actividad
promotora, DRE: secuencia activadora corriente abajo. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion.
C: contig
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6. DISCUSION

En este trabajo se describen resultados encaminados a la caracterizacion de una
regién con actividad promotora de los genes de DNAr en T.cruzi, con el fin de
determinar la presencia de elementos reguladores que controlan el inicio de la

transcripcion y establecer la organizacion del promotor.

6.1. Establecimiento de las condiciones de estudio.

Para llevar a cabo este trabajo, fue necesario instaurar un sistema de estudio
que permitiera analizar modificaciones de la secuencia promotora de DNAr. En
primer término, se construyé0 un vector de transfeccibn que contenia una
secuencia de DNAr de 806 pb con actividad promotora utilizando como base el
plasmido de expresion para tripanosomatidos pTEX-cat (Kelly J.M. et al., 1992).
El plasmido resultante pRIBO4-cat contenia el gen reportero cat que codifica
para la enzima cloranfenicol acetil transferasa y las secuencias necesarias para
el procesamiento por trans-splicing y poliadenilacion contenidas en los
fragmentos corriente arriba, intergénico y corriente abajo de la gapdh. Este
plasmido contiene la region promotora de mayor tamafio utilizada en este trabajo
y la actividad de CAT mostrada por este vector en epimastigotes transfectados
representa el 100% de actividad.

El gen reportero cat se empled para identificar cambios en la fuerza relativa del
promotor de DNAr, expresada en diferentes versiones moleculares de éste. Por
esta razon fue imperante establecer condiciones experimentales en el ensayo
enzimatico que permitieran analizar linealmente los cambios en la cantidad de la
enzima CAT (niveles de expresién) de una manera sensible. Se probaron
diferentes concentraciones de extracto proteico de epimastigotes transfectados

con pRIBO4-cat a diferentes tiempos y se escogio realizar las mediciones



enzimaticas con las diferentes versiones del promotor con 5 ug de extracto

proteico de parasitos transfectados y 30 minutos de reaccion.

6.2. El promotor de DNAr de T.cruzi presenta elementos reguladores de

la transcripcion.

Los promotores ribosomales mejor caracterizados pertenecen a eucariontes
superiores. En estos tenemos la presencia de cuatro elementos reguladores:
terminadores de la transcripcion, promotores espaciadores, elementos repetidos
y el promotor génico. Este ultimo que esta constituido a su vez por dos
dominios, el dominio corriente arriba y el dominio central del promotor. Teniendo
en cuenta que los promotores ribosomales son especie-especificos, la
caracterizacion de este tipo de promotores ha tenido que hacerse de manera

individual.

En los organismos de la familia Tripanosomatidae se han caracterizado
parcialmente algunos promotores de DNAr. En algunos casos se han
identificado los sitios de inicio de la transcripcion, los dominios corriente arriba y
central del promotor y los elementos repetidos (Tabla 8).

En la secuencia de 806 pb con actividad promotora, clonada en el plasmido de
referencia pRIBO4-cat, se describieron inicialmente varios elementos: una copia
de un elemento repetido de 172 pb y dos posibles sitios de inicio de la
transcripcion. Para establecer la funcionalidad de estos elementos e identificar

elementos reguladores, se realizaron modificaciones de la secuencia promotora.

La primera modificacion realizada al promotor fue invertir su polaridad. Se
encontr6 que su actividad promotora se abate totalmente con la polaridad

invertida (plasmido pRIBO5-cat, Figura 13). La actividad promotora dependiente



Tripanosomatidos tsp Distancia Dominios Cajas Elementos Repetidos | Teminadores de | NUmero de Referencias
del tsp al Funcionales (ER) la transcripcion Acceso
5'del 18S Identificados
C.fasciculata T 1055 pb ND ND Dos clases de ER: ND X51407 Grondal E.J.M. et
T 1053 pb 4 copias de un ER de Y00055 1990;
55a57 nts (R1-R4) Schnare M.N.et al.,
28 copias de un ER 2000
de 19 nts.
Funcion desconocida.
L.amazonensis T 1047 pb | Dominio central: ND 35 copias de 60 pb ND u21687 Uliana S.R.B.
-74 a +170 u21687 et al., 1996;
Dominio corriente Funcion contradictoria Stempliuk V.A.
arriba:-74 a —196 et al.; 2002
Reprime la
transcripcion
L.chagasi T 1027 pb | Dominio central : ND 9 copias de un ER de ND U42465 Gay L.S. etal.; 199
-179 a +136 64 pb.
Dominio corriente
arriba: ND Contribuye en un 25 %
Secuencias a la actividad
corriente abajo promotora
del tsp activan la
transcripcion
L.donovani T 1020 pb | Dominio central: -69 a -57 39 copias del ER de|Pueden haber L38572 Yan. S. et al., 1999
—-69 a +17 -46 a 27 64 pb. terminadores
Dominio corriente —-6a+4 arriba de los ER
arriba: ND Disminuyen la
actividad promotora en
un 50%.
L.mexicana T 1000 pb | Dominio central: ND 35 copias de un ER de ND AF421554 | Stempliuk V.A.
-74 a +170 60 pb et al., 2002

Dominio corriente
arriba: -74 a-196
Reprime la
transcripcion.

Aumentan la
transcripcion 20 veces




Tripanosomatidos tsp Distancia Dominios Cajas Elementos Repetidos | Teminadores de | NUmero de Referencias
del tsp al Funcionales (ER) la transcripcion Acceso
5'del 18S Identificados
L.major T ~ 1000 pb | Dominio central: ND 35 copias de un ER de ND AF421555 | Stempliuk V.A.et al
-74 a +170 64 pb 2002
Dominio corriente
arriba: -74 a —196 Aumentan la
Reprime la transcripcion 20 veces
transcripcion.
L.major Friedlin T 1043 pb | Trabajan con una ND 57 copias de un ER de ND ACO005806 [ Martinez-Calvillo §
secuencia de - 63 pb. al., 2001
184 a +207
Dominios: ND
T.brucei C 1200 pb | Promotor: -258 a -42 a-13y ND Terminador a 6| AF416290 |White T.C. etal,;
+10 -53 a-62 qucleétidos_ del 1986; )
final del cistron Zomerdijk et al.;
Dominio central: [Caja entre el ribosomal. 1991;
-75a +10 CORE y el UCE Janz L. et al ;1994;
Dominio corriente [ es importante. Al Laufer G. et al,;
arriba: -258 a —|igual que la 1999
181. Activa la|regién Schimanski. et al.;
transcripcion. espacidora de - 2004
40 a -55.
T.cruzi G 1768 pb Dominio central: -79 a +47 Entre 2 y 7 copias del ND M88712 Dietrich P.et al.,
79 2 +10 +1a+10 ER o_Ie 172  pb L13926 1993; _
. . dependiendo de la Martinez-Calvillo S.
Dominio corriento : . )
arriba: -79 a +100 No especie. et 6?'-’ 1994;
Activa la comp_le';amente Contribuye en un _20% Pulido M. et al,;
L delimitadas a la actividad 1996;
transcripcion .
promotora Figueroa-Angulo E.
et al.; 2003

Tabla 8. Resumen de la informacion sobre los promotores de RNAr y sus diferentes elementos y dominios reguladores de la

transcripcion. tsp: Sitio de inicio de la transcripcion. ND: No determinada. ER: Elemento repetido.



de polaridad es una caracteristica comun en los promotores ribosomales
(Sommerville J. 1984; Reeder R. 1992).

En este promotor, inicialmente se describieron dos posibles sitios de inicio de la
transcripcion, el proximal y el distal (Dietrich P. et al., 1993; Martinez-Calvillo S.
et al.,, 1994). Con el fin de establecer si los tsp eran funcionales se realizaron
construcciones que tuvieran los dos sitios por separado. El plasmido pPROX1-
cat contiene Unicamente el tsp proximal y 65 pb corriente arriba de éste y no
presenta actividad aparente. Teniendo en cuenta que los dominios centrales del
promotor descritos en tripanosoméatidos presentan limites corriente arriba hasta
el nucledtido -69 o -72, y que deleciones corriente abajo de estos nucleétidos
abaten por completo la actividad promotora, se realizaron las construcciones
pPROX2-cat y pPROX3-cat. Estos plasmidos contienen un fragmento con 250
pb corriente arriba del tsp proximal clonado en las dos polaridades. Los ensayos
de actividad demostraron que no habia actividad promotora en ninguna de las

dos polaridades; es decir que este tsp no era funcional.

Para el andlisis del otro sitio de inicio de la transcripcion, el tsp distal (Martinez-
Calvillo S. et al., 1994), se construy0 el plasmido pRIBO8-cat (Figura 14). La
actividad de CAT del 80% presentada por esta construccion, demuestra que el
tsp distal es el principal contribuyente de la actividad promotora. En ésta
construccion, la disminucién de la fuerza promotora en un 20% no parece
deberse a la influencia del otro sitio de inicio de la transcripcion, sino a la
existencia de un elemento regulador localizado corriente abajo del tsp funcional
o DRE. Un elemento similar capaz de activar la transcripcion, localizado
corriente abajo del tsp se describio en L.chagasi (Gay L.S. et al., 1996) (Tabla 8,
Figura 26).

Se ha probado experimentalmente que los promotores de DNAr de cepas del
grupo T.cruzi | son funcionales en aislados pertenecientes a ambos grupos; sin

embargo, los promotores pertenecientes a cepas del grupo T.cruzi Il son
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Figura 26. Comparacién de la organizacion estructural de los promotores de DNAr en los diferentes cinetoplastideos en las secuencias localizadas
3 kb corriente arriba de la region codificadora para el RNAr 18S. Se coloca como referencia el promotor de DNAr de ratén. En verde se muestran las
secuencias que activan la transcripcion, en rojo aquellas que reprimen la transcripcién, en negro las que no contribuyen a la actividad promotora y en azul
aquellas con funcién no determinada. La flecha: sitio de inicio de la transcripcion. Raton (Reeder R. 1992), T.cruzi (Dietrich P. et al., 1993; Martinez-Calvillo S.
et al., 1994; Pulido M. et al., 1996; Figueroa-Angulo E. et al., 2003); T.brucei (White T.C. et al .; 1986; Zomedijk J. et al., 1991; Janz L. et al., 1994; Laufer G. et
al., 1999; Schimaski et al., 2004); L.donovani (Yan S. et al., 1999); L.amazonensis, L.mexicana, L. major ( Uliana S.R.B. et al., 1996;Stempliuk V.A. et al.,
2002); L.major Friedlin (Martinez-Calvillo S. et al., 2001); L.chagasi (Gay L. et al.,1996); C.fasciculata (Grondal et al., 1990; Schnare M. et al., 2000).



funcionales Unicamente en aislados pertenecientes a su propio grupo (Nunes
L.R. et al., 1997). Los sitios de inicio de la transcripcion proximal y distal fueron
mapeados en dos cepas de T.cruzi y teniendo en cuenta que pertenecen a
linajes distintos, se pensd que la funcionalidad de estos tsp podria ser cepa-
especifico. El tsp proximal fue descrito en la cepa CL perteneciente al grupo
T.cruzi Il y el sitio distal se decribié en la cepa La Cruz Jalisco perteneciente al
grupo T.cruzi I. Durante el transcurso de este trabajo Wen y col. (2001)
identificaron en la cepa CL Brener (grupo T.cruzi Il) el sitio de inicio de la
transcripcion para el promotor de DNAr que se localiza en la regiéon donde se
habia mapeado el tsp distal. Una comparacion de las secuencias de promotoras
con sitios de inicio de la transcripcion descritos experimentalmente demostré que
las secuencias son alineables, por lo tanto la descripcion del tsp proximal no se
debe a diferencias en la secuencia (Figura 15). Probablemente el sitio proximal

corresponda mas bien a un sitio de procesamiento temprano en el pre-RNAr.

En eucariontes (incluyendo otros miembros del orden Cinetoplastidia), se han
identificado elementos repetitivos en las regiones intergénicas de los genes
ribosomales (Reeder R. 1992; Gay L.S. et al., 1996.; Uliana S.R.B. et al., 1996;
Yan S. et al., 1999). Estos elementos son capaces de aumentar la transcripcion
de los genes del locus ribosomal uniendo proteinas de la maquinaria
transcripcional de la RNA pol I. Para establecer si el elemento repetitivo de 172
pb hallado en la secuencia con actividad promotora de DNAr de T.cruzi, poseia
un tipo de actividad semejante a la hallada en otros eucariontes, se construyo
una version de la regiébn promotora que no contiene el elemento repetido de 172
pb. Encontramos que este elemento parece contribuir en un 20% a la actividad
promotora (plasmido pRIBO6-cat, Fig. 16). Los datos sobre funcion de este
elemento en tripanosomas son contradictorios. Elementos repetidos (64 pb)
localizados corriente arriba de la region promotora han mostrado actividad
estimuladora (“enhancer”) en Leishmania (L.) chagasi (Gay L.S. et al., 1996). En

esta especie se ha observado una contribucion del 25% en la expresion del gen
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reportero luciferasa. De igual manera Stempliuk y col. (2002) determinaron que
elementos repetidos localizados en los promotores de DNAr de L. donovani; L.
mexicana y L. major son capaces de activar la transcripcion 20 veces. En L.
amazonensis (Uliana S.R.B. et al., 1996) y L.donovani (Yan S. et al., 1999) estos
elementos repetidos de 60 y 64 pb respectivamente, no mostraron un efecto
activador de la actividad promotora (Figura 26).

Dado que el sitio de inicio de la transcripcion distal es el responsable de la
actividad promotora, se decidid acotar la region con actividad promotora
alrededor de este sitio e identificar los dominios del promotor: el dominio
corriente arriba o “UCE” y el dominio central del promotor o “CORE”. Una doble
delecidén que incluye el elemento regulador corriente abajo (DRE) y la copia del
elemento repetido muestran un aumento en la actividad de CAT (pRIBO9-cat,
Figura 17). No entendemos este efecto, pero suponemos que puede existir
algun tipo de interaccion reguladora compleja (no lineal) entre estas dos

secuencias.

La siguiente construccién que realizamos fue el plasmido pRIBO10-cat. Este
contiene las secuencias entre los nucledtidos -79 a +207 y presenta un actividad
del 63 %. La comparacion de este plasmido con pRIBO9-cat, nos llevd a pensar
en la existencia de un dominio regulador corriente arriba del tsp o UCE. En
eucariontes superiores, este elemento se localiza corriente arriba del dominio
central del promotor y es capaz de activar la transcripcion uniendo los factores
de transcripcion UBF (Factor de union corriente arriba) y SL1 (factor de
selectividad) (Moss T. et al.; 2002). Un ensayo de deleciones nos permitio
localizar un probable dominio UCE de 21 pb que mapea entre los nucledtidos -
100y -79 (Figura 17). Dominios similares se han descrito en T.brucei y algunas
de las especies de Leishmania pero su funcionalidad es contradictoria
(Zomerdijk J.C.B.M. et al., 1991; Laufer G. et al., 1999; Schimanski B et al.,
2004; Sptempliuk V.A. et al., 2002). Unicamente para las especies de
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Trypanosoma, este elemento parece funcionar de manera similar al dominio

corriente arriba de otros eucariontes (Figura 26).

Con el fin de acotar la region promotora e identificar el dominio central del
promotor, se realizaron deleciones corriente abajo del tsp funcional. EIl primer
corte realizado corriente abajo del tsp, hasta el nucleétido +100 mostré un
aumento en la actividad promotora al compararlo con la actividad de CAT
presentada por el pldsmido pRIBO10-cat (Figura 18). Modificaciones sucesivas
en el extremo 3’ de la secuencia promotora (hasta el nucle6tido +10), mostraron
aumentos progresivos en la actividad promotora (Figura 18, plasmidos pRIBO10-
cat, pRIBO13-cat, pRIBO14-cat, pRIBO15-cat y pRIBO16-cat). De esta manera
identificamos una secuencia de 197 pb capaz de disminuir la actividad promotora
(R, Figura 26). Elementos reguladores negativos de este tipo no han sido
descritos anteriormente en promotores de DNAr.

El dominio central del promotor o “CORE” se caracteriza principalmente por
contener el tsp (Reeder R. 1992). Funcionalmente se han caracterizado los
dominios centrales del promotor de DNAr para algunas de las especies de

tripanosomatidos (Tabla 5, Figura 26).

El plasmido pRIBO16-cat que contiene las secuencias entre los nucleotidos -79
a +10 y muestra una actividad similar a la del plasmido de referencia pRIBO4-cat
(Figura 18). Deleciones por debajo del nucledtido +10 muestran una
disminucioén en la actividad promotora del 50%. De igual manera la delecion de
10 pb corriente abajo del nucleétido -69 generan caidas en la actividad de CAT a
niveles de fondo. Es decir que las secuencias localizas entre los nucleétidos -79
y -69 y +1 y +10 son importantes para la actividad promotora. Teniendo en
cuenta la importancia de estos nucleétidos y que el fragmento clonado en la
construccion pRIBO16-cat presenta una actividad de CAT del 100%,
establecimos que este dominio central del promotor se localiza entre los

nucleétidos +10 y -79 con respecto al tsp descrito por Martinez-Calvillo S. y col.
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(1994) (Figura 18). Al comparar los dominios ya caracterizados en
Tripanosométidos, podemos observar que estos comprenden entre 80 y 90 pb
alrededor del tsp. Comparaciones de la secuencia de nucleotidos de estos
dominios centrales muestran poca conservacion; encontrando similitud solo
entre las especies de Leishmania sp (resultados no mostrados). Esto no es

sorprendente ya que los promotores ribosomales son especie-especificos.

Establecimos la presencia y funcion de varios elementos reguladores: elementos
repetidos, el dominio corriente arriba y el dominio central del promotor, una
secuencia capaz de disminuir la actividad promotora y un dominio regulador
corriente abajo. Estos elementos se determinaron infiriendo la fuerza promotora
de las diversas versiones moleculares del promotor, a partir de la actividad
enzimatica de CAT. Para asegurarnos que los cambios en la actividad
promotora no se debieran a diferencias en la transfeccion de cada una de las
construcciones plasmidicas, incluimos el vector de co-transfeccion pRIBO16-luc.
Los resultados muestran que no hay cambios significativos en la actividad del la
enzima luciferasa corroborando indirectamente los resultados de los ensayos
CAT.

El analisis de deleciones nos permitié establecer la organizacién de esta region
promotora (Figura 26). En eucariontes superiores existen estos elementos
organizados de una manera similar lo que haria pensar en la conservacion de
los mecanismos reguladores (Figura 26, raton) (Reeder R. 1992). Teniendo en
cuenta la divergencia evolutiva temprana de T.cruzi y la ausencia de regulacion
a nivel transcripcional para los genes codificadores de proteinas en este
organismo, los resultados obtenidos apoyarian una hipotesis sobre la aparicion
evolutivamente temprana de los mecanismos de regulacion transcripcional del

RNAr en eucariontes.
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6.3. Dominios reguladores del promotor de DNAr estan conservados en
las diferentes cepas de T.cruzi.

Nunes L.R. y col. (1997) reportaron las secuencias del promotor de DNAr de
varias cepas sudamericanas de T.cruzi y su comparacion permitié subdividir en
dos grupos a estos promotores. Tranfecciones transitorias llevadas a cabo con
plasmidos reporteros construidos con un promotor representativo de cada grupo
indicaron que los promotores del grupo T.cruzi | son activos en cepas de ambos
grupos; sin embargo, los promotores de DNAr de cepas del grupo T.cruzi Il son
funcionales en cepas de ese mismo grupo, pero no en aislados que tienen el
promotor del grupo T.cruzi I. Proponen por un lado, que estas diferencias
pueden deberse a un uso diferencial del tsp es decir, que las cepas
pertenecientes al grupo T.cruzi | iniciaran la transcripcién del DNAr a partir del
tsp distal y que las cepas del grupo T.cruzi Il lo haran a partir del tsp proximal.
Descripciones posteriores de sitios de inicio de la transcripcibn en cepas
pertenecientes a los dos grupos que mapean en la regién del tsp distal y
nuestros andlisis funcionalidad que proponen al tsp distal como el principal
contribuyente de la actividad promotora, contradicen ésta hipotesis (Wen L.M. et
al.,2001; Stolf B.S. et al.,2003).

La otra hipétesis de este grupo proponia que las diferencias funcionales podian
deberse a que la maquinaria transcripcional de cepas del grupo T.cruzi | fuera
mas promiscua y reconociera elementos de secuencia menos estrictos, no asi
las cepas del grupo T.cruzi Il (Nunes L.R. et at.,1997). Comparamos las
secuencias de nucleotidos para cada uno de los potenciales elementos
reguladores descritos en este trabajo en promotores de DNAr de varias cepas de
T.cruzi. Como se observa en la figura 20, los elementos reguladores localizados
corriente arriba del tsp paracen estar conservados en los dos grupos genéticos
de T.cruzi. Las mayores diferencias (62.3 y 64.4% de similitud) a nivel de

nucledtidos las encontramos en el dominio R y el dominio DRE pudiendo estar
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estos dominios involucrados la regulacion diferencial de la transcripcion entre los

dos grupos de aislados.

6.4. Analisis fino de laregion del sitio de inicio de la transcripcion.

Otra parte del trabajo se enfoco al analisis mutacional de la regidon que contiene
el tsp. La caida en la actividad promotora a niveles de fondo al mutar de una
regién de 6 pb que contiene los tres tsp descritos en este organismo (Martinez-
Calvillo S. et al., 1994; Wen L.M. et al., 2001; Stolf B.S.et al., 2003) indica la
importancia de estos para la funcionalidad del promotor (Figura 21). Al cambiar
cada uno de los 6 nucleédtidos, encontramos diferentes bajas en la actividad
promotora (actividades entre un 10 y un 40 %) siendo la més significativa la
mutacion del tsp descrito por Wen L.M: y col. (2001) (Figura 22). No pudimos
obtener, como esperabamos, una disminucion de la actividad a niveles de fondo,
al mutar alguno de estos nucleotidos, posiblemente este promotor tenga tsps
alternativos donde se puede iniciar la transcripcién con diferente potencia. Un
andlisis de los 4 nucleétidos adyacentes a estas 6 bases importantes nos
permitié determinar que el nucleétido localizado en la posicion -5 con respecto al
tsp descrito por Martinez-Calvillo S. y col. (1994) tambien es importante para la
actividad promotora (Figura 22). La mutacion de los otros tres nucle6tidos no
parece tener efecto en la actividad promotora.

Estos resultados nos hablan de una secuencia de 7 nucleétidos que contiene los
tsp descritos importante para la actividad promotora que constituye una huella
funcional.

6.5. Polimorfismo del promotor DNAr de T.cruzi CL Brener

Extisten 219 copias del cistron de genes de DNAr de T.cruzi CL Brener

organizadas en tandem y separadas entre ellas por secuencias integénicas de
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aproximadamente 20 kb (Castro C. et al., 1981; Hernandez R. et al., 1983; El-
Sayed N.M. et al., 2005). Dentro de las secuencias reportadas para el proyecto
del genoma de éste parasito, se identificaron 10 “contigs” diferentes que
contenian parte de la secuencia intergénica de DNAr de T.cruzi. En algunos de
estos “contigs” fue posible identificar copias de los elementos repetidos. Estos
elementos estan asociados especificamente a los cistrones ribosomales (Pulido
M. et al.; 1996). Otros elementos como los sitios de inicio de la transcripcion y
los potenciales elementos reguladores decritos en este trabajo (Figuras 24 y 25)
también pudieron ser identificados, encontrdndose organizados de manera

similar y conservando entre ellos las mismas distancias.

En cuanto a los elementos repetidos, en la figura 24 se observa un alto grado de
similitud entre las diferentes copias de estos elementos en un mismo cistron
ribosomal. Al comparar estos elementos con los reportados para las cepas CL
que pertenece al grupo T.cruzi Il (Dietrich et al., 1993) y La Cruz Jalisco del
grupo T.cruzi | (Martinez-Calvillo S. et al., 1994) encontramos una mayor
semejanza en algunos casos (contig 6453) con los elementos repetidos
encontrados en aislados del grupo T.cruzi I. Un evento similar se presenta
cuando analizamos las secuencias del promotor. En este caso dependiendo del
elemento regulador evaluado encontramos “contigs” que presentan una alta
homologia con los promotores de la cepa CL Brener; sin embargo, otras
secuencias promotoras (contig 2983) presentan una alta similitud con el
promotor de DNAr del aislado La Cruz Jalisco (grupo T.cruzi l). A pesar de estos
resultados es posible observar cierto polimorfismo entre las diferentes copias de

las secuencias intergénicas del promotor de DNAr (Figura 25).

T.cruzi esta clasificado como una sola especie, aunque existe una diversidad
genética y fenotipica entre los diferentes aislados. Como mencioné
anteriormente, las diferentes cepas se han dividido en dos linajes principales en
base a marcadores protéicos y genéticos: T.cruzi | y T.cruzi Il (subdividido en

cinco subgrupos). La replicacion de T.cruzi es predominantemente clonal,
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aunque hay evidencia de un intercambio genético limitado entre cepas. Un
mecanismo para el intercambio genético en este organismo ha sido identificado
experimentalmente e involucra una fusion de genotipos parentales, hibridizacion
nuclear, pérdida de alelos y recombinacion homéloga (Gaunt et al.; 2003). La
cepa CL Brener escogida para la secuenciacion del genoma es una cepa hibrida
perteneciente al grupo T.cruzi I, subgrupo lle, cuyo linaje ancestral esta
representado por los subgrupos llb y lic (Brisse S. et al., 1998; El-Sayed N.M. et
al., 2005). En el 2005, Westenberger y col. propusieron un modelo de fusion
entre cepas del grupo T. cruzi | y aislados del subgrupo b que llevé a generar
hibridos heterocigos que posteriormente homogenizaron su genoma y originaron
los subgrupos lla y lic. Un segundo evento de hibridizacion entre cepas de los
grupos llb y llc crearon los subgrupos Iid y lle, resultando en una extensa
heterocigosis. Por ende, la cepa de referencia para el proyecto genoma
contiene secuencias pertenecientes al grupo T.cruzi | y a los subgrupos Ilb y lic.
Al analizar los “contigs” que contienen el promotor de DNAr, encontramos una
secuencia similar a la reportada para la cepa La Cruz Jalisco, perteneciente al
grupo T.cruzi | y secuencias similares a la reportada para el promotor de DNAr
de la cepa CL Brener. Esto puede deberse a la naturaleza hibrida antes
mencionada de este aislado. Debido a que no contamos con secuencias del
promotor de DNAr de aislados pertenecientes a los subgrupos Ilb y lic, no nos
fue posible identificar si algunas de las secuencias de los “contigs” analizados
pertenecian especificamente a estos subrupos. Sin embargo, existen entre las
secuencias similares al promotor de DNAr de la cepa CL Brener, dos grupos de
“contigs” que muestran diferencias a nivel de nucleotidos. Un grupo contiene los
“contigs” 17148,1757, 6017 y 13556 y el otro los “contigs” 28323 y 6453.
Pudiera ser, que estos representaran secuencias del promotor de los dos
subgrupos que generaron el aislado CL Brener.
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e Se establecieron las condiciones para medir la expresion del reportero
CAT en una zona sensible (lineal), estimulada por el promotor de DNAr de

T.cruzi.

e Se demostré que el promotor de DNAr es dependiente de polaridad.

e Se encontré que el elemento repetido de 172 pb parece contribuir en un
20% de la actividad del promotor analizado.

e Se determind que el sitio de inicio de la transcripcidén proximal no parece

contribuir a la actividad promotora, bajo estas condiciones de estudio.

e El sitio de inicio de transcripcion distal es el principal contribuyente de la
actividad total de la secuencia con actividad promotora, muy

probablemente el Unico.

e Se identificé un posible elemento activador de la transcripcion entre los
nucleodtidos -100 y -79 que por similitud con los promotores ribosomales
eucarionticos corresponde al dominio de activacion corriente arriba o
“UCE”

e Hemos acotado la regidon promotora entre los nucleétidos -79 pb a +10
con respecto al sitio de inicio de transcripcion distal, que por comparacion
con los promotores homologos en cinetoplastidos contiene el dominio

“CORE” o fundamental del promotor.

e Establecimos la presencia de un elemento entre los nucle6tidos +10 y
+207 que disminuye la actividad promotora.



Describimos un dominio regulador corriente abajo o DRE (por sus siglas

en inglés) que es capaz de activar la transcripcion en un 20%.

Los nucledtidos entre —79 y —69 y entre +1 y +10, son importantes para la

actividad promotora.

La organizacion de los elementos reguladores de este promotor es similar
a la encontrada en eucariontes superiores. Teniendo en cuenta la
divergencia evolutiva temprana y la aparente falta de promotores para
genes codificadores de proteinas en este organismo, podemos pensar en
una aparicion temprana de los mecanismos de regulacion del promotor de
DNAr.

El cambio de 7 pb alrededor de los sitios de inicio de la transcripcion
descritos genera una caida en la funcién promotora a niveles del fondo,

siendo esta una region fundamental para actividad.

La mutacion de cada uno de estos siete nucledtidos presenta una
disminucién en la actividad promotora (entre un 10 y 40%). Esto sugiere
que cada uno de estos es importante para la funcion del promotor,

constituyendo una huella funcional.

El andlisis de las regiones intergénicas de DNAr de T.cruzi cepa CL
Brener descritas en el proyecto genoma, evidencio la presencia de
secuencias del promotor ribosomal que pertenecen a los dos linajes
genéticos en que se dividen esta especie.
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Anexo 1. Datos de actividad de CAT y Luciferasa (LUC) en porcentajes de
actividad con respecto a los plasmido de referencia pRIBO4-cat (para los
ensayos CAT) y pRIBO16-luc (para los ensayos de luciferasa), de las
diferentes construcciones con diferentes versiones moleculares del
promotor de DNAr de T.cruzi. Se muestran los datos de las diferentes
transfecciones transitorias, el promedio de las mismas y el error estandar de la

media (SEM). T: Transfeccion.

Resultados para la evaluacién de la dependencia de la polaridad y la
funcionalidad de los dos sitios de inicio de la transcripcién y el elemento
repetido de 172 pb

Ensayo CAT

PLASMIDOS T-1 T-2 T-3 T-4 Promedio SEM
pRIBO4-cat 100 100 100 100 100,0 0,0
pRIBO5-cat 0,67 0,94 1,7 1,1 0,3
pPROX1-cat 1,15 0,79 0,98 2 1,2 0,2
pPROX2-cat 1,94 1,106 2,2 1,7 0,3
pPROX3-cat 2,02 1,508 1,6 1,7 0,1
pRIBO6-cat 69,9 101,43 69,81 80,4 8,6
pRIBO8-cat 83,73 81,65 69,98 78,5 3,5

Resultados para la identificacién del dominio corriente arriba o “UCE”

Ensayo CAT

PLASMIDOS T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T6 Promedio SEM
pRIBO4-cat 100 100 100 100 100 100 100,0 0,0
pRIBO9-cat 137,28 168,34 98,32 93,2 81,22 147,87 121,0 13,0
pRIBO20-cat 147,7 130 120 135,92 133,4 5,0
pRIBO21-cat 117,28 99,33 108,3 154,6 181,9 132,3 13,9
pRIBO10-cat 77,2 55,1 50,74 60,75 67,23 70,8 63,6 3,7
pRIBO16-luc 5,020 3 3 3 3,5 0,5
pTEX-cat 0,62 1,11 2,3 0,4 0,93 1,8 0,4
Ensayo LUC

PLASMIDOS|T1 T2 T3 T4 Promedio  [SEM
pRIBO4-cat 139,0 90,0 92 88,40 102,35 10,6
pRIBO20-cat 121,0 121,00

pRIBO16-luc 100,0 100 100 100 100,00 0,0
pTEX-cat 0,0 0 0 0 0,00 0,0
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Resulatados para la identificaciéon del dominio central del promotor o
“CORE” y el dominio R.

Ensayo CAT
PLASMIDOS T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T6 T7 Promedio SEM
pRIBO4-cat 100 100 100 100 100 100 100,0 0,0
pRIBOG6-cat 69,9 101,43 69,81 80,4 8,6
pRIBO8-cat 83,73 81,65 69,98 78,5 3,5
pRIBO9-cat 137,28 168,34 98,32 93,2 81,22 147,87 121,0 13,0
pRIBO10-cat 77,2 55,1 50,74 60,75 67,23 70,8 63,6 3,7
pRIBO13-cat 71,2 71,34 40,26 53,38 78,7 8,4
pRIBO14-cat 94,5 92,7 89,91 116,42 110,51 99,5 150,34 107,7 7,4
pRIBO15-cat 184,3 158,29 116,26 153,0 16,2
pRIBO16-cat 98,28 98,47 91,13 105,48 118,98 70,38 65,42 92,6 6,6
pRIBO17-cat 31,35 49,9 66,92 33,89 23,61 36,56 40,4 5,8
pRIBO22-cat 3 7,1 2,3 4,1 1,2
pRIBO23-cat 3 2,1 2,3 2,5 0,2
pRIBO24-cat 3,1 2,1 2,3 2,5 0,2
pTEX-cat 0,62 1,11 2,3 0,4 0,93 1,8 0,4
pRIBO16-luc 5,020 3 3 3 3,5 0,5
Ensayo LUC
PLASMIDOS|T1 T2 T3 T4 Promedio  [SEM
pRIBO4-cat 139,0 90,0 92,2 88,40 102,40| 10,5870204
pRIBO13-cat 106,0 106,00
pRIBO14-cat 116,0 116,00
pRIBO16-cat 92,0 92,00
pRIBO22-cat 129,0 129,00
pRIBO16-luc 100,0 100 100 100 100,00 0
pTEX-cat 0,0 0 0 0 0,00 0
Resultados para la evaluacion de la actividad de los plasmidos mutantes
Ensayo CAT

Plasmido Primera Segunda Tercera Cuarta Promedio SEM
Mock 2,1 0,0 1,6 1,22 0,5
pRIBO16-luc 1,5 0,0 1,1 0,88 0,4
pRIBO4-cat 100,0 100,0 100 100 100,00 0,0
pTSP-4-cat 21,4 39,4 34,8 31,87 4,4
pTSP-3-cat 7,28 15,24 5,74 12,6 10,22 2,4
pTSP-2-cat 52,0 40,7 29,5 40,74 5,3
pTSP-1-cat 34,47 34,5 45,4 38,14 3,0
pTSP+1-cat 17,43 31,30 31,59 33 28,33 3,8
pTSP+2-cat 24,18 52,3 32,0 36,18 6,9
PTSPD6-cat 0,47 0,91 0,41 0,60 0,60 0,1
pTSP-5-cat 38,97 42,00 36,00 38,99 1,4
pTSP-6-cat 172,13 103,00 97,00 124,04 19,7
pTSP+3-cat 86,39 90,00 85,00 87,13 1,2
pTSP+4-cat 82,93 80,00 85,00 82,64 1,2
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Ensayo LUC

Plasmido Primera Segunda Tercera Cuarta Promedio SEM
Mock 0 0 0 0 0
pRIBO16-luc 100 100 100 100 0
pRIBO4-cat 88,40 88,40 92,30 102,94 93,01 2,98
pTSP-4-cat 114,40 104,30 82,40 100,37 7,71
pTSP-3-cat 103,50 100,00 97,20 100,23 1,49
pTSP-2-cat 110,20 100,20 89,10 99,83 4,98
pTSP-1-cat 107,70 97,70 84,20 96,53 5,56
pTSP+1-cat 105,40 100,00 95,30 100,23 2,38
pTSP+2-cat 97,20 97,40 74,00 89,53 6,34
pTSPD6-cat 81 73,00 79,2 77,73 1,98
pTSP-5-cat 104,63 97,00 89 96,88 3,68
pTSP-6-cat 201,80 100,00 99 133,60 27,84
pTSP+3-cat 73,65 89,00 88 83,55 4,05
pTSP+4-cat 101,74 98,00 85 94,91 4,14

143



FEMS

MICROBIOLOGY
Letters

:;@ 2 S

ELSEVIER

FEMS Microbiology Letters 225 (2003) 221-225

www.fems-microbiology.org

Evidence supporting a major promoter in
the Trypanosoma cruzi TRNA gene

Elisa Figueroa-Angulo, Santiago Martinez-Calvillo ', Imelda Loépez-Villasefior,
Roberto Hernandez *
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México, Apartado Postal 70-228, 04510 México D.F., Mexico
Received 1 April 2003; accepted 25 June 2003

First published online 17 July 2003

Abstract

Two clearly separated transcription start points (zsp) have been reported within the Trypanosoma cruzi rDNA (DNA encoding rRNA)
gene spacer region. These sites are separated by 270 bp, a distance compatible with the occurrence of two core promoters. To characterize
the individual participation of these two elements, a deletion analysis was carried out. Different versions of the promoter regions were
assayed in a transient transfection analysis of epimastigotes, using the chloramphenicol acetyl transferase gene (cat) as a reporter. The
data indicate that the so-called distal zsp-associated region (relative to the small subunit rRNA 5’ terminus coding region) comprises most
(80%) if not all of the observed activity. In addition, an associated locus specific repeated element showed a modest upregulating activity,
since its presence stimulated the cat reporter gene by about 20%. The data here presented should be valuable in the design of expression

vectors for 7. cruzi, where the rRNA gene promoter has been an important functional element.
© 2003 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: TRNA gene promoter; Transcription; RNA polymerase 1; Trypanosoma cruzi

1. Introduction

Trypanosoma cruzi is a kinetoplastid protozoa of both
medical and biological importance. It is the etiological
agent of Chagas disease that affects several million people
in Mexico, Central and South America. The course of this
illness can vary from a mild and relatively asymptomatic
condition to a highly virulent infection. The study of
T. cruzi genome structure and expression is therefore not
only interesting but also necessary. Using different genetic
markers this species has been grouped into two major
lineages (7. cruzi I and T. cruzi 11) [1-3], although further
divisions have also been proposed [4,5].

Our research work group has been interested in the
analysis of 7. cruzi genes encoding ribosomal related mol-
ecules. As in all trypanosomatids analyzed to date, the

* Corresponding author. Tel.: +52 (5) 622 3872;
Fax: +52 (5) 550 0048.
E-mail address: robher@servidor.unam.mx (R. Hernandez).

I Present address: Seattle Biomedical Research Institute, 4 Nickerson
Street, Seattle, WA 98109-1651, USA.

T. cruzi cytosolic rRNA is atypical in that the large sub-
unit component is composed of two large and five small
independent rRNAs: these molecules are encoded as dif-
ferent modules in a so-called main transcription unit,
which occurs in about 110 copies per nucleus in at least
two chromosomes, separated by sequences longer than 20
kb [6-9].

The eukaryotic rRNA gene promoters (including those
from trypanosomatids) contain and span around the tran-
scription start point (zsp). The transcription elongation
proceeds through a so-called external transcribed spacer
region which precedes the actual rRNA gene coding re-
gions. These are in turn separated by sequences tran-
scribed as internal spacers. All transcribed spacers are re-
moved during the ribosomal biogenesis process. In the
case of T. cruzi two tsp for the rRNA genes have been
mapped, separated by 270 nucleotides [10,11]. A promoter
activity has been demonstrated for DNA fragments con-
taining both the proximal and the distal zsp (relative to the
small subunit rRNA 5’ terminus coding region) [12,13].
Moreover, these fragments have been used in different
plasmid expression vectors for 7. cruzi [13,14]. For both
basic and biotechnological research fields, it is important

0378-1097/03/$22.00 © 2003 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Deletion analysis of the rRNA gene promoters activity. The rRNA main transcription unit is shown on top. The map on button represents the
plasmid pTEX-cat used as the recipient expression vector. Panel A presents the collection of rRNA gene promoter versions here analyzed, their numeri-
cal identification is referred in the text. The bent solid arrow indicates the position and polarity of the distal tsp, so as the empty arrow does for the
proximal zsp. One copy of a repeated element of 172 bp is marked as a dashed section. Panel B represents the observed CAT activity depicted by trans-
fected epimastigotes. The reporter activity of each construct is presented as a normalized value relative to that observed with construct 1, always in-
cluded in parallel transfections. The values are means of at least three independent electroporations. The standard error associated to these determina-

tions is shown as well.

to address the individual participation of the DNA region
around these two tsp (i.e. core promoters). In this work,
experimental evidence is presented showing that the distal
tsp region sustains most (if not all) of the promoter activ-
ity previously referred for transfected epimastigotes of
T. cruzi.

2. Materials and methods
2.1. Plasmid constructs

An 806-bp rDNA fragment containing both published
tsp from the Mexican strain la Cruz Jalisco (7. cruzi I)
contains a promoter activity when it replaces the glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (gapdh) up-
stream promoter region in pTEX or pTEX-cat [15]. These
vectors were therefore named pRIBOTEX and pRIBO-
TEX-cat [13]. In these earlier constructs the splice leader
addition site is presumably provided by a motif or motifs
present in the rDNA sequence (putative criptic sites). In
the present work, the parental rDNA 806-bp fragment was
cloned in pTEX-cat using Sacl and Sacll (modified with
Klenow); see construct 1 in Fig. 1. It is emphasized that

this construct (as well as all others here analyzed) retains
the 430 bp from the gapdh 1 upstream and untranslated
regions, thus providing a physiological splice leader addi-
tion site. The construct 1 represents the parental clone in
this work from which the other constructs here analyzed
derive (see Fig. 1). The chloramphenicol acetyltransferase
(CAT) activity observed with it represents the 100% activ-
ity reference. The derivative constructs were obtained us-
ing either internal restriction sites present in the parental
806-bp fragment from construct 1, or PCR-derived ampli-
fications (Fig. 1).

2.2. Transient transfections

The transfection conditions used for CL Brener strain
(T. cruzi 1) epimastigotes have been previously described
[13]. Tt has been reported that promoters from 7. cruzi I
are functional in 7. cruzi II recipient strains [16], which is
the case in this study. Cultured derived epimastigotes were
harvested at cellular densities of 40-50 X 10 per ml. Un-
less otherwise indicated the parasites were kept at 4°C.
The cells were washed in and brought to Zimmerman
post fusion medium [17] at 6x10® per ml. 400 ul from
this suspension was mixed with 20 ug of plasmid DNA
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in 10 mM Tris, 0.2 mM EDTA (pH 7.4) buffer and elec-
troporated at 360 V, 1500 uF 13Q using a BTX600 Electro
Cell Manipulator (BTX). Following electroporation, the
transfected cells were incubated in 10 ml of serum-en-
riched liver infusion tryptose medium at 28°C for 3 days.
These cultures were used to prepare the cell extracts de-
scribed below for CAT assays.

2.3. CAT assays

Cell extracts were prepared from 8.5 ml of transfected
cells-derived cultures. These were collected by centrifuga-
tion and washed in 40 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1| mM
EDTA (pH 8.0), and 15 mM NaCl. The cellular pellet
was resuspended in 150 pl of 25 mM Tris—HCI (8.0), lysed
with three freeze and thaw cycles (i.e. liquid nitrogen and
37°C), and incubated at 65°C for 10 min. The soluble
material was recovered from the supernatant of a 10-min
centrifugation (Eppendorf), and used for CAT assays. The
protein concentration in these extracts was determined
colorimetrically by the Bradford method with the aid of
a Bio-Rad protein assay solution. Unless indicated the
CAT reactions were carried out with 5 ug of cellular ex-
tract protein, incubated for 30 min at 37°C in the presence
of 3H-labelled chloramphenicol (New England Nuclear)
and 250 uM butyryl coenzyme A, as described by Seed
and Sheen [18]. Thereafter the samples were xylene-ex-
tracted and the radioactivity determined in a liquid scin-
tillator.

3. Results and discussion
3.1. A linear system for CAT quantitation

In order to analyze quantitative differences among the
several promoter versions (i.e. to find a linear range of
activity), different experimental conditions of both the re-
action time and protein concentration in the extracts were
tested from parasites electroporated with the reference
clone (construct 1). The different protein concentrations
analyzed were 0.62, 1.25, 2.5, 5 and 10 pg, and the times
tested corresponded to 7.5, 15, 30, 45 and 60 min (data not
shown). From these kinetic curves 5 ug of protein extract
and 30 min of reaction time were selected as the conditions
used for all the comparative analyses here described.

3.2. Activity of different versions of the rDNA promoter

Fig. 1 summarizes the results obtained in this work. The
largest clone (construct 1) contains three potentially im-
portant elements: one copy of a locus specific repetitive
element of 172 bp (dashed bar) [10,19], and both of the so-
called distal (solid arrow) and proximal (empty arrow) tsp
[10,11]. As a full activity control this clone (construct 1)
was always transfected in parallel to all other plasmids

tested, so that their activity could be expressed as percent-
age values.

Regarding the polarity of the promoter two versions
with reversed polarity were tested (constructs 2 and 3,
Fig. 1). In both cases a close to background activity value
was observed. That is, a similar value to that one observed
with the rDNA-less vector (pTEX-cat, construct 10, Fig.
1). This result confirms an earlier observation regarding
the polarity dependence of the rRNA gene promoter from
T. cruzi [12]. A potential role for the repetitive element
was addressed. Its removal in construct 4 rendered a
drop in about 20% of the observed CAT activity. This
reduction may be related with the function of this repeti-
tive element as a putative enhancer, as has been observed
in other eukaryotic species [20]. The genomic fragment
originally cloned contains only one copy of the repeated
element, although several repeats have been mapped up-
stream to this one in Southern experiments from total
genomic DNA [19]. We do not know if additional repeats
have a stronger effect upon the promoter to that one here
observed with just one copy of the repeated element. In an
earlier report, the 7. cruzi rDNA repetitive element (from
an independent CL strain-derived genomic clone) did not
show an upregulating activity in transiently transformed
trypanosomes [12]. On the other hand in the trypanoso-
matid Leishmania chagasi, a reduction of about 25% in
luciferase activity (driven by a homologous rRNA gene
promoter) was observed after the deletion of two repeated
elements of 64 bp [21]. These different results pose a prob-
lem for further study, especially considering that the repet-
itive element here analyzed is locus specific in the T. cruzi
genome [19].

Regarding the role of the two individual #sp, the remov-
al of a DNA fragment bearing the proximal zsp (positions
—65 to +201 relative to the proximal zsp) produced a
promoter version which conserved most (80%) of the ac-
tivity (construct 5, Fig. 1). In addition the lack of the
repetitive element and 69 bp beyond it, but retaining 286
nucleotides with the distal zsp (construct 6) produced a
promoter with 60% of the parental activity, which is co-
incident with the individual substraction of the activity
from these two potential elements. The smallest promoter
version here analyzed is a fragment of 254 bp that retains
47 bp upstream from the distal zsp (construct 7, Fig. 1).
Apparently the 32 bp deleted from its parental construct 6
are an essential part of the promoter, since the activity
depicted by this shortened derivative was similar to back-
ground values (construct 7, Fig. 1). In a comparison with
T. brucei homologous promoter, the 32 bp here mapped
occur in a position of functional relevance within the core
region of the promoter [22].

Both constructs devoid of the distal zsp (constructs 8
and 9, Fig. 1) did not show promoter activity. Construct
9 comprises the region from position +20 relative to the
distal zsp, to position +201 downstream to the proximal
tsp. That is, this molecule retains 250 bp upstream to the
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Fig. 2. Promoter sequences alignment. Sequences around published zsp are shown in an aligned format (sequence analysis software DNAMAN, Lynnon
Biosoft). I and II stand for the two T. cruzi genetic groups [3]. Published tsp sites are boxed. GenBank accession numbers and depicted sequence coor-
dinates are as follows: la Cruz Jalisco (L13926, 169-791); CL (M88712, 345-951); CL Brener (U89779, 1-613).

proximal tsp, a distance large enough to contain an active
core promoter. In this respect a comparison can be made
with construct 6 that bearing just 79 bp upstream from the
distal zsp sustained about 60% of the reference full activity
depicted in control transfections with construct 1.

3.3. Sequence alignment of tsp from different strains

The aim of this work is the functional characterization
of two potential rRNA gene promoters from 7. cruzi,
which were previously identified by the placement of two
tsp in the rRNA gene spacer region [10,11]. The former
report presents the here called proximal zsp using a gene
derived from the CI strain, which belongs to the genetic
group T. cruzi I1. Thereafter the distal zsp was published
from a Mexican strain (la Cruz Jalisco, T. cruzi I).
Although these sites have been considered as strain specific
differences, the data here presented indicate that the major
promoter activity resides in sequences surrounding the dis-
tal tsp, using the Cl Brener (7. cruzi II) as recipient cells.
Moreover a recent publication states that when the rRNA
tsp was carefully mapped in a gene from the Cl Brener
strain, a third zsp was found as a C [23]. This new zsp can
be clearly aligned just 3 bp upstream to the distal tsp
mapped in the DNA from the strain la Cruz Jalisco (T.
cruzi 1) (Fig. 2). That is, the newly published zsp is clearly
located within the region considered by us as the mean-
ingful promoter for 7. cruzi rRNA genes. Interestingly
enough, since the position of this promoter is the same
in two strains clustered in each of the two genetic groups
from T. cruzi, it is likely that it could be an ancient genetic
element present in the precursor ancestor common to both
T. cruzi genetic types. We cannot rule out that the prox-

imal zsp motif could be used under different physiological
conditions. In addition, its recognition as a processing site
within the external transcribed rRNA spacer is another
possible role.
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Abstract

The Trypanosoma cruzi rRNA gene promoter was characterized by deletion and
point mutation analyses. A core of 89 bp was identified as the minimal region with full
promoter activity. This core region is flanked upstream by a control element that stimulates
its activity, and downstream by a novel down regulating region of about 200bp. A point
mutation analysis of the transcription start region evidenced 7 contiguous nucleotides
where individual substitutions produced in all cases a defective promoter. It is generally
accepted that the anciently speciated trypanosomatids lack strict promoters for protein
coding genes transcribed by RNA polymerase II. The occurrence of a well structured
rRNA gene promoter in these species suggests an early appearance of the RNA polymerase

I promoters in the evolution of eukaryotic cells.



Trypanosoma cruzi is a protozoa of biomedical importance. It has been recognized
as the infectious agent in Chagas disease, a condition that affects several million people in
Mexico, Central and South America. Using different genetic markers 7. cruzi species has
been grouped into two major lineages 7. cruzi I and T. cruzi 11 [1-3], although additional
groupings have also been proposed [4, 5]. Our laboratory has been interested in the study
of T. cruzi ribosomal RNA molecules and their genes. All trypanosomatids analyzed to
date exhibit cytosolic ribosomes with their large subunit rRNA component atypically
processed into two large and five small independent rRNAs. These molecules are encoded
as different modules in a so called main transcription unit for which there are about one
hundred copies per nucleus [6].

The eukaryotic main transcription units for rRNA (including those from
trypanosomatids) are transcribed by RNA polymerase I (Pol I). Starting in the so-called
transcription start point (tsp) this polymerase elongates through an external transcribed
spacer upstream from the actual rRNA gene coding regions. These coding regions are in
turn separated by sequences transcribed as internal spacers. All transcribed spacers are
eventually removed as part of the maturation process of the primary transcript. The
experimental analysis of transfected recombinant gene promoters fused to sequences
encoding reporter proteins has been a successful approach. Nevertheless this strategy in
eukaryotic systems has been generally limited to the study of promoters transcribed by the
RNA polymerase II (Pol IT) that directs the addition of a 7-methyl guanosine cap to the 5’
terminus of the mRNA transcript. In trypanosomatids the addition of a 5° capped miniexon
sequence to all mRNAs as part of the atypic processing pathway of polycistronic
transcripts (i.e., the so called trans splicing event) [7] allows for the possibility to add a 5’

cap to RNAs transcribed by Pol I, thus providing the means to study transcription of Pol I



by analysis of reporter proteins such as cloramphenicol acetyl transferase (CAT).
Regarding our system, two potential promoter regions from 7. cruzi have been
comparatively analyzed through transient transfection studies [8]. We have therein shown
that the distal promoter is the major if not the only functional promoter in 7. cruzi
epimastigotes. In this work an expanded study of this promoter is presented with evidence
for the occurrence of both up regulating- and a novel down regulating cis-acting elements.
The individual contribution of nucleotides within the transcription start region is analyzed
as well.

Our previous work showed the individual contribution of a repetitive element (RE)
and a here called downstream regulatory element (DE) as up regulating cis acting
sequences [8], here depicted in Fig. 1A as constructs 1*, 2* and 3*. As previously
reported, recombinant plasmids were transfected in 7. cruzi cells and the strength of the
promoter was evaluated as CAT activity [8]. Unexpectedly, and yet not understood, when
these two DNA regions (RE and DE) are both absent, the resulting constructs give CAT
activities above the reference clone 1* (constructs 4, 5 and 6 in Fig. 1A). A 21 bp region
(position —100 to —79) is apparently important since its deletion correlates with an
approximately 40% reduction in the CAT reporter activity (constructs 6 and 7*, Fig.1A).
Based on its size, position and transcriptional effect we propose that this region corresponds
to the upstream control element (UCE) present in other eukaryotic rRNA gene promoters
such as the mouse type depicted in Fig. 2.

The test of further deletions on the cloned promoter provided evidence for
additional cis-acting sequences. A down regulating element (R) was identified within
positions +10 to +207 (see constructs 7*, and 8-11, Fig I1B). To our knowledge a potential

repressor element in this position is a novel finding in rRNA gene promoters.



The core promoter was assigned to the DNA region comprised between positions -
79 to +10 (construct 11, Fig. 1B). This core region is herein defined as the minimal length
version of the promoter that directs a similar activity of the cat reporter gene as the
reference clone 1*. Two important DNA sequences of 10 nucleotides each were identified
at positions -79 to -69, and +1 to +10 that up regulate the promoter activity (constructs 11,
12 and 13, Fig. 1B). Deletion of the +1 to +10 sequence produces a 50% reduction in
promoter activity. On the other hand, the -79 to -69 is apparently an essential region since
deletion of these 10 bases results in a 90% drop of the core promoter activity to values
close to background (construct 13, Fig. 1B). Additional deletions up to -47 to +10 did not
modify this already inactive promoter (constructs 14 and 15, Fig. 1B).

Regarding the position where the rRNA gene transcription initiates, 3 tsp within a 4
bp region have been reported [9-11]. These data pose the sequence CATG as the
transcription initiation region in this promoter. This region was further studied in the
present work by point mutation analysis in the reference plasmid 1*. The simultaneous
replacement of 6 bp around the tsp produced a virtually inactive promoter (construct 16,
Fig. 1C). The individual contribution of these six and four adjacent bases was then
analyzed. Ten plasmids were constructed, each differing in a single base as depicted in Fig.
2C. The results show that the single mutation of any of 7 bases around the tsp results in 60
to 90% decrease of the promoter activity (Fig. 2C constructs 18 to 24). In contrast, the
single mutation of the bases that flank this 7-base region gave a promoter activity similar to
the reference plasmid 1* (constructs 17, 25 and 26). Therefore the region atCaTGg, which
contains the three proposed tsp (capital letters), seems to be the most important region for

transcription initiation in this promoter.



Figure 2 summarizes the potential functional elements here mapped for the rRNA
gene promoter for 7. cruzi, and compares them with model homologous promoters from
mouse cells and from other trypanosomatids. There are individual differences, some of
them could arise from different experimental approaches and conditions, but a similar
general structure can be inferred: A core region that includes the tsp and short blocks of
essential elements. Upstream from this region and at variable distances, an upstream
control element (UCE) has been described as an stimulating cis acting sequence. The case
of three Leshmania species is exceptional in that a transcriptional repressor has been
proposed to occur upstream to the core region [12]. The rRNA gene promoters are
preceded by short repetitive elements of an apparent enhancer like functions. In 7. brucei,
repeats associated to the non-transcribed rRNA gene spacer region have not been reported.
Short repetitive elements occur in L. donovani but their function was reported as down
regulators [13]. On the other hand sequences from the transcribed spacer have been less
analyzed. This work describes the finding of a repressor like element (R, Fig 2) which is
followed downstream by a DNA region that stimulates the expression of the fused gene
reporter (DE, Fig. 2). Interestingly, from published experimental data on the L. chagasi
rRNA gene promoter [14], an analogous up regulating DNA region can be predicted in a
similar position and size as that one described here for 7. cruzi (DE, Fig. 2). Nevertheless,
its presence was not pointed out in the communication [14].

As generally accepted trypanosomes are a group of early diverging unicellular
eukaryotes that apparently lack strict promoters for RNA polymerase II, that is, for protein
coding genes. In contrast, we here present evidence that in these early diverging organisms
the RNA polymerase I promoter (rRNA gene promoter) possess some of the features we

now see for pol I promoters in vertebrate cells. Is it that the eukaryotic type RNA pol I



promoter was structured earlier in evolution than RNA pol II promoters? The work here

presented points that this may be the case.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Deletion and point mutation analyses of the 7. cruzi rRNA gene promoter activity.
The rRNA transcription unit is shown on top of panel A. As earlier reported [8] an 806 bp
rDNA fragment containing the promoter region for the main transcription unit of rRNA
from the Mexican strain la Cruz Jalisco (7. cruzi 1) was cloned in the transfection vector
pTEX-cat [15] using the Sacl and Sacll restriction sites (modified with Klenow). All
construct coordinates shown were assigned in reference to the tsp described in our
laboratory [9]. Constructs previously reported [8] are here marked with an asterisk next to
the identification number. Parasite transfections and chloramphenicol acetyltransferase
(CAT) biochemical assays were performed as previously described [8]. All plasmid
derivatives tested were transfected in parallel with both the 100% reference construct 1%,
and with the void vector pTEX-cat which lacks of rDNA promoter sequences. Different
versions of the rRNA gene promoter were obtained from construct 1* using either internal
restriction sites or PCR-derived amplifications. In all cases the 430 bp from the gapdh 1
upstream and untranslated region cloned in pTEX were retained next and upstream to the
cat gene, thus providing a common physiological splice leader addition site. Luciferase
activity was in many cases determined from an additional reporter plasmid with the
luciferase encoding gene, thus providing a cotransfection control (data not shown). RE,
repetitive element; UCE, upstream control element; DE, downstream regulatory element; x

[10], y [11], z[9], arbitrary nomenclature for published transcription start points.

Fig 2. Comparison of rRNA gene promoters from different organisms. The schemes were

adapted from published data as follows: mouse [16]; T. cruzi [8-9 and 17], T. brucei [18-

11



21]; L. donovani [13]; L. amazonensis, L. mexicana and L. major [12]; L. chagasi [14].

Graphic elements, abbreviations and fonts are explained in the bottom section.
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