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Resumen 

En Entamoeba histolytica, los genes de ANA ribosomal se localizan en una 

molécula exíracremosomal, c„nocida como el episoma ribosomal. Con el fin 

de caracterizar la región promotora do los genes de ANA ribosomai da E. 

histolytica, empezarnos por donar la región 5' del DNA ribosomal y definimos 

el extremo 5' de la unidad transcripcional usando ensayos de FINA naciente. 

La transcripción de los genes de ANA ribosomal empieza 2447 pb hacia 

arriba de la región codificante de la subunidad pequeña del ANA, en un 

residuo de adenosina. Este dato se apoya tanto en ensayos de mapeo por 

nucleasa Si como en ensayos de extensión de primero. Demostramos que 

efectivamente el sitio identificado era un sitio de inicio de la transcripción 

haciendo un ensayo de protección del ANA marcado in vitro por la Guanidil 

Transferasa. Nuestros datos de secuencia muestran dos elementos repetidos 

que se localizan en la región transcrita, esto es, hacia abajo del sitio de inicio 

de la transcripción de los genes de ANA ribosomal, los cuales podrían estar 

involucrados en regulación transcripcional. También buscamos un consenso 

alrededor del sitio de inicio de la transcripción de los genes de ANA 

ribosomal del4 especies diferentes utilizando un algoritrno.de matrices de ._  

peso y encontramos un consenso débil, Utilizamos este consenso para, 

buscar el valor de ajuste máximo en la secuencia del lider ribosornal, y este 

valor se localizó exactamente en el sitio de inicio de la transcripción que 

identificamos experimentalmente. Finalmente, en esta tesis reportamos un 

método para hacer secuencia genómica en el episoma ribosornal, y 

discutirnos la posibilidad de hacer lootprinting" genomico para estudiar las 

posibles regiones involucradas en la regulación transcripcional y eri la 

replicacion del episoma. 



Abstract 

In the entoric parasito Entarnoeba histo/ytica, ribosornal RNA genes are carried 

in an extracromosomal DNA moleculeo  reforred as the ribosomal episome. In 

-order to stars to caracterize the rRNA promotor region of E. histolytica, we cloned 

the upstream region of the ribosomal ANA and we definod the 5' boundary of 

the transcription unit with nuclear run-on assays. Ribosomal transcription starts 

2447 bp upstrearn the SSLI ribosomal gene, at an adenosine residuo. This data 

was supported both by Si mapping and by primer oxtension analysis; that the 

mapped site was indeed the transcription initiation sito was demonstrated by 

RNAse protection of the in vitro capped RNA. Our sequence data around the 

transcription initiation sito shows two different tandem repeat clusters 

inmediately downstream of the transcription initiation site, which could be 

involved in transcriptional regulation. Wc also looked for a consensus 

-sequence around the transcription initiation site of ribosomal ANA genes of 14 

diferent species using a weight matrix algorithm and we found a weak 

consensus. This consensus was used to find the rnaxímun fitting value in the 

ribosomal transcribed spacer, and this was fokind to be exactly the transcriptión 

initiation site that we identified by experimental .data. Wc also report in this 

thosis a rnethod te do genomic sequeneing in the ribosomal opisome, and we 

,discuss the possibility of doing genomic footprinting to identify regions involVed 

in transcriptional regulation and in replication, 

r. 
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Resumen 

En Entamoeba histolytica, los genes de RNA ribosomal se localizan en una 

molécula extracromosomal, conocida como el episoma ribosomal. Con el fin 

de caracterizar la región promotora de los genes de RNA ribosomal de E. 

histolytica, empezarnos por donar la región 5' del DNA ribosomal y definimos 

el extremo 5' de la unidad transcripcional usando ensayos de RNA naciente. 

La transcripción de los genes de RNA ribosomal empieza 2447 pb hacia 

arriba de la región codificante de la subunidad pequeña del RNA, en un 

residuo de adenosina. Este dato se apoya tanto en ensayos de mapeo por 

nucleasa Si corno en ensayos de extensión de primero. Demostrarnos que 

efectivamente el sitio identificado era un sitio de inicio de la transcripción 

haciendo un ensayo de protección del RNA marcado in vitro por la Guanidil 

Transferasa. Nuestros datos de secuencia muestran dos elementos repetidos 

que se localizan en la región transcrita, esto es, hacia abajo del sitio de inicio 

de la transcripción de los genes de RNA ribosomal, los cuales podrían estar 

involucrados en regulación transcripcional. También buscamos un consenso 

alrededor del sitio de inicio de la transcripción de los genes de RNA 

ribosomal del 4 especies diferentes utilizando un algoritmo de matrices de 

peso y encontrarnos un consenso débil. Utilizarnos este consenso para 

buscar el valor de ajuste máximo en la secuencia del lider ribosomal, y este 

valor se localizó exactamente en el sitio de inicio de la transcripción que 

identificamos experimentalmente. Finalmente, en esta tesis reportamos un 

método para hacer secuencia genórnica en el episoma ribosomal, y 

discutimos la posibilidad de hacer "footprinting" genórnico para estudiar las 

posibles regiones involucradas en la regulación transcripcional y en la 

replicación del episoma. 
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1-introduccion 

IA- Entamoeba histolytica: es el agente etiológico de la amibiasis 

Entamoeba histolytica es un protozoario parásito del intestino humano. 

El trofozoito o amiba tiene alta capacidad lítica hacia todo tipo de células. La 

disentería amibiana y los abscesos hepáticos amibianos son problemas de 

salud importantes en países en vías de desarrollo. Walsh publica en 1986 

una estimación de la magnitud mundial de la morbilidad y mortalidad 

asociadas a la infección por E. histolytica: anualmente, alrededor del 10 % de 

la población ha sido infectada por este parásito; las cifras muestran 40 

millones de casos de disentería, y más de 40000 muertes anuales (1). En 

México, alrededor del 8.4% de la población ha sido infectada por E. histolytica 

y se reportan mil muertes al año (2). Sin embargo, el 90% de las infecciones 

son asintomáticas. De esta dicotomía con respecto al potencial patogénico de 

E. histolytica surgió la hipótesis de la posible existencia de -dos especies, una 

patogénica, y la otra capaz de habitar como comensal inofensivo en el 

intestino humano; existen evidencias que sustentan esta hipótesis (3) (4) (5). 

El ser humano es el único reservorio y fuente de infección. 

O- Ciclo de vida 

En el ciclo de vida de E. histolytica destacan dos estadios principales, 

que son la forma móvil y la forma inmóvil. La forma inmóvil, o el quiste, es la 

responsable de la transmisión y diseminación de la enfermedad, y la forma 

móvil, o el trofozoito es la forma agresora, responsable del cuadro clínico. Los 

quistes sobreviven varias semanas a la intemperie. Los quistes son ingeridos 

en alimentos y aguas contaminadas, y se desenquistan en el intestino medio, 

de donde migran para instalarse en el colon, y sobrevivir allí hasta por 12 

meses. El ciclo se completa con el enquistamiento de los trofozoitos, y la 

excreción de los quistes. La investigación se ha centrado en estudiar estas 

dos formas del ciclo de vida de la amiba. 



Cabe enfatizar la extraordinaria capacidad histolítica del trofozoito 

agresor. E. histolytica produce tejido necrótico, tanto en su estado inicial de 

invasión (en el tracto intestinal) como en los lugares de invasión metastásica 

(que puede ser en el hígado, en el pulmón o en el cerebro). Su capacidad 

destructora involucra eventos secuenciales de adherencia, citólisis y 

fagocitosis (6), los cuales no son el tema a tratar de esta tesis. 

IC- Biología de E. histolytica 

IC1- Características morfológicas 

E. histolytica es un eucariote unicelular estructuralmente simple. Las 

micrografias electrónicas muestran células que tienen un núcleo pero que 

carecen de mitocondrias, peroxisomas, microtúbulos citoplásmicos, de un 

retículo endoplásmico y de un aparato de Golgi desarrollado como en 

eucariotes superiores. Las rnicrografias de barrido muestran la extraordinaria 

plasticidad móvil de la amiba. Sobresalen especializaciones en la superficie 

de la célula, como evaginaciones (pseudópodos compuestos de filopodios y 

lobopodios) e invaginaciones (vacuolas pinocíticas y fagocíticas (7). 
Destaca la presencia de vacuolas grandes (0.2 lim) en el citoplasma 

de la amiba, así corno la presencia de un mismo tipo de vacuolas para 

realizar funciones digestivas y de secreción. La ausencia morfológica de un 

aparato de Golgi típico resulta parádojica dado que tanto la patogenicidad 
ff 

	

	 como otros fenómenos vitales de la amiba requieren de funciones de 

secreción y exocitosis que en otras especies están asociadas al Golgi. La 

membrana plasmática está cubierta en la superficie externa de glicoproteinas, 

las cuales juegan un papel central en la infección por este parásito. La lectina 

mejor caracterizada es la lectina que se une a Gal/GaINAc, involucrada en 

fenómenos de adherencia y citotoxicidad (8). La presencia de proteínas 

modificadas postraduccionalmente, y la reciente donación en el laboratorio 

de genes involucrados en el tráfico intracelular asociado a retículo 

endoplásmico y a Golgi (ERD2 y SRP54, respectivamente), sugieren 



fuertemente la existencia de organelos funcionalmente equivalentes en este 

organismo (Dr. A. Alagón, comunicación personal). 

El núcleo tiene un diámetro de 4-7 pm. En secciones ópticas, sobresale 

la ausencia de un nucléolo típico, la presencia de cromatina periférica y de un 

endosoma en el centro del núcleo que parece ser un sitio de condensación 

del DNA. La división nuclear ocurre sin la disolución de la membrana nuclear, 

y sin la formación de cuerpos nucleares distintivos (7). Existen evidencias que 

indican que en la cromatina periférica hay síntesis de FINA. Albach y col. 

marcaron las células con UTP y con TTP radioactivos y observaron que el 

UTP se acumuló en la cromatina periférica, mientras que el TTP se distribuyó 

aleatoriamente en el núcleo (9). Por otro lado, por hibridaciones in sito con 

una sonda específica del episoma ribosomal, Zurita y col (10) demostraron 

que los genes de FINA ribosomal se localizan en la cromatina periférica. Estas 

observaciones sugieren fuertemente que la cromatina periférica es la 

contraparte del nucléolo eucariote, y el endosoma el sitio de condensación 

del DNA (o heterocromatina). 

1C2- Características bioquímicas 

En el intestino grueso las amibas encuentran un medio con baja 

tensión de oxígeno, el cual es un requisito para crecer las amibas en cultivo. 

Sin embargo, los trofozoitos de E. histolytica no son anaerobios absolutos, 

como se pensaba tradicionalmente; son capaces de consumir oxígeno pese a 

que carecen de mitocondrias (11). El metabolismo de este parásito es 

sorprendente ya que E. histolytica parece un aerobio facultativo. Este 

metabolismo puede presentar ventajas al parásito, permitiéndole cambiar de 

un medio ambiente con una baja tensión de oxígeno como existe .en el 

intestino medio a tejidos con una irrigación sanguínea abundante, como el 

hígado. 

Los carbohidratos son la fuente energética principal de este parásito. 

Los trofozoitos captan la glucosa por un sistema de transpone específico (12). 

El catabolismo de la glucosa es diferente, tiene enzimas glicolíticas poco 



comunes que no se regulan alostóricamente, pero no tiene mitocondrias, 

citocromos, ni ciclo del ácido cítrico. Las amibas utilizan el pirofosfato 

inorgánico como fuente de energía en lugar de ATP en varias reacciones 

glicolíticas. E. histolytica tiene un metabolismo aeróbio; pese a la ausencia de 

mitocondrias y de un ciclo de ácido tricarboxílico, los electrones se transfieren 

de sustratos reducidos al oxígeno molecular a través de varios acarreadores 

como flavinas y fierro no heno. No hay catalasas, peroxidasas u otras 

enzimas con grupos hemo. Carece de metabolismo de glutatión (13). En 

resumen, las rutas metabólicas de E. histolytica son diferentes a las de 

eucariotes que contienen mitocondrias. Por las características bioquímicas y 

morfológicas de este parásito, Reeves concluyó que "E. histolytica... podría 

ser uno de los organismos más primitivos, un fósil metabólico" (14). Más 

adelante se revisa brevemente el estatus filogenético de la amiba. 

IC3-  Estructura y grganizción genómica, 

La estructura y la organización genómica de Entanweba histolytica es 

peculiar. Los genes de RNA ribosomal se localizan exclusivamente en una 

molécula de DNA circular, el episoma ribosomal (15). Estas moléculas se 

encuentran en copias múltiples en el núcleo de la amiba, y representan 

alrededor del 10% del DNA total de la amiba. Debido ala ausencia de un 

estado de condensación antes de la mitosis, no conocemos el cariotipo de la 

amiba. Los intentos por contestar esta pregunta (microscopía electrónica (16)
. 

 

y electroforesis de campo alterno, PFGE, (17)) generaron resultados poco 

consistentes. En un trabajo reciente, Lioutas y col hicieron un estudio 

sistemático comparando PFGE con DNA de Entamoeba, leishmania y 

levadura. Los resultados obtenidos con DNA de levadura y de Leishmania 

fueron claros y reproducibles y sin embargo, los geles PFGE con DNA de 

amiba mostraron bandas definidas de alto peso molecular y también un 

barrido de bandas, con tamaños que fluctuaron entre 225 kb a más de 2Mb; 

sorprendentemente, este patrón era diferente dependiendo de la preparación' 

de DNA de amiba que utilizaron. Los autores examinaron las bandas de DNA 



de alto peso molecular al microscopio electrónico y observaron moléculas de 

DNA circulares (18). Las moléculas circulares son sensibles a variaciones 

menores en la topología del DNA y a las condiciones electroforeticas, lo cual 

explica las diferencias observadas en diferentes preparaciones de DNA. Esta 

observación se reportó simultáneamente por Dhar y col (19). La tabla 1 

muestra una compilación del tamaño de las moléculas circulares y de su 

abundancia relativa en diferentes cepas. Estas moléculas circulares no 

parecen estar relacionadas al episoma ribosomal. Existen evidencias de que 

estas moléculas circulares de DNA codifican para proteínas (18). Nuestro 

grupo caracterizó un elemento repetido abundante y discutimos su posible 

localización en una molécula circular diferente al episoma ribosomal (20). El 

cariotipo y la estructura de cromosomas queda aún por determinarse en E. 

histolytica. 

La organización genómica muestra características diferentes a la de 

eucariotes superiores. Evidencias preliminares sugieren fuertemente que la 

transcripción es monocistrónica (21). La estructura de varios mRNA muestra 

regiones 5' y 3' no traducidas cortas (5-21 y de 14-61 nt, respectivamente). 

Las secuencias 5' de genes que codifican para proteínas muestran un motivo 

que podría ser equivalente a la caja TATA (A/GTATTTAAA) alrededor de la 

posición -30, diferente a la caja TATA típica de eucariotes superiores, y la 

transcripción inicia en una secuencia conservada (AAa/ta/cAa/tTCAA) 

localizada entre 5 y 21 nucleótidos antes de la primera metionina (ATG). 

Bruchauss y col (21) demostraron que el motivo "tipo TATA" se retarda en 

geles de acrilamida nativos en presencia de extractos nucleares, lo cual 

sugiere que esta secuencia es reconocida específicamente por una proteína, 

y que tenga una posible función en transcripción , Las secuencias 3' no 

traducidas de los mRNAs que se conocen son pequeñas (de 14 a105 nt, a 

partir de codón de terminación ala cola de poli As). Hay una secuencia 

conservada TAA/TTT de 5-15 bases a partir de la cola de poli A, que se 

propone como probable señal de poliadenilación. Estas características 

muestran que E. histolytica tiene una organización genómica diferente. 

En contraste con eucariotes superiores en donde la mayor parte de los 

5 



Tabla 1 

Abundancia relativa de las moléculas de DNA circulares en E. histolytica. 

Cepa Tamaño de los círculos (Kb ± D.S.) 
(abundancia relativa, %) 

E. histolytica 50.19 ±2.18 25.05 ± 1.37 12.18±0.81 6.02-.10.24 3.95±0.17 
HMEIMSS (4.8) (82.2) (6.3) (3.2) (3.5) 

200:NIH 30.30±1.3 24.93±0.55 12.1±0.52 7.06±0.24 4.03±0.13 
(clona 2) (65.3) (12.3) (18.7) (3.0) (1.6) 

HK-9 32.9±1.7 15.061.0.45 5.94±0.22 4.07±0.22 
(clona 2) (16.0) (69,3) (7.3) (7.4) 

E, moshovski 
Laredo 37.2±1.2 18.88±0.5 6.93±0.29 4.02±0.23 2.02±0.13 

(2.0) (71.1) (14.1) (9.2) (3.6) 

Dhar, S.K y col.(1995) Molec. Biochem. Parasitol. 70, 203-206 

A 
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genes que codifican para proteínas tienen uno o más intrones, se han 

identificado sólo 2 genes que contienen un intrón, un homólogo del gen de 

levadura p34cdc2 (22) y un antígeno rico en glutamato (23) En nuestro 

grupo, se amplificó un fragmento de 50 pb que corresponde a la región 

interna de U6, y se donó el gen que codifica para U6. Este gen existe en 

copia única en el genoma , y se expresa en E. histolytica (24). U6 juega un 

papel determinante en el "splicing" de intrones de mANA, siendo la 

subunidad catalítica del "spliceosoma". La presencia de intrones y la 

existencia de U6 en E. histolytica sugiere que el sistema de procesamiento de 

los RNAs mensajeros podría ser similar al de otros eucariotes. 

104-EsiaLL,_is filogénico de Entamoeba  histolytica 

Basándose sólo en ultraestructura, Cavalier-Smith propuso en 1982 un 

subreino nuevo, el de los Archezoa, y acornada en él los organismos cuyos 

ancestros se ramifican fuera de la línea de los eucariotes antes de la 

incorporación de la protomitochondria (25). Estos incluyen a Entamoeba, 

Giardia y Varimorpha. Para los dos últimos organismos, la temprana 

ramificación se confirmó can un árbol filogénico inferido a partir de la 

secuencia de la sub-unidad pequeña del rRNA. Para Entamoeba, los arboles 

inferidos a partir de secuencias moleculares han generado evidencias 

contradictorias con respecto a si son organismos amitocondriales primarios o 

secundarios; el análisis de la secuencia de la subunidad pequeña del rRNA 

apoya la hipótesis que propone que la ausencia de mitocondrias y de 

peroxisomas es una regresión>  mientras que el árbol inferido a partir del factor 
de elongación la sugiere que la ausencia de mitocondrias representa un 

rasgo original (26)(27), corno también sugieren otros caracteres de 

Entarnoeba (28). Sin embargo, contrariamente a lo que se dice sobre la 

ausencia de dictiosomas de Golgi en amiba por lo menos en un trabajo hay 

una micrografía que muestra algo que podría ser un pequeño dictiosoma de 

Golgi (29). La presencia de intrones (22) (23), de U6 snRNA (24) y por lo tanto 

de la maquinaria "spliceosomal", acercan a E. histolytica a los metacariontes y 



la alejan de los Archezoa. La presencia en el genoma de Entan7oeba de dos 

genes que se localizan en la mitocondria en los demás metacariontes, el de 

la enzima piridin nucleólido transhidrogenasa y el de la chaperonina cpn60, 

sugiere que existen reliquias mitocondriales en este organismo (30). El 

estatus filogénico de E. histolytica sigue generando polémica. Habría que 
analizar las secuencias de ubiquitina y del factor de elongación 1(y, en 

organismos como Giardia y Vairirnorpha, y saber si ellos si llenan criterios de 

organismos primitivos prototípicos, y compararlos con Entarnoeba. También, 

es importante considerar desde un punto de vista evolutivo, que E histolytica, 

siendo un parásito, es un organismo particularmente suceptible de sufrir 

regresiones. 

II- Transformación de E. histolytica 

E. histolytica tiene un ciclo de vida que carece de ciclo sexual 

y por lo tanto, complica el estudio genético del parásito. La genética reversa 

es una herramienta poderosa para estudiar la biología en organismos que 

carecen de un ciclo sexual. Después de numerosos intentos frustrados, fue 

tan sólo en el año de 1994 que dos grupos independientes lograron introducir 

por electroporación, y expresar en forma transitoria un DNA heterólogo en E. 

histolytica, aclarando muchas de las incógnitas que existían sobre como 

introducir el DNA y sobre qué secuencias amibianas se requerían para la 

expresión de genes heterólogos (31) (32). Cabe señalar que ningún promotor 

amibiano ha sido caracterizado a la fecha. En estos trabajos, los autores 

mostraron que la expresión del gen heterólogo es dependiente de las 

secuencias de E, histolytica, y que una construcción control con un promotor, 

un enhancer y las señales de poliadenilación de SV40, capaz de expresarse 

en la mayoría de las células eucariotes , no se expresó en E, histolytica. 

Tampoco observaron actividad del gen reportero en construcciones que no 

tenían secuencias promotoras o de poliadenilación. Estos trabajos se hicieron 

utilizando dos tipos de genes reporteros, el gen de luciferasa y el gen de CAT, 

y las regiones que condujeron a la expresión funcional óptima de los 



A- Construcción a partir de la cual se obtuvo expresión transitoria del gen de 
luciferasa en E. histolytica 
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Fig. 1. Se presentan las construcciones que se utilizaron para 
transformar de forma transitoria (A) y de forma estable (B) 
E. histolytica. (Ver texto para referencias). 



reporteros fueron los fragmentos 5' y 3' del gen hg11, del gen hgl2 y del gen 

de actina (ver Fig. 1). Estos resultados confirman que la transcripción es 

monocistrónica en este organismo, e indican una dependencia absoluta de 

las regiones regulatorias amibianas. Otro resultado importante es la 

transformación estable de E. histolytica (33). La construcción que se introdujo 

dentro de la amiba que se mantuvo de manera estable y contiene un gen de 

resistencia a neomicina flanqueado por las regiones 5' y 3' del gen amibiano 

de la lectina hgl 1 (Fig. 1). No contiene las secuencias del episoma ribosomal 

que funcionan como ARS en levadura (75). Esta construcción se mantiene 

como molécula circular y se replica dentro de la amiba . Han obtenido amibas 

transformadas con esta construcción resistentes al antibiótico G418 por varios 

meses. 
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Fig. 2. Estructura de los promotores de la RNA polimerasa 11, III y 1. 
Los números indican la posición relativa de los elementos en cis en relación al 
sitio de inicio de la transcripción. El promotor de AdML indica un promotor 
prototípico de genes de clase II; un promotor de un tRNA y un promotor del 
snRNA U6 muestran dos tipos de promotores reconocidos por la RNA 
polimerasa 111. El promotor de los RNAr de humano ilustra un promotor de la 
RNA polimerasa 1. UE, elemento hacia arriba; UCE, elemento de control hacia 
arriba; ESP, elemento de secuencia proximal. 
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caja TATA en el promotor de U6, la cual es, paradójicamente, responsable de 

seleccionar la RNA polimerasa 111, y no la II, para la transcripción de U6 (38), y 

que además requiere de TBP (39). Esta fué la primera sugerencia de que 

algunos de los factores transcripcionales, en este caso TBP, pudieran 

compartirse por las tres polimerasas. Por evidencias bioquímicas y genéticas, 

se mostró que TBP también se requiere para la transcripción de los genes 

transcritos por la RNA polimerasa II que no tienen caja TATA (40), para los 

genes transcritos por la RNA polimerasa 111 que tampoco tienen caja TATA 

(41) y para la transcripción por la RNA polimerasa (42). Mutaciones en TBP 

afectan la transcripción por las tres RNAs polimerasas, lo cual muestra el 

papel general de TBP en la transcripción en organismos eucariotes (43). En 

resumen, TBP forma parte de los complejos de iniciación TFIID, SL1 y TFIIIB 

formados en los promotores de las RNAs polimerasas 11, 1 y 111, 

respectivamente, con o sin caja TATA. 

Los promotores de la RNA polimerasa II se pueden dividir en dos, los 

promotores de los genes de mRNA y los promotores de los snRNAs. Los 

promotores de los mRNA se pueden dividir a su vez en dos, dependiendo si 

contienen o no caja TATA (44). Los promotores de los mRNA con caja TATA 

pueden consistir solamente de una caja TATA en la posición -30 a partir del 

sitio de inicio de la transcripción, ode una caja TATA y de una secuencia 

iniciadora (Inr) que abarca el sitio de inicio de la transcripción. Los 

promotores de los mRNA sin caja TATA sólo consisten de la secuencia 

iniciadora. Tanto la caja TATA corno la secuencia iniciadora reclutan el 

complejo TFIID que contiene TBP (45). Los promotores de los snRNAs 

consisten de un elemento de secuencia proximal (PSE), que también existe 

en el promotor de snRNA que se transcribe por la polimerasa 111 (Fig. 3). La 

Fig. 4 muestra un esquema de cómo se ensamblan los complejos de 

iniciación in vitro en los promotores de los mRNAs con o sin caja TATA, y en 

los promotores de las snRNAs transcritos por la polimerasa 11. Para los 

promotores de los mRNAs con caja TATA (Fig. 4, A-D), el primer paso es la 

unión de TBP (o TFI1D) a la caja TATA, la cual se facilita por TFIIA. Una vez 

que TBP se unió a la caja TATA, se unen al complejo de iniciación TFIIB, y la 
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Fig. 3. Estructura de los promotores de UI y de U2 transcritos por la RNA 
polimerasa 11 y del promotor de U6, transcrito por la RNA polimerasa III. 
Estan indicados el elemento de secuencia dista! (DSE), el elemento de 
secuencia proximal (PSE) y la caja TATA. Las flechas indican el sitio 
de inicio de la transcripción. 



RNA polimerasa II, la cual está asociada con THIF. Una vez que la RNA 

polimerasa 11 se unió al complejo de iniciación, entran los factores TFIIE, TFIIH 

y TFIIJ (46), y la transcripción continúa al añadir ribonucleótidos trifosfatos. 

Para los promotores que no tienen caja TATA, la transcripción depende del 

Inr, el cual sobrelapa el sitio de inicio de la transcripción. Una de las 

secuencias Inr mejor caracterizadas es la del promotor TdT; estas secuencias 

existen en otros promotores sin caja TATA y en algunos otros con caja TATA 

(45). La secuencia Inr del promotor de TdT es suficiente para dirigir la 

transcripción basal del promotor (45). En la Fig. 4, E-G, se muestra la unión de 

IBP a la secuencia lnr, haciendo el mismo papel que TBP en dirigir el 

complejo de iniciación al sitio de inicio e la transripción. Se han descrito 

varias IBPs; dos ejemplos son -FF11-1, una proteína de 120 kd que reconoce la 

secuencia iniciadora del virus AD21Va21 (47), y YY1, que reconoce la 

secuencia iniciadora del virus p5 asociado a Ad2 (48). Sin embargo, TBP, 

TFIIB, la RNA polimerasa II y TFIIF se pueden asociar con la secuencia 

iniciadora en ausencia de IBP, lo cual sugiere que entran simultáneamente 

dentro del complejo de iniciación (49). Aún en promotores sin caja TATA, TBP 

se puede unir a la región -30 (50). Los factores TFIIE, TFIIH y TFIIJ entran al 

complejo de iniciación simultaneamente, igual que en los promotores con 

caja TATA. En el caso de los promotores de snRNAs, la presencia de una caja 

TATA determina la selección de la RNA polimerasa III, y no de la RNA 

polimerasa II para la transcripción (38); sin embargo, la transcripción de los 

genes de U1 y U2 requiere de TBP como parte de un complejo que se llama 

SNAPc, que a través de su unión específica al PSE, recluta algunos de los 

factores transcripcionales generales (40) (Fig. 4, H-l). SNAPc presenta das 

propiedades que lo distinguen de otros complejos que contienen TBP (40). La 

primera es que, en contraste con TFIID, o SL1, que reconocen la caja TATA o 

que presenta afinidad baja o nula para secuencias de DNA, SNAPc se une 

específicamente al PSE. La segunda es que SNAPc se requiere para 

transcribir promotores de snRNAs reconocidos por la RNA polimerasa III y por 

la RNA polimerasa 11, y por lo tanto es un factor transcrpcional involucrado en 

la transcripción por dos diferentes RNAs polimerasas. 
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Fig. 4. Modelo para el ensamblaje de complejos de iniciación basales de la 
RNA polimerasa II en promotores de mRNA con o sin caja TATA y en 
promotores de snRNAs transcritos por la RNA polimerasa II. En promotores 
que contienen una caja TATA, TBP se une primero, con TFIIA seguido por TFIIB (B) 
y luego por el complejo RNA polimerasa II- TFIIF (C). TBP interacciona con estos tres 
componentes. Luego, entran TFIIE, TFIIH, y TFIll En los promotores sin caja TATA, 
la formación del complejo de iniciación empieza con la unión de IBP a la secuencia 
Inr (E). Este evento permite el recrutamiento de TBP (o TFIID), TFIIB, y del complejo THIF- 
RNA polimerasa 11 (F), lo cual permite que entren el resto de los factores transCripcionaies 
al complejo de iniciación. En los promotores de snRNAs, TBP se recluta corno parte 
del complejo SNAPc (H). La hipótesis es que una vez unido al DNA, el complejo SNAPc recluta 
al resto de los factores generalas de transcripción (I). 
Adaptado de Hernandez, Ni,, 1993, Genes and Dev. 



Los promotores de la FINA polimerasa III se han dividido en tres clases 

(51). Los promotores de clase 1 y 2 son promotores intergénicos sin caja TATA 

(Fig. 2) y son los de los genes que codifican para el gen 5S ribosornal, que 

consisten de la región de control interna (1CR), y los de los genes de tRNA y 

7SL, de las secuencias Alu, y de los genes virales como Ad2 VAI y VAII que 

consisten de las cajas A y B, respectivamente (51). Los promotores clase 3 se 

localizan en los snRNA de vertebrados y en los genes que codifican para los 

RNA citoplásmicos, incluyendo U6, 75K, hY1 y hY3, H1 y el RNA MRP/th (51). 

Estos promotores se localizan hacia arriba de la región codificante y son 

similares a los promotores de los snRNAs transcritos por la RNA polimerasa II 

pero contienen una caja TATA, que en este caso determina la especificidad 

por la RNA polimerasa III para la transcripción (39) (Fig. 2). La transcripción a 

partir de los promotores de la RNA polimerasa III con o sin caja TATA requiere 

TBP, en complejos diferentes. La transcripción del gen 5S requiere de TFIIIA, 

TFIIIB y de TFIIIC. TFII1A se une primero al ICR, y esta unión permite la entrada 

subsecuente de TFIIIC y TFIIIB al complejo de iniciación (51).. La transcripción 

de los promotores de clase 2 no requiere de TFIIIA, porque TFIIIC se une 

directamente a las cajas A y B y recluta entonces TFIIIB (Fig. 5) (51). TFIIIB es 

un complejo macromolecular que consiste de un polipéptido de 70kD, BRF, 

de TBP, y algunas veces también de un polipéptido de 90 kD (41). La Fig. 5 

muestra el ensamblaje de TFIIIB en un promotor de tRNA. TFIIIC se une a las 

cajas A y B, y luego interacciona con TFIIIB. BRF interacciona con TFIIIC, y en 

presencia de TBP la asociación de BRF con el complejo de iniciación es más 

fuerte (41). Una vez que TBP se unió al complejo de iniciación, se recluta la 

proteína de 90kD. 

La transcripción del gen U6 requiere también del SNAPc (40) Los 

experimentos de reconstitución muestran que la transcripción del gen U6 

requiere además de SNAPc, TBP. Esto sugiere que el complejo de iniciación 

en estos promotores contiene por lo menos dos formas de TBP, una forma 

unida a PSE y que forma parte de SNAPc, y otra forma unida a la caja TATA 

(40)• 
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Fig. 5. Ensamblaje del complejo de iniciación de la RNA polimerasa 
Hl a un promotor de clase 2 de S. cerevisae (adaptado de Kassavetis y col, 
1992), TFIIIC se une a las cajas Ay B. Luego, TFIIIB (compuesto de BRF, TBp 
y la subunidad de 90 kd) entran al complejo de iniciación. Primero, BRF 
interactua con TFIIIC (B), luego entra TBP, y induce un cambio conformacional 
en BRF que ahora entra en un contacto más estrecho con el DNA (C), y 
finalmente, la subunidad de 90 kd sella el complejo TFIIIB sobre el DNA (D). 



Los promotores de los genes de rRNA son reconocidos por la RNA 

polimerasa 1 y no contienen caja TATA. Los promotores están compuestos por 

un elemento "core" que sobrelapa el sitio de inicio de la transcripción y UCE, 

o elementos de control hacia arriba, localizados más allá de -100 y estimulan 

de 10 a 100 veces la transcripción (52). La transcripción requiere de dos 

factores, además de la RNA polimerasa 1, que son UBF y SL1 (factor de 

selectividad 1). SL1 consiste de TBP y tres TAFs, de 48, 63 y 110kD, las 

cuales son esenciales para la transcripción (42). 

Recapitulando, TBP forma parte de los complejos de iniciación TFIID, 

SL1 y TFIIIB formados en los promotores de las RNA polimerasas II, 1 y 111, 

respectivamente, que contienen cajas TATA y que no contienen caja TATA. 

También TBP se encuentra en el complejo SNAPc, que se forma en los 

promotores de las snRNAs de la RNA polimerasallIque contienen caja TATA 

y de la RNA polimerasa 11 sin caja TATA. La figura 6 ilustra la asociación de 

TBP con diferentes complejos transcripcionales (TAFs) y con las tres RNA 

polimerasas. Las TAFs asociadas a SL1 son diferentes a las que se asocian a 

TFIID. El modelo supone que la asociación de diferentes juegosde TAFs a las 

moléculas de TBP determinan el ensamblaje-  de diferentes complejos de 

transcripción. 

11B- La transcripción por la RNA polimerasa 1 

11E31-  Organización génica de lo S genes sle RNA ribosomal 

La RNA polimerasa 1 se encarga de transcribir los genes de DNA 

ribosomal. En casi todas las especies, estos genes estan organizados de una 

manera similar (Fig. 7), y se transcriben en un compartimento nuclear 

específico, el nucléolo. Estos genes se transcriben en un precursor de varias 

kiiobases, que contiene las secuencias que codifican para la regiones 18S, 

5.8 S y 28 S, que se procesa hasta generar los componentes del ribosoma 

maduro (Fig. 7). El orden 5' a 3' de estas tres regiones es el mismo en todas 

las especies. La longitud de este precursor es particular a cada especie. La 
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Fig. 6. Ilustración esquemática del ensamblaje de TBP en clases diferentes 
de complejos de transcripción mediante la asociación de TBP con diferentes 
grupos deTAFs y luego con deiferentes factores de iniciación y RNA polime-
rasas. 



tabla II muestra las longitudes de los transcritos primar Os y i los rANA 

citoplásmicos de varias especies. 

11B1- Elem9mos regulatorios 

Los genes de RNA ribosomal tienen promotores localizados hacia 

arriba del sitio de inicio de la transcripción, y no tienen una caja TATA. En la 

mayoría de los organismos eucariotes, los genes ribosomales se localizan en 

cromosomas como unidades repetidas en tandem y cada gene que codifica 

para un precursor de RNA ribosomal se alterna con un espaciador intergénico 

(Fig. 7). La RNA polimerasa 1 reconoce dos promotores, el promotor de los 

genes de rRNA y los promotores intergénicos y este reconocimiento de la 

polimerasa por su promotor es especie específico. Dentro de la región génica, 

las secuencias que codifican para los RNAr 18S, 5.8S y 28S se han 

conservado fuertemente a lo largo de la escala filogenética mientras que las 

secuencias de los espaciadores intergénicos ha evolucionado rapidamente; 

aún entre especies relacionadas las secuencias muestran muy poca similitud. 

Existe, pese a esta divergencia, una conservación filogenética en el arreglo y 

en el tipo de elementos regulatorios dentro del espaciador intergénico. Se 

han identificado todos los elementos regulatorios de dos vertebrados, 

Xenopus laevis y de ratón, de Drosophila, y de varias especies de plantas y 

esta información sugiere que los elementos regulatorios están organizados 

de forma similar (52). La conservación en el arreglo de los elementos 

regulatorios sugiere fuertemente que los mecanismos de control también 

están conservados. El examen detallado de los promotores de los genes 

ribosomales de 4 vertebrados (humano, ratón, rata y rana) muestra que 

comparten una arquitectura básica similar: el promotor se extiende en 150 

pares de bases, con el extremo 3' en los primeros 4-6 nucleótidos del 

transcrito primario (52). El promotor se divide en dos dominios denominados 

la reglan "core" o medular, que comprende el sitio de inicio de la transcripción 

y un dominio hacia arriba que define el extremo 5' del promotor (Fig. 2). La 

región "core" es suficiente para dirigir la iniciación específica in vitro pero la 

región hacia arriba es necesaria para iniciar in vivo (52). 



Tabla li 

Longitud de los transcritos primarios y de los RNAr maduros de varias especies 

Transcritos primarios 

 

Longitud de los RNAr 

   

Coet. Sed, (S) Longitud 

(Kb) 

26S-28S 
(Kb) 

16S-18S 
(Kb) 

fiel. 

del transcrito primario 

E. coli 30 6.0 3.0 1.5 75 50 

S. cerevisae 37 6.6 3,8 1.7 77 51 

D. discoideum 37 7,4 4.1 1.8 80 55 

D. melanogaster 34 7.7 4.1 1.8 76 52 

X. laevis 40 7.9 4.5 1.9 81 53 

M. musculus 45 13.7 5.1 1.9 51 52,53 

H. sapiens 45 13.7 5.1 1.9 51 53 

E. histolytica ND 8.25 3.46 1.94 65 59 
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Fig. 7.0rganización de la unidadtranscripciona I de losR N Ar. La micrografía 
electrónica muestra la cromatina ribosomal transcribiéndose. Se ven estructuras 
parecidas a árboles de navidad, que corresponden a unidades transcripcionaies individuales. 
En el esquema se ilustran la región espaciadora no transcrita y la región transcrita;  
dentro de la cual se muestra la organización de los genes 18S, 5.8S y 26S. El esquema también 
muestra los pasos involucrados en la transformación de. la molécUla precursora 45S a la molécula' 
madura. ETS, espaciadores externos transcritos,ITS, espaciadores internos transcritos Watson( y col., 1987). 



11B2-  Promotore_s intergenica.s_ 

Entre las unidades transcripcionales de los genes de DNA ribosomal 

existen promotores intergénicos, los cuales son responsables de la 

transcripción de la región espaciadora que algunas veces se observa en 

micrografias electrónicas. Se han descrito promotores intergénicos en dos 

especies de rana, en ratón, en rata, en hamsters chinos y en Drosophila (52). 

En humano no se han identificado los promotores intergénicos pero sí hay 

transcripción intergénica. Los promotores intergénicos son los otros 

promotores que también son reconocidos por la RNA polimerasa 1. Estos 

promotores, en rana, son solamente diferentes en un 10`)/0 al promotor génico 

(60). En ratón, sin embargo, estos sólo comparten 12 pb con el promotor 

génico (61). Estos promotores se localizan hacia arriba de los elementos 

repetidos que actúan corno enhancers de la transcripción. Los transcritos de 

estos promotores terminan en un terminador que se encuentra 

inmediatamente hacia arriba del promotor génico (52). La actividad de estos 

promotores intergénicos está correlacionada con el desarrolo. Tanto en 

Xenopus laevis. (52) como en Drosophila (62), la actividad transcripcional de - 

la región espaciadora es mayor durante el desarrollo temprano- que durante 

el estado adulto del organismo. 

11B3- "Enhancers" 

La región espaciadora de los genes de DNA ribosomal se caracteriza 

por la presencia de elementos repetidos que funcionan como "enhancers" 

(52). Estos "enhancers" actúan en cis para estimular promotores adyacentes, 

y son capaces de competir con promotores localizados en trans (108). 

11B4- Factores transcripcionales  

La transcripción de los genes de rDNA, requiere, además de la RNA 

polimerasa, dos factores transcripcionales, UBF y SL1. El factor UBF, es un 

factor que contiene múltiples dominios tipo HMG (63), es esencial para la 
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activación eficiente del promotor, y se une a las secuencias de DNA que 

conforman el arreglo complejo de los espaciadores intergénicos (enhancers, 

promotores duplicados y terminadores). UBF también se une al promotor 

"core" y a los UCE, de forma secuencia específica, y así recluta el complejo 

SL1-RNA polimerasa 1, y por lo tanto funciona corno un factor de transcripción 

general y como un enhancer. SL1, por sí solo, tiene afinidad muy baja o nula 

para el promotor de los rRNAs. Con base en estas observaciones, el complejo 

de iniciación de la RNA polimerasa I podría ensamblarse como lo muestra la 

Fig. 8. UBF se une primero al DNA, y esto permite reclutar SL1, lo cual 

estabiliza el complejo de iniciación favoreciendo la entrada de la RNA 

polimerasa I. En humanos, SL1 es un complejo macromolecular que contiene 

TBP y tres TAFs, de 48, 63 y 110kD. El modelo propone que las TAFs están 

involucradas en reclutar a TBP al promotor de la RNA polimerasa la través de 

interacciones proteína-proteína con UBF, y de interacciones con el DNA. La 

especificidad de especie está otorgada por las TAFs (42). 

Organización extracromosomal de los rDNA 

En anfibios, peces y en algunos insectos, además de los genes de 

DNAr cromosomales, existen copias extracromosomales asociadas a 

estadios de desarrollo, en este caso a la ovogénesis (64)(65). En 

protozoarios, los rDNA extracromosomales son relativamente comunes, tanto 

en moléculas lineales palindrómicas (Physarum y tetrahymena)(66)(67), en 

unidades repetidas en moléculas lineales y circulares (Paramecium) (68), o 

exclusivamente en moléculas circulares (Euglena, Naegleria, Entamoeba) 

(69)(70)(15)(71). En algunos de ellos, existen también copias cromosomales 

de los rDNA. Pero en Naegleria y en E. histolytica los rDNA existen 

solamente en moléculas circulares extracromosomales. En estos organismos 

no se conocen los elementos involucrados en regulación transcripcional. 
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Fig. 8, El esquema muestra el ensamblaje del complejo de iniciación 
sobre un promotor ribosomal de mamífero. La unión de UBF al promotor se 
estabiliza con la unión de SL1 (B), que consiste de TBP y tres 
TAFs. Están señaladas en amarillo porque forman parte de SL1. No se sabe cual 
de las TAFs se une al DNA. Luego, UBF y SL1 recrutan a la RNA polimerasa 1 (C). 



Episorna ribosomal 	histojytica 

El episoma ribosomal parece ser el recinto único de los genes de RNA 

ribosomal (15), puesto que no se han logrado identificar copias 

cromosomales de los rDNA, El episonia ribosomal que mejor se conoce es el 

de la cepa patógena HM1 (Fig. 9). Tiene un tamaño de 24.5 kb, existen 

alrededor de 200 copias por núcleo, y constituye el 10% del DNA total de 

cada célula. Seghal y col (72) secuenciaron y analizaron la organización del 

episoma ribosomal de la cepa patógena HM1. 

En HM1 el episoma ribosomal contiene dos copias de los genes que 

codifican para la subunidad pequeña (ssu, 16S) y para la subunidad grande 

(Isu, 5.8 S y 25 S) de los RNA ribosomales, y los tres genes se transcriben en 

una misma unidad transcripcional como en todos los organismos eucariotes. 

Las dos copias de rDNA están arregladas en la molécula circular como 

repetidos inversos, pero sin embargo no se sabe si ambas copias conducen 

a un transcrito funcional. Existen episomas ribosomales en otras cepas de E. 
histolytica y en otras Entamoebas, aunque estos episomas no son iguales, y 

no siempre contienen dos copias del cistrón ribosomal (73)(74)(72). Por 

ejemplo, en las cepas Rahman, Laredo y HK9 los episomas son más 

pequeños (18.3 Kb, 19.3 Kb y 15.3 Kb respectivamente) y contienen una sola 

copia de los genes de rDNA (72). La cepa 200:NIH tiene dos copias de los 

rDNA (72). La Fig. 10 muestra el episorna ribosomal de la cepa HK9, que es 

la cepa que utilizamos para realizar este trabajo. La presencia de dos 

unidades de los rDNA no parece ser obligatoria. 

Los episomas ribosomales presentan una organización a nivel de 

estructura primaria característica. La región rio-arriba y rio-abajo (region 5' y 

3' con respecto a los genes de DNA ribosomal, respectivamente) consiste de 

varias familias de elementos repetidos (72). Estas familias de elementos 

repetidos se han secuenciado y analizado detenidamente en la cepa HM1. 

Algunas de estas familias tienen secuencias relacionadas a ARS de 

levaduras, y por lo tanto se les implica en replicación del episonia (75). Otras 

de ellas, por su alto contenido A-T, y por la presencia de tractos de pirimidinas 
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sugieren que puedan participar en recombinación (73). En particular, los 

repetidos Dra l tienen un tracto de pirimidinas, y muestran polimorfismo en los 

fragmentos de restricción con enzimas de retricción de corte frecuente, 

probablemente como resultado de pérdidas de unidades repetidas por 

recombinación (Fig. 9). 

Aparte de ser el depósito único de los RNA ribosomales, existe un 

fragmento de DNA en la región río arriba del episoma que hibrida en 

experimentos tipo "northern" con un transcrito de 0.7 kh ( denominado Tr) en 

la cepa HM1 (76). La función de este transcrito se desconoce; no se conocen 

los límites de este transcrito, ni tampoco se localizaron marcos abiertos de 

lectura en las regiones próximas a este transcrito, En un trabajo reciente 

describen la presencia de marcos abiertos de lectura en el rDNA con 

secuencias que codifican para hemolisinas (77), aunque éstos son 

anormalmente cortos, y no se han identificado ni los mensajeros ni los 

productos de estos genes putativos. Esta observación podría relacionar el 

potencial citolítico de E. histolytica al episoma ribosomal, En otras cepas no 

se ha dectectado el transcrito Tr p.e. en las histolyticas Rahmann y HK9, en 

la Moshowski, o en Laredo (76)) pero, sin embargo, no se puede descartar 

que en estas cepas exista un transcrito diferente con una función equivalente. 



111- Objetivo 

El objetivo general de este trabajo es identificar y analizar el promotor de los 

genes de RNA ribosomal de E. histolytica. 

Los objetivos particulares son: 

- identificar el sitio de inicio de la transcripción de los genes de RNA 

ribosomal de E. histolytica 

- analizar la secuencia que rodea el sitio de inicio de la transcripción, con la 

idea de encontrar los elementos típicos involucrados en la regulación de la 

transcripción de los genes ribosomales que existen en otros organismos 

eucariotes 

- identificar probables regiones involucradas en regulación transcripcional en 

el episoma ribosomal mediante "footprinting" in vivo. 
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IV- Estrategia experimental 

Como ya lo mencioné anteriormente, la transcripción de los genes de 

rRNA da origen a un transcrito primario de varias kilobases que sufre 

múltiples pasos de procesamiento antes de dar origen a las especies 

ribosomales maduras. La identificación del extremo 5' y del extremo 3' del 

transcrito primario definen el tamaño de la unidad transcripcional, y en el caso 

de los genes de DNAr, además, el sitio de inicio de la transcripción forma 

parte del promotor de los genes ribosomales (52). Los avances en la última 

década en la Biología Molecular ofrecen herramientas que permiten 

diferenciar un transcrito primario de un precursor procesado, con base en sus 

características moleculares. Durante mi trabajo de maestría, doné la región 

que contenía el extremo 5' del cistrón de RNA ribosomal de Entarnoeba 

histolytica y limité el extremo 5' de la unidad transcripcional mediante un 

ensayo de RNA naciente. En esta tesis utilize varias técnicas 

complementarias, que describo a continuación, que permitieron identificar el 

punto de inicio de la transcripción de los genes de RNA ribosomal de 

Entarnoeba histolytica. 

IVA- Análisis de extensión de primero y mapeQ por S1 

Los dos métodos más comunes para identificar el sitió de inicio de la 

transcripción de un gen transcrito por la RNA polinierasa II son el análisis de 

extensión de primero para mapear extremos 5' y el n'apeo por .  S1 para 

mapear tanto extremos 5' como extremos 3' de los RNA mensajeros. El 

ensayo de extensión de primero consiste en extender una molécula de cDNA 

sobre el RNA templado utilizando un oligonucleótido o un fragmento de 

restricción como primeros localizados cerca pero hacia abajo del extremo 5' 

del RNA, con la enzima Transcriptasa Reversa. El tamaño de la extensión del 

cDNA indica el límite 5' del transcrito (Fig. 11). Es indispensable utilizar como 

marcadores finos de peso molecular una reacción de secuencia iniciada con' 

el mismo oligonucleótido que se utilizó para sintetizar la molécula de cDNA. 
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Fig. 11. Ensayo de extensión de prímero. Es frecuente utilizar oligonucleótidos 
marcados en el extremo 5' corno primeros complementarios al RNA, en lugar 
de fragmentos de restricción. 



El mapeo por nucleasa Si involucra la formación de un híbrido de 

RNA:DNA resistente a la digestión por la nucleasa Si, que corta DNA o RNA 

de cadena sencilla. La sonda es un fragmento que incluye la secuencia del 

extremo que se quiere determinar. Dependiendo de corno se marca la sonda, 

se pueden identificar los limites 5' o 3' de la molécula de RNA de acuerdo al 

tamaño del híbrido resistente a la digestión por la nucleasa (Fig. 12). Estas 

dos técnicas han sido sumamente útiles para identificar extremos 5' y 3' de 

RNA mensajeros. 

El principal incoveniente que presentan estas dos técnicas es que no 

permiten diferencw entre un transcrito primario y un transcrito procesado. 

IV B- Capping ¡fi vitro y TAP-RLMPCR  

Todos los transcritos primarios que se encuentran dentro de una célula 

eucariote tienen un extremo 5' característico. Los genes transcritos por la RNA 

polimeras II tienen en el extremo 5' una estructura "cap" (Fig. 13), y los 

transcritos por la RNA polimerasa 1, carecen de estructura cap, pero tienen en 

el extremo 5' un nucleótido trifosfato. En contraste, los transcritos procesados 

tienen en el extremo 5' un nucleótido monofosfato. La enzima guanidil 

transferasa (capping enzyme) incorpora especificamente una molécula de 

GTP a extremos 5' tri o difosfato, y por lo tanto se utiliza para marcar 

específicamente el extremo 5' de los transcritos primarios. La reacción 

catalizada por la guanidyl transferasa se muestra en la Fig. 13. El marcaje 

específico en el extremo 5' del transcrito primario, y la formación de un híbrido 

RNA:DNA , o RNA:RNA antisentido resistente a la digestión por una nucleasa 

permite identificar transcritos primarios y permite identifibar el sitio de inicio de 

la transcripción (Fig. 14), 

Un trabajo reciente reporta una metodología que ofrece una manera 

alternativa para identificar inicios de la transcripción, que llamaron TAP-

RLMPCR (Tobacco Acid Pyrophosphatase- Reverse Ligation mediated POR) 

(78). Esta metodología es especialmente útil para identificar extremos 5' de 

transcritos poco abundantes, porque contiene un paso de amplificación. El 
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Pasos involucrados en la biosíntesis de la estructura cap en los núcleos de las 

células de mamíferos. La Guanidyl Transferasa cataliza la adición de guanilato 
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método consiste basicarne,Inte en hacer a los transcritos primarios suceptibles 

de ser amplificados. Para ello, el RNA se trata inicialmente con la enzima TAP 

(por sus siglas en ingles, Tobacco Acid Pyrophosphatase) que genera 

extremos 5' monofosfato a partir de moléculas de RNA que contienen 

extremos 5' trifosfatos o con una estructura "cap". Los extremos 5' 

monofosfato son sustratos de la RNA ligasa para incorporar un linker de RNA. 

Una vez incorporado el RNA linker en el extremo 5' de las moléculas de RNA, 

se sintetiza cDNA con un oligonucleótido específico, y éste se amplifica por 

PCR, utilizando como prímeros de amplificación al linker y de preferencia otro 

oligonucleótido específico, interno al cDNA generado en el paso anterior (Fig. 

15). 

IVC-  Análisis de la secuencia del precursor de los RNA ribosomales 

Analizamos la secuencia de los 3000 nucleótidos que se localizan 

hacia arriba de la región codificadora del 17S ribosomal utilizando 

herramientas computacionales. Buscamos elementos repetidos en la 

secuencia que rodea el sitio de inicio de la transcripción haciendo un análisis 

tipo "dot matriz" (Geneworks, Intelligenetics). Paralelamente, con la idea de 

encontrar un "consenso" entre las secuencias que constituyen una secuencia 

iniciadora en diferentes especies, utilizamos el algoritmo de Staden (79) que 

permite localizar secuencias de reconocimiento poco definidas, mediante la 

asignación de valores individuales a cada base en cada posición y que por lo 

tanto indica la importancia relativa de estas. En términos generales, el 

algoritmo del programa toma las secuencias iniciadoras de las diferentes 

especies y mediante una matriz de peso, cuenta las veces en que una base 

se encuentra en una posición determinada. La base de datos para la matriz 

de peso consistió de las secuencias iniciadoras de 14 especies, las cuales 

escogimos como representantes de diferentes fila. 
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El RNA celular total se trata primero con la enzima TAP, para luego ligar a los extremos 
5' rnonorosfatos generados un "linker de RNA". Posteriormente, se sintetiza cDNA a partir 
de un oligonucleátido específico, y finalmente, se hace una reacción de PCR, utilizando un 
ollgonucleótido interno marcado radioactivamente, y un prímero idéntico al linker de RNA. 



IV D- Footprint in vivo 

Los experimentos de "footprint" han sido sumamente útiles para 

determinar los sitios de interacción de una proteína con el DNA, ya que el 

"footprint" ( o huella) se obtiene cuando se trata un complejo DNA-proteína 

con agentes químicos y/o enzimaticos, de manera que solamente las 

regiones del DNA no protegidas por la proteína son suceptibles de 

reaccionar. Las regiones protegidas se interpretan como "huellas" que dejan 

las proteínas al secuenciar el DNA. Estos experimentos se han realizado 

comunmente in vitro. Sin embargo, en las células eucariotes el DNA 

genómico forma una estructura compacta y organizada con histonas y otras 

proteínas, llamada cromatina, de forma que cambios en su estructura (p.e. 

compactación) o modificaciones en el DNA (p.e. metilaciones) pueden 

modular el acceso de factores de transcripción a sus secuencias blanco; por 

lo tanto, las interacciones DNA-proteína que se observan in vitro no 

necesariamente ocurren in vivo (80). El footprint in vivo involucra los 

siguientes pasos: primero, modificar el DNA químicamente (o 

enzimáticamente) en su estado in vivo con un reactivo capaz de penetrar 

dentro de las células; segundo, extraer el DNA y finalmente, detectar los sitios 

que se modificaron químicamente. De los reactivos químicos que se utilizan 

para hacer footprint in vivo, nos referiremos particularmente al DMS, El DMS 

metila la posición N7 de las guanosinas y la posición N3 de las adenosinas 

del surco mayor (81). Un tratamiento químico posterior con piperidina rompe 

específicamente las guanosinas metiladas por el DMS (81): La detección de 

los sitios modificados es el paso más dificil de lograr, sobre todo para genes 

que están poco representados dentro de un genoma complejo. Para detectar 

las modificaciones químicas sobre el DNA, es indispensable poder hacer 

secuenciación genómica dado que es la Única herramienta que nos permite 

detectar diferencias químicas entre un nucleótido y otro. 

Con el fin de identificar posibles regiones regulatorias en la región que 

rodea el sitio de inicio de la transcripción, empezamos por implementar una 

técnica que nos permitiera detectar las bases modificadas en el DNA 

haciendo secuenciación genómica sobre el episoma ribosomal, y la 

aplicamos para detectar la reactividad del DNA amibiano al DMS, 
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V- Materiales y Métodos 

Materiales 

Los trofozoitos de E. histolytica, cepa 1-1K9, se crecieron axénicamente en el 

medio TYI-S-33 (82). Obtuvimos otros materiales como enzimas de 

restricción, DNAsa I y la enzima Transcriptasa Reversa de Boehringer-

Mannhein. Obtuvimos los nucleótidos radioactivos de New Engiand Nuclear. 

Las reacciones de secuencia se hicieron usando un kit de Sequenasa 2 de 

United States Biochemical Corporation, y las manipulaciones clásicas del 

DNA de acuerdo a los protocolos descritos por Sambrook y col (83). 

Aislamiento de la region 5' de los genes que codifican para los RNA 

ribosomales de E. histolytica 

Se construyó una libreria genómica de la cepa HK9 donando digestiones 
parciales y totales del DNA de la cepa HK9 cortado con Eco RI en el fago Xgt-

10. La biblioteca genómica contiene 5x105  donas recombinantes 

independientes, y el tamaño promedio de los insertos es de 3Kb. Tamizamos 

la biblioteca genómica con un oligonucleótido sintético específico del gen 

17S ribosomal de E. histolytica (Oligo 17S; 5'-GTGTTCTACAATTGTCGTGG-

3'). Este oligonucleótido es complementario a los nucleótidos 251-273 de la 

secuencia del gen 17S de E. histolytica (84). Se utilizó el protocolo de 

hibridización descrito en (83). 

Purificación del RNA 

RNA celular total se purificó de acuerdo al protocolo descrito en (85). 

Brevemente, los trofozoítos en fase logarítmica de crecimiento se cosecharon 

y lavaron 2 veces en PBS, y se resuspendieron en isotiocianato de guanidina 

6M. Después de homogenizar vigorosamente, se eliminaron los restos 

celulares. El sobrenadante se precipitó dos veces con 0.3 volumenes de 

etanol. El peliet se resuspendió en solución TE (10mM Tris/HCI -p1-18, 1 mM 
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EDTA), y se extrajo dos veces con 1 volumen de fenol/cloroformo y se 

precipitó con 1/10 de acetato de sodio 3M y con 2.5 volumenes de etanol. 

Análisis del RNA y del DNA en ensayos tipo "southern" y "northern" 

El ANA se separó por electroforesis en geles de agarosaiformaldehido de 

acuerdo al protocolo descrito en (86), y se transfirió a filtros de nitrocelulosa. 

Cuando se usaron fragmentos de DNA como sondas, se hibridó toda la noche 

a 42 )̀C en 50% formamida, 5XSSC, 1X solución de Denhart's, y 100 pg41.1 de 

DNA de esperma de salmón. Se lavaron los filtros a 55' C en 0.1X SSC y 0.1 

% SDS. Las hibridizaciones con el oligonucleótido 178 se hicieron de 

acuerdo a Grosschendel y col (87). Los ensayos tipo "northern" se hicieron de 

acuerdo a Goldberg y col (88). Los transcritos de ANA naciente se hibridaton 

de acuerdo a Kooter y col (89). 

Análisis de la secuencia de DNA 

Se utilizó el método de los didesoxinucleólidos descrito por Sanger para 

hacer las reacciones de secuencia (90). Los fragmentos a (Hind 111- Xba 1) y b 

(Bgl U- Hind III) se insertaron entre los sitios Hind 111 y Xba 1 y entre los sitios 

Bam Hl y Hind III del M13 mpl8 y Ml3mp19, respectivamente para generar 

cuatro subclonas independientes. El oligonucleótido 17S se utilizó como 

prímero para empezar a secuenciar el fragmento a. Se generó la clona p3.8 

insertando al fragmento c (Eco FRI- Bgl II) entre los sitios Eco FII y Bam Hl del 

vector pbluescriptKS, y se usó corno fásmido para producir templado de 

cadena sencilla (ver Fig. 16 para localizar los fragmentos a, b y c). Se usaron 

tres oligonucleótidos sintéticos (oligo 2: 5'-CTCTGATGGTCCTAGATTAAC-3', 

oligo 3: 5'-GTTATACTCCTCCCCCCTGGTATT-3' y el oligo C : 5' 

TAGAAAACCAAGAAAATT- 3', complementarios a los nucleótidos 1556-1576, 

1722-1745 y 340-358, de la secuencia que se presenta en la Fig. 16 

respectivamente) para las reacciones de secuencia de la clona p3.8. 

Utilizamos las enzimas Hae 111 y Alti I para subclonar fragmentos de la clona 
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p3.8. Por ensayos tipo "southem", utilizando el RNA naciente como sonda, se 

identificaron los fragmentos Hae 111, de 1.7 kb, y Aiti I, de 1.4 kb, como parte de 

la unidad transcripcional de los genes de RNA ribosomal. Estos fragmentos 

se subclonaron en el ml 3mpl 8. Se utilizó un oligonucleótido sintético ( digo 

B1783: 5'-ATGAACATAACCTITGTA-3') idéntico a los nuleótidos 1683-1700 

de la secuencia EcoHl- Taq I (91) para secuenciar la hebra opuesta de la 

región entre el sitio Taql-Hae III (ver mapa de restricción de la Fig. 1). 

Ensayo de RNA naciente 

Se prepararon los núcleos rompiendo las células en una solución de lisis (15 

mM Tris/HCI. pH 8, 15 mM NaCI, 0.25 mM Cl2Mg y 0.5% NP40) en un 

homogenizador manual. El Usado se colocó en un colchón de sacarosa 1M 

(10 mM Tris/HCL p1-18, 1 mM EDTA) y se centrifugó a 5000g 10 min a 4°C. Los 

núcleos se congelaron en 50 mM Tris HCI pH 8, 75 mM NaCI, 0.5 mM EDTA 

pH 8, 200 mM PMSF, 5 mM DTT, y 50% glicerol y se guardaron en nitrogeno 

líquido. El RNA naciente se marcó siguiendo el protocolo de Kooter y col (89). 

Brevemente, los núcleos se descongelaron en hielo, se centrifugaron para 

eliminar la solución de congelación, y se resuspendieron en 100 mM Tris/HCI, 

pH 8, 0.5 mM NaCI, 50 mM KCI, 2 mM Cl2Mg, 4 mM C12 Mn. 0.15 n-iM 

espermidina, 2 rriM DTT y glicerol al 25%. La reacción de elongación se inició 

con la adición de 2 mM ATP, 2 mM GTP, 2 mM CTP, 10 1.1M UTP y 0.20.5 

de {32P]-  UTP (3000 Ci/mmol) en un volumen final de 100 gil. La reacción se 

incubó a 37 °C al cabo de los cuales se añadieron 27 U de DNasa 1 y se 

prosiguió la incubación a 37°C por 5 min más. Se paró la reacción incubando 

15 min a 37°C y añadiendo un volumen equivalente de 10 mM Tris/HCI, pH 8, 

1 mM EDTA, 1% SDS y 0.5 mg/ml de proteinasa K. Finalmente, se extrajo con 

fenol/cloroformo y el RNA se separó de los radionucléotidos libres pasándolo 

a través de una columna de Biogel P-10. El RNA naciente marcado se utilizó 

como sonda en ensayos tipo "southem" de acuerdo a Kooter y col. 
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Capping in vitro del precursor de RNA ribosomal 

El RNA total de E. histolytica se fraccioné utilizando una columna de 

Sepharosa 4B. Se precipitó la fracción de alto peso molecular. La reacción de 

capping se hizo de acuerdo a Muligan y col. (92), con algunas 
modificaciones. Las reacciones de marcaje se hicieron en 20 trl con 13 fc.g de 

RNA de alto peso molecular, 50 mM Tris HCI p118, 1.25 mM Cl2Mg, 2.5 mM 
DTT, 0.5 mM SAM, 10 U de guanilyl transferasa (GIBCO BRL) y 120 pCi de (x.-

32-P-GTP. Después de incubar 30 min a 37 "C , se paró la reacción usando 
20 pg de proteinasa K por 15 min a 37 "C. El RNA marcado se extrajo una vez 

con fenol y una vez con cloroformo. El a-32-P-GTP no incorporado se eliminó 

con 2 precipitaciones con acetato de amonio 2.8 M y 75% de etanol. La 

incorporación del isótopo al RNA dió una actividad específica de 1.2 x106  
cpmiptg. 

Protección de la digestión por RNAsa del RNA marcado in vitro por la Guanidil 

transferasa 

Los ensayos de protección por RNAsa se hicieron de acuerdo a Mulligan y 

col. (93), con modificaciones menores. Se desnaturalizaron 400 ng de DNA 

de doble cadena y 1.5 mg de RNA marcado in vitro a 75 °C por 5 min., y se 

hibridaron por 5 horas a 43 'C en presencia de 80 % formamida. Se 

añadieron 0.3 ml del buffer de digestión de la RNAsa A ( 10 mM Tris [-ID pH 

7.7, 300 mM NaCI, 5 mM EDTA pH 8.0) con 100 ng de RNAsa A. Se digirió el 
heteroduplex 1 hora a 37 °C. la reacción se paró con 20 jrl de SDS 10% y 40 

pg de proteinasa K 15 min a 37 °C. Se extrajo con fenol-cloroformo y se 

precipitó con etanol. Los fragmentos protegidos se analizaron en un gel de 

secuencia al 5% y se expuso en un fosforimager (Molecular Dynamics). 

Mapeo por nucleasa Si 

Los ensayos de protección por nucleasa S1 se hicieron de acuerdo a 

Ausubel y col (86). Los fragmentos resistentes a la digestion por la nucleasa 

S1 se analizaron en un gel de secuencia al 5%. 
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Análisis de extensión de primero 

Los ensayos de extensión de primero se hicieron de acuerdo a Mulligan y col 

(93). Un oligonucleótido sintético complementario a los nucleótidos 607-628 

(ver Fig 16, oligo 	5'- TTCGTTTTCCTCATTCTATTCA-3' se marcó en el 

extremo 5' por fosforilación y se hibridó 3 horas a 42 'C a 15 ¡.tg de RNA 

celular total. La extensión a partir del primero se hizo 60 min a 43 'C por 60 

min con 50U de transcriptasa reversa (GIBCO BRL). La reacción se paró 

añadiendo 20 mM EDTA y 2 mg/ml de RNAsa A. El cDNA se extrajo con 

fenol/cloroformo, se precipitó, y se analizó en un gel de secuencia al 5%, 

utilizando como marcador de peso molecular la secuencia p3.8 iniciada con 

el mismo primero. 

TAP-RLAWCR 

Se siguió el protocolo de Fromont-Racine y col (78). Brevemente, el RNA total 

de E. histolytica se trató 30 min a 37 "C con 1 U de TAP (Epicentre) en 10 vti 

del buffer TAP (Epicenter) con 2.5 pM de ATP. Se tomói /10 de la reacción 

como sustrato en una reacción de ligasa con 36 pmolas del linker de RNA 

(Cybersyn, Inc) en presencia de 6U de T4 RNA ligasa, 45 min a 37°C. Se 

generó cDNA utilizando 1/10 de la reacción de ligasa a partir del oligo 3: 5t- 

GTTATACTCCTCCCCCCTGGTATT-3', complementario a los nucleótidos 

1722-1745 de la secuencia que se muestra en la Fig. 16. Se amplificó el 

cDNA usando condiciones estandar de PCR con 3 pmolas del primer V 

marcado en el extremo 5', 6.25 pmolas del linker primer en 20 pi de reacción. 

Después de desnaturalizar 5 min a 95 °C, la reacción se repitió 30 veces a 94 

°C por 1 min, 48 °C, 1 min y 72 °C, 45 sec. Finalmente, la reacción se incubó 7 

min a 72 "C y 7 min a 52 "C. La secuencia del linker primer es 5'-

d(GTTTTCCCAGTCAGGAC)-3', y es idéntica a la del RNA linker. 
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Secuencia genórnica y metilación in vitro del episoma ribosornal 

Se siguió el protocolo de secuenciación del kit de secuencia arnpli-cycle 
(Perkin-Elmer). Para la reacción de secuencia se utilizaron 4 p.g de DNA total 

de E. histolytica cortado con Eco RI y 1 pinol de oligonucleótidos fosforilados ( 

oligonucleótido V, y oligonucleótido up325, 5'- GGC GTC ATC TTT TAA ATT 

TTC T-3', el cual es idéntico a los nucleótidos 325-345 de la secuencia que se 
muestra en la Fig, 16), con una actividad específica de 1x108  cpm/p.g. La 

reacción se repitió 25 veces 1 min a 95 'C, 1 min a 48 9 C, y 1 min a 72 )̀C. 

Como control del patrón de metilación en ausencia de proteínas, el DNA de la 

cepa HK9 se metilo in vitro siguiendo el protocolo convencional de Maxam y 

Gilbert (81), modificado por Morett, y col. (94). Para el caso de E. histolytica, 
tratarnos 5 pg de DNA de la cepa HK9 con 0.05% de DMS diluido en buffer de 

cacodilato (100 mM Cacodilato, pH 7.0) por 1 min a temperatura ambiente. La 

reacción se paró con 0.5 volúmenes de DMS "stop solution" (acetato de sodio 
1.5M, pH 7.0, p-mercaptoetanol 1M), y el DNA se precipitó con etanol, y se 

redisolvió en 0.3 M de acetato de sodio y se precipitó nuevamente. Después 
de lavar y secar el DNA, se resuspendió en H20 a una concentración de 0.5 

f.t.g/111. Posteriormente, el DNA tratado con DMS se rompió en los residuos 

metilados de guanosinas usando la reacción única de las Gs de Maxam y 

Gilbert (81). Se añadió la piperidina al DNA a una concentración final de 1M 

y se calentó la mezcla a 90°C por 30 min en un tubo cerrado. La piperidina se 
eliminó mediante tres liofilizaciones consecutivas añadiendo cada vez 100 1.11 

de H2O. El DNA se resuspendió finalmente en H20 a una concentración de 

0.7 	Las reacciones de extensión se hicieron con 5 vtg de. DNA y 1pmol 

de los oligonucleótidos fosforilados (oligo V y oligo up325) con la misma 

actividad específica que la que se usó para la reacción de secuencia. La 

reacción de extensión se cicló 25 veces lmin a 94°C, lmin a 48°C y lmin a 

72°C. Los productos de extensión se resolvieron paralelamente a la reacción 

de secuencia en un gel de poliacrilamida al 6%. 
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VI- Resultados 

VIA- Mapa de restricción y estrategia de secuenciación de la  clonz 

~ 	 r m ' 	fa unidad twsgripcional de los  

genes de RNA ribosomal de E.  histolytica 
Durante mi trabajo de maestría, aislé la dona genómica Xgt10-6.8 de 

un banco de la cepa HK9 que contiene el extremo 5' de la unidad 

transcripcional ribosomal de E. histolytica y por ensayos de ANA naciente, 

limité el extremo 5' de la unidad transcripcional. Secuencié en ese periodo la 

región comprendida entre el oligonucleófido 17S ribosomal y el sitio de 
restricción B9/11 de la clona Xgt10-6.8 (Fig. 16). En el doctorado, secuencié la 

región comprendida del sitio de restricción Bgl II al sitio de restricción Taq 1. El -

mapa de restricción, la estrategia de secuenciación y la secuencia de 2678 

pares de bases hacia arriba del gen estructural 175 de E. histolytica se 

muestran en la Fig. 16. 

VIB-Resumen de resultados: 

Los resultados de esta tesis están publicados en el trabajo : "Identification and 

analysis of the transcription initiation site of ribosomal RNA transcription of 

Entamoeba histolytica" que apareció en la revista Molecular and Biochemical 

Parasitology, Vol 73, 19-30 (1995), y esta anexado en esta tesis. 

(El número de las figuras en esta sección corresponde al número de las 

figuras del artículo.) 

VIB.1- Mapeo tipo run-on de la unidad transcripcional ribosomal. 

En la Fig. 1 se muestra la hibridación del RNA naciente marcado con [321'1-

UTP con diferentes fragmentos de restricción de la clona genómica Xgt10-6.8. 

El panel A de la figura indica que el RNA naciente marcado híbrida con los 

fragmentos de restricción que contienen parte de la región codificante del gen 

estructural 175: los fragmentos a y b (linea.4) y con el fragmento d (linea 5). 

Se observa también una fuerte señal con los fragmentos e y c, que se 
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1 	CGACACGAGA AAAAGTTCA A CAAAAAGTGC AAAAAC cccc CCCCTACTCA AACTACGAAT TTTGAAAATG 

	

71 	Cc ATTICTAc c;AArryrAcc. ATTTTTTTGT TGAivvrTGGil AGGAATGGAA TAAAAAAATT GA AA T T TCA A 

141 TGAAAAGTGA ACCTTTATTA CACAAAGTCT GGGAAAAACC ATCAGATTAA CACTAGACCA AGGATTTAAG 

211 TTGGTAAAAG CTC'I'ATTTGC CGAGAAAAGA TGACGTGTGA ACAACTTTTT TTCGGCATTT TCGGCCGATA 

281 TATTTGTATG GATATTerGA ATATATTTCT ATTTTTAGAA ATATGGCGTC ATerrTTAAA rruerrwr 

	

351 	TITCTAAAAA TAAATAACCG TTTATGAATA A AAAAA TGTT AATAGTAAAA TTATAGTAAA TTAACTATAA 

421 AATTATAGTT TGATGTGGAT TTTTCAAAAT TTTCGTTAGC TACAAATAGA CCAATAGAAT ACTTGTTAGT 

	

491 	GAAAATATAC TATACAGGAG AAGTCGGTTT GAGGTCAGTT GAACAGTTTT TAAAGAAAAG CAAAAAAAC A 

	

561 	TCTTCAATTG AM TCAGCTA TAAATAACGC CAACGAAAGA TGGAATGAAT AGAATGAGGA MACGAAAAC 

631 GMAGATGGT TGAGTTAGAA CGAMGATGG TTGAGTTAGA ACGAAAGATG GT'rGAGTTAG AACGAAAGAT 

701 GGTTGAGTTA AGACGGAGGC ATTAAGTAAT TGAGAATAAA AAATGATTAA TTTAAAGATT AAGCATATTA 

771 GAGATTGAAA AGAAAATGAA ACAAAAAAAG AATTTAAAGA TTAAGCAGAT TAGAAATAGA AAAAAAAAAT 

841 GMACAAAAA AACAAATGAT ATTTAGTAAT GAAGAAATGA AATTGATAAA AGATAGAAGA TTGTTCACGA 

911 GATTAAAGTA TTGTGTTTCT GGACCGA'I'TC TAATGCAAAG ATTTCAAGCG TCAGAAAAAT GATAGTGAAT 

981 TTAGAATATC TGAAAATGAC CAAATAATTA AGAAGAAATT AATGGAGAAA TGAAATTAAG AAATTATATA 

1051 AGATTTTTCA CGAGATTAAA ATATTGTGTT TCTGGACCGA TTCTAATGCA AAGATTTTAA GCGTAGCAAA 

1121 MTGATAGTG AATTTAGAAT ATCTGAAAAT GACCAAATAA TTAAGAAGAA ATTAATGGAG AAATGAAATT 

1191 AAGAAATTAT ATAAGATTrT TCACGAGATT AAAATATTGT GT TCCTGGAC CGATTCTAAT GCAAAGATTT 

1261 CAAGCGTAGC AAAAATGATA GTGAATTTAG AATATCTGAA AATGACCAAA TAATTMGAA GAAATTAATG 

1331 GAGAAATGAA ATTAAGAAAT TATATAAGAT TTTTCACGAG ATTAAAATAT TGTGTTTCTG GACCGATTCT 

1401 AATGCAAAGA TTTTAAGCGT AGCAAAAATG ATATAGATTT TGGATGATCA TGG A C AA TGG ATAAAAAAAA 

1471 GAMATCTAA AAATAAAAAA TGAAAGGGAA ATTAAGGATG AGAAVrGACC AAAAAATGTC TcATTTTTC A 

1541 CGAGATTAAA ATATGTTAAT CTAGGACCAT CAGAGATGCA AAGATT T TM TTTCGTGAAA AATGACGAGG 

1611 TTTTTGGACC ATCAAAAAAA AAGAGAAAAT CTAAAAAAAA AAATGAAAGG GAAATTAAGG ATGAAAATTG 

1681 ACCAAAAAAT ATCTCATTTT TCACGAAATT CAAGTATGTT AATACCAGGG GGGAGGAGTA TAACATATTT 

1751 GAATTTCGTG AAGAATCATG ACATTTTGAT CAAATAGCAT.  CTGACAATTT MAAATAGAA CAAAAATGAA 

1821 ATAGGGTAM TAGGGTAMA TAMAATAAT AAMAAATAG TAMAAAAAT AATAATAAAA AAAAAAGAGA 

1891 MAAATTAAA AAAAAGAACT GAAGAACTAA AATAATATCA AATTAAGGAG ACAAATAGGA TGAACAACAA 

1961 AGTAMAATA AAATAAGTAA AAAATAAAAA AGAAAGAACT AAGATCTAAA ATAATATCAA ATCAAGGGGA 

2031 CAAATAGGAT GAACAACAAA ATAAGGAGTA AAATGAAAAT GAAAAAAAAA TGAAAGCTAG GAAGAGACCA 

2101 CTAGAATAGT TGACATTAAA ATATATATTA TATGTACTAG TGTACAAGAA GAGTAAAAAA AATAATATGT 

2171 TTGTTTTATC ATTCTAAMC AAAATACTAA CAATTAGATG AACTACTGTT CTCAAAGAAC CCACGAGAAA 

2241 CAACTCATGT AATTAGTATT AGTATGTTTG TAAGTAGTAA TGAGTAAGTT TGTAGCTAGT ACTGAGTATG 

2311 GTTGTAAGTA GTAATGAGTA GTTAAACTAC TCTTAAGGTA ATATTGATTA ATGTATG UVI GTAGTATTAG 

2381 TTATGATAAT CATTCTTAAG TAGTATATTT ATTAGACTGA TGTTGTAGGA AGCTTTAGTT TTATGGACCA 

2451 TAAGAGCAAT TAATGAATAA GGATGATTAA TAATAATTAA TGCTATGATG AGAAGAGTTG ATAAGTTTCG 

2521 TTTATAATTC TGCAGATAAT ATATAAAAGG TTTGT TGTTG TATTTTAATA AGTAAAAATA AGACTAACAA 

2591 TACAGTTAAT AM TAATAAT AGGTGAGTAT AAATAAGTAA TCTCA'rAGAG GAGATTAATT AAATAAAGAA 

2661 GAAGTTCTTA TTAAAAGAAT VrAATAGGAA CATAATAAAT AGATGTTGTT AAGAAAGAGA CAA ATA AA TA 

2731 AAGAAAGATA AGACTGAATA AGAAGAAAAT TATACTTGAT CTGATTATAT AAAATGTAAT TAGATGACAG 

2801 AACAGATTTA TATTATATAA GTTTGTTTTT AGTATAATTA GTAAATAAGA AGAAGTCAAA ATAAGGAGTA 

2871 TAAAGAAAGG A AA AA TCGAT ATMATAATA A ATACAAATA AGAATAMA AATCTTCCTT TAAGAAGGA A 

2941 GAATAATAAA A T kr c 	4ittiC.InCiZ.V1 ITATIATart CICAIGIVIA tTlihniVIC AlrLCALCarl 

	

3011 	AAGTATAmq AZCAAGTAWI A.T.41M2SCULC CLCIACIZICLI/1 
	

ancanci 

	

3081 	hmlikrmac ATAG4:TTTra 
	

altniaGIACTT 
 
caGA=.1:11 pic,TriGTATI WIA.CMAAT  

3151 GC_CeAkTICA 1.11:M= 7111121418nA CATTCTA 



Fig. 16. Estrategia de secuenciación y secuencia del fragmento Xbal-
Taqi. 
En A, se muestra la estrategia de secuenciación. Los círculos abiertos 
indica que diferentes oligonucleótidos se utilizaron como prín-leros de 
secuencia. Las barras verticales indican que los fragmentos se 
subclonaron y se secuenciaron. Para más detalles, ver Materiales y 
Métodos. 
En B se muestra la secuencia del fragmento Taq 1- Xba 1. La región 
codificadora está subrayada. 



encuentran lejos hacia el 5' del inicio de la región codificante del gen 175. El 

panel B muestra la hibridación del RNA naciente con deleciones del 

fragmento c con Bal 31. Se observan fragmentos generados por la digestión 

con Bal 31 de 3.1 kb, 2.7 kb, 2.3 kb y de 1.6 kb. El RNA naciente hibridó con el 

fragmento c no digerido con Bal 31, y con los fragmentos de 3.1 Kb, 2.7 Kb, y 

2.3 Kb, pero no hibridó con el fragmento de 1.6 Kb. Este resultado localiza el 

extremo 5' de la unidad transcripcional ribosomal en la región que se localiza 

entre los productos de 1.6Kb y 2.3 Kb obtenidos por la digestion con Bal 31. 

VIB.2- Mapeo del sitio de inicio de la transcripción por ensayos de protección 

de nucleasas: mapeo por Si y capping in vitro. 

De acuerdo a los resultados de la Fig. 1, utilizamos un fragmento de 

restricción Hae III- Ase I de 474-pb como sonda para determinar el extremo 5' 

de la unidad transcripional ribosomal en ensayos de protección con nucleasa 

Si. El panel A de la fig. 2 muestra el mapeo por Sl. Se observan tres híbridos 

resistentes a la digestión por la nucleasa S1, con tamaños de 240, 225 y 215 

pb (Fig. 2, panel A, lineas 4-6). Estos sitios mapean en los nucleátidos 509 ± 

5, 523±5 . y 533±5, en la secuencia que se muestra en la Fig. , 4, El panel B de 

la Fig. 2, muestra el capping in vitro. En la linea 2 del panel B se observa el 

RNA marcado in vitro con la Guanidil Transferasa. Las líneas 3 y 4 muestran 

la presencia de un híbrido único resistente a la digestión por RNasa con un 

tamaño de 240 nt formado entre el RNA marcado y el fragmento de restricción 

de 474 pb. La protección de un fragmento de 240 nt en los dos ensayos de 

protección indica que este fragmento es el transcrito primario y lo situa cerca 

de la posición 509 ± 5 en la secuencia que mostramos en la Fig. 4. 

VIB.3- Mapeo de alta resolución del sitio de inicio de la transcripción: ensayo 

de extensión de primero y TAP-RLMPCR 

En el panel A de la Fig. 3, se muestra el ensayo de extensión 

deprimero iniciando con el oligonucleótido V. Están señalados en la figura los 
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dos productos de extensión más largos, cuyos tamaños son 123 y 124 nt 

(linea 1). El tratamiento del RNA con RNAsa (linea 2) no generó producto de 

extensión alguno, lo cual indica que los productos de extensión generados en 

la linea 1 son específicos del RNA. El producto de extensión de 124 

nucleótidos localiza un sitio de inicio de la transcripción en la posición 505 de 

la secuencia que mostramos en la Fig. 4. 

Para confirmar los datos que obtuvimos con los ensayos de protección 

de las nucleasas y con el ensayo de extensión del primero, hicimos un 

experimento adicional que es el TAP-RLMPCR. Utilizamos para amplificar el 

transcrito primario un oligonucleótido idéntico al linker primer y el 

oligonucleótido V, que fué el que ulizamos para el ensayo de extensión de 

prímero. El producto amplificado por PCR sobre el cDNA es de 141 nt. 

Tomando en cuenta la longitud del linker primer más dos adenosinas 

añadidas por la actividad de transferasa terminal de- la Taq polimerasa en 

cada extremo 3' del fragmento de doble cadena (95), el extremo 5' mapea en 

la misma posición que el producto extendido en el ensayo de extensión de 

prímero, en la posición 505 de la Fig. 4. 

VIB.4- Análisis de la secuencia de la region promotora del precursor del RIVA 

ribosomal. 

En la Fig. 4 se muestra la localización de dos familas de elementos 

repetidos que se encontraron utilizando el Geneworks en la secuencia del 

lider de los rRNA. Ambas familias de elementos repetidos están hacia abajo 

del sitio de inicio de la transcripción; una de ellas consiste de 4 repetidos 

perfectos de un elemento de 21pb localizados 123 nt hacia abajo del sitio de 

inicio de la transcripción, y la otra consiste de 4 repetidos imperfectos de 118, 

149, 149 y 148, localizados 376 nt hacia abajo del sitio de inicio de la 

transcripción. 

Analizamos los 3000 nt que se localizan hacia arriba del gen 17S 

ribosomal utilizando el programa PatternScan, que tamizó toda la secuencia 

utilizando una matriz de peso, generada a partir de un consenso obtenido del 

análisis de secuencias iniciadoras de 14 diferentes especies. Los resultados 
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se muestran en la Fig. 5. El panel A muestra el consenso y el orden que el 

programa da a las diferentes secuencias de acuerdo a su similitud con dicho 

consenso. De todas éstas, solamente la secuencia iniciadora de Crithidi¿-] 

fasciculata no fue agrupada junto a las 14 especies restantes, por diferir de 

manera considerable con el consenso generado por el programa. El panel B 

muestra el tamizado de los primeros 1600 nt que aparecen en la Fig. 16, 

indicando los valores de similitud de acuerdo a lo mostrado en el panel A. El 

resultado del programa muestra un valor de similitud máximo en la posición 

505 de los primeros 1600nt de la secuencia que se muestran en la Fig. 16, y 

es notable que esta posición es exactamente el sitio inicio de la transcripción 

que identificamos experimentalmente. Finalmente, introdujimos la secuencia 

iniciadora ribosomal de E. histolytica a la base de datos junto con las 14 

especies restantes. Esta última quedó localizada en décimo lugar de acuerdo 

a las 14 especies restantes, y nuevamente, la secuencia iniciadora de C. 

fasciculata quedó fuera del grupo, 

VIC- Secuencia genómica  y_reactividad de las 	al DMS 

Dado que el episoma ribosomal es una molécula abundante dentro del 

genóma de la amiba, pensamos en secuencia directamente la región que 

rodea el sitio de inicio de la transcripción para empezar a hacer ensayos dp 

footprinting in vivo. En la Fig. 17 mostramos la secuencia genómica de la 

hebra codificante y de la hebra no codificante de la región que rodea al sitio 

de inicio de la transcripción y resultados preliminares de la metilación in vitro 

de esta región. El oligonucleótido que utilizamos para secuenciar la hebra 

codificante es el oligonucleótido y y para secuenciar la hebra no codificante 

utilizamos el oligonucleótido UP325. Los carriles 1 y 2 muestran las 

extensiones de la Taq polimerasa sobre,. el DNA de amiba tratado in vitro con 

DMS. En el carril 1 se muestran las extensiones de la Taq polimerasa a partir 

del oligo V, y en el carril 2 las extensiones a partir del oligo UP325. En estas 

extensiones se observa la reactividad de las guaposinas que reaccionaron 

con el DMS. Este resultado muestra que tenemos la sensibilidad que 

requerimos para realizar experimentos de footprinting in vivo. 
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Fig. 17. Secuencia genómica y metilación in vitro. 
Utilizamos los oligonucleótidos UP325 y V para secuenciar la hebra no 
codificante y la hebra codificante, respectivamente, Los carriles 1 y 2 
muestran la extensiones de la Taq polimerasa sobre el DNA tratado in vitro 
con DMS, con los oligonucleótidos UP325 y V, respectivamente, 



VII- Discusion 

Aún cuando los genes 17S, 5.8S y 25S de los RNA ribosomales se han 

conservado a lo largo de la escala de la evolución, tanto las secuencias como 

el tamaño de los líderes o espaciadores externos transcritos han divergido 

considerablemente (ver Tabla II en sección de antecedentes), En este trabajo 

reportamos el tamaño del lider de los RNA ribosomales, que corresponde a 

2447 nucleótidos. En ensayos tipo "northern" no logramos detectar parte de la 

región transcrita, lo cual sugiere que el transcrito primario se procesa 

rápidamente como ocurre para los transcritos primarios ribosomales de la 

mayoría de los organismos eucariotes. El transcrito primario se procesa en 

varios pasos antes de generar las especies ribosomales maduras; el primer 

paso de procesamiento ocurre muy rápido dentro de la célula (96), y 

frecuentemente el transcrito primario no se detecta dentro de la población de 

los RNAs totales. Esto ha provocado en otras especies, por ejemplo en ratón, 

la identificación equivocada de un sitio de inicio de la transcripción de los 

genes de DNA ribosomal interpretando un dato de mapeo por SI (97) (98). En 

esta tesis utilicé varios enfoques metodológicos para identificar precisamente 

el sitio de inicio de la transcripción de los genes de RNA ribosomal de E. 

histolytica. Identifiqué inicialmente la región activa transcripcionalmente por 

ensayos de RNA naciente; esta metodología permitió identificar regiones 

transcritas que no logramos detectar en ensayos tipo "northern". Por 

experimentos de mapeo con Si identificamos un probable sitio de inicio de la 

transcripción, y por un ensayo de "capping in vitro" confirmamos que el sitio 

identificado por mapeo por Si contiene un extremo 5' trifosfato característico 

de un transcrito primario. En este ensayo, la enzima Guanidil Transferasa 

incorpora un GTP únicamente a transcritos que tienen extremos 5' tri o di 

fosfatos. Finalmente, identificamos el punto de inicio de la transcripción por un 

ensayo de extensión de prímero y por TAP-RLMPCR. Estos resultados, en 

resumen, localizan el sitio de inicio de la transcripción en la posición 505 de la 

secuencia que presento en la Fig. 4. Cabe señalar que si al hacer el TAP-

RLMPCR se demuestra que el producto amplificado es 
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dependienteestrictamente del tratamiento con TAP, el método sirve no sólo 

para generar extremos 5' trifosfatos suceptibles de ser amplificados, sino 

también puede utilizarse para diferenciar entre un transcrito primario y un 

transcrito procesado. 

No se han descrito consensos entre las secuencias que conforman el 

promotor de los genes ribosomales, pero los promotores de varios 

vertebrados han sido estudiados con suficiente detenimiento como para 

concluir que comparten una arquitectura similar. Se ha demostrado que los 

nucleótidos localizados entre la posición -45 hasta la +18, con respecto al sitio 

de inicio de la transcripción, son esenciales para la transcripción por la RNA 

polimerasa I y por esa razón constituyen el promotor "core" 

(99)(100)(101)(102). En este trabajo, buscamos un consenso en 26 bases que 

rodean al sitio de inicio de la transcripción, pero utilizamos una herramienta 

que considera la frecuencia de las bases en cada posición. A partir de este 

análisis, obtuvimos un consenso, aunque débil. El tamizado de los primeros 

1600 identificó un valor de ajuste máximo en el nucleótido 505. Es notable 

que experimentalmente identificamos el sitio de inicio de la transcripción 

precisamente en esta posición. Es importante señalar que el tamizado se hizo 

con un consenso que no contenía la secuencia iniciadora de E. histolytica. La 

secuencia iniciadora de C. fasciculata, por diferir de manera considerable con 

el resto de las secuencias, no entró en el mismo grupo que las 14 especies 

restantes. Es importante señalar que la identificación del sitio de inicio de la 

transcripción de los genes ribosomales de C. fasciculata se realizó con base 

a la sola interpretación de un dato de mapeo por S1 (103); existe la 

posibilidad de que el sitio que identifiCaron corno sitio de inicio de la 

transcripción sea un sitio de procesamiento. Este resultado indica que este 

programa puede utilizarse para buscar probables sitios de inicio de la 

transcripción de genes de RNA ribosomal en otras especies. Aún cuando en a 

ventana siguiente aparecen tres picos con un valor de ajuste similar, el 

pograma no deja de tener un valor predictivo en la primera ventana (en los 

primeros 1600 nt). 



La presencia de elementos repetidos en los espaciadores intergénicos 

es una característica general de la organización de los genes ribosomales, y 

se ha demostrado que estos elementos repetidos están íntimamente 

relacionados con regulación de la transcripción de los genes ribosomales, en 

particular funcionando corno enhancers. En el episoma ribosomal de E. 

histolytica existen varios elementos repetidos cuya función no se conoce (Fig. 
9). Dentro de la clona genómica kgt10-6.8 existen dos copias de un elemento 

repetido de 644 pb localizados 669 nucleótidos hacia arriba del sitio de inicio 

de la transcripción de los genes ribosomales (104); la Fig. 18 muestra la 

localización de estos repetidos con respecto al sitio de inicio de la 

transcripción. Existe también otro elemento repetido (p145) en el episoma 

ribosomal. Aún cuando la función de este elemento repetido tampoco se 

conoce, nuestro grupo mostró que esta secuencia repetida es un sitio de 

hipersensibilidad a DNAsa 1, y por geles de retardamiento y experimentos de 

footprinting in vitro, se mostró que interactúa de manera específica con 

proteínas nucleares; estos datos sugieren una función específica de este 

elemento dentro del episoma ribosomal (10). En la secuencia que presento en 

la Fig. 4 del artículo, están indicados dos elementos repetidos; el más corto 

consta de cuatro copias idénticas de un elemento de 21 pares de bases y el 

más largo consta de cuatro repetidos imperfectos de un elemento de 149 pb. 

Ambos elementos repetidos forman parte del transcrito primario. Pese a que la 

localización de estos elementos repetidos es atípica si la compararnos con la 

organización de los elementos regulatorios de los rDNA de eucariotes 

superiores, su localización cerca del sitio de inicio de la transcripción sugiere 

que puedan estar involucrados en regulación transcripcional. Se ha mostrado 

que los "enhancers" de la transcripción por la RNA polimerasa I son 

idenpendientes de la orientación y de la distancia, y que funcionan aún 

localizados hacia abajo del promotor sobre el cual ejercen su función (105). 

Si la RNA polimerasa I de E. histolytica es bioquímicamente similar a la de 

otros eucariotes, estos elementos podrían ser "enhancers". Sabremos si estos 

elementos repetidos tienen un papel en la transcripción de los genes de rDNA 

por ensayos funcionales. El futuro desarrollo de un ensayo de transcripción in 
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vitro, junto con la utilización de ensayos de transformación transitoria para E. 

histolytica permitirán definir el o los dominios funcionales del promotor de los 

genes de rDNA y aclarar el probable papel regulatorio de los elementos 

repetidos en la regulación transcripcional de estos genes. Otra forma de saber 

si una región del DNA tiene una función regulatoria en la transcripción es 

mostrando que es reconocida específicamente por una proteína; esto se logra 

buscando la huella (footprint) que deja la proteína cuando se une al DNA. 

Existen agentes químicos que reaccionan de manera específica con el DNA, y 

que pueden mostrar qué bases y qué residuos de las bases están 

involucradas en el pegado con la proteína. Los más comunes son los agentes 

metilantes corno el DMS y los agentes que oxidan los dobles enlaces de las 

pirirnidinas, como el tetróxido de osmio y el permanganato de potasio. La 

unión de una proteína impide la metilación de estos residuos por el DMS. El 

permanganato de potasio se utiliza como reactivo específico de las 

pirimidinas que están en cadena sencilla y permite detectar complejos de 

iniciación de la transcripción (complejos abiertos) (94) (106) así como las 

distorsiones en la helice que ocurren cuando el DNA se dobla ("bending") 

(107). En este trabajo implementamos la secuencia genómica sobre el 

episoma ribosomal de E. histolytica, y presentamos la reactividad de las 

guanosinas al DMS, utilizando un oligonucleótido específico y varias 

reacciones dé extensión (Fig. 17). Quedan por determinarse las condiciones 

fisiológicas óptimas para poder detectar la huella de la proteína en esa región. 

Pensamos comparar "footprints" de amibas en fase logarítmica y en fase 

estacionaria de crecimiento, tratadas con el químico. El control más adecuado 

en este caso es la metilación del DNA de amiba en ausencia de proteínas. 

Estos experimentos ayudarán a identificar las regiones del episoma que por 

su interacción con una proteína estarían involucradas en regular la 

transcripción de los genes de rDNA y a entender cómo ocurren los procesos 

de replicación y de recombinación dentro del episoma ribosomal. 
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Abstract 

In this artiele We report the identification of the start sise of ribosomal RNA transcription unir of the enteric parasite E. 
We eloned the upstream region of the ribosomal RNA and we delined the 5' boundary of the transcription 1111i1 

with nuclear ron-on assays. Wc report that ribosomal transcription starts 2447 bp upstream the SSU ribosomal gene, at an 

adenosine residue. This data was supported both by Si mapping and by primer extension analysis; that the mapped site was 

indeed the transcription start point was demonstrated by RNAse protection of the in Nitro capped RNA. Our sequence dala 

around the transcription start poini shows two different Lindan repeat elüsters immediately downstrearn from the 

transcription start point. 

keywords: Entamoeba histolytica; rRNA transeription start .site; Tandein repeat ciernen' 

1. Introduction 

The enteric protozoan parasite Entantoeba his-
tolytica is a major cause of debilitating illness and 

Abbreciations: EGTN, Eethylenchis(oxyethylenenitrilo)Petra-
acetic acid; NTS, non-transcribed spaccr; rDNA, ribosornal DNA.;• 
rRNA, ribosotnal RNA; TAP-1111v1'CR, tobacco acid pyrophoS-
phatase-reverse ligation mediated polytnerase chain reaction; LiCE, 
upstrearn control elements, 

Note: Nueleotide sequence data reporte(' in this papel' arc 
available in the. GenHatik data base ander the acccssíou No. 
136807. 

CorreSponding author. Tel.: (52-73) 114-900; Fax: (52-73) 
114-900. 

dcath, infecting 500 m'Ilion peopte and causing an 
estimated 50 million cases of diarrhea and 50000 
deaths yearly [11. Despite its medica' importance, 
little is known ¿d'out the genomie organization and 
control of gene expression in this parasite. 

iluber et al. [21 reported that the rDNA of the 
!turnan parasite Entanweba histolytica is located in a 
circular extrachromosomal 24.5-kb molecule present 
in 200 copies per cell, and suggcsted that Ibis 
molecule can replicate autonotnously [3,41 The, 200 
(Yr so copies of the rDNA episome are iocated all 
along the inner nuclear membrane, appearing tu be 
parí of the peripheral chromatht [51. These obsery/a- 
[bous}  as well as previous work by Aibach et 	[61, 
strongly suggest that ribosomal RNA (rRNA) syn 

0166-6851/95/$09,50 1,5 1995 Flsevier Science 11,V. All tights reserved 
551)1 O 1 66-68 5 1(9 5)00 O 84-4 



thesis occurs in the peripheral chroinatin. and 111:1( 
the episome can he considered as :1 nucieolar 
nizer, since there is no evidence for a typical nucleo-
lus in E. histolytica. 

	

A transient transfection system l'or 	hiNtolytica 

has just been established 1-1,81, dios creating the 

	

possibility oí doing genetie allak'SÍti hi 	organism. 
Nevertheless, no definitive information about regula-
1.01-V sequences has hecn documented for E. histolp-

ica, The characterization of the ribosomal prtnnoter 
is relevant to ongoing efforts toward the constructkm 
of an episomal DNA vector for both transient and 
stable transformation of this important hurgan para-
site. To identify the site of rRNA transcriptional 
initiation in E. histotylica, we first mapped transcrip-
tionally active regions using nuclear ()asceta labeled 
RNA. The start site was identified with different 
methods, including S.1 mapping, RNase proiection of 
in vitro capped RNA and primer extension analysis. 
The results, which complement cach other, show that 
transcriptional initiation oceurs at ara adenosine 
residuo, within the sequence ATATACTATACAGG. 
Wc performed at comparison of the sequences of thc 
transeription start points of 15 ribosomal genes of 
different organisms, including E. histolytica, and 
obtained a %Niel* consensus. Mide from a number oí 
repetitive elements located upstream from thc tran-
scription start site, our sequence analysis also identi-
fied tandem repeats downstream from the putative 
core promoter region. 

2. Materiais and inetitods 

2.1. Materials 

Growth and cubre oí trophozoites from E. his-

tolytica strain 1-110, was done axenically in TYI-S-33 
medium [9]. Other materials were obtained from the 
following sources: restriction enzyrnes, DNase 1 
and reverse transcriptase were from Boehringer-
Mannheim. Radiolabeled nueleotides were purchased 
from New England Nuclear. Sequencing reactions 
were performed with a Sequcnase-2 kit (US Bio-
ehemical). Standard DNA mattipulations svere per-
formed according tú protocols of Sambrook el al. 
1101 

tintr/Dis 

Total cellular RNA was prepared as deseribed 
previously [121. IZNA \vas separated hv eiectrophore- 
i s in formaidehyde-agarose ge IS as described 1131, 

and transferred tu nitrocellulose filters. In experi-
ments involving the 175 oligonueleotide probc.•, hy-
bridization was performed according tu Grosschedl 
et al. 1111. DNA blots were done according to Gold-
berg [15]. Nascent-labeled transcripts (see heluw) 
were hybridized according tu Kooter et al. 1161 
Sequencing reactions were performed using the 
dideoxy method of tilingos et al. 1111. 

The in vitro capping reaction was done according 
tu Mulligan et al. 1171 using high-molecular-IMISS 
En/a/PWeba hiStO/y/iCa R NA frau ionated by 
Sepharose 413 gel filtration. Incorporation of the 
isutope roto RNA yielded a specific activity oí 1.2 x 

cpm 	RNase protection assays were per- 
formed according lo Mulligan et al. 1131 Protected 
fragments were analyzed on a 5% denaturing- poly-
acrylamide sequencing gel and analyzed using a 
phosphorimager Molecular Dynamics). Si protec-
tion assays were performed according lo Ausubel el 
al. [18]. Primer extension analysis was done accor-
ding ta Mulligan et al. [13]. A synthetic oligonu-
cleotide complementary lo ni 607-628 on the se-
(leitee shows in Fig. 4 was used as primer in the 
extension reaction. 

For TAP-RLPCR, we followed the protocol re-
ported by Fromont-Racine el a1. [19]. The nucleotide 
sequence of the linker primer is 5'-d(GVITTCC-
CAGTCAGGAC)-3'.- The sequence of the RNA 
linker is the same as that of the linker primer. 

2.3, Nascent RNA assay 

Nuclei from exponential pitase trophozoites were 
prepared by disrupting the cells in a manual homoge-
nizer. The lysate was layered onto a 9 ml cushion of 
1 M sucrose 	mM Tris • I ICI, 	8/1 mM EDTA) 
and centrifuged al 5000 X 	for 10 ruin al 4°C. 
Nuclei were limen in a buffer containing 50 mM 
Tris • I1C1, pi! 8.0/75 mM NaCl/0.5 mM EDTA, 
p11 8.0/200 mM .PMSF/5 mM DIT/50% glycerol 
and stored in liquid nitrogen. Nuclear nascent IZNA 
Vivas labeled and used as a probe on southern blocs-  as 
described by Kootcr el al. [16]. 
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Fig. 1. IZttit-on mapping of the rDNA transeription unit. (A) tlyhridization of labeled naseent transeripts to testrietion fragments of the 
Agt10-6.5 done and lo subelones d and e. Lanes 1.-3 show ethidium-bromide-stained gels and hines 4-6 show the Southern biot 
hybridizations uf the same gels using labeled naseent transeripts as probes. Lanes 1 and 4, Agt10-6,5 digested with &Mil and 13g/11; laves 
2 and 5, subclonc Ml3d, containing fragnient d, digested with //ind111 +nal; lanes 3 and 6, subelone M13e, containing fragnient e, 
digested with EcolZ1 	II. Thc restrietion map of the Agt10-6.5 done is indieated at the top of the figure. Lambda/iistEll fragments 
were used as molecular mass ruarkers for the gel shown in falte 1. NIltubers un the ;di of the gel (hines 2 and 3) indicate the relativo sizes of 
the restrietion fragments.131aek arrows indicate the localization of fragments a, b, c, d and e. (B) llybridization of labeled nascent transevipts 
tu the p3.8 done treated with LIAL 31. Tice p3.8 done was licicarized at the //india site of the polyintker and treated with 2 U of BAL 31 
for different periods of time (0, 1, 2, 4 and 8 mío). Laves 1-5 show the ethidium bromide-stained gel and hines 6-1.0 the Southern blot 
hybridization of (he same gel with the nasccnt labeled transcripts. Lares I and 6, no 13A1.., 31 added, time 0; lanes 2 and 7, 1-min digest; 
lanes 3 and 8, 2-ruin digest: lactes 4 and 9, 4-min digest; lanes 5 and 10, 8-ocio digest. 'lije diagram shows the relative sizes of the deletions 
obtained with the nuelease, and the colmo on the right shows the, extent of hybridization 	, 	) of the digested material with labeled 
naseent transeriins. Lambda/Bull' fragments were used as moleenlar ¡pass markers. 
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3. Results 

3.1, isolation of the up.vtreatt: regir 	of thc 11)1111 

tratiserii)tion trllit 

In order lo isolate a ge1.10111 	frigille111. C.11111a ;ling 
the upstreni region of the 17S rDNA, 	kg' 11) 
genomie 1ihrary was screened nsing uit oligonn- 
cleotide spccific for 	histolytica 175 rRNA ((ligo 
175; 5'-GTGITCTACAATEGI(..'GTGG-3# comple-
mentary tu nt 251-273 ()I' the 17S rDNA sequence of 
E. histolytica). Froii this sereening, a 6.5-kb 
fragment was isolated and characterized in (letail 
(done Atzt10-6.5). The restriction map oí this DNA 
is identical lo the map reponed by IInher et al. [21. 
The region eontained between the Tm/1 ami nal 
restriction siles (.)f this clone was sequenced (restric- 
tion mala  at the top of Fig. 1). 	17S-specifie 

oligonucleotide was used as a primer tu begin se-
quencing within fragment a. Rase(' on sequence anal-
ysis, the done Agt10-6.5 contains 1.742 bp of the 
coding region of the 17S rihosomal gene [201. 

3.2. Mapping the tratiscription :mit with labeled 
nascent transcripts 

As a first step to locate the approximate stars sito: 
of the rI)NA transeription unit, northern blots con-
taining total cellular RNA were hybridized with the 
17S oligonucleotide, as well as with fragments d, e 
and c. Only the 17S olígonueleotide ami fragment d 
gane a hybridization signal (data not shows). Wc 
were unible lo detect a signal with eilher fragment e, 
or e. These results suggested thc presence of a 
precursor starting within fragment d or, alternatively, 
the existente of a longer, rapidly processcd precur-
sor. In order to distinguish between these two alter-
natives, we performed assays using RNA labeled in 
isolztted nuclei to ()Main preferential labeling of 
nascent precursor molecules. [32 1)1UTP-labeled 
nascent RNA was used tu prole a Southern blot 
containing restriction fragments from the gcnomic 
done. Results are presente(' in Fig. 1A. The ethid-
ium bromide-stained gels show the fragments gener-
ated after digestion of the 4110-6.5 done with 

EcoRl and 118111 (hines I ), as well as fragments d 

and e released by digestion of independent M13 
subelones (lanes 2 1111(1 3). The labeled nascent RNA 

hvbriditcd with several frownents that (..ontained part 

oí' (he cialing 1.1..V1)11 11t 111C 1'75 structural gene: 

fragment a ;11)(1 fragntent tr  (lanes 4), and with frag-

ntent d (lane 5). A strong hybridization signa! was 

also observed with 111g:tient e. (lane (r), as well as 

laq 11(re 111 	Ah4 I A/u 1 	Ase 1 	 BO II 

ihw III 	 .4 se 1 

0 	 474 

A 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 

90 

242 — 
238 — 

217 — 
201 — 
190 — 
180 

147 --- 

110 --- 

309 

160 — 

123 — 

404 — 

62.2 -- 
527 — 

242 
238 

2. (A) SI protection assay. The Ilaelli-Asei fragment frorn 
done p3.8 was hibeled with [y-32  PJA'rP using polyinieleolide 
trinase and hybridized with 10 ittg of total RNA in the presence of 
80% fon-nantide. After hybritlization, the simples were treated 
chiller with 0, 20, 40, or 80 units of nuclease Si (lanes 3, 4, 5 and 
6, respectively). Lane 2 shows the ittbeled 1 faelli-Asel fragnient 
froni done p3.8. Size rnarkers are end-htbeled fragments of 
pf3R322 digested with 	spi, (B) RNAse protection assay of the- 
in vitro capped ÍRNA precursor. A high-molecular-inass RNA 

fractton SkI 0S obtained by gel fihration and labeled by in vitro 
eappitig (see Materials and ineiliods). Labeled RNA was hy-
bridized with thc /ir/dB-Mei fragment from done p3.8 in the 
presence of 80% forniarnide. The heterodupiex was neme(' alter 
with no Masc. A tilinte 2) or with 333 ng 	I  of RNase A (bines 
3 and 4). Size inarkers are end-laheled fraginents of pf3R,322 
digested with 151,51)1 (lave 1). 
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With fragment e (bine 	This result indicates ihat 
labeled nascent RNA hybridized íII upstrearn nom 
the 1 7S coding region. 

In order ter map the transcribed domain in the 

upstream region of the 1 7 S structural gene, deletions 

of fragment e were probed with nascent RNA, 113.5 

done was generated (i'ragment e inserted in pl3lue-

seripi) and was cut with IIr11clIII (un the vector) and 

partially digested with nuelease f3A1, 31. Aliquots 

were withdrawn at different digestion time intervals 
and cut ;vid' Eco121. Pardal digests of the fragment e 
ranged in size from 3.8 kb with no enzyme added, ro 

1.6 kb alter 8 min exposure to the enzyme (Fig. 113, 

hines 1-5). Labeled nascent RNA hybridized strongly 

A  

lo the ni.m-digested done (falte (), as \yeti as lo the 
11 kb (bine 7), die 2.7 kh (hule 8) and the 2,3 kb 
(lune 	fraginents; however, no 11!'hrt(lizalion Sigma 
\vas ohserveti with the 1.6-kb fragment 

'n'ese data mapped the transeribeti (iontain lo the 

regio') localizad bet\veen the 1.6-kb and the 2.3-kb 

13A1.„31 digestion products (Fig,. 113). 

3.3. illaiving !he transcriptiwi .s1(11.1 /)e n! 
ase protection assays 

detailed restriction map 01' done p3.8 is shown 
un top uf Fig. 2. 1.3ased on results obtained with 
nuclear run-on assays (Mg, 1), a 1.74-bp 

Ilaern-Asei 

113 

(478) 
5' — GAATACTTGTTAGTGAAAATATACTATACAGGAGAAGTCGGI1T- 3' ( 5 2 1 ) 

3' - CTTATGAACAATCACTMATATGATATGTCCTerrCAGCCAAA- 5' 

4- 1 

Fig. 3. 1.1igh-resolution mapping, of the 5' termini of the rRNA precursor. (A) Primer extension analysis. Total RNA frm 
E, histo trophozoites was hybridized with 32 P-Iabeled oligonucleotide V (see Materials and methods) and incubated with revers

o
e transcriptase

lytica 

to produce cDNA exiensions. The products were separaled on a 5% polyacrylarnide sequencing gel using a sequence reactioii ofclone p3.8 
prinied with oligonucleotide V as molecular :MISS 

markers. Lane 1 shows the CDNA extension products and lime 2 shows a control sainple 
treated with RNasc A before reverse transcription. (13) TAP-RLPCR analysis of the rRNA precursor. The PeR products generale(' by 32 

Pdabeled oligonucleotide V and linkcr primer from total celluiar RNA (bines 2) (see Materials and inethods and Rcsults) were resoved in - 
a 5% polyacrylamide sequcncing gel using a sequencing - reaction of done p3.8 primed with oligonucleotide V as marker. Lane 1:

l
shows end-labeled fragnicnts of pHR322 digested with hfspl 

as molecular tnass marker. The, sequence between nt 478 and 521 is shown un the botiom of the figure lo locate the mapped transcription start point (nt 505). 
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Wigiucul was used asa prObe iOr IHICICaSC prOteclioll 
asnal s. S1 nuelease resistant 	 were ;HUI- 
iyZed 011 	sequencing gel. Frallaheled iragments c l f 

pbR322 digested with ALTI were used as moleculat 

nlaSS ntarkers. 	heterodttplex fornted hetween the 

5'-laheled prohe (Fig. 2A, hule 2) and RNA vielded 

three proteeted fragments 	2¿1(), 225 and 215 hl) 

when exposed to SI nuclease. (Fig. 2A, larles 1 	6). 

'l'he ends 	these protected fraginents rnap to nt 

509 	5, 523 	tricl 533 	5 in the sequence shown 

itt Fig. 1. 

\Ve teste(' the possibiIity that the RNA 5'-ends 

mapped by SI nuclease proteetion might represent 

processing evenis rather than transcription initiation 

events. To discriminate hetween 'hese two  

tics, 	perrorined R.Nase piknection ot in vitro 

capped I:NA, 	ille sante prohe v, e used For the 

SI inftlease proteetion assav. \Ve used the cui.yine 

guaninvl transferase, which eautlyzes the anaelunent 

uf a (NI' inoiety to 5'-triphosphate or diphosphate 

end, but not to a 5'-monophosphate end. Thus, in 

vitro capping can he used tu lahel specirically 5'-ends 

prinutry transcripts. 'l'o ohtain a rRNA precursor-

enriehed fraction, total cellular RNA from k, 

tolviica was fractionated by Sepharose t1 ge.1 filtra-

tiuii. Pite Iaheling patteru of this RNA fraction 

yielded high tuolecular weight RNA bppearing as a 

smear), as well as some small RNA molecules that 

viere specifically laheled by the enzyme (Fig. 2B, 

lane 2). 'lile 474-bp //ac111-Asc'1 fragment (un- 

CGACACGAGA AAAAGTTCAA CAAAAAGTGC AAAAACCCUC CCCCTACTCA AACTACGAAT 
TTTGAAAATG CCATTTCTAC GAATTTTAW ATTTTTTTGT TGAAATTGGA AGGAATGGAA 
TAAAAkAAAT TGAAATTTCA ATGAAAAGTG AACCTTTATT ACACAAAGTC TGGGAAAAAC 
CATCAGATTA ACACTAGACC AAGGATTTAA GTTGGTAAAA GCTCTATTTG CCGAGAAAAG 
ATGACGTGTG AACAACTTTT TTTCGGCATT TTCGGCCGAT ATATTTGTAT GGATATTCTG 
AATATATTTC TATTTTTAGA AATATGGCGT CATCTTTTAA ATTTTCTTGG TTTTCTAAAA 
ATAAATAACC GTTTATGAAT AAAAAAATGT TAATAGTAAA ATTATAGTAA ATTAACTATA 
AAATTATAGT TTGATGTGGA TTTTTCAAA • TTTTCGTTAG CTACAAATAG ACCAATAGAA 
TACTTGTTAG TGAAAATATA CTATACAGGA GAAGTWGTT TGAGGTCAGT TGA.ACAGTTT 
TTAAAGAAAA GCAAAAAAAC ATGTTCAATT GAAATCAGCT ATAAATAACG CCAACGAAAG 
ATGGAATGAA TAGAATGAGG AAAACGAAtA  CGAAAGATGG  TTGEMASEEMEEM 
1TIGAG TAGLudtaddan~sati. 	 einAC.  :AA GA TGOTTGAGTT.AA ACGGAGG 

ATTTAAAGAT TAAGCATATT AGAGATTGAA AAAATGATTA 
ATTAAGCAGA TTAGAAATAG AAAAAAAAAA GAATTTAAAG 

KAATTGATAA AAGATAGAACI TGAAGAAATG TATTTAGTAA 
TTGTTCACG AGATTAAAGT ATTGTGTTTC TGGACCGATT CTAATGCAAA GATTTCAA5.1_  

hTCAGAAAAA TGATAGTGAA TTTAGAATAT CTGAAAATGA C 

TAATOGAGAJUATGAAATTAAGAAATTATAT AAGATTTTTC ACGAGATTAA AATATTGTGT 

DTCTGGACCGATTCTAATde AAAGATTTTA AGCGTAGCAA AAATGATAGT GAATTTAGAA 

‘AATA ATTAAGAAGA AATTAATGGA GAAATGAAAT TAAGAAATTP 

frATAAGATTT TTCACGAGAT TAAAATATTG TGTTCCTGGA CCGATTCTAA TGCAAAGAT1 

PCAAGCGTAG CAAAAATGAT AGTGAATTTA GAATATCTGA AAATGACCESEMUM 

GAAATTA4T GGAGAAA GA AATTAAGAAA TTATAT—GÁ TTTTTéACGA GATTAAAATA 

TTGTGTMT.GGAtCGATTt...TAATGCAAAG ATTTTAAGOtLTAGCAAAAAT. GATATAGATY 

EMESEVESESAATG GATAAAAAAA 
AATTAAGGAT GAGAATTGAC CAAAAAATGT 
TCTAGGACCA TCAGAGATGC AAAGATTTTA 

Fig. 4. Sequenee loealization oí the transeription start point. The repeated elements teurni with the dot matrix plot ítre inclicated itt the 

Sequenee. Tite sequenee siat:ts at the lizq1 cite shown en top of Fig. 1. Repeats are indieated witit - altérnate white and • Mack boxes for 

emphasis. A 21-1)1) element is repeated futir times, An element of approx. 149 bp is localized downstrearn frene the 21-hp repeats, and is also 

rellCated t'out times. 
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labeled) WaS atice t() 1)Wieet the tadiolabeled-capped 
rlINA precursor. INase /1 tteatinent oí heterodu-
plexes formed between radi(ilabeled eapped RNA 

and the 474-bp /h.w111-Asel fraginent yielded a 
unique protected fragunent oí 	nt (Fig. 213, lares 3 
and 4). Thus, the 240-bp protected fragmeni ob-
serve(' in both malease protection assays (SI nuele-
ase and RNase A) represents the protection of a 
primary rIRNA transcript which maps the transcrip-
tiOlt start point in the clase vicinity oí position 509 
(509 4. 5) in the sequence shown in Fig. 4. The 225 
and 215 bp prwected fragments observed in the S 
mapping experiment probably represent SI nuclease 
digestion artifacts or additinnal processing events. 

3.4, Iligh-resolution ntapping of the transcription 
mar( point 

lligh resolution primer extension experiments 
were cardal out lo define the exact site of transcrip-
tion initiation of :he rRNA precursor. End-labeled 
oligonucleotide V was used as primer. 'The extension 
reactions were performed using total ceilular RNA, 
and the products were resolved on a denaturing 
polyacrylamide gel using the corresponding sequene-
ing ladder as size markcr. The two longest extension 
products, indicated by arrows, are shown in Fig. 3A, 
The sises of the extended products are 124 and 123 
nl (larse 1). A control sample treated with RNase A -
did not generate cDNA extensions. The 124-nt ex-
tension product is consistent with a transcription start 
point mapping at nt 505 in the sequence shown in 
Fig. 4. 

The common methods for mapping the ends of 
transcripts, including 'incluse protection and primer 
extension analysis, have buen reponed subject tu 
various limitations and artifacts. ln order tu confirm 
the- data we obtained from both ondease protection 
assays and primer extension analysis, we performed 
an alternative procedure fin Mapping 5' termini of 
primary transcripts, referred lo as TAP-RLPCR 
Afler removal of 5'-terminal pyrophoSphate - a spe-
cific oligonucleotide was ligated to the 5'. ends of 
primary transcripts. cDNAs containing exclusively 
ribosomal RNA sequences were generated using a 
specif'ic primer and reverse transcriptase. The cDNA 
was amplified using a nested 32  P-labeled. specific 
primer (oligonueleotide V) ami a DNA primer whosc  

sequence i, identieal to the RNA linker. The artlpli- 
Ciect 	«vele resolved on a denaturing sequene- 
ing gel using the e.orre.sponding sequenee ladder as 
marker. Fig 313, Line :2 shows the amplified product 
oí total RNA. The size oí the amplified product is 
141 ni. Taking Uno account the length of the linker 
primer, plus two adcnosines added by the template_ 
independent terminal transferase activity of Tati 
polvinerase. which results in the addition oí a single 
inicleotide al cach 3'-end of the fragnient oí the 
double-stranded fragment [21 	the 5' end of the 
prinlary transc.ript maps al exactly the same position 
that the une obtained by primer extension, that is, the 
ademosine at ut 5115 of the sequence shown in Fig. 4, 
within the sequenee 5'-i1TATACTATACAGG-3' (the_ 
start site is unclerlined). This site is located 2447 nt 
upstream from the I 7S structural gene. 

.3.5. Sequence analysis of the promoter regio, of the 
rRNA precursor 

Tandemly repeated DNA elements are commonly 
present in promoter regions of rRNA genes [22]. We 
looked for sueli elements in the sequence surround-
ing the transcription start point of E. histalytica 
using a dot matrix plot analysis (Gene Works, Intel-
legenetics). Two regions with tarden repeats, both 
downstream the transcription start point, were ob-
serve(' on the dot matrix plot ({lata not shown). The 
smailer repetitive element is composed of four 21 bp 
repelas organized in tandem, located 123 nl clown- 
stream from the transcription start point (Fig. 4). The 
second type of repetitive element consists of four 
closely related repeats with lengths of 118, 149, 149 
and 148 bp for the first, second, third and fourth 
repeat, respectively. These repeats are located 376 nt 
downstream from the transcription start point (Fig. 

We performed a contputcr analysis of the region 
encompassing roughly 3001) nt iipstreatu from the 
17S gene using the program PatternScan (lnit-
ScanAG option), which scans the entire sequence 
using a weight matrix similar tu that reponed by 
Staden [23], with the important difference that the 
sequences used to generate the weight matrix are 
first rankcd and sorted for consensos coherence. The 
weight matrix ‘.,vas obtained using as a.raw database 
the core promoter sequences from positions 	1.6 lo 
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A ACCCTCGGGT A T A GT AGGG A GG A GG Wileal 

GCCCC TCAGGT A T A G TAGGGGGTAGGhlaize 
ANCCCAAGATACATATAGGGGGGGTAP. poIycephalurn 

GGCAGAAGGAACT TCATGCGA A AGC S. rosei 
TGTACTGGAGATATATGCTGACACGC Rat 

G T Te A A AA ACT A CT A T AGGT AGGC AG D. mrianogalier 
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G TTCAAAAACTACT A TAGG TAGGCAGD.meianogaster 
G CCCCTCAGGTATAGTAGGGGGTAGGMaile 

G GGCAGAAGGA AC T TCATGCG A A AGCS. rosei 
A ACCCA AGATACAT A TAGGGGGGGTA P.poIscephalurn 
TGT ACTGGAGATAT A TGC T0 AC ACGC Ral 

AGTG P. A AAT ATACT A TAC AGG AGAAG F.. histolytira 
TACCCGAAATACATATACAAGAAGAG 1). discoideum 
G TGCGGGCAGGAAGG TAGGGG A AG.  AC X. larris 
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1- 10 o1 the rRNA genes oí 15 organisms. The 
PatternScan analysis, shown in l'ig, 5A, Intik a pre 
ferred weight ili,llrix using a subset oí only 14 of the 
15 initiator site sequences we provided gis the con-
sensus database. The sequence of the C. lasvicuhaa 
ribosomal core promoter was rejeeled by tlu.' algo-
rithm because it deviates strongly from the consen-
sus base frequencies. The scanning plot generated by 
the program (513) shows a consensus fit maximum at 
nt 505 of the first 1600 nt of the sequence starting 
the Taql site shown in Fig. 1, a site which corre-
sponds exactly to the initiator base that we identified 
by primer extension, The weight matrix program 
found this maximum in the 1600-nt window shown 
in Fig. 511 using a database that did not contain the 
E. histolwica core promoter sequence. Sequences 
with a similar high valué of consensos fit are infre-
quent in the 3200-nt domain that we examined. 
When the E. histolytica core sequence was included 
in the promoter database, the program ranked the E. 
histolytica core sequence in the 10th position aniong 
the ordered consensos fit scores (Fig. 50. 

4. Discussion 

It is widely documented that whereas the se-
(vences codinu for the 18S, 5.8S and 28S rEINIA 

have [leen strongly conserved throughout evolution, 
both the sine and the sequence of (he transcribed 
spacer segments are highly diverged (for rcview, see 
Reís, 22,24). Our results show the presence of a 
2147-nt transcriba spacer. Preliminary Northern blot 
analysis (not shown) had suggested that the riboso-
mai precursor molectiles are rapidly processed, as 
has been observa in severa] other biological sys-
teMS [221. 111 various species the first processing 
event of' pre-ERNA occurs su rapidly boli( in vivo 
and in vitro that the 5' end of the predominant 
pre-rRNA rnaps tti this processing site. This has led, 
for example, tu the erroncous identification of a 
transeription start point based on 51 mapping data in 
the mouse [25,261 To identify the star( site of the 
rDNA transeription (mit in E. hisiolytica, we first 
mapped naseent transcripts, in arder lo locate dan-
seriptionally active reg,ions. We 'hen employed a 
variely of' complcmentary approachcs lo map the 
start point. S1. nuclease mapping, as well as RNasc A 
protection assays of in vitro-capped RNA yielded a 
common 240-bp fragment. The capping/protection 
assay demonstrated the presence of cither a diphos-
phate or a triphosphate terminus, by virtue of the 
bioehemical specificity of the labeling reaction. Fi-
nally, - the start point was identified at single-base 
resolution by primer extension analysis, and inde-
pendent evidence for the presence of a triphosphate 

Fig, 5, Weight matrix scanning of sequences upstreain the rDNA genes of E. histolytica for segments matching a transcriptional initiation 
sequence consensos, using a — 16 to 1++ 10 data window. (A) Sequence son output of program PatternScan (InitScanA(l option) showing 
set of known ribosomal initiator sequences ordered according to the degree of fit to their own consensos, using a window of 26 nt. The 
initiator site base (#17 itt this table) is underlined, The scoring matrix algorithin used is essentially the sante as that described by Staden 
[23], but the program penalizas the fit score at the initiat& position by 30% if the base al that position is not an A or a (3, `Che sorting is 
based on a arbitrary fit cut valuc that is adjusted by the usar of the program to increase or decrease consensus set homogeneity. Stringent 
(Le., high) cut values may yicld severa' different consensos sets from a single database. We used a low-stringency setting_(0.45) because our 
database is small. At ibis setting the program sorted out the C. fascicidata on the basis of its largo devialion from the consensos of the other 
15 sequences, which contprises the majority set. (B) Consensos fit scores at each position in the first 1600 nt of the 	hisuilytica sequence 
(starting at the l'aql site shown iti Fig. 1), as generated by the program PatternScan (lniiseanAG option), using a weight matriz calculated 
from a subset that included 14 out of 15 sequences given as boina to the program. The lines indicated by Maxl'it and MinFit indicate the 
consensos fit scores of the ‘best* scquence (A, castellan1) and the 'worst' scquence (1'. brucei) in the set of 14 prornoters used by the 
program to buill a consenStiS Weight inatrix. The fit scorc of position 505 was 0.2970. When the sequence from nt 1600 to 3200 was 
seanned, thrcc positions gave fit scorc values similar lo that obtained in position 505 (0.2941, 0.2937 and 0.2980). (C) Hesults of running a 
new sorting pitase of the PatternScan (InitScanAG option) program, chis time including the E. histolyiica transcriptioníti initiator sequence 
as the 16th itero in the imput database. The C. fasciculata sequence was again sorteó OUT as a non member of the consensos set, and the 
weiglit matriz scores placed the E, histolytka sequence in the 1001 position. Transcription initiation sequences are from A. casteilanii 
[33,28], mouse [34], hurtan 135], tal [36], S. rosei [37] 1). melatio,Yastet.  [38], D. rliscohleum [39], P. polyeephalum [40], X, lavtis. [41], T, 
pyriformis [42] S. cerevisae [43], and 	hrucei [16], whcat [44], maizc [45] and C.', [ascii:W(1ft: [46]. The program PanernSeari is available by 
ationymotts f'tp from ibtainanimix. ft runs cin Apple Macintosh computers ‘vitli a madi eo-processor, 



terrninus was obtained by TA1'-R1,1)CR 
transcription st a r' poim \vas found to map at nt 505 
of Ihc sequence shuwn in Fig. 4. 

Weak homologies have been reported bet Wee ti the 

initiator seq UCT1CCS tila( cunstUu te the polymerase I 
core promoter (271. A comparison oí the transcrip-
tional initiation sequences oí rRNA genes has been 
reported recently using initiator sequences from 11 
specics and a consensus for the initiator \vas ob-
iained [28], Lising the same mies, we derived a weak 
consensus for the 15 initiator sequences shown in 
Fig. 5C, from ni positions —16 lo 1 10: -g/ 

n-(where n -- any nucleotide; r = purine > 	75%; 
upper-case letters > 	66% of' the time; lower-case 
letters > = 5(1% of the time; the initiaior ntieleotide 
is underlined), Wc elipse not to indude in 0111" 

database secinenees data from more than two closely 
related species to avoid introducing a bias in the 
consensus. Therefore, this consensos is nol identical 
lo that reported in [28]; only nucleotides from —4 to 
+1 and the guanosine at position +3 are conserved. 

S'Orne I. hisiolytica strains have been show') to 
contain additional transcripts encoded on the rRNA 
episome [29,30]; however, no sud) transcripts are 
founcl in the I-11(9 strain used in this study [30]. Our 
physical mapping data is supportcd by sequence 
motif analysis; computer analysis using Staden's 
wcight matrix algorithm [23] iclentified a consensos 
fit maximum at nt 505 from a scanning of thc first 
1600 nt (starting al the Taqi cite shows in Fig. 1) 
using a database malle of initiator sequences of 
rRNA genes from 15 different organisms (nos includ-
ing the E. hisiolytica sequence). This sito corre-
spcmds to the transcription start point that we identi-
fied cxperimentally. 

A common structural organizado)) for the rRNA 
promotor exists; it consists of a core domain around 
the transcription start point essential for initiation, 
and upstream control elements (UCE) required for 
efficient transcription [22,31]. UCE consist of re-
peated elements of variable length localed upstream 
thc transcription start point and it has been dernon-
strated that thcy influence rDNA transcriptional ac-
tivity (for a rcview, see Ref. 22). Two copies of a 
644-bp repela of unknown function are present 669 
nt upstream the transcription start point of. E. his-
tolytica [32]. Another non-transcribed repetitive ele- 

tneni ldenorninated p1-l5 lo indicate ils si/e) has  
heún identified in ihe rDNA episome nl k. lti.vio Rv-
i a 121. O u u sequence data show the presence of two 
additional repetitive elements; the shurier une con-
sists of Error perfect. copies of a 21-bp sequence and 
the longer une consists of four imperfect copies of a 
149-bp sequence. Interestingly, hoth repetitive ele-
ments are part of the primary transeripe Functional 
assays Jiave. lo tic C1011C tu Irmit. and lo define a 
promoter region and lo assess whether these repeti-
tive elements could he involved in rRNA transcrip-
tion regulador). Although the localization of these 
repetitive elements is atypical when compared to the 
common organizado') of regulatory elements in thc 
rDNA of (Alter eukaryotes, their vicinity tu the tran-
seription sutil point suggests a possible regulatory 
role. Since E. histolytica rDNA genes are located in 
a circular extrachromosomal DNA molecule, the 
posSible rcgulatory role of the various types of re-
peats can only be asscssed by functional assays. The 
futuro development of an in vitro transcription sys-
tem and the use of transient transformador) assays 
[7,8] for E. histolytica will define a functional rRNA 
promotor and may 1)4 lo clarify the putative role of 
'hese various repetitive elements in rRNA transerip-
tional regulation. 
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