UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Facultad de Ciencias

“ REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL OPERON DE LA
ASPARAGINASA 11 DE Rhizobium etli”.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

(ORIENTACION EXPERIMENTAL)

BIOL. ANGELICA MORENO ENRIQUEZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. MARIA ELENA FLORES CARRASCO

MEXICO, D.F. OCTUBRE 20009.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realiz6 bajo la direcciéon de la Doctora Maria
Elena Flores Carrasco en el departamento de Biotecnologia y
Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM.

Durante el desarrollo de éste trabajo gocé de una beca otorgada por

CONACYT (168696), asi como por un apoyo complementario por

DGAPA, UNAM.




El Comité Tutoral que asesor6 el desarrollo de esta tesis estuvo

integrado por:

Dr. Fernando Bastarrachea Instituto de  Investigaciones
Avilés Biomédicas, UNAM.

Dr. Ismael Herndndez Instituto  de  Biotecnologia,
Lucas UNAM.

Dra. Maria Elena Del Carmen Instituto de  Investigaciones
Carrasco Flores Biomédicas, UNAM.

Los miembros del jurado del Examen para obtener el grado de

Maestra en Ciencias

Biol6gicas

(Biologia Experimental) del

Posgrado en Ciencias Bioldgicas, estuvo integrado por:

Dr. Fernando Bastarrachea Avilés Presidente
Dr. Miguel Angel Ramirez Romero Vocal

Dra. Maria Elena Del Carmen Secretario
Flores Carrasco

Dr. Luis Servin Gonzalez Suplente
Dr. Ismael Hernandez Lucas Suplente

Agradezco a todos por sus acertadas criticas durante mi formacion

académica asi como a la revision de la presente tesis.



ccuando te conviertes en adulto?

cuando dejas de ser Libre.

Y eso mamd, ieuando sucede?

En el momento que te bimporta mas ser admirado

por Lo que tiemes, que por Lo que vales.

Sucede cuando te importa wds Lo que los devwds plensan de ti...
Se Libre Y oleja Libres a Los demds 111!

rRelato en una de esas tarvdes en La hermosa costa Yuceateea,
entre una mamd que se niega a ser adulto Y sus hijos de ojos
grandes.

LIAM Y NAIMA LOS AMO 11!
POR SIEMPRE Y PARA SIEMPRE.

ZAHAED

Este trabajo también es tuyo,

Por flnlll

POR QUE TE QUIERD A T1, POR RQUE TE QUIERD,
CERRE MI PUERTA UNA MANANA Y BCHE A ANDAR
POR RILE TE RUIERD A T1, POR RILE TE RUIERD

DEJE EL D.F. ¥ ME VINE AL MAR . .. (Serrat).

ABUELOS MOY Y BETY

Los lflijos caminan, se aLe\j&W\, Y winea regresan,

los mantiene andando la necesidad de cada vez hacerlo mg'or,
ast como me enseirron, ARRIBA Y ADELANTE!!L.

LOS AMO Y LOS ECHO MUCHO DE MENOS

(menos Los domingos!iiii).

aros

Quién diria que llegariamos tan Legjos . . . hasta YucatAn! i
POR SIEMPRE GRACIAS il

LOS RUIERD.



Hace mucho tiempo Llegué a Blomédicas.

Me sentl feliz en wl Laboratorio nuevo com mis

Awmables compaineros,

PEVO. .. nuned maging cuanto tewpo tardaria en saliviill

A todos los que compartimos el laboratorio, el café y wnos
buenos agarrones, los echaré stempre de menos. Ast cual nédulo . . .

Socorvo, Osvaldo, Gisela, Algjandro Huerta, Alejandra Huerta, Arturo
calderdn, Dantel Barrbn Yy claro a Leobardo (por que nollll).

Gracias a la Doctora Maria Elena Flores por apoyarme para conclulr el
trabajo experimental, ast como Las aportaciones a La presente.

Agradezeo muy especialmente al Br. Luls Senvin Gonzdlez, que me
permit’té tmbajar en su Laboratorio Y me {acLL'Lté todas las herramientas
Y recursos para ello.

qracias a Laurita Davalos Yy Alejandro Huerta por su exitoso trabajo de
office-boy, muy agradecida por su asistencia vital para cumpliv con éste
objetivo. No Lo vuelvo a hacer i1l

ORGULLOSAMENTE PUMA I



If 1 believe in God,
If 1 believe tn sin,

This Ls the place where | ‘Ll be suck
straight to hell. . .

(f t belived in the Hell

“Den rL3 Devoted Dexter ”
Jeff Uindsay.






INDICE

I. RESUMEN

III. INTRODUCCION

I1I. 1. El género Rhizobium

III. 2. Metabolismo de aminoacidos

I1I. 3. Metabolismo de asparagina en

Rhizobium etli

IV. ANTECEDENTES

IV. 1. Regulacion del catabolismo de asparagina en

Rhizobiumetli _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 16
IV. 2. Proteinas represoras homologas a AnsR _ _ 23
IV. 3. Regulacion de asparaginasas en otros
organismos _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 27
V.JUSTIFICACION _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 31
VL OBJETIVOS _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 33
VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
VIL 1. Bacterias y procedimientos microbiolégicos _ 34
VII. 2. Condiciones y medios de crecimiento _ _ _ 35
VIIL. 3. Plasmidos y oligonucleétidos _ _ _ _ _ _ 36
VILI. 4. Sobre-expresion de la proteina AnsR _ 39

VII. 5. Purificacion de la proteina AnsR por



cromatograffa de afinidad _ _ _ _ _ _ _ _ 40

VII. 6. Construcciones de fusiones transcripcionales
ansPugusA _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 41
VII. 7. Mutagénesis sitio dirigida _ _ _ _ _ _ _ 43

VII. 8. Determinacion de la actividad de -
glucuronidasa _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 44

VII. 9. Determinaciéon del sitio de inicio de la
transcripciéon _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 45

VIIL. RESULTADOS

VIIL. 1. Expresion del represor AnsR_ _ _ _ _ 47

VII. 2. Determinacion de los elementos
regulatorios en el promotor del operénans _ _ _ 50

VIII. 3. Determinacion del sitio de inicio de la
transcripcion _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 55

VIII. 4. Evaluacién de la importancia en la region -
35enel promotor _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 60
IX. DISCUSION _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 62
X. CONCLUSIONES _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 70
XI. BIBLIOGRAFIA 71




INDICE DE FIGURAS Y TABLAS.

FIGURAS

1. Ruta catabdlica y anabdlica de la asparagina en R. etli _ _ 15
2. Analisis del operén ans mediante RT-PCR_ _ _ _ _ _ 21
3. Regién intergénica entre los genes ansR-ansP del operéon

ans. Uso de oligonucleétidos para fusiones trasncripcionales. 53
4. Actividad de B-glucoronidasa de las cepas mutantes.

Efecto de las delesiones sobre la actividad enzimatica _ _ _ 54
5. Mapeo de alta resolucion por nucleasa S1 de los transcritos
obtenidos en las cepas de R. etli CE3 y la mutante AHZ7 _ 61
6. Alineamiento de la regién promotora del operén ans con

otros promotores identificados experimentalmente asi como
promotores identificados usando el software WCONCESUS
versionvbe _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 65
TABLAS

1. Lista de plasmidos construidos _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 37
2. Lista de oligonucleétidos 38
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LRESUMEN

Rhizobium etli crece en asparagina como unica fuente de carbono y
nitrégeno, la cual es catabolizada por la accién de los genes que constituyen
el operén ans. La expresion del operén se encuentra regulada negativamente
por la fuente de carobono y probablemente la represion se lleve a cabo por la
proteina AnsR codificada por el gen ansR que estéd localizado rio arriba del
operén ans. En estudios previos se mostr6 por andlisis de secuencia la
presencia de dos probables regiones conservadas homologas a las cajas -12 y
-24 de Escherichia coli lo que sugeria que la expresion era dependiente del
factor transcripcional sigma 54, sin embargo no fue comprobado
experimentalmente. En ese sentido poco se ha estudiado acerca de la
regulaciéon a nivel transcripcional de los genes que participan en el
catabolismo de aminoacidos en rizobiaceas, asi como de los elementos
regulatorios presentes en las regiones promotoras. El presente estudio tuvo
por objetivo determinar a nivel molecular los elementos regulatorios de la
expresion del operén ans de Rhizobium etli. Para cumplir lo anterior se
analizé la regiéon promotora del operén ans mediante deleciones de
diferentes fragmentos de DNA fusionandolos al gen uidA. Se determiné la
actividad enzimética de B-glucoronidasa en células transformadas de R. etli
CE3 con las diferentes construcciones. Ademas, se identifico el sitio de inicio
de la transcripcion por experimentos de nucleasa S1. La mutante pAMS53-70
mostré actividad enzimatica similar a la actividad obtenida con la regién

promotora completa, mientras que en pAMb53-110 la actividad enzimatica se

Angélica Moreno Enriquez. 1
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abate completamente; esto sugirié la existencia de otros elementos que
regulan la transcripcion del operén. La mutante pAMS3-INV mostré
actividad de B-glucoronidasa a niveles bajos similares a los obtenidos
Unicamente con el vector; este resultado sugiere que para la expresion es
importante la direcciéon y posicion de la region promotora respecto al
operén. Al identificar el sitio de inicio de la transcripcién se observaron las
secuencias TCTATT y CTTGAC, elementos que mostraron consenso con los
sitios -10 y -35 para promotores de R. etli dependientes del factor sigma 70
(SigA) y que se localizaron a 8 y 17 pb del inicio de la transcripcién. La
mutacion de la regién -35 identificada mostr6 una expresion de f-
glucuronidasa completamente afectada, lo que confirma la importancia de la
regiéon para la expresion del operén. Aunado a lo anterior, en células
crecidas en MM con asparagina se observé que la molécula indujo la
expresion del operdén ans a nivel transcripcional, mientras que en células
crecidas en medio PY y MM mads succinato la expresiéon se ve reprimida.
Estos resultados refuerzan la idea de trabajos previos respecto a la existencia
de represion catabodlica por la fuente de carbono y se confirma que la

asparagina es el inductor de la expresion del operén a nivel transcripcional.

Por los resultados obtenidos se concluye que la expresion del operén
ans de R. etli es dependiente del factor transcripcional sigma”® en lugar del
factor sigma34, bajo la condiciones experimentales utilizadas. La expresion
del operén se encuentra regulado negativamente por la fuente de carbono y

es inducida por asparagina.

Angélica Moreno Enriquez. 2
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II. ABSTRACT

Rhizobium etli grows in asparagine as a sole carbon and nitrogen
source through the action of the genes of ans operon. Aspargine induce
the expression of the operon, but the transcription seems to be
negatively regulated by the carbon source and by the repressor protein
AnsR, encoded by the ansR gene located upstream of the operon. The
intergenic region between the operon and ansR showed the presence of
two conserved regions, the -12 and -24 boxes similar to the Escherichia
coli homologues, which suggested that transcriptional expression, was
dependent of the transcriptional factor sigma3. In these sense, has been
little studied the transcriptional regulation of the genes and the
elements involved in the catabolism of amino acids in rhizobiaceas.
The goal of the present investigation was established at molecular level
the regulatory elements important for the operon expression. In the
present work, the promoter region of the ans operon was evaluated by
making different deletions in the promoter and fused to uidA gene; the
enzymatic activity of B-glucoronidase was determinate in cells of R. etli
CE3 carrying the fusions cloned in pBBMCS53. Also, the
transcriptional start site was determinate by high resolution nuclease-
S1 mapping. The pAMb53-70 mutant showed B-glucoronidase activity

to levels similar to wild-type fusion, meanwhile mutant pAM53-110

Angélica Moreno Enriquez. 3
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shown reduced activity to vector alone; the above mention suggested
the presence of new elements in the promoter region which governs
the transcription activity of the promoter. The mutant pAMS53-INV
showed low levels of p-glucoronidase, which suggested the
importance of direction and position of the promoter elements for full
activation. Sequence analysis of the upstream region of the start site
showed the presence of the sequences TCTATT and CTTGAC located
at 8 and 17 bp respect the transcription start site, which resembles the -
10 and -35 elements of sigma” (SigA) dependent promoters of R. etli.
Site-directed muategenesis of -35 regions showed low level expression
of B-glucuronidase, which confirms the importance of the element for
full-activation. In addition, it was shown that cells grown in MM plus
asparagine as a sole carbon and nitrogen source induced the
transcription of the ans operon, meanwhile cells grown in PY and MM
plus succinate repressed it. These results reinforce the preliminary
work regarding the existence of catabolic repression by the carbon
source and confirm that asparagine is the molecule inductor. The
conclusion of the present work is that expression of operon ans is
dependent of sigma” factor instead sigma5*. Also, the expression is
regulated negatively by the carbon source and is induced by

asparagine.

Angélica Moreno Enriquez. 4
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IILINTRODUCCION

IT1. 1. EL GENERO RHIZOBIUM.

El género Rhizobium es un grupo de a-proteobacterias, gram
negativas, aerobias, no formadores de esporas, que presentan forma
bacilar y que se mueven por medio de 1-6 flagelos peritricos y en
algunos de ellos se han descrito fimbrias (27). Las colonias que crecen
en medios de cultivo sintéticos son generalmente blancas o de color
beige, circulares, céncavas, semi-translicidas u opacas 'y
mucilaginosas. Son quimio-organotréficas y pueden emplear una
amplia variedad de fuentes de carbohidratos y 4cidos organicos como
fuente de carbono y energia. Cuando estas bacterias crecen en un
medio rico en carbohidratos excretan abundante cantidad de
polisacéridos. Algunas cepas requieren biotina, acido nicotinico
pantotenado o tiamina como factores de crecimiento. Cerca del 90% de
las especies pueden nodular en raices o tallos de las leguminosas y se
establecen dentro de estas estructuras en donde proliferan, se

diferencian y fijan nitrégeno (27).

Angélica Moreno Enriquez. 5
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Existen 10 especies del género que resultan importantes por la
funcién que llevan a cabo, entre ellas estan: Rhizobium leguminosarum
(especie tipo), R. etli, R. galegae, R. gallicum, R. giardinii, R. hainanense, R.
huautlense, R. indigoferae, R. loessense, R. mongolense, R. sullae, R. tropici y
R. yanglingense (54). Estas especies nodulan diferentes leguminosas que
habitan zonas templadas, tropicales o subtropicales, aunque la riqueza
de rizobias es mayor en ésta altima concordante con la mayor riqueza
de leguminosas en estos climas (57). Entre las especies antes
mencionadas, R. etli es importante en México asi como en América

Latina, ya que esta especie predomina en los nédulos del frijol

(Phaseolus vulgaris) (54).

Esta bacteria saprofita cuando estd en vida libre presenta
movilidad y se alimenta de los remanentes de los organismos muertos
(39) asi como de los muchos elementos nutritivos que se encuentran en

la periferia de las raices, entre ellos acidos dicarboxilicos, vitaminas y

Angélica Moreno Enriquez. 6
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aminoacidos (35). En esta condicién no puede fijar nitrégeno y su

morfologia es diferente de cuando esta en los nédulos de la raiz.

Las raices de las leguminosas exudan ademads flavonoides los
cuales son utilizados como sefial de inicio de la interaccion simbiética.
Las bacterias del género Rhizobium tienen una proteina de membrana
(NodD) que reconoce el flavonoides especifico, lo que genera la
activacion de genes involucrados en la nodulacién (nod). Los factores
de nodulacién (Nod) inician los cambios necesarios para la formacién
del nédulo en las raices de las plantas (3) inicidndose el proceso de
colonizacién a través de aberturas en las células vegetales o formacion
de pequenias acumulaciones bacterianas en las raices. La funciéon de los
factores Nod es curvar a los pelos radiculares donde se realiza una
hidrdlisis local de las paredes de las células vegetales en la region
deformada la membrana plasmatica sufre invaginacién y se forma el
hilo de infeccion (35) ademds se desarrollan nuevas células

meristematicas, lo que formara el nédulo (40). Las bacterias son

Angélica Moreno Enriquez. 7
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endocitadas por las células vegetales, y rodeadas por la membrana
peribacteroidal, en donde las bacterias se transforman
irreversiblemente a bacteroides que se especializan como fijadores de
nitrégeno, modifican su metabolismo y pierden la capacidad de la
division celular (35 y 47). Los genes que estan directamente
involucrados en la fijaciéon de nitrégeno se conocen como nifHDK que
codifican para el complejo proteico denominado nitrogenasa. En el
noédulo se encuentran las condiciones microdxicas requeridas para que
funcione el complejo de la nitrogenasa (33). En condiciones limitantes
de nitrégeno se afecta la expresion de genes, proceso que es conocido
como respuesta a nitréogeno (Ntr) y la proteina NifA activa la

transcripcién de varios genes de fijacion de nitrégeno (14).

Este evento de formaciéon del nédulo requiere de una alta
especificidad entre la leguminosa y la bacteria, lo que significa que una
especie de leguminosa establece simbiosis con un limitado ntimero de

especies de rizobias o solamente con una de ellas (31).

Angélica Moreno Enriquez. 8
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Las bacterias que fijan nitrégeno en simbiosis y la planta que las
hospeda llevan a cabo una compleja relacion simbidtica en la que se
ponen en juego una red compleja de redes metabdlicas y genéticas que
se encuentran estrictamente coordinadas entre ellos (6). Durante el
proceso de formacion del nédulo se realiza un intercambio metabolico
entre la planta y la bacteria (40) en las primeras etapas de interacciéon
los aminodacidos alimentan a las bacterias en los hilos de infeccién una
vez que ha concluido la formacién de nédulos, la planta le proporciona
acidos dicarboxilicos (malato, succinato y fumarato) como fuente de
carbono durante la fijacion de nitrégeno (37 y 8) los cuales son
incorporados al bacteroide mediante un transportador llamado DctA
(permeasa de alta afinidad por acidos dicarboxilicos) ubicado en la
membrana peribacteroidal (4). Recientemente, se mencioné que la
planta provee al bacteroide de compuestos de carbono y glutamato,
mientras que el bacteroide le regresa amonio, glutamato, aspartato y
alanina (30, 39 y 40). El amonio es obtenido mediante la reduccién de
nitréogeno atmosférico por medio del sistema proteico denominado

nitrogenasa y asimila amonio por la via glutamina sintetasa-glutamato

Angélica Moreno Enriquez. 9
Maestria en Ciencias Biologicas.



Regulacion transcripcional del operén de la asparaginasa II de Rhizobium etli.

(GS-GOGAT), el cual es cedido a la planta mediante el transportador
Amt B (37). El intercambio metabolico establecido entre la planta y los

bacteroides es el objetivo primordial de la relacién simbidtica (2).

Se ha observado que el metabolismo de aminoacidos es un factor
limitante para la fijacion de nitrégeno ya que participan en procesos de
intercambio con la planta con los que la simbiosis podria controlarse
metabdlicamente (24) por lo que a cambio del amonio que los
bacteroides proporcionan a las plantas, los bacteroides reciben
compuestos con carbono y nitrégeno (como aminoacidos). Si los
bacteroides dejaran de fijar nitrégeno, la planta reduciria la sintesis de
aminoacidos y cortarfa el flujo de energia limitando a los bacteroides
(24). Este modelo de intercambio metabodlico sobre la degradacién de
aminoacidos y la fijacion simbiética de nitrégeno se ha estudiado en S.
meliloti. Rastogi y Watson (43) obtuvieron una mutante de aspartato
transaminasa A (AatA), enzima que permite utilizar a ese aminoécido
como Unica fuente de carbono y nitrégeno, la mutacion de ese gen

provoca una fenotipo Fix~. La mutante aatA de R. leguminosarum

Angélica Moreno Enriquez. 10
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también en Fix- (30). Otras dos aminotransferasas de aspartato se han
descrito en S. meliloti, pero ninguna de ellas es importante para la
relacion simbidtica (43). En R. etli también se han estudiado las vias de
degradacion de asparagina y glutamina y en ambos casos las mutantes
afectadas en la expresion de las enzimas que los catabolizan,
asparaginasa y glutaminasa respectivamente, nodulan y fijan nitrégeno

igual que la cepa silvestre (16 y 7).

Lo anterior puntualiza la importancia del metabolismo y el
transporte de aminoacidos durante la fijacion de nitrégeno, siendo
ambas actividades quienes limitan la asimilacion del nitrégeno
atmosférico como consecuencia de la regulaciéon de la expresion de
diferentes genes que participan en la degradacién de los aminoacidos
(28 y 52).

III. 2. METABOLISMO DE AMINOACIDOS.

Los aminoédcidos tienen una funcién importante como

precursores para la sintesis de proteinas, componentes nitrogenados y

Angélica Moreno Enriquez. 11
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diferentes metabolitos como vitaminas, lipidos, carbohidratos,
nucledtidos y muchos metabolitos secundarios. Los esqueletos de
carbono de los aminoacidos son degradados a metabolitos para ser
oxidados a CO, y H,0 para generar ATP o para la gluconeogénesis.
Cada uno de los 20 aminoacidos tiene su propia ruta catabolica, pero
los 20 convergen en 5 intermediarios que participan en el ciclo del
acido citrico. Estos esqueletos de carbono que entran al ciclo del 4cido
citrico pueden ser completamente oxidados a CO. o desviados a
gluconeogénesis o cetogénesis (60). Mediante el catabolismo de los
aminodcidos glucogénicos, los cuales producen a-cetodcidos cuando
estdn deamidados, se producen metabolitos como: piruvato, a-
cetoglutarato, succinyl CoA, fumarato u oxalacetato. Los aminoécidos

asparagina y asparatato son degradados a fumarato y oxalacetato.

Los aminoacidos glucogénicos son los principales precursores de
rutas metabdlicas como en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y
gluconeogénesis y se consideran como la fuente de carbono alterna

mas eficiente para las bacterias cuando la glucosa no esta disponible.

Angélica Moreno Enriquez. 12
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Los aminoacidos cetogénicos producen acetil-CoA o acetato
después de su degradaciéon y son incapaces de proveer precursores
para la gluconeogénesis, pero son empleados en las rutas biosintéticas

de otros compuestos nitrogenados (60).

La regulacion del catabolismo de los aminoécidos glucogénicos o
cetogénicos es controlada por la expresion coordinada de diferentes
genes, que se expresan de forma dependiente a la disponibilidad

intracelular de compuestos nitrogenados.

III. 3. METABOLISMO DE ASPARAGINA EN Rhizobium etli.

La asparagina es un aminoécido no esencial de tipo glucogénico
con un grupo amido (NH>-CO-) en el extremo de su cadena lateral.
Durante el catabolismo de éste aminoacido, reaccion catalizada por la
asparaginasa, se produce aspartato y amonio (Fig. 1A) (15). Una vez

sucedida la primera reaccion, el aspartato se transamina a fumarato
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para seguir el camino gluconeogénico a glucosa, reaccion catalizada
por la aspartasa. Ambas enzimas se encuentran presentes en R. etli

codificadas por los genes ansA y ansB, respectivamente (16).

La biosintesis de asparagina se lleva a cabo por la reaccion de dos
enzimas; la asparagina sintetasa que cataliza la produccién de
asparagina a partir de su respectivo a-aminoacido por una reacciéon de
amidotransferasa donde la glutamina funciona como donante del
grupo amino (Fig. 1B), ésta enzima es codificada por el gen asnA (13)
mientras que la aspartato transaminasa (AST) dependiente de ATP
cataliza la reacciéon de transferencia de un grupo amino desde el L-
aspartato al 2 oxoglutarato formédndose L-glutamato y oxalacetato (30)

(Fig. 1C), el gen aspB2 codifica para ésta enzima (13).
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Figura 1. METABOLISMO DE ASPARAGINA. Ruta de sintesis y degradacién de la
asparagina. A) Degradacion de la asparagina a aspartato por la asparaginasa; B)
Reaccion de transaminacion por la aspartato aminotransferasa; C) Formacion de
asparagina por la asparagina sintetasa. Tomado de Michael W. King, Ph.D / IU
School of Medicine / miking at iupui.edu.
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IV. ANTECEDENTES.

IV. 1. REGULACION DEL CATABOLISMO DE ASPARAGINA EN
Rhizobium etli.

Rhizobium etli tiene la capacidad de crecer en medio minimo
suplementado con asparagina como tunica fuente de carbono y
nitréogeno debido a la accion coordinada de dos enzimas hidroliticas
conocidas como asparaginasa I y II, que presentan diferente movilidad
electroforética y termoestabilidad. La primera de ellas es una enzima
que se expresa de manera constitutiva, que presenta una actividad
enzimatica muy baja, es termoestable y probablemente regula las
concentraciones de asparagina y aspartato intracelular (16). En
comparaciéon, la asparaginasa II es una enzima inducida por
asparagina extracelular, es reprimida por la fuente de carbono y es
termoldbil, su principal funcién es la de utilizar a la asparagina como
fuente de carbono (15). De manera detallada, la asparaginasa II (E.C.
3.5.1.1) cataliza la hidrolisis de la L-asparagina en coordinacién con la

enzima aspartasa; la asparaginasa II degrada la L-asparagina a L-
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aspartato y amonio, mientras que la enzima L-aspartasa (E.C. 4.3.1.1)
cataliza la deamidaciéon reversible de L-aspartato para producir

fumarato y amonio (15).

En estudios previos se observé que la expresion de la
asparaginasa II en R. etli se encuentra regulada negativamente por la
fuente de carbono y positivamente por asparagina (15). Pero fue el
estudio con diferentes cepas mutantes afectadas en la capacidad de
utilizar la asparagina como fuente de carbono y nitrégeno que
contribuyeron a un mejor entendimiento de los procesos relacionados
con la degradacion de este aminoacido. En este estudio se obtuvo la
mutante R. etli AHZ7 incapaz de crecer en asparagina como tnica
fuente de carbono y nitrégeno la cual present6 una disminucién
significativa en la actividad de asparaginasa, al complementar la
mutante con un banco de DNA de R. etli, construido en el césmido
pLAFR1, se encontré que un fragmento de DNA de 18 Kb contenido en
el cosmido pAHZ11 restablecia la actividad de la asparaginasa (16). El
fenotipo de la mutante AHZ7 es Fix* y nodula de forma similar que la

cepa silvestre sin embargo, la actividad de asparaginasa dentro del

Angélica Moreno Enriquez. 17
Maestria en Ciencias Biologicas.



Regulacion transcripcional del operén de la asparaginasa II de Rhizobium etli.

ndédulo se encuentra completamente abatida, lo que sugiere que ésta
enzima no es importante para el proceso de regulacién de nodulacién y

tijacion (16).

Posteriormente Ortufio-Olea y Duran-Vargas (36) analizando
diferentes fragmentos de DNA que provenian del cé6smido pAHZ11
encontraron un fragmento de 7 Kb contenido en el c6smido pAHZ12,
que complementé a la mutante AHZ7 afectada en la actividad de
asparaginasa. El analisis de esa secuencia revel6 la presencia de 4
marcos abiertos de lectura denominados ansR, ansP ansA y ansB; al
primero de ellos le encontraron identidad del 33% con una proteina
represora de Streptomyces coelicolor (45) e identidad similar con otros
represores bacterianos. El segundo mostré identidad con la L-
asparagino permeasa de Salmonella enterica (18); la proteina AnsP
contiene un motivo permeasa entre los residuos 56-86 y mostro
caracteristicas tipicas de una proteina integral de membrana (55) con

un valor de hidrofobicidad de 0.89 de acuerdo al método de Kyte y
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Doolittle (26). El tercer gen analizado codific6é para la L-asparaginasa
II, que en ese momento no presenté homologia con proteinas de
funcién conocida. Borek, D y M Jaskolski, en el afio 2000, identificaron
las 3 familias de asparaginasas, ubicando la asparaginasa de Rhizobium
etli en la 3ra familia, por su probable sitio catalitico sin identidad ni
similitud con el resto de las asparaginasas de plantas y otras bacterias
analizadas las cuales fueron agrupadas en las familias 1 y 2
respectivamente (la). Mientras el ualtimo gen descrito present6
identidad con la enzima aspartasa de Pseudomonas fluorescens (51) y con

otras aspartasas y fumarasas de procariontes.

El anélisis de la secuencia mencionada anteriormente también
indicé que los 4 genes estaban organizados como un probable operén
considerando que estaban orientados en la misma direccién, en el caso
de ansP, ansA y ansB estaban separados por menos de 100 pb. Para

determinar si los 4 genes se transcribian juntos realizaron experimentos
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de RT-PCR empleando oligonucleétidos que cubren la region de DNA
de ansPA, ansAB y ansPAB, los fragmentos obtenidos indicaron que
estos tres genes se encuentran organizados como una unidad
transcripcional y que el gen ansR no se cotranscribe con los genes
ansPAB ya que no obtuvieron productos de RT-PCR empleando

oligonucleétidos entre los genes ansRP y ansRPA (Fig. 2).
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[anskR > [_ansP [ ansA > ansB >

—* +—— PA
1997 2042

AB

Fig. 2. Analisis de RT-PCR del operén ans. Reaccion de PCR con RNA total aislado
de células de R. etli después de 18 hrs de crecimiento en MM con asparagina como
fuente de carbono y nitrégeno. Los oligonucleétidos empleados cubrian la
distancia entre los genes ansPA (fragmento de 945 bases), ansAB (699 bases) y
ansPAB (1938 bases). El tamafio de los productos de PCR se encuentran indicados
al lado derecho de la imagen. Control: reacciéon estandar del plasmido pAHZ12;

+RT: reacciéon de RT-PCR; -RT: control negativo, reaccion de PCR sin enzima RT
(36).
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Ademas de comprobar que los genes ansP, ansA y ansB forman
parte del operén asn y que el gen ansR se transcribe de forma
independiente del operén, se menciona que ansR contiene un motivo
hélice-vuelta-hélice entre los residuos 49-70, presente en represores
bacterianos de la familia GntR (36y 9). Los miembros de esta familia
actdan a nivel transcripcional uniéndose a secuencias palindrémicas
(sitio del operador) localizadas rio abajo de la secuencia del promotor
de los genes. En este sentido se localizo en la regiéon promotora del
operéon la secuencia TTGCTGACAGCTAT la cual presenta 44% de
identidad a la secuencia de unién de la proteina GntR localizada

dentro de la regiéon promotora del operén de gluconato de Bacillus

subtillis (10).

Ademas, se localizan las secuencias TGTCAG y TAGCA rio
arriba del probable sitio de inicio de ansP, a 8 y 73 pb
respectivamente; el andlisis de estds secuencias llevd a proponer que
estos elementos constituyen regiones conservadas similares a las

secuencias consenso -24 y -12 de los promotores bacterianos
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dependientes del factor sigma 54 (32), lo que sugeria que esa region
muy probablemente era el sitio de unién de la RNA Polimerasa para la

transcripcion del operén ans.

En conjunto los resultados anteriores les sugirieron que los genes
ansPAB se transcriben como un operéon y que el gen ansR
probablemente codifique para una proteina represora que tiene la
funcion de controlar negativamente la expresion del operén en

ausencia de asparagina en el medio de crecimiento.

IV. 2. PROTEINAS REPRESORAS HOMOLOGAS A AnsR.

El probable represor AnsR de Rhizobium etli es una proteina de
aproximadamente 28.5 KDa que presenta homologia con represores
bacterianos de la familia GntR en la regiéon N-terminal, que es la regién
donde se localiza el dominio de unién a DNA. De manera especifica,

este represor se encuentra dentro de la subfamilia FadR (44), en la cual
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los miembros que la componen presentan una regién N-terminal
homologa entre ellas, pero presentan una alta heterogeneidad en la
region C-terminal, que es la regiéon donde se localiza el dominio de

union del efector y el dominio de oligomerizacion.

Dentro de esta subfamilia se agrupan proteinas implicadas en la
regulacion de sustratos relacionados al metabolismo de aminoécidos o
a rutas de diversas vias metabdlicas como la de piruvato (PdhR),
glicolato (GlcC), galactonato (DgoR), lactato (LIdR), malonato (MatR) y
gluconato (GntR), todas éstas presentando sitios de unién en el
operador de sus respectivos genes; sin embargo, en algunas de estas
proteinas no existe una evidencia experimental que demuestre que el
represor se una a estos sitios (44). Es el caso de la secuencia de unién
del represor AnsR de Rhizobium etli (36), donde la comparacién con las
secuencias de los sitios de unién de los represores miembros de esta

subfamilia, mostr6 identidad en algunas de las bases de la secuencia y
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un arreglo estructural como secuencias invertidas repetidas
(TTGCTGACAGCTAT) (44); esta secuencia comparte con la el sitio de

unién del represor GntR de Bacillus subtilis (T TGTATACAAGTAT) un
64% de identidad (10), con los sitios de unién del represor de GlcC,
LIdR y PdhR comparte 29% de identidad, mientras que con el sitio de
unién del represor MatR de R. lequminosarum comparte un 35% de

identidad (44).

La proteina GntR, modelo de la familia de estos reguladores
transcripcionales, posee un motivo Hélice-Vuelta-Hélice (H-T-H) de
unién a DNA en la region amino terminal que le permite unirse a una
secuencia que consiste de dos hexdmeros invertidos separados por 4 pb
y que esta presente en las regiones regulatorias de todos los genes
inducibles por gluconato (41), esta molécula se une a GntR e inactiva
su union en los diferentes promotores de genes de la via de gluconato.
Es importante mencionar que GntR se une a dos diferentes sitios

dentro de la regiéon promotora del gen gntT y cuya afinidad se ve
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disminuida en presencia del inductor gluconato tal como sucede en
muchos otros sistemas regulados negativamente; ademas GntR
positivamente acttia sobre su mismo gen en presencia de AMPc y la

proteina CRP (38).

Por su parte FadR, otra de las proteinas de la familia, reprime
genes implicados en el metabolismo de acidos grasos en respuesta a la
unién de moléculas de Acil-CoA de cadena larga (56). En este caso
FadR se une como homodimero a un sitio tnico localizado entre la
posiciéon +1 a +17 relativo al sitio de inicio de la transcripcion de los
operones, por lo que su unién en ésta posicion causa la represion de los

genes, represion que se evita al adicionar los acidos grasos de cadena

larga acilados (Acil-CoA) (5 y 17).

En Rhizobium lequminosarum bv. trifolii se ha identificado y

caracterizado un regulador transcripcional del metabolismo del
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malonato, denominado MatR el cual se une a sitios similares a las

secuencias del sitio operador del gen gntT de Bacillus subtilis. Como

miembro de la familia GntR, presenta un dominio Hélice-Vuelta-Hélice
en la region N-terminal aunque como en el caso de los demas
miembros de esta familia el extremo C-terminal no presenta homologia
con ninguno de ellos. El operén mat presenta un promotor dependiente
del factor transcripcional de la familia de sigma 70 con una region -10 y
-35 consenso y en el que los sitios de unién de MatR esta localizado a -

46.5 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién (29).

Finalmente el regulador de Escherichia coli NanR es una proteina
que regula el metabolismo del &cido sialico y reconoce 3 secuencias
repetidas en tandem. Al igual que FadR, este regulador presenta un
dominio N-terminal HTH de tipo alado que le permite por un lado
contactar al surco mayor del DNA y por otro al surco menor lo que le
permite funcionar como una proteina ampliamente versatil (17), ya que

estas proteinas pueden unirse al DNA como mondémeros,
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homodimeros y heterodimeros. Un dato importante de este represor es
que para reprimir la expresion del operén requiere que las tres

secuencias en tandem se encuentren integras (23).

IV. 3. REGULACION DE ASPARAGINASAS EN OTROS

ORGANISMOS.

La actividad de la degradaciéon de asparaginasa se ha estudiado
en otras bacterias Gram negativas tales como Escherichia coli, Salmonella
enterica, Erwinia chrisanthemii y Pseudomonas, asi como en bacterias

gram positivas como Bacillus subtilis (18, 19, 20, 49 y 50)

E. coli posee dos asparaginasas; la asparaginasa I es constitutiva y
se encuentra en el citoplasma, mientras que la asparaginasa Il es una
enzima del periplasma. Esta Gltima es codificada por el gen ansB. La
regulacion de la expresion del promotor del gen ansB es co-
dependiente del activador transcripcional FNR (regulador

transcripcional que bajo condiciones anaerdbicas activa la expresion de
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un nimero de genes relacionados en el transporte de electrones) y de
CRP (cAMP receptor protein) y se encuentra también regulado por
anaerobiosis (19). Los genes que codifican para la asparaginasa Il y la
aspartasa no se encuentran organizados en operdn, pero se encuentran
coordinadamente inducidos bajo condiciones de crecimiento
anaerobio; ambas enzimas estdn involucradas en catabolizar
asparagina para proveer a la célula de fumarato, el cual es usado como

aceptor final de electrones (20).

La asparaginasa II de S. enterica es codificada por el gen ansA
ubicada dentro del operdén ansAB; esta enzima esta involucrada en la
degradacion de asparagina para proveer fumarato como aceptor final
de electrones durante la respiracion anaerobia. La regulacion de la
expresion de esta enzima se encuentra sujeta a represion catabdlica por
glucosa asi como bajo regulaciéon por anaerobiosis. El promotor de asnB
presenta sitios de unién a CRP y presenta cajas -35 y -10 consenso con

E. coli, por lo que este promotor es dependiente de sigma 70 (18).
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En B. subtilis al igual que en R. etli, la degradacion de asparagina
se encuentra coordinada por las enzimas asparaginasa y aspartasa
codificadas por los genes ansA y ansB respectivamente, organizados
en el operén ansAB (49). Este operdn se encuentra bajo fuerte represion
catabodlica por una fuente de nitrégeno como amonio y se induce en
presencia de asparagina y aspartato. Se ha propuesto que la funciéon
del operén es coordinar los niveles de las enzimas asparaginasa y
aspartasa para mantener el balance celular entre asparagina y
aspartato. Rio arriba del operén ansAB se encuentra el gen ansR que se
transcribe de forma independiente y en sentido opuesto al operén. A
nivel transcripcional el producto del gen ansR tiene la funcién de

actuar como un regulador negativo de la expresion del operén (50).
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V. JUSTIFICACION

La funcién del operén ans de R. etli es suministrar carbono y
amonio a la célula a partir de la degradacién de asparagina exdégena,
cuando no existe disponibilidad de otra fuente de carbono. En esta
condicién, la asparagina induce la expresiéon de los genes que la
metabolizan, pero su transcripciéon parece ser regulada de manera
negativa por la fuente de carbono como succinato, glucosa o glicerol
(15). Estad evidencia sugiere que la regulacion se da a mnivel
transcripcional de forma negativa por AnsR y es inducida por
asparagina, que muy probablemente se une al represor AnsR de
manera similar como sucede en miembros de la familia de los

reguladores transcripcionales GntR.

Este modelo de regulacion negativa, es similar a la regulacion del
operon del catabolismo de la asparagina en Bacillus subtilis, en el que la
asparagina induce su expresion, pero es regulada negativamente por la

fuente de carbono a través del represor AnsR.
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Por otra parte, estudios previos al analizar la secuencia de la
region intergénica ansR-ansP plantearon la existencia de dos regiones
conservadas homologas a las cajas -12 y -24 de E. coli, que sugerian que
la expresion del operéon era dependiente del factor sigma 54. Sin
embargo, ante la falta de un andlisis mas profundo de los elementos
del promotor que participan en la regulacién de la transcripcion del
operon se plante6 la necesidad de llevar a cabo diferentes estrategias

experimentales para conocer la regiéon importante para dicha funcion.

En este sentido, pocos estudios se han llevado a cabo sobre la
regulacién a nivel transcripcional de genes que participan en el
catabolismo de aminoéacidos en rizobiaceas, asi como de los elementos
en el DNA de los promotores que participan en dicho proceso. Por lo
tanto el presente trabajo contribuyé en el conocimiento de los
elementos que participan en la regulaciéon de la expresiéon del operén

de la L-asparaginasa.
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VI. OBJETIVOS

VI.1. GENERAL

e Determinar los elementos regulatorios de la expresion del operén

ansPAB de Rhizobium etli a nivel molecular.

VI. 2 PARTICULARES

e Identificar el sitio de unién de AnsR.

e Definir la region promotora del operén ans.

e Delimitar la regién minima de regulacion del operén ans.

e Definir el sitio exacto de inicio de la transcripcion del operén ans.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

VIL 1. BACTERIAS Y PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS.
Las cepas empleadas en este estudio fueron Rhizobium etli
fenotipo silvestre (WT) CE3 y R. etli AHZ7pAHZ11 cepa mutante en el
gen ansA complementada con el plasmido pAHZ11 (16). Estas cepas se
emplearon para los ensayos de determinacion del sitio de inicio de
transcripcion. La transformacion de las cepas de R. etli se realiz6 por
electrotransformacién de acuerdo al método de Garg et. al. (11). A
partir de células de Rhizobium etli crecidas en medio PY por 18 horas a
30° C se indculo medio Manitol-Extracto de Levadura (YEM)
suplementado con CaCl; 1.5 mM y FeCl; 0.003 mM para que quedaré a
una Asg inicial de 0.05, este cultivo se mantuvo en crecimiento por 72
horas a 30° C hasta una Ase entre 0.5 - 0.6. Las células obtenidas se

lavaron con medio fresco YEM y agua destilada fria y se preservaron

en glicerol al 10% a -80° C.
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Las cepas de Escherichia coli empleadas para las clonaciones y
subclonaciones fueron HB101 y  TOPI10F" (Invitrogen); en los
experimentos de sobreexpresion del represor AnsR se utilizé la cepa
BL21 DE3 (Novagen) que contiene el plasmido pPIRL (22). La
transformacién de estas cepas se hizo por métodos estdndares de

acuerdo a Sambrook y Russell (46).

VII. 2. CONDICIONES Y MEDIOS DE CRECIMIENTO.

Las cepas de Rhizobium etli se crecieron en medio PY de acuerdo
al método descrito en Huerta-Zepeda et. al., (15) o en Medio Minimo
(MM) (1). En medio MM se emplearon las fuentes de carbono y
nitrégeno, asparagina o succinato y amonio, respectivamente, a una
concentracion final de 10 mM. Para la selecciéon de transformantes se
adicion6 al medio gentamicina en una concentracion final de 15 pg ml-!

incubandose a 29 °C durante 20 h.
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Las cepas de E. coli antes mencionadas se crecieron en medio LB
o YT2X (46). Cuando se requiri6 se afiadi6 ampicilina a una
concentracion final de 200 pg ml?, acido nalidixico a 20 pg ml7,
tetraciclina a 10 pg ml?, gentamicina a 15 ug ml!, kanamicina a 30 pg

ml-, estreptomicina a 200 pg ml! y cloranfenicol a 34 pg mi-.

VI 3. PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS.

Los plasmidos y oligonucle6tidos empleados en el presente

estudio se enlistan en la tabla No. 1y tabla No. 2 respectivamente.
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Tabla No. 1. Lista de plasmidos construidos y empleados en este estudio.

PLASMIDOS DESCRIPCION REFERENCIA

Gen ansR (820 pb) de Rhizobium etli clonado en el Este trabajo

pAM-AnsR vector de expresion pTrcHisA (Invitrogen).
Plasmido derivado de pLAFR1 que contiene un

pAHZ11 fragmento de DNA de 18-kb que complementa a la 16

cepa mutante AHZ7. Empleado como templado para
las reacciones de PCR.

pAM18-FC Derivado de pUCI18 que contiene un fragmento de Este trabajo

DNA de 235 pb de la region promotora del operén
ans.

Derivado de pUCI18 que contiene un fragmento de

PAM18-MUT35 DNA de 235 pb; la region -35 presenta una mutacion Este trabajo
que introduce el sitio Xhol.
PAMS3-FC Derivado de pBBMCS53 que contiene un fragmento de Este trabajo
DNA de 235 pb de la region promotora del operén ans.
PAMb53-70 Derivado de pBBMCS53 que contiene un fragmento de Este trabajo
DNA de 169 pb de la region promotora del operén ans.
PAMb53-110 Derivado de pBBMCS53 que contiene un fragmento de Este trabajo
DNA de 128 pb de la region promotora del operén ans.
PAMbS3-MUT35 Derivado de pBBMCS53 que contiene un fragmento de Este trabajo
DNA de 238 pb que proviene de pAM18-MUT35
Derivado de pBBMCS53 que contiene un fragmento de
PAMS3-INV DNA de 235 pb que proviene de pAM18-FC; la fusion Este trabajo
del DNA se encuentra en posicién invertida respecto al
gen uidA.
Vector derivado de pBBRIMCS-5 que carece de
pBBMCS53 promotor y el sitio multiple de clonacién se encuentra 12
unido al gen reportero uidA, Gm*
pUC18 Vector de clonacién con alto ntimero de copias. 58
pPIRL Vector que contiene clonados los genes que codifican
para los tRNAs de los aminoéacidos, prolina, leucina, 22
isoleucina y arginina.
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Tabla No. 2. Lista de oligonucleétidos empleados en este estudio.

OLIGO
NUCLEOTIDOS

DESCRIPCION Y
SECUENCIA

REFERENCIA

AnsR1

CCGGGATCCGGCTGCGCTGC
Empleado para amplificar ansR.

Este trabajo

AnsR2

CGGAATTCGAGGCTGCGTCTATGG
Empleado para amplificar ansR.

Este trabajo

pUC21 forward

GTAAAACGACGGCCAGT
Empleado para secuenciar fragmentos de DNA
clonados en pPBBMCS53.

42

gus lw2 reverse

ATGACCATGATTACGCCAAGC
Empleado para secuenciar fragmentos de DNA
clonados en pPBBMCS53

42

FUSCOMP

CTCGAATTCCCTGAAGCCTTGCTCG
Usado para la construccién de pAM53-FC.

Este trabajo

FUSDEL70

CTCGAATTCGAACGAAACACTCTTGACGG
Usado para la construccion de la mutante
PAMb53-70.

Este trabajo

FUSDEL110

CTCGAATTCCAAACCTGTCAGACCGC
Usado para la construccion de la mutante
pAMb53-110.

Este trabajo

AnsRFUSREV

GTCGGTACCTCGGTTCTGGTGGATTCC
Empleado para la construccion de pAMS53-FC,
pAMS53-70 y pAM53-110

Este trabajo

MUT35FC

CGAACGAAACACTCCTCGAGGATGCGCA
TCTCTCC
Usado para la construcciéon de pAM53-MUT35*

Este trabajo.

MUT35FCREV

GGAGAGATGCGCATCCTCGAGGAGTGTT
TCGTTCG

Empleado para la construccion de pAMS3-
MUT35.

Este trabajo.

PROMANS1

CCCGCTTCCCTTTCACTG
Empleado para la amplificacion de la region
promotora usada como sonda en la
determinacion del sitio de inicio de la
transcripcién del operén ans.

Este trabajo.

PROMANS2

GCATAGACCAGCACAAGTGC
Empleado para la amplificacién de la region
promotora usada como sonda en la
determinacion del sitio de inicio de la
transcripcién del operén ans.

Este trabajo.

e La secuencia subrayada del oligonucle6tido MUT35FC y MUST35FCREV
indican las bases mutadas respecto a la secuencia silvestre.

Angélica Moreno Enriquez.
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VIL. 4. SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA AnsR.

Para sobreexpresar al represor AnsR se realiz6é una amplificacion
por PCR con la enzima Taq polimerasa High-Fidelity (Invitrogen)
empleando los oligonucleétidos AnsR1 y AnsR2 (Tabla No. 2) y como
templado el plasmido pAHZ11. Las condiciones del PCR fueron: 95°
por 2 min, seguido por 35 ciclos a 95° 30 seg., 62° 45 seg., 72° 1 min. Se
obtuvo un fragmento de 820 pb que corresponde al gen ansR que fue
purificado por agarosa de bajo punto de fusién (LMP) y se cloné en el
plasmido de sobreexpresion pTrcHisA (Invitrogen) con los sitios de
restriccion BamHI-EcoRI para obtener el plasmido pAMAnNsR, el cual

se transformo en la cepa BL21 DE3 pPIRL.

La cepa transformada creci6 durante 18 hrs en medio LB
suplementado con ampicilina a 200 pg ml! y cloranfenicol a 34 pg ml-;
1ml del cultivo se transfirié a 250 ml de medio fresco incubandose a

30°C hasta alcanzar una Asgs de 0.6. Para inducir la expresion de la
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proteina AnsR se afiadié IPTG a una concentracién final de 0.5 mM,

siguiendo la incubacién durante 4 horas.

VII. 5. PURIFICACION DE LA PROTEINA AnsR POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

Las células inducidas fueron colectadas por centrifugacion a 5000
rpm por 10 minutos y se resuspendieron en 20 ml de buffer de lisis
(Tris HCL 50 mM pH 8.0, NaCl 0.4 M, EDTA 2 mM y PMSF 1 mM)
para lisarlas por sonicacion. El extracto celular obtenido se centrifugé a
10 000 rpm por 20 minutos a 4°C, se recolect6 el sobrenadante en frio y
se filtr6 con membrana de 0.22 pm de tamafio de poro. El sobrenadante
tiltrado se pas¢ a través de una columna preempacada de 5 ml Hi-Trap
Chelating (Amersham Biosciences) cargada con Ni* y equilibrada con
buffer de lisis. Las elusiones se realizaron en un gradiente de imidazol
de 40 a 500 mM, cuantificando la concentracién de proteina por el
método de Bradford y se utilizé 20 ug de proteina para correr geles de

acrilamida al 10 % en condiciones desnaturalizantes.
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VII. 6. CONSTRUCCION DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES
ansp::uidA.

Para determinar la regién minima requerida para la transcripcion
del operén ans se realizaron fusiones transcripcionales de diferentes
longitudes de la regiéon promotora del operén y el gen reportero uidA
que codifica para la enzima B-glucuronidasa contenido en el plasmido
pBBMCS53 (12). Los diferentes fragmentos de la regiéon promotora se
obtuvieron por PCR con la DNA Polimerasa Platinum Taq High
Fidelity (Invitrogen), empleando como templado el plasmido pAHZ11
y los oligonucledtidos FUSDEL70, FUSDEL110, FUSCOMP vy
AnsRFUSREV (Tabla No. 2). Los primeros 3 oligonucleétidos se
disefiaron para introducir el sitio de restriccion EcoRI en el extremo 5°
del fragmento amplificado, mientras que el ultimo oligonucledtido
(antisentido), localizado dentro de los primeros 27 nucleétidos de la
region codificante del gen ansP, fue disefiado para introducir el sitio de

restriccion Kpnl. Todas las reacciones de amplificacion utilizaron el
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mismo oligonucleétido antisentido como primer (Tabla No. 2, Figura

No. 3).

Los fragmentos amplificados por PCR tienen un tamafio de 235
pb, 169 pb y 128 pb, se clonaron en el plasmido pBBMCS53, obteniendo
los plasmidos pAMS3-FC, pAMS53-70 y pAM53-110, respectivamente
(Tabla No. 1). Las condiciones de amplificacion para los fragmentos de
235 pb y 169 pb fueron las siguientes: 95° 2 min, seguido de 30 ciclos de
95° 30 seg., 60° 45 seg., 68° 1 min. Para el fragmento de 128 pb las
condiciones fueron: 95° 2 min, seguido de 30 ciclos de 95° 30 seg., 63° 45

seg., 68° 1 min.

El plasmido mutante pAMS3-INV se construy6 utilizando el
fragmento de DNA de 235 pb, el cual se clon6 en el vector pUC18 (58)
con los sitios de restriccion EcoRI-Kpnl (pAMI18-FC); el fragmento

EcoRI-Xbal del plasmido pAM18-FC fue subclonado en pBBMCS53

digerido con los mismos sitios para obtener la construccion pAMS53-

Angélica Moreno Enriquez. 42
Maestria en Ciencias Biologicas.



Regulacion transcripcional del operén de la asparaginasa II de Rhizobium etli.

INV. Los plasmidos resultantes fueron transformados en R. etli como
previamente se describié. Todas las construcciones obtenidas fueron
secuenciadas mediante un secuenciador automatico ABI PRISM 310
Genetic Analyzer de Perkin-Elmer en la Unidad de Biologia Molecular

del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

VIL. 7. MUTAGENESIS SITIO DIRIGIDA.

Para obtener la mutacién de la regién -35 del promotor ansPAB,
se realizd mutagénesis sitio dirigida segtin el método de “Quik-Change
Site-Directed Mutagenesis” (Stratagene), empleando  los
oligonucle6tidos complementarios MUT 35FC y MUT35FCREV (Tabla
2) y el plasmido pAM18-FC como templado. Las condiciones en las
que se realiz6 la mutacién fueron las siguientes: 95° 1 min, seguido de
25 ciclos de sintesis a 95° 1 min., 60 ° 30 seg. y 68° 5 min. La mutacién
introdujo el sitio de restriccion Xhol, cambiando la regién -35 de
CTTGAC a CCTCGA, comprobada por andlisis de secuencia (como se

indic6 arriba). El fragmento mutante fue subclonado en el plasmido
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pBBMCS53 digerido con EcoRI-Kpnl. El plasmido resultante pAMS53-

MUTS35 fue transformado en R. etli como se describi6é previamente.

VII. 8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE B-
GLUCURONIDASA.

Para determinar la actividad del gen reportero en las fusiones
transcripcionales se realiz6 lo siguiente: las cepas se inocularon en un
precultivo en medio PY durante 18 horas, posteriormente se inocularon
a D.O.sp de 0.05 en MM suplementado con asparagina 10 mM vy
gentamicina a 15 pg ml?, durante 24 horas; se tomaron muestras a
intervalos de 4 horas las cuales se lavaron 2 veces en MM cloramfenicol
100 pl ml1. Para permeabilizar las células se agregd un ml de MM+SDS
al 0.1% y 60 pl de cloroformo, el ensayo se realizé6 como indica Lessard
(21).

La actividad de B-glucuronidasa se determiné por método
colorimétrico empleando p-nitrofenilglucurénido (SIGMA) como
sustrato de la reaccion, cuantificando la formacién de p-nitrofenol a

450 nm en un rango de 0 a 90 minutos a una temperatura de 37°C. Los
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ensayos se realizaron por triplicado de forma independiente
reportando la actividad especifica de B-glucuronidasa (nmoles p-
nitrofenolmin 1 mg prot?). La concentracion de proteina total se

determiné por el método de Lowry (46).

VII. 9. DETERMINACION DEL SITIO DE INICIO DE LA
TRANSCRIPCION.

Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion se realizaron
los experimentos de proteccion contra nucleasa S1. Para esto se disefi6
una sonda de 371 pb obtenida mediante amplificacion por PCR
empleando los oligonucle6tidos PROMANS1I y PROMANS2 (Tabla
No. 2), como templado el plasmido pAHZ11 y DNA Polimerasa Taq
Platinum (Invitrogen). El oligo PROMANS?2 se marcé radioactivamente
con [y32]ATP (Amersham) usando la polinucleétido cinasa de T4
(Invitrogen) para obtener un producto de PCR marcado por el extremo
3°. Las condiciones del PCR fueron las siguientes: 95° 2 min, seguido
por 30 ciclos de 95° 1 min, 55° 30 seg. y 70° 45 seg. El fragmento

marcado fue purificado por gel de agarosa de bajo punto de fusion.
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Por cada ensayo de protecciéon contra nucleasa S1 se hibridaron
10° c.p.m. Cerenkov de la sonda con 50 pg de RNA total obtenido y
purificado por métodos estandares (25). La hibridacion se realiz6 en 20
ul de buffer de tricloroacetato de sodio (34) por 5 hr a 45 °C después de
una breve desnaturalizacion a 65 °C por 10 minutos. La digestiéon con
la nucleasa S1 se llevé a cabo a 37 °C por 45 minutos. El procesamiento
de las muestras y las condiciones de la electroforesis de los fragmentos
protegidos en  gel  desnaturalizante @ de  poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida, 29:1), se realizé6 como se describe en Servin-
Gonzalez et. al. (48). Los fragmentos protegidos se corrieron en paralelo
con la secuencia obtenida con el mismo oligonucle6tido marcado
empleado para la obtencién de la sonda y el plasmido pAHZ11 como
templado. Las reacciones de secuenciacion del DNA se realizaron con
Termosequenasa Cycle Sequencing Kit (USB), en las cuales la mezcla

del nucleétido 7-deaza-dGTP fue sustituido por el correspondiente

nucleétido dGTP.
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VIII. RESULTADOS

VIIIL I. EXPRESION DEL REPRESOR AnsR.

Datos presentados en otros estudios mostraron que los genes
ansP, ansA y ansB son co-transcritos a partir de una sola unidad
transcripcional (operén ans) y que rio arriba de este operén se
encuentra el gen monocistrénico asnR. En estos estudios se mostr6 que
los tres primeros genes codifican para las proteinas que participan en
la internalizacién y catabolismo de asparagina, mientras que el cuarto
gen localizado rio arriba de los anteriores probablemente codifica para
el regulador de la expresion del operén (AnsR) (36). La region
intergénica entre ansP y ansR present6 dos probables sitios
conservados, uno para la unién del represor AnsR y otro para la unién
de la subunidad o de la RNA polimerasa, éste tultimo con una
estructura y secuencia parecida a las regiones consenso -12 y -24 de E.

coli. La region -24 con secuencia TGTCAG fue idéntica en 4 posiciones
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y la region -12 con la secuencia TAGCGA fue idéntica solo en tres

posiciones (36).

Considerando lo anterior se llevé a cabo una estrategia para
determinar si la secuencia sefialada como el sitio de unién del represor
era el blanco del posible regulador transcripcional AnsR. Para lo cual
se amplificd y clond el gen ansk en el vector de expresion pTrcHisA
obteniendo el plasmido pAMAnNsR y se transformé en células de E. coli
BL21 DE3pPIRL para sobreexpresar la proteina His6-AnsR de peso
aproximado de 28.5 KDa y purificarla por cromatografia de afinidad en

condiciones nativas.

Después de probar diferentes condiciones para la induccién de la
expresion del represor, dentro de los que se puede mencionar la
disminuciéon de la temperatura de induccién, diferentes
concentraciones de inductor IPTG, diferentes tiempos de induccién y

diferente densidad celular previa a la induccién, no se logré
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sobreexpresarla. El andlisis de extractos celulares en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida no mostraba una proteina de peso
cercano a los 28 kDa, ni siquiera al analizar las diferentes fracciones
obtenidas del gradiente de elusién de la columna cromatogréfica. Un
dato interesante que se puede mencionar es que las células
transformadas con el plasmido pAMAnsR presentaban poco
crecimiento muy probablemente causado por la toxicidad de Ia
proteina AnsR previo a la induccién y de manera mas evidente una vez
inducida su expresion. Cabe mencionar que la regiéon de DNA que
codifica a ansR clonado en el vector de expresion fue secuenciado 3

veces en ensayos independientes.

Debido a los resultados anteriores no se logré obtener el represor
purificado y por lo tanto no se pudo determinar su sitio especifico de
unién en el promotor del operén. Por ello se planted una estrategia

enfocada a determinar la presencia de elementos regulatorios presentes
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en esta region y con ello determinar si la expresiéon del promotor es

dependiente del factor sigma 54 de la RNA polimerasa.

VIIL 2. DETERMINACION DE ELEMENTOS REGULATORIOS EN

EL PROMOTOR DEL OPERON ans.

Para determinar la presencia de otros elementos regulatorios en
el promotor del operén ans que son importantes para su expresion se
llevé a cabo un andlisis de la region del DNA que se encuentra rio
arriba del gen ansP. Para ello, se realizaron amplificaciones por PCR
que eliminan diferentes fragmentos de DNA en la region intergénica
ansR-ansP como se menciona en métodos, fusiondndolos al gen
reportero uidA, que codifica para la enzima B-glucuronidasa, contenido
en el vector pBBMCS53 (promoterless) (Fig. No. 3). La primera
mutante obtenida (pAMS53-70) se construy6 con un fragmento de DNA

que presenta una delecién de 70 pb localizada 51 pb rio arriba del sitio
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de inicio de la transcripcion. Mientras que la mutante pAMb53-110 se
construy6 con un fragmento de DNA que presenta una delecién de 110
pb localizada 11 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripciéon. En
el caso de la mutante pAMS3-INV contiene el fragmento de 235 pb
clonado en posicién inversa respecto a la region intergénica silvestre.
Por su parte el plasmido pAMS3-FC contiene la regién intergénica
silvestre y fue la construccién empleada como control positivo. Estos
plasmidos se transformaron en la cepa de R. etli CE3; la expresion de
las fusiones transcripcionales se cuantifico6 en lisados de células

crecidas en MM con L-asparagina a las 16 horas de crecimiento.

Los resultados concentrados en la Figura 4, muestran los datos de
la actividad enzimatica de las fusiones transcripcionales a las 16 horas
de crecimiento celular en relacién a las diferentes deleciones realizadas.
La mutante pAMb53-70, que presenta una deleciéon de 69 pb en la regiéon
promotora, tuvo una actividad de B-glucuronidasa de 8816 nmoles

min” mg de proteina, nivel similar a los presentados por la cepa que
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contiene el pldsmido con la regiéon promotora completa pBB53-FC;
8195 nmoles min! mg! de proteina. Con respecto a las mutantes
pAMS53-110, que presenta una delecion de DNA de 110 pb en la region
promotora y pAMS53-INV, que presenta la regién intergénica ansR-ansP
en posicion invertida, ambas presentaron una actividad baja a niveles
similares a la cepa que contiene el vector pMCSBB53 (981, 797 y 761
nmoles min! mg?! de proteina, respectivamente). Estos resultados
sugieren que las 40 pb de diferencia entre las mutantes pAMb53-70 y
pAMS53-110 existen elementos indispensables para la activacion del
promotor. A pesar de que la mutante pAMb53-110 adn conserva
integras los sitios -12 y -24 sugeridos por Ortufio-Olea y Duran-Vargas
(36) como los sitios de reconocimiento para el factor 654 de la RNA
polimerasa, la actividad de B-glucuronidasa se ve abatida. Asimismo,
el plasmido pAMS53-INV muestra que la expresion del operén depende
de la direccién y posicion de la regiéon promotora respecto a la

direccion de transcripcion del operén.
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Fig. 3. Region intergénica entre los genes ansR-ansP del operén ans. Fragmentos
amplificados para generar las diferentes deleciones de la regién promotora; las
flechas solidas representan los oligonucle6tidos empleados para amplificar
diferentes fragmentos, las flechas punteadas se refieren a los oligonucle6tidos que
amplifican el fragmento de DNA usando para el mapeo de alta resolucion. Se
indica en barra sélida los probables sitios -12 y -24 para sigma54 y encerrado en
rectangulo la probable caja AnsR.
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Fig. 4. Actividad de B-glucuronidasa de las cepas mutantes. Efecto de las
deleciones sobre la actividad de la B-glucuronidasa, determinado después de 16
horas de crecimiento. Los resultados corresponden al promedio de 3 cultivos
independientes. Se muestra el inserto contenido en el plasmido pBBMC53 asi como
los sitios de las enzimas de restriccion empleadas para la construccion de los
diferentes plasmidos. A la derecha del esquema se muestran los valores de la
actividad enzimatica.
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VIIIL. 3. DETERMINACION DEL SITIO DE LA TRANSCRIPCION

DEL OPERON ans.

Los resultados anteriormente mostrados sugieren que en la
region de 40 pb deletadas en la mutante pAMS53-110 respecto a
PAMS3-70 estan presentes elementos indispensables para la activacion
del promotor que favorecen la expresion del operén. Aunque la
mutante pAMS3-110 mantiene los sitios de uniéon para el
reconocimiento del factor sigma 54 de la RNA polimerasa se abate la
actividad enzimatica hasta los niveles de la cepa silvestre, por lo que en
la region de 40 pb se encuentran los elementos que probablemente
puedan funcionar como sitio de unién de una proteina que permita a la
RNA polimerasa isomerizar de complejo cerrado a complejo abierto y
permitir la transcripcion del operén (53). Debido a lo anterior se
determiné el sitio de inicio de la transcripciéon del operén mediante el

ensayo de alta resolucién por proteccion contra nucleasa S1.
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Para realizar lo anterior se obtuvo RNA total de la cepa silvestre
R. etli CE3 y R. etli AHZ7pAHZ11, a las 16 horas de crecimiento de las
células en los diferentes medios como se indica en Material y Métodos.
Los ensayos de proteccion mostraron que en ambas cepas el sitio de
inicio de la transcripcién del operén, es decir la posicion +1, se
encuentra en el nucleétido G a 33 pb rio arriba del probable sitio de
unién de AnsR, justo dentro de la regién -24 sugerida por Ortufio-Olea
y Duran-Vargas (36) como el sitio de unién del factor sigma 54 (Fig.
No. 5A carriles 4 y7). Con estos resultados se procedié a analizar la
secuencia rio arriba del inicio de la transcripcion, encontrando a 8 pb
rio arriba respecto de la posicién +1 la secuencia TCTATT y a 17 pb de
ésta la secuencia CTTGAC, elementos que tienen consenso con los
sitios -10 y -35, respectivamente, para promotores de R. etli
dependientes del factor sigma 70 (SigA) lo que indica que en esas 40 pb
se encuentra en el promotor del operén ans y no secuencias de union
de proteinas reguladoras para la activacion de la transcripcion

dependientes del factor sigma 54. La region -35 identificada (CTTGAC)
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present6 consenso exacto con la region -35 reportada para promotores
de R. etli (CTTGAC), mientras que la secuencia de la regiéon -10
(TCTATT) presenta consenso de 3 bases con la region -10 (TATNNT)
reportada para R. etli. La distancia entre los sitios -10 y -35 también es
un elemento que se encuentra conservado en el promotor identificado
(17 pb), lo que coincide con la distancia que presentan diversos
promotores regulados por siga 70 de R. etli (N 16-23 pb). Asi mismo la
distancia entre el sitio de inicio de la transcripciéon y el sitio -10

concuerda con lo reportado para estos promotores (6 a 9 pb) (42).

Con este experimento se demuestra que los sitios -12 y -24 no son
funcionales y que el promotor del operén asn es dependiente de sigma

70 y no de sigma 54como se propuso en trabajos anteriores.

Adicionalmente a la identificaciéon de los sitios de inicio de la
transcripcion se probaron diferentes condiciones de crecimiento de las

cepas, en las que se observa que la expresion del operén a nivel
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transcripcional se induce por la asparagina cuando esta presente como
tnica fuente de carbono y nitrégeno. Cuando la cepa de R. etli CE3
crecié en medio PY o MM con succinato y amonio, la transcripcion del
operén se vio reprimida respecto a cuando creci6 en MM con
asparagina (Fig. No. 5A, carriles 2, 3y 4), lo que sugiere la existencia de

represion catabodlica a nivel transcripcional por la fuente de carbono.

Cuando la cepa de R etli AHZ7pAHZ11 creci6 en PY no se
observé transcripcion, resultado que concuerda con lo obtenido para la
cepa CE3 (Fig. 5A, linea 5). Sin embargo, cuando creci6 en MM con
succinato y amonio a diferencia de lo observado con la cepa CE3 se
observé transcripciéon del operdn (Fig. 5A, linea 6), aunque a niveles
inferiores de cuando crece tinicamente en presencia de asparagina (Fig.
5A, carril 7). Adicionalmente, se observé que en presencia de
asparagina, esta cepa present6 un nivel de transcripcién incluso varios

ordenes de magnitud mayor respecto a la cepa CE3 crecida en las
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mismas condiciones, lo que confirma que la asparagina es el inductor

de la expresion del operén asn.

Es importante sefialar que la expresion del operén observada en
la cepa AHZ7pAHZ11 cuando crecié en presencia de succinato y
amonio pudo deberse a que la represion catabdlica bajo estas
condiciones no es suficiente para reprimir totalmente la transcripcion,
resultado que coincide con la actividad enzimatica detectada de
asparaginasa II cuando la cepa se encuentra en una mala fuente de
carbono como succinato (15), ya que en un medio rico como PY se

encuentra totalmente reprimida la expresion del operén ansPAB.

La figura 5B resume los elementos determinados por el
experimento de protecciéon contra la nucleasa S1, en la que se observa
el sitio +1 y curso abajo de éste el probable sitio de unién de AnsR y

hacia arriba las regiones consenso -10 y -35.
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VIIL 4. EVALUACION DE LA IMPORTANCIA DE LA REGION -35

EN EL PROMOTOR.

Para confirmar que la region -35 identificada es funcional y es el
sitio donde se une el factor sigma 70, se examind el efecto de la
mutacion en esta regién sobre la expresion de la fusion transcripcional
ansP:uidA (Fig. 4). Para esto, se realiz6 mutagénesis sitio dirigida para
cambiar 4 nucleétidos de la secuencia silvestre CITGAC a CCTCGA
usando como templado el plasmido pAM18FC que contiene la regién
promotora silvestre, el fragmento obtenido fue subclonado en el vector
pBBMCS53 (pAMS53-MUT35). Los experimentos para cuantificar la
actividad de B-glucuronidasa en esta mutante mostraron un nivel de
expresion similar al de la cepa CE3-pMCSBB53. Este resultado indica
que la region -35 identificada en este promotor es un elemento
importante para la transcripciéon del operén y que la integridad de su

secuencia se requiere para la transcripcion del operon.
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Fig. 5. A) Mapeo de alta resolucion por nucleasa S1 de los transcritos obtenidos en las
cepas de R. etli y la mutante AHZ7. Los triangulos en negro indican la banda que
corresponde a los transcritos de la fusiones, mientras que los triangulos en blanco indican la
posicion de la sonda no digerida. Carril 1. sin RNA; carril 2. R. etli CE3 en medio PY;
carril 3. R. etli CE3 en MM +succinato y NHg; carril 4. R. etli CE3 en medio MM-
asparagina. carril 5. R. etli AHZ7pAHZ11 en medio PY; carril 6. R. etli AHZ7pAHZ11 en
MM-succinato y NHy; carril 7. R. etli AHZ7pAHZ11 en MM-asparagina. Carriles A,C,G,T,
constituyen la reaccion de secuencia de la region promotora. B). Region promotora del
operdn ans donde se muestra la posicion +1 y las cajas -10 y -35 consenso de promotores
dependientes de sigma 70 de R. etli.
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IX. DISCUSION

En el presente estudio se analiz6 la regiéon promotora del operén
ans de Rhizobium etli determinando algunos elementos de la region
intergénica que son importantes para su expresion. Anteriormente, se
habia identificado por andlisis de la secuencia la presencia de las
regiones -12 y -24 con consenso respecto a promotores dependientes
del factor transcripcional sigma 54 de E. colii (36); sin embargo, falto
demostrar experimentalmente que estos sitios eran funcionales e

importantes para la transcripcion del operén.

Los resultados del presente estudio claramente muestran que la
expresion del promotor es dependiente del factor sigma 70 (sigA) de
Rhizobium etli en vez del factor sigma 54. Esta conclusion se apoya en
los experimentos in vivo en los que se eliminaron diferentes fragmentos
de la region intergénica ansP-asnR pero sin afectar las probables
regiones -12 y -24 del promotor. En este sentido se observé que el

fragmento de 40 pb rio arriba del probable sitio -24 contiene los
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elementos necesarios para regular la transcripcion, ya que en presencia
de esta region la expresion del operén se mantiene a niveles similares a
los encontrados en el promotor silvestre, pero sin ella se observa una
disminucién drastica en la actividad enzimatica de B-glucuronidasa.
Cabe mencionar que experimentos previos con la cepa CE3 y CE3
AHZ7 donde se cuantificé actividad de asparaginasa, mostraron que
en cualquier fuente de carbono diferente a asparagina la actividad
enzimdtica es muy baja o casi nula, lo que hace suponer que las
probables regiones -12 y -24 no son funcionales en ninguna fuente de

carbono o nitrégeno (16).

Para confirmar lo mencionado anteriormente, fue necesario
determinar el sitio de inicio de la transcripcién para realizar un analisis
de la secuencia rio arriba de éste. Los experimentos realizados
mostraron que el sitio de inicio de la transcripcién es el nucleétido
guanina (G) ubicada dentro del hexdmero de la regién -24 (TGTCAGQG).

Rio arriba de este nucleétido a 8 pb se identific6 la secuencia TCTATT
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y a 17 pb de esta ultima la secuencia CTTCAG, las cuales estan
conservadas respecto a las regiones -10 y -35 respectivamente, para
diversos promotores dependientes de sigma70 de Rhizobium etli (42).
Ademas la distancia que hay entre el sitio de inicio de la transcripciéon
y la region -10 asi como la distancia que hay entre la regién -10 y -35
corresponden a caracteristicas reportadas para diversos promotores de
R. etli (32) (Fig. 6). La funcionalidad e importancia de uno de estos
elementos fue determinada mediante la evaluacion del efecto de
mutaciones sitio dirigidas en la caja -35, sobre la expresion de la
enzima f-glucuronidasa; los resultados mostraron la importancia de la
region -35 para la actividad transcripcional del operén y que estos
cambios disminuyen completamente la actividad enzimaética de (-

glucuronidasa.
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GEN -35 -10

1. ansP AAACACTICTTGAQGGATGCGCA - - - - - - - TCTCTCCATCTIATIEC - - - - AAACCTG
2. repA AAAACCCOITIGCTCAAAATGCA- - - - - - - GAATCGGAICTAATAG- - - - - CTAGTG
3.ctRNA  AAAGACTCITGACGAGGATTCG --- - - - AGGAAATGOGATTCIGT -- - - - - TCTTG
4.recA  ----- CCTATTGCGGGAATGGAA - - - - - CAAATGGGGTACAAALT- - - - - - CGACA
5. lipA -TTATTTCIGTGACGGGTTTCCTTGGCGCCTGCCTGC ---CTTGCGCG
6.thiC CTTGACACAAGAGACGCTCCGGTETTTGATIGGCGACCATTCACC - - - -AGGGGTG
7. nifR -AGCCCCOTTGGCAAAGCCATG - - - - - GATCTGTGGOTAAAAATTA - - - - - - - ATGCA
8. nifR CAGTTCTAiGCCTGAAA ------- GATAATCATTIGATT - - - - - GCAAGAA
9. sigA -CAAAAGCTTGACGAGAACAAA - - - - - - - AAATGTGGGAATCACCG - - - - - TTCGAC
10. Eda GTTTTATCTCGACAAGGTTCGG- - - - - - CGAGGGCGTTATTCGGG - - ---- - - - AT
11. engB -TGAAAGCTTGACATCCGCCCG - - - - - TAAAACCACGAAGCCGAC - - - - - - - AGAA
12.16S -ATGGCTGTTGACTTAGAAAAG - - - - - GGGTTGGTTCTATAAGCC - - - - - CACTCA
13.hemC  TTCATTCATTGCGATGGAACGG - --- - - AAACCCGTTTACGAGAA - - -TTCCGGT
14. clpP -GCGTGTCTTGAAGAGGAGGGC - - - - AGGGACACTCTATGTAGG ------ - GATA
15.rpoH1 ~ CGGCACCTTGAACCGCCCTTT ------- CGCCATACTTATCTGTA - - - - - TATGGA
16. aroG - ATTCTGCGTGACAACGGAAGG - - - - - CCGCCACGCTAAACACG - - - - - - CCGCA
17. ureA -TTCCGTCTTGCGCAATGGTGC - - - - - GCCTGTGCCGAAAGTCT - - - - - - GGAAT
18. pfs TTCGACGTTAAACTGACACAG - - - - - - CAGCACGGCATCCTGC - - - ATGCGGGC
19. cycH -TTGGCAGTTGGAATAGGCGTG- - - - - - CGCTTCACGTATTTGGG - - - - - CCGATA
20. rpsP TCCTGAACTTCGTCATCAAGGA - - - - AGTCATCCGGCATCATGA - - - - - - - - - - GC
21. ispB TTCACCTCTTGCCGCGTCCATC - - - - - - GCCCCTTTCTATTGTCA - - ---- GCTGCA
22.exoR2 ATACCGGTTTGGTCACATTTGC - -TATTTACGAATCCGATAACGG - - - - - GGGGAA

CTTGAC Ni6.23 TATNNT N 3.10

Fig 6. Alineamiento de la regiéon promotora del operén asn (1) con otros
promotores de Rhizobium identificados experimentalmente (2 - 8) asi como
promotores identificados usando el software WCONCENSUS versién vbc. (9 22).
Se observan que el promotor del operén ans alinea con las 6 bases del hexdmero
consenso de la region -35, mientras que para el hexamero consenso de la regién -10
solamente alinea con 3 bases; la distancia entre las 2 regiones (17pb) también se
encuentra dentro de la distancia consenso asi como la distancia entre la region -10
y el inicio de la transcripcioén, que inicia en el nucleétido G como en varios de los
que se presentan. 1, ansP operdn ans R. etli; 2, repA proteina RepAD; 3, ctRNA
Regulador de RNA antisentido; 4, recA recombinasa A; 5, lipA sintetasa de acido
lipéico; 6, thiC biosintesis de tiamina (thiCOGE); 7, nifR regulacion de nitrégeno de
R. leguminosarum; 8, nifR regulaciéon de nitrégeno R. leguminosarum; 9, sigA factor
sigma?70 de la RNApolimerasa; 10, Eda aldolasa KHG-KDPG; 11, engB proteina de
uniéon a GTP; 12, 16S rRNA RNA ribosomal 16S; 13, hemC deaminasa de
forfobilinogeno; 14, clpP proteina ClpP proteasa proteolitica dependiente de ATP
subunidad 2; 15, rpoH1 Factor sigma 32 de la RNApolimerasa; 16, aroG fosfo-2-
dehidro-3- deoxiheptonato aldolasa; 17, ureA ureasa subunidad gama; 18, pfs
nucleosidasa P46, 19, cycH citocromo C; 20, rpsP proteina ribosomal 30S; 21, ispB
octafrenil bifosfato sintasa;, 22. exoR2 Regulador negativo de la produccién de
exopolisacaridos. Tomado de Ramirez - Romero et. al. {42).
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Rhizobium etli puede utilizar asparagina como tnica fuente de
carbono y nitrégeno a través de la acciéon de L-.asparaginasa y de L-
aspartasa. En el caso de la asparaginasa Il se encontr6 que ésta es
regulada positivamente por la asparagina y negativamente por la
fuente de carbono, no estd regulada por la cantidad de oxigeno
disuelto en el medio ni por represion catabdlica por nitrégeno, aunque
se detecta baja actividad de asparaginasa cuando las células crecen en
presencia de succinato y amonio (15). Los resultados obtenidos por el
mapeo muestran que, en R. etli CE3 la expresion del operén a nivel
transcripcional es inducida por la asparagina y es regulada
negativamente por la fuente de carbono, tanto en medio PY como en
MM con succinato y amonio, lo que confirma lo expuesto previamente.
En el caso de la mutante R. etli AHZ7pAHZ11, que es una cepa
afectada en la expresion de la asparaginasa II por una mutacién por
insercion del transposén Tn5 en el gen asnA, pero que esta restaurada
expresion de la actividad enzimaética por introduccion del pldsmido
pAHZ11, que contiene un fragmento de DNA con el operén ans

completo (16), se observé que es regulado negativamente por la fuente
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de carbono (medio PY) y positivamente por la asparagina. Existe una
diferencia importante entre el nivel de transcripciéon observado con la
cepa silvestre en comparacioén con la mutante complementada, donde
en esta ultima se encontré un nivel de transcripcién mas alto de al
menos 3 ordenes de magnitud. A diferencia de la cepa silvestre CE3, la
cepa mutante complementada cuando crece en MM con succinato y
amonio presentd expresion del operén. Esto hace suponer que la
actividad de asparaginasa que se observo en trabajos anteriores (15 y
16) se debe a que en estas condiciones de crecimiento la regulaciéon de
la transcripcién por la fuente de carbono no reprime totalmente la
expresion del operdn. Este efecto puede deberse a dos condiciones que
pudieron actuar de forma sinérgica, por un lado la fuente de carbono y
por otro el nimero de copias en ambas cepas. En el primer caso el
succinato, considerado como una fuente de carbono pobre, no es capaz
de reprimir completamente la expresion del operdn en la cepa mutante
complementada a diferencia de la completa represion observada en

presencia de medio rico (PY). En el segundo, el mayor ntimero de
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copias del operén que se transcriben a partir del plasmido pAHZ11
respecto a la condiciéon en la que se encuentra en la cepa CE3 silvestre,
podria ser un factor que contribuya a los niveles de transcrito que se
observaron en el experimento del mapeo del inicio de la transcripcion.
Sin embargo, es claro que esta cepa cuando crece en medio rico PY no

exhibe actividad transcripcional del operén.

Finalmente, los intentos para sobre-expresar y purificar la
proteina represora AnsR no fueron exitosos, aun después de probar
diferentes estrategias metodolégicas modificando condiciones de
crecimiento, variando la temperatura de crecimiento, la densidad
celular a la cual inducir la expresion del represor, la concentracion de
IPTG y el tiempo de induccién. Lo que sugiere que probablemente la
proteina resulta toxica para las células ya que atin antes de realizar la
induccion de la proteina las cepas transformadas presentaban

crecimiento limitado.
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Por lo tanto el objetivo de identificar el sitio exacto de unién del
represor no se cumplié. Seria interesante explorar por un lado otros
sistemas para expresar la proteina como pueden ser sistemas de
expresion que excretan las proteinas inducidas, utilizar otros
organismos como pueden ser levaduras y hasta sistemas in Vitro como
transcripcion y traducciéon acoplada. O bien, realizar experimentos in
vivo de mutagénesis en el gen AnsR y probar su efecto en la regulacion
del operén y/o mutagénesis en el sitio de uniéon de AnsR localizado en

la region promotora del operoén.

Aunque no se logré determinar cual es el papel del represor
AnsR es importante considerar que el modelo presentado en este
estudio comparte caracteristicas con otros modelos regulados por los
represores transcripcionales de la familia GntR donde el represor de
los operones esta localizado adyacente rio arriba a los genes que
reprime, por ejemplo FadR, GntR, NanR y MatR (44). Por lo tanto, se
puede sugerir que el gen ansR codifica para el represor transcripcional

AnsR.
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X. CONCLUSIONES.

% La regulacion transcripcional del operén ans es dependiente del

factor sigma 70 (SigA).

% El sitio de inicio de la transcripciéon se ubica en el nucleétido G,

ubicada a 8 y 17 pb de las regiones -10 y -35 respectivamente.

% Las regiones -35 y -10 determinadas presentan consenso con

promotores dependientes del factor sigma 70 de Rhizobium etli.

% El analisis del promotor muestra que la distancia entre las
regiones -10 y -35 asi como la caja -10 y la posicion +1 es de 18 y
10 pb, respectivamente, distancia que concuerda con diversos

promotores de R. etli.

% El inductor de la expresion del operén a nivel transcripcional es

la asparagina.
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