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Resumen

El estudio del operdn fixRaifA de Bradyrhizobium japonicum es de
gran importancia, no solamente por enconirarse codificada en este operén la
protelna NifA que es el activador central en ol proceso de la fijacién bioldgica
del nitrégeno, sino por el mecanismo tan fino que presenta para regular su
expresian.

Se liene evidencia que sugiere que este operdn presenta das
promotores que se encuentran sabrelapados y responden a dos RNA polimerasas
holoenzimas diferentes (Barrios et al 1995). Por un lado un promotor del tipo -
12/-24 dependiente de ¢54, se encuentra inmerso y comparliendo una de sus
regiones promotoras con un promotor aparentements del tipo -10/-35,
dependiente al parecer de otro factor ¢ alternativo.

Andlisis previos de la secuencia de las regiones promotoras -10/-35
del promolor fixRnifA, con las secuencias de olros dos genes de B. japonicum
que al parecer se expresan conslilutivamente, revelaron una cierta similitud
en ambas regiones.

Con el fin de separar y conocer los nucledlido esenciales para el
promotor del tipo -10/-35, en este trabajo estudiamos por medio de
mutagénesis dirigida ia regidn promotora de este operdn.

Mutaciones en la regidn -10 donde son cambiadas a G tres bases
adyacentes a la GC -13, -12 que se mantiens invariable en los promotores g54
dependientes, provocan un marcado fenolipo "down” en ambos promolores,
mientras que un par de cambios de TA hacia CG en la regién -10 provocan una
caida en la expresion del promotor dependiente del factor ¢ alternativo, sir

afectar significativamente la expresion del promotor a54 dependiente.



Por el contrario, mutaciones en la region -35 de este operdn, donde su
secuencia es acercada a la secuencia “consenso” dictada por genes no
dependientes de a5 (expresados al parecer constitutivamente), mediante 4
cambios de bases, incramentan la expresion do este operdn de dos a tres veces,
sin embargo estas mutaciones no son suficientes para hacer independiente a
este promotor de ta regulacion positiva de una proteina activadora que se sabe
se une a la regién -68.



Introduccion

La fijacion biolégica del nitrdgeno es el proceso mediante el cual se
lleva a cabo la reduccion del dinitrdgeno atmosférico a amonio. Es un proceso
altamente demandante de energia, requiriendose in vivo de hasta 16 mol de
ATP por cada mol de amonio producido (Merrick, 1993).

Los genes que codifican para las protelnas involucradas en el proceso
de la fijacion bioldgica del nitrdgeno son denominados fix y nif, y su expresion
esta generalmente regulada por las condiciones de oxido-reduccion de la
célula, a través de cascadas de genes regulatorios organizados de una manera
jerarquica.

En Rhizobium meliloti, al igual que en Bradyrhizobium japonicum, la
expresion de los genes nify fix esta mediado por la proteina NifA, que es el
activador central en el proceso de la fijacion del nitrogeno. La expresion de
nifA en R. meliloti, esta regulada directamente por las protelnas del sistema
de dos componentes FixL y FixJ. FixL, una hemoproteina transmembranal, actua
como sensor de microaerobidsis en el exterior de la célula y transduce su sehal
a Fixd por una modificacion covalente. Fixd de manera directa estimula la
expresion de nifA y de una manera indirecta a los promotores fixNy fixG, a
través de FixK (Fig 3).

NifA, es capaz de activar otros genes nify fix, ademas de autoactivar
su transcripcion, slendo ademas su expresion regulada de una manera negativa
por FixK (Fischer, 1994).

La expresidn de NifA en B.japonicum, el endosimbionte de la soya
(Glycine max) que se encuentra codificada en el operén fixRnifA, no es
totalmente dependiente de la cascada de las proteinas del sistema de dos
componentes FixLJ y FixK, existiendo solo una pegquena relacién via el sistema
FixLJ-FixKa, a través de la activacion del gene rpoN1.



Introduccidn

La fijacion bioldgica del nitrogeno es el proceso mediante el cual se
fleva a cabo la reduccidn del dinitrégeno atmostérico a amonio. Es un proceso
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célula, a través de cascadas de genes regulatorios organizades de una manera
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En Rhizobium meliloti, al igual que en Bradyrhizobium japonicum, la
expresion de los genes nify fix esta mediado por la proteina NifA, que es el
activador central en el proceso de la fijacian del nilrégeno. La expresion de
nifA en R. meliloti, esta regulada directamente por las proteinas del sistema
de dos componentes FixL y Fixd. FixL, una hemoproteina transmembranal, actua
como sensor de microaerobidsis en el exterior de la célula y transduce su sefal
a Fixd por una modificacién covalente. FixJ de manera directa estimula’ la
expresion de nifA y de una manera indirecta a los promotores fixNy fixG, a
través de FixK (Fig 3).

NilA, es capaz de activar otros genes nify fix, ademas de autoactivar
su transcripcidn, siendo ademas su expresidn regulada de una manera negativa
por FixK (Fischer, 1994).

La expresién de NifA en B. japonicum, el endosimbionte de la soya
(Glycine max) que se encuentra codificada en el operdn fixRnifA, no es
totalmente dependiente de la cascada de las proteinas del sistema de dos
componentes FixLJ y FixK, existiendo solo una pequefa relacidn via el sistems
FixLJ-FixKz, a través de la activacién del gene rpoNT.



Una vez que FixL sensa las condiciones del exterior celular, transduce
su senal a FixJ, el cual promueve la expresion de fixK2, un gene homologo a
fixK, que en el caso de B.japonicum no juega un pape!l fundamental en el
proceso de fijacion. FixK2 activa de manera positiva la expresion del gene
moN 1. Mientras que el gene rpoN 2 es autoregulado negativamente. Estos
genes codifican para la proteina 654 que es un factor transcripcional que le
confiere especificidad a la RNA polimerasa para el reconocimiento de
promotores del tipo -12/-24, y que es necesario para la activacion del operdn
fixRnifA (Fischer, 1994) (Fig 4).

Bradyrhizobium japonicum, presenta una muy particular forma de
regular la expresidn de nifA, se ha demostrado que la expresion del operén
fixRnifA esta controlada por dos mecanismos diferentes. Un mecanismo es
dependiente de NifA y o954, y es expresado en condiciones de crecimiento
anaerobio y en simbiosis. Ei otro sistema es independiente de NifA y de ¢S4
pero es dependiente de una protelna activadora diferente, que a la fecha aun no
se ha podido caracterizar a nivel génico (Thény, et al 1989; Barrios and
Morett, 1995). Este ultimo mecanismo es el encargado de activar la expresién
del operdn fixRnifA en condiciones de crecimiento aerobio.

Se sabe ademas que la expresion del operdn mediante este mecanismo
es dependiente de la integridad de la regién -68 (upstream) respecto al inicio
de la transcripcion (Thony, et al 1989). Recientemente, Barrios et al (1995)
han demostrado que la expresién del operdn fixRnifA de B. japonicum es
regulado por dos promotores que se encuentran sobrelapados y positivamente
regulados y que muy probablemente responden a dos RNA polimerasas distintas.
El promotor fixAp1 dependiente de NifA, presenta una secuencia similar a la de
promotores del lipo -24/-12 dependientes de ¢54, es expresado solo en

condiciones de crecimiento anaerobio y en simbiosis.



Por el contrario, el promotor fixRp2 presenta una estructura
homologa a tas de algunos promotores del tipo -35/-10 encontradas en otros
genes housekeeping de B. japonicum, y que presumiblemente son activados por
fa RANA polimerasa conteniendo algin otro factor ¢ alternativo aun desconocido.
(Barrios and Morett 1995).

Regulacién de la transcripcién

La transcripcién es un paso central en el crecimiento y desarrolio
celular en donde los genes son selectivamente localizados, reconocidos y
transcritos por la BNA polimerasa holoenzima dependiente de DNA, para
praducir un MRNA que posteriormente sera traducido a una proteina (von Hippet
et al 1984) . La RNA polimerasa dependiente de DNA es la proteina central en
el proceso de la transcripcién, esta constituida de 3 subunidades distintas con
caracteristicas propias cada una de estas. Comprende 2 subunidades o, una
subunidad B y una subunidad f'.

El sitio catalitico de la polimerizacién del mRNA esta localizado en la
subunidad B, mientras que la unién no especifica de la ANA polimerasa ai DNA
esta mediado por la subunidad fi'. Finalmente las subunidades o unen a las
subunidades B y B’ dentro de la enzima compista. El “cors” de la RNA
polimerasa es diferenciado funcionalments dentro de varias formas de
holoenzima por la unién de uno de los diferentes factores o. (Doi, 1991)

En E. coli, seis han sido los diferentes factores o que se han
identificado (Ishihama, 1993) (Tabla 1).

El elemento regulaloric de ta transcripcidn y el blanco inicial que
debe ser reconacido por la RNA polimerasa es sl promotor,
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Un promotor es generalmente definido como un segmento de DNA que
contienen las sefales que dirigen la adecuada union de la RNA polimerasa
holoenzima y su subsecuente activacion a la forma capaz de iniciar
transcripcion. En algunas ocasiones dentro o inmediatamente adyacente al
promator existen secuencias de DNA que controlan la unidn especifica de
proteinas activadoras o represoras involucradas en la regulacion de la
transcripcion de genes especificos (von Hippel, et al 1984).

En E. coli promotores tipicos reconacidos por la RNA polimerasa
conteniendo el factor 679 tienen un numero de caracterislicas comunes, estas
consisten principalmente de dos hexanucleotidos bastantes conservados,
localizados en la vecindad de las posiciones -10 y -35 en relacion al inicio de
la transcripcién. La secuencia consenso de este tipo de promotores os:

TTGACA-N17-TATAAT-Ns-7INICIO

Mutantes en donde decrece la similitud de su secuencia con la

secuencia arriba sefialada, decrece lambién la actividad del promotor. Mientras

que mutaciones en donde se acerca su secuencia a la secuencia consenso

aumentan la actividad de este promotor. .

Promotores regulados positivamente por definicién no funcionan bien

en presencia de la RNA polimerasa sola, y esto puede deberse a varias razones.

Una posibilidad es que su secuencia nucleotidica en su region -35 difiera

mucho de la secuencia consenso arriba sefalada, de tal manera que no pueda

ser reconocida por la RNA polimerasa y requiera entonces de una protelna

activadora unida al DNA para permitir la unién de la RNA polimerasa y el inicio

de la transcripcidn.



Por otro lado tal promotor puede presentar un sitio funcional de unién
a la BRNA polimerasa, pero que esta unién se vea inhibida por secuencias que
alteren la conformacion local del DNA, de tal forma que una proteina unida en
la region upstream permita un cambio conformacional, y con esto el inicio de
la transcripcion (Raibaud and Schwartz 1984).

Recientemente un tercer elemento de reconocimiento se ha observado
en algunos promotores bacterianos y mas especificamente en E. coli. Una region
de 20 pb rica en A+T se ha encontrado arriba del "core” del promotor de genes
que se expresan constitutivamente y es denominado clemento UP (Ross, et al
1993).

Las observaciones realizadas por Busby et al (1994) sugieren que el
dominio carboxilo terminal de la subunidad o de la RNA polimerasa es la que
interactua con el elemento UP, y que esta unién es la responsablo de la fuerza
de este tipo de promotores.

Proponen un modelo para explicar como la ausencia de un elemento UP
adyacente a la region -35 de algunos promotores de E. coli so ve compensado
con la presencia de sitios de unién de proteinas activadoras que interaccionan
mediante contactos proteina-proteina con el dominio carboxilo terminal de la
subunidad «, para permitir un correcto posicionamiento de la RNA polimerasa.

De tal manera que la fuerza del promotor esta en funcién de los tres
elementos regulatorios, los promotores muy fuertes, como los ribosomales,
presentan secuencias -10 y -35 cercanas a los consensos, ademas de! elemento
UP, mientras que los promotores déblles tienen uno, dos o tres elementos
promotores no acorde con el consenso (Busby and Ebright, 1994).

Algunos genes y operones son controlados por multiples promotores
que pueden ser arreglados en tandem o en una forma sobrelapada.



Los promotores ademas pueden ser convergentes o divergentes para
genes y operanes cercanamente espaciados. Los multiples promotores pueden
ser transcritos por la misma o diferente RNA polimerasa holoenzima. Varios
papeles han sido propuestos para este tipo de regiones promotaras complejas.
Para el caso de promotores sobrelapados que dirigen la sintesis de proteinas
distintas, las regiones promoloras pueden facilitar la regulacidn simultanea de
la expresion de ambos genes, ahora bien para el caso de promotores en tandem
se puede permitir la expresién de proteinas diferentes codificadas en la regién
‘downstream” dependiendo de cual promotor es usado (Fig 1).

Promotares sobrelapados pueden actuar como sefales regulatorias
positivas o negativas. Si una RNA polimerasa holoenzima se une a uno de los
promotoras sobrelapados, previene el uso del segundo promotor. El primer
promotor actua entonces como un sitio de regulacién negativa para el segundo
y la BNA polimerasa actua cama el represar.

En otro modo de accion, el primero de dos promotores sobrelapados
puede actuar a manera de regulacién positiva. En esle caso, el primer promotor
puede actuar como “zona colectara’ para moléculas de RNA polimerasa que
fueron liberadas al segundo promotar a partir del primero en donde la
transcripcion fue iniciada (Doi, 1991).

Factor transcripcional o654

Como se menciono anterlormente, las bacterias sintetizan un numero
de factores sigma diferentes, en demanda de una expresion coordinada de
diferentes genes bajo diferentes condiciones. Estos factores le confieren a la
RNA polimerasa la especificidad para el reconocimiento de diferentes
promatores.
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Fig 1 Arreglo esquematico de promotores. a) Promotores en tandem; b) Promotores
sobrelapados; ¢) Promotores convergentes; d) Promotores dlvergentes; ) Promotores en
tandem con un promotor localizado dentro del primer gene de! operdn.
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Existen dos familias de factores @, la mayoria de estos perenecen a
la familia del factor sigma de Escherichia coli 679, los cuales le confieren
especificidad a la RNA palimerasa para reconocer cajas centradas entre -35 y
-10. El segundo grupo lo confarma 654, el cual esta codificado por el gene rpoN
y que representa una segunda familia de factores sigma que se encuentra
ampliamente distribuido en procariotes y que le dan especificidad a la BNA

polimerasa para reconocer cajas relativamente cercanas entre -24 y -12
(Merrick, 1993).

Debido a que no se presentan homologias enlre las secuencias de los
genes que codifican para los factores ¢70 y ¢g54 se postula que ambos
evolucionaron de una manera independiente.

Inicialmente se pensaba que el factor transcripcional o5 estaba
involucrado en el reconocimiento de genes relacionados a la fijacion y
asimilacion del nitrdgeno, pero en la actualidad se sabe que o54 interviene en
la transcripcién de numerosos genes que se encuentran involucrados en
funciones muy diversas, como son: transporte de Acidos dicarboxilicos,
catabolismo del xileno y el tolueno, biosintésis de hidrogenasas, produccion
del pili y fijacion del nitrogeno entre otras (Kustu, et al 1989).

Entre los miembros de la familia 79, las regionss -35 y -10 no se
encuentran altamente conservadas, en contraste los promotores que son

reconocidos por la RNA polimerasa conteniendo el factor o84, estos presentan

una relativamente hien conservada secuencia consenso:

YTGGYAYR-N3-YYTGCW-N11
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Localizada entre -26 y -11 (+/- 1pb), dentro de este consenso GG -24 se
mantiene siempre invariable y GC -12 esta siempre conservada (Morett and
Buck 1993). A diferencia de los promotores del tipo -35/-10, la distancia
entre la regidn -24 y -12 es critica para el buen luncionamiento del promotor,
ya que cambios de lan solo 1pb lo inactivan, mientras que para los promotores
del tipo -35/-10 se pueden lolerar variaciones de hasta 3 pb de espaciamiento
entre las regiones -35 y -10 (Merrick, 1993).

Una caracleristica del faclor o5 es que per si mismo es capaz de
unirse a la regidn prometora especifica en ausencia de la RNA polimerasa, a
diferencia del facler ¢7¢, en donde es necesario que primero se de el
ensamblaje de la RNA polimorasa-holoenzima antes de unirse a su secuencia
especifica.

670 y olros faclores sigma relacionados se cree funcionan de una
manera mas o menos similar, la RNA polimerasa-holoenzima forma un
complejo cerrado estable el cual isomeriza a una forma abierta sin el
requerimiento de factores transcripcionales accesorios. Por el contrario, la
RNA polimerasa-holoenzima conteniendo el factor 65 forma un complejo de
promotor cerrado, pero es incapaz de proceder a la formacién de un complejo
abierto en ausencia de una proteina activadora para el inicio de la
transcripcion (Merrick, 1993).

12



Activador transcripcional NifA

NifA pertenece a la familia de las “Enhancers Binding Proteins”
(EBPs), estas proteinas activan genes que son transcritos por la BNA
polimerasa conteniendo el factor sigma ¢9%4, uniendose a secuencias del DNA
que se encuentran a mas de 100 pb del inicio de la transcripcién, denominadas
UAS (Upstream Activator Sequences) (Morelt and Segovia 1993)).

Se ha demostrado por observacidn directa mediante microscopia
clectronica, que la protelna activadora puede contactar su UAS y a la RNA
polimerasa, mediante la farmacion de un “loop” del DNA, facilitado por la unién
de la proteina IHF (Integration Host Factor) a la regién entre el pramotor y la
UAS, causando un doblamiento del DNA (Su, et al 1990) (Fig 2). Una
caracleristica comun de los genes que son activados por estas protainas, es
que estan involucrados en procesos que no son absolutamente requeridos para
la supervivencia del organismo (Morett and Segovia 1993) .

La comparacién de secuencias de NifA de diversos organismos indican
que estas constan de tres dominios diferentes de conservacidn variable, que
lienen la capacidad de funcionar de manera independiente.

Huala e! al (1992, 1989) demostraron que el dominio central de la
proteinas NifA y DctD (que pertenecen a las EBPs) son capaces de llevar a cabo
la activacién de la transcripcién, aunque a un nivel inferior de las proteinas
completas.
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Fig 2. Modalo de activacion a distancia
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Este dominio, el mas conservado de los ires, presenta homologias que
son agrupadas en 7 regiones, de las cuales algunas presentan cierta similitud
con el sitio de unidn de nucledlido que presenta la adenilato quinasa y varias
otras prolefnas que unen ATP, por lo que se poslula este dominio es el
encargado de llevar a cabo la isomerizacion de un complejo cerrade a un
complejo abierto (para el inicio de la transcripcion) mediante la hidrélisis de
ATP.

El dominio COOH terminal, el mas corto de los tres, contiene un
motivo de uniéon a DNA, denominado hélice vuelta hélice, bastante bien
conservado que es el responsable de la union al DNA. Este dominio puede unirse
especificamente al DNA independientemenle de los otros dominios, pero es
incapaz de llevar a cabo la activacion de la transcripcidn.

Entre los dominios central y COOH se localizan 4 cisteinas
conservadas que se postula pudieran estar involucradas en la regulacign de la
actividad de NifA por oxigeno (ver mas adelante).

El dominio amino terminal es el menos conservado de los tres, y para
las proleinas NifA na se le ha demostrado ninguna funcidn caracteristica. Para
el caso de las proteinas que pertenecen a la familia de los sislemas de dos
componentes, es a través de este dominioc donde se lleva a cabo la regulacion
de la actividad, ya que presentan en esta regidn ciertas secuencias homologas
entre miembros de esta familia (Marett and Segovia 1993).

A diferencia de NifA de Klebsiella pneumoniae, las proteinas NifA de
B. japonicum y R, meliloti son sensibles al oxigenc.
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El andlisis de la secuencia de aminodcidos de NifA de B. japonicumy
R. meliloti, revelé un motiva con varias cisteinas conservadas, este motivo no
se encuentra en NifA de K. pneumoniae por lo que Fischer et al en 1988
propusieron que los residuos de cisteinas podrian coardinar un colactor
metdlico, y que el estado redox de este complejo es el que regula la actividad
de NifA en B. japonicumy R. meliloti. (Fischer, et al 1988)

Fijaclon biolégica del nitrégeno

El nitrégeno, elemento esencial para la vida, forma parte de muchas
moléculas de Iimportancia bioldgica como proteinas, acidos nucleicos,
cofactares enzimaticos y muchas otras moléculas. Mas del 79% en volumen de
la atmosfera es nitrdgeno, sin embargo esta gran cantidad del elemento no se
encuenira dispanible para la mayoria de los organismos, ya que estos
solamente lo pueden utilizar de una manera “asimilada”

La fijacion bioldgica del nitrdgeno es un proceso enzimdtico llevado a
cabo Unicamente por arganismos procariotes mediante el cual se da la
reduccién del nitrdgeno atmosférico a amonio por medio de la enzima
nitrogenasa. Este es un proceso altamente demandante de energla, que
requiriere in vivo de por lo meno 16 moles de ATP por cada mal de amonio
fijado (Merrick, M. J. 1993). B. japonicum el endosimbionte de la soya (Glycine
max), es un arganismo capaz de establecer relaciones simbidticas con plantas
de la familia de las leguminosas, e inducir a la formacion de una estructura
especlal denominado ndédulo, en cuyo interior se da una diferenciacién a un
estado denominado bacteroide, donde se lieva a cabo el proceso de fijacién
bioidgica del nitragena.
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Regulacidon genética de la {ijaclon bioldglca del nitrégeno

Dos de los varios sistemas bioldgicos mas estudiados en cuanto a la
regulacion genética de la fijacién simbidtica del nitrégeno son R. melilotiy
B.japonicum, (endosimbionies de la alfalfa y soya respectivamente), quienes
presentan ciertas diferencias en la regulacion de la expresién de los genes
involucrados en este proceso.

Una de las primeras caracterizaciones de los genes involucrados en el
proceso de la fijacion bioldgica del nitrégeno se realizo en K. pneumoniac,
organismo diazotrofo en donde se definieron por primera vez a los genes que se
estan involucrados en el proceso de la fijacion (nif), Estos genes se
encuentran a lo largo de un solo cluster de aproximadamente 20 Kb en este
organismo, (Arnold, et al 1988).

Estudios posteriores en otros organismos demostraron que ademas de
los genes encontrados en K. pneumoniae, existian otros que no se presentaban
en este organismo, a los que se les denomino como (fix}, y que ademas se
encontraban dispersos en ofros clusters de una manera especie especifica.

Los genes involucrados en la fijacion bioldgica del nitrégeno en A.
meliloti se encuentran distribuidos en dos grandes cluslers, los cuales estan
localizados en uno de los dos megaplasmidos que posee esta bacteria, y su
expresion esta regulada principalmente en base a las condiciones de oxido
reduccién de la célula mediado por protefnas perlenecientes a la familia de dos
componentes.

FixL y FixJ, proteinas que pertenecen a los sistemas de dos
componentes, son las encargadas de regular la expresion de NifA que es el
activador central.
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Fixl., una hemoproteina transmembranal sensa las condiciones
medioambientales de la célula y transmite su senal a FixJ mediante una
modificacién covalente. FixJ modificado entonces es capaz de activar de
manera directa la expresidn de nifA, cuyo producto activa olros genes
involucrados en la fijacion, (Fischer, 1994) (Fig 3).

B. japonicum presenta algunas diferencias en cuanto a la regulacién
de la expresién de NifA, dependiendo solo en algin momento de las proteinas de
dos componentes FixL y FixJ. FixJ no activa directamente en la expresion de
NifA, sino que activa la expresion de FixK2, FixK2 entonces activa por un lado
a fixK1, que codifica para una proteina homologa a FixI{ de A. meliloti, pero que
para el caso de B. japonicum no juega un papel esencial en el proceso de la
fijacidn del nitrégeno, y a rpoN7 que codifica para el factor transcripcional
054 necesario para la transcripcion del resto de los genes nif (Fischer, 1994)
(Fig 4).

Antecedentes

La expresidon del operdn fixRnifA de B. japonicum obedece a un
complejo mecanismo regulatorio, la expresiéon de este operon se da en
condiciones de crecimiento anaerobio, y contrariamente a otras bacterias
fijadoras de nitrogeno su expresién se da también en condiciones de
crecimiento aerobio.

Este operdn ha sido objeto de un intenso estudio puesto que codifica
para el activador transcripcional NifA, que es el regulador central en el
proceso de la fijacion bioldgica del nitrégeno. En 1987 Thény et al publican la
secuencia completa de este operon, asi como el inicio de transcripcién y la
presencia de un promotor dependiente de o84,
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Fig 3. Cascada de regulacion de la expresion da los genes nify fixen R. melioti.
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Fig. 4 Cascada de regulacion da la expresin de los genes nify fixde B. japonicum,
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Dan cuenta ademas de que mulaciones en la region -12, ocasionan una
caida en la expresion de este operdn. Sin ambargo mutaciones en la region -24
no disminuyen significativamente la expresion.

En 1989 demuestran, mediante mutagénesis, delecion y geles de
rotardamiento con extractos crudos de proteina, que la expresion aerdbica de
este operon es dependiente de un segundo activador transcripcional y que se
une a fa regién de -50 a -80, una regién esencial para la expresion de este
operdn.

Mas recientemente Barrios et al (1995), analizando secuencias
promotoras de genes de B. japonicum que se sabe no son transcritos por Eg54 y
que ademas se conocia el inicio de transcripcion, demostraron la presencia de
dos promotores sobrelapados que obedecen a dos distintas RNA polimerasas, y
postulan ademas la presencia de otro faclor sigma diferenle a &% pudiera
estar involucrado en la expresidn de este promotor en condiciones de
crecimiento aerobio.

El promotar fixRp1, del tipo -12/-24, dependiente de NifA y Eg54,
dirige la sintesis de un transcrite denominado p1 que comienza exactamente a
doce nuctedtido “downstream” de la regién -12, y solo se expresa en
condiciones limitadas de oxigeno. Por el contrario, el promotor fixRp2
presenta una estruclura y secuencia similar a la que presentan algunos
promotores del tipo -10/-35 de B. japonicum, pero estas secuencias no se
parecen a la secuencia de ningln factor ¢ conocido en procariotes, por lo que se
propone que son reconocidos muy probablemente por la RNA polimerasa
conteniendo otro factor G alternative (Fig 5).

Este promotor es el encargado de dirigir la expresion de un transcrito
p2 que comienza en dos sitios diferentes.
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Comparaclén de secuencias de los genes g/inA fbcFH y fixR de
Bradyrhizobium japonicum

-35 -10 +1
AAT CGCTATCTGAGCC TCCCGCATTTTE gina
TTA GCTCGCCCGGCA. ATAGAACGATT® fberm
TTTA GCAGTGGCGCAARTC CGCGTGCGCGGE zixr
TTTAC CAGTGGC ARBATCCN C- N GCGTGCG oligos

TAC SnaBI A4CGCGT Mluz
-24 -12 £1¢2
ATTTACGTACATCGCAG ZATC] ACGCGTGCGCEGE rixr
Y NNY consenso OG54

rag s. Comparacién de secuencias de las regiones promotoras de los genes ginA, /bcFHy fixA de B
Japonicum. A) Los genes ginAy fbcFH tuerdn alineados utilizando el inicio de transcripcion como referencia.
Los oligonucieotidos utilizados asi como los sitios gue se pierden al mutar las regiones -10 y -35 se
muestran en la misma figura. B) La regidn promotora de fixA se alineo con ia secuencia consenso de ™.
La regién -12 del promotor fixAp1 sobrelapa completamente con la secuencia -10 del pfixR2.
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El primero de ellos corresponde al de el transcrito p1, mientras que el
mas abundante inicia solamento dos nucledtido “downstream”.

La expresién de los transcrilos originados a partir de este promotor
son dependientes de la integridad de la regién -68 “upstream" respecto al
inicio de transcripcion, pero independientes de NifA y o84, y su exprasion
solamente se observa en condiciones de crecimicnto aerobio y anaerobio, pero
no en simbiosis.

Por medio de! analisis de mutantes con cambios de GC por AG en la
region -12 del promotor o54 dependiente (fixRp1) no muestran ningdn
transcrito debido a que simultdnemente se afecta al promotor fixAp2, mientras
gue mutaciones en la regién -24 en donde solo se destruye la integridad de
fixAp1 solamente se afecta la expresion de este promotor sin tener ningtn
efecto sobre la transcripcion a partir del promotor fixRp2 (Barrios and Morett,
1995).

Objetivo General

En base a los argumentos presentados que postulan la presencia de un
segundo promator del tipo -10/-35, asi como un factor ¢ diferente al que
controla también la expresion del operon fixRAnifA de B. japonicum, el objetivo
general de este lrabajo es definir la funcionalidad de este promotor,

En base a los argumentos presentados que sugieren la presencia de un
segundo promotor del tipo -35/-10 que dirige también la transcripcién del
operdn fixRnifA tanto en condiciones de crecimiento aerobio como anasrobio,
ol objetivo general de este trabajo es el de confirmar la funcionalidad de este
promolor, ademas de identificar los nucledtido esenciales y su separacién del
promotor del lipo -24/-12 mediante mutaciones espscificas.
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Objetivos particulares

Para cumplir con el objetivo general, se requiere de! andlisis de
mutaciones sobre la region promotora de este operdn. Por lo que se requiere de
lo siguiente:

Generacion de fragmentos de DNA mediante PCR, con mutaciones
especificas en las regiones -10 y -35 de la regidn promotora del operdn
fixRnifA.

Clonacion de los productos de PCR con las mutaciones deseadas
fusionados al gene reportero /acZ en un vector replicable en E. coli y capaz de
movilizarse hacia B. japonicum.

Integracion de los fragmenlos mutados fusionados al gene /acZ en el
cromosoma silvestre de B. japonicum mediante recombinacion homologa
sencilla, para generar cepas que porten las mutacionss deseadas integradas en
el cronlosoma.

Analisis dsl comportamiento de las mutaciones integradas en la
regién promotora -10/-35 bajo diferentes condiciones de crecimiento.
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Metodalogia

Cepas bacterianas y pldsmidos. Todas las cepas bacterianas y los
Plasmidos utilizados y construidos para la realizacion de este trabajo se
muastran en la tabla 2.

Medios y condiciones de cultivo. El medio rico utilizado para
crecer aerdbicamente B. japonicum fue PSY (Peptona de caseina 3 grs/li;
KH2P04 0.3 grs/it; NaaHPO4 0.3 grs/it; MgS04 7H20 0.1 grs/it; CaCla 2H20 0.01
grs/lt; exlracto de levadura 1 gr/lt), para crecimiento anaerobio se utilizo YEM
(Extracto de levadura 1 gr/lt; sol A 100X 10 mi/t; sol B 100X 10 ml/it; o-
Manitol 10 grs/It; con KNO3 10 mM como aceptor de electrones).

El medio minimo empleado fue (KH2PO4 0.3 grsfit; NazHP O4 0.3 grs/li;
MgSO4 7H20 0.12 grs/it; (NH4)2S04 1.321 grs/lt; KNO3 1.01 grs/it; CaClz 2H20
0.05 grs/lt; elementos traza 1000X 1 ml/it; Borato 1000X 1 milt; FeSOa4 7H20
1000X 1 ml/lt; Vitaminas 1000X 1 mlt; succinalo 10mM)

El medio rico ulilizado para el crecimiento de E. coli fue (L.B) Luria-
Bertani (Bacto triptona 1%; NaCl 1% exiracto de levadura 0.5%). Para
solidificar los medios se emplearon 15 grs/t de bacto agar. Cuando se
requirid, se utilizaron los siguientes antibidticos a las concentraciones
sefaladas. Para B. japonicum Especlinomicina 100 pg/ml; estreplomicina 100
ug/ml; kanamicina 100 pg/ml; tetraciclina 100 pg/ml; para E. coli
cloranfenicol 20 pg/ml; kanamicina 40 pg/ml; ampicilina 200 pg/ml;
tetraciclina 15 pg/ml.

Para la movilizaclon de los pldsmidos mutantes de E. coll a la cepa
silvesire de B. japonicum se realizaron cruzas triparientales utilizando el
Plasmido pRK2013 como ayudador.
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CEPA
B. Jjaponicum

110 sped
8091
#-106GG
W-106C
W-135
W-3568

E. coli

Hptol
HClo6l
DH 5.

Plasmidos

pRIT211
pRJITI1S
PRK2013
psuP202
pPRI-10GGG
pRJ-106C
pRI=35
pRI-3568
psSUP-106GGG
pSUP-10GC
psuP-35
pSuUP-3568

Tabla 2. Cepas y plasmidos utilizados y construidos en este trabajo

MARCADOR

Spa

Spc Tet
Spe Tet
Spe Tet
Spe Tet
Spe Tet

Sty
Sty
Nal

Ap

Te

Km

Ap Cm To
Ap

Ap

Ap

Ap

Ap Te
Ap Tc
Ap Te
AP Tc

GENOTIPO

W, T. A ->C -68 (IxR*~"lac?
W, I, fIxR-1066G*-*lacl

W, 1. FIXR-10GC - lacZ

W, T. Ff{xR=35'-*lac?

W, T, fIxR-3568°-'lacZ

hsdR, hsdd, reci 13
AllacIPQ2YA) X714, hsdR
hsdRl7 recAl gyrA96laciaMls

{=773/60xR*~*]ac?)
(=173/E1xR?~" lac? A->C ~68)
Tra+

ordT de hed
(=773/C1XR-106GG* ~* Joc)
(=773/£1XR-10GC’ ~*acZ)

(<7737 €4xR-35'~"lac2)
(=773/£1xXR-3568" ~* lacZ A->C-68)
(=7173/E4xR=10GGG’ ~* JacZ)
(=773/€15R-10GC* ~* lac2)
(=773/€1xR-35~* lac2)
(=773/F1xR=-1568" ~* lacZ A->C-68)

REFERENCIA

Regonsburger and Hanocke 1983

Barrtos and Morett 1995

Este
fiste
13
Este

At}

trabajo
trabajo
trabajo
traba ja

Boyer and Rullan-Dusiux 1969

Casadaban et al 1983
Woodcock et al 1989

Théiny
Thony
bitta
Simon
Este
Este
Este
Este
Este
Este
Este
Este

ot a4l 1987
et al 1989
et al 194D
et al 1981
trabajo
trabajo
trabajo
trabajo
trabajo
trabajo
trabajo
trabajo
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CEPA

B japonicum

110 sped
8091
W-10GGG
W-106C
W-35
W-3568

E. cold

HB101
MCLO6L
OHS5a

Plasmidos

prRIT211
pRITINS
PRE2013
psUP202
pRJI-10GGG
pRJ-10GC
pRJ-35
pRI-3568
pSUP-1066G
psuUP-10GC
pSUP-35
psuP-3568

Tabla 2. Cepas y plasmidos utilizados y construidos en este trabajo

MARCADOR

5pe

Spe Tet
Spe Tet
Spe Tet
Spc Tet
spe Tet

Str
Str
Nal

Ap

Tc

Km
Ap Cm Tc
Ap

Ap

ap
Ap

Ap Te
Ap Tc
Ap Tc
AP Tc

GENOTIPO

Wl

W. I'n A > C =68 ({xR'~'lac?
W 1, fIxR-10GGG'-*lacZ

W, 1. FixR-10GC’~*lac?

W, 1. [1xR-35°='lac?

W, I (IxR-3568-'laci

hsdR, hsdM, recA 13
SlaclpPozyal X74; hsdR
hsdR17 recAl gyrA96laczaMis

(-773/0¢xR* ' Jacd]
(~773/7E43K7 =" lacZ A->C -68)
Tras

or{T de RP4
(~773/£1xR-10GGG*-" LacZ )
(=773/F1xR-106C*-* 1acZ}
(-773/E1xR-35° -* acl}
(~773/€1xRk-3568*~* acZ A->C-601
(=773/61xR-106GGG*~* lac2)
(=773/61xR-106GC* - LacZ)
(~773/€ixR~35’ " lacz)
(-773/£1xR~3568° - 1acZ A->C-68}

REFERENCIA

Regensburger and Honecke 1983

Barrios and Morett 1995

Este
Este
Este
Este

trabaio
trabajo
tvrabaijo
trabajo

Boyer and Rullan-Dusiux 1969

Casadaban et al 1983
Woodcock et al 1989

Thony
Thony
Ditta
Simon
Este
Este
Lste
Este
Fste
Este
Este
Este

at al 3987
at al 1909
et al 1980
et al 198)
trabajo
trabajo
trabajo
trabajo
trabaje
trabajo
trabajo
trabajo
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Las conjugaciones bacterianas se realizaron sobre placas de MSY
solido sin antibidticos (pD-manitol 3 grs/it; KH2PO4 0.3 grs/it; NazHP0O40.3
grs/lt; MgSO4 7H20 0.1 grs/lt; CaClz 2420 0.01 grs/it; extracto de levadura 1
gr/lt; baclo agar 15 grs/lt), en donde se puso una relacidon §:1:1 de células
receptoras, donadoras y ayudadora respectivamente.  Después de 72 hrs las
conjugaciones se resuspendieron en 1 mi de NaCl 0.9%; tween 20 0.01% y se
platearon muestras de 200 pl sobre cajas de MSY con sus antibidticos
respectivos. Las colonias transconjugantes que crecieron después de 10 dias se
picaron sobre cajas de medio minimo conteniendo 40 pg/ml do X-gal con los
antibidticos respectivos y se seleccionaron aquellas colonias que presentaron
una coloracion azul para su posterior andlisis.

Determinacién del patrén de digestion de los diferentes
plasmidos utilizados y construidos. Todas las reacciones de digestion se
realizaron en un volumen de 20 pl excepto aquellas reacciones en que se
requirid la purificacion de una banda, en donde el volumen de la reaccion fue
50-100 pl. Cuando las digestiones fueron con dos enzimas diferentes, un solo
buffer compatible con ambas fue empleado. Las digestiones se corrieron en
geles de agarosa al 1.5%, y las purificaciones de bandas fueron de agarosa de
bajo punto de fusion al 1.5%, tefiidas en una solucion de bromuro de etidio a una
concentracion de 5 pg/ml.

Reacciones de ligacion. Las reacciones de ligacién se realizaron
en un volumen de 50 pl, utilizando para ello 50 ng de vector defosfatado y una
concenlracion de 200 ng de inserto. La reaccion se incubo a 16° C por espacio
de 12 hrs.
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Pasado este tiempo el producto de ligacion se concentro con 1-
butanol y se lavo con etanol al 70%, para finalmente resuspenderse en 10 pl de
H20. De este volumen se utilizo la mitad para transformacién por calcio o de 1

a 2 ul para electroporar.

Purificacion de pladsmido. La cepa con el plasmido de interés se
crecié en un tubo de ensaye conteniendo 3 ml de LB con los respectivos
antibiéticos por espacio de 12 horas. Pasado ese tiempo el cultivo se
centrifugo en tubos eppendorf a velocidad méaxima hasta haber centrifugado
todo el volumen. La pastilla se resuspendio en 200 ml de la solucién | y cuando
el botén se disolvié completamente se le agregaron 200 ml de la solucion Il y
se agito por inversiéon lentamente hasta que el lisado quedo completamente
transparente, cuando esto sucedid se le agregaron 200 ml de la solucién Hi y
se agitdé muy despacio hasta que aparecieron precipitados de color blanco. La
reaccién se centrifugé a velocidad maxima por 5 min. y el sobrenadante se paso
a otro tubo limpio.

A partir de este paso dos métodos fueron los que se siguieron, por un
lado al sobrenadante puesto en otro tubo se le agregé un mililitro de resina
para purificacion de DNA (Wizard, Promega) y se agito lentamente invirtiendo
ol tubo, para posteriormente transferirse la mezcla a una jeringa de 3 ml a la
que previamente se le habfa acoplado una columna especial para este tipo de
extracciones.

Se hizo pasar la mezcla de resina-DNA a través de la columna y se
lave con 3 mi de solucién de lavado, para después centrifugarse por espacic de
2 min a velocidad maxima para descartar los residuos de esta solucién. Una
vez que se centrifugo, la columna se acoplo a otrc tubo limpio y se le agregaron
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50 pl de H20 desionizada a una temperatura de 70-80° C (solo para pladsmidos
mayores do 10 Kb). El pldsmido recuperado se corto con las enzimas de
rastriccién apropiadas y se corrid en un gel de agarosa para determinar el
patrdn de digestidn.

El protocolo alternativo que se uso fue el siguiente. Una vez que se el
sobrenadante se transfirié a otro tubo limpio, se le agrego un mililitro de fenol
salurado, se agito por espacio de 15 seg. y se centrifugo por 2 min. a velocidad
maxima, el proceso se repilié dos veces. La fase acuosa so lransfirid a otro
tuba limpio y se le agrego un milifitro de claroforma, se agito par aspacio de
15 seg en el vortex y se centrifugo a velocidad méaxima, nuevamente la fase
acuosa se transfirio a olro tubo limpio y se precipito con un décimo de
volumen de acetato de sodio o polasio 3 M y dos volumenes de alcohol al 100 %
dejando a -70° C por 30 min. Pasado ese tiempo, se centrifugo a velocidad
maxima por 5 min. y se descarto el sobrenadante, la pastila de Aacidos
nucleicos se lavo can un mililitro de alcohol al 70 % y so seco en el Savant
para finalmente resuspenderse en 50 mi de H20 desionizada. Ei DNA se corto

con las enzimas aprapiadas y se cofrid en un gel de agarasa, (Figura 6)

Purificacion de pldsmido para secuenciacidn, La purificacién
de plasmido para secuenciacién se realizo de una manera un poco diferente a la
purificacién de plasmido para use convencional. Se partid un cultivo de 3 ml de
LB con los antibiéticos apropiados de la cepa de interés, se centrifuge por dos
minutos a velacidad maxima y se resuspendio en 250 pl de SET (20mM
sacarosa, 25 mM EDTA y 10 mM Tris) conteniendo 4 mg/ml de lisosima,
posteriormente se le agregaron 350 pl de solucién de lisis (SDS 1 % y NaOH 0.2
N) para dejar incubando a lemperatura ambiente por espacio de 5 min.
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A coninuacion se le agrego 250 ul de solucion neutralizante (acetato
de sodio o potasio 3 M) y se dejo incubande en hielo por 10 min. La mezcla se
centrifugo por 5 min a velocidad maxima y el sobrenadante se paso a un tubo
limpio. El DNA se precipito con 2,5 vol de etanol o 0.6 volumengs de
isopropanol centrifugando a velocidad maxima por 5 min, para posteriormente
secarso en el Savant.

El pellet se resuspendio en 200 pl de H20 y sa le agregaron 10 pl de
MgCl2 1 M mezclando con el vortox e incubando en hielo por 10 min. La mezcla
se volvio a centrifugar a velocidad méaxima por 10 min para precipitar el RNA y
el sobrenadanie se paso a otro tubo para finalmente precipitarse con 2.5
volumenes de etanol al 100 % y 1/10 de volumen de acetato do sodio ¢ potasio
3 M. El plasmido se recupero centrifugando por 10 min a velocidad maxima y

resuspendiendo en 50 pl de H20 desionizada.

Secuenciacién de pldsmidos mutantes. Debido a que en la
construccién de los plasmidos mutantes, el fragmento mutado proveniente de
PCR se intercambio por el fragmento silvestre para cada caso, no existid un
método de seleccién alternativo para identificar los plasmidos silvestres de
tos mutados, por lo que la seleccién de estos dllimos fue necesario hacerlo a
través de la secuenciacidn de las regiones de interés.

Para la secuenciacidn de los plasmidos mutantes se utilizd el método
de chain-terminating desarrollado por Sanger et al (1977). Para esto se utilizé
el kit de sacuenciacion por PCR (Thermo Sequenase Cycle Kit, Amersham), En un
tubo de 0.5 ml se mezctaron 12 ul de DNA (100-400 ng) previamente
purificado, 2 pl de buffer de reaccién, 1 pl {1 pmol/ul) de oligo marcado P32
{200,000-300,000 cpm) y 2 ul de Termosequenasa.
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Posteriormente en cuatro tubos marcados como G, A, T y C se
mezclaron 4 pl de una mezcla de terminadores de acuerdo a la siguientes

concentraciones:

150 pM dATP, 150 pM dCTP, 150 MM 7-deaza-dGTP, 150 M dTTP y 1.5 jM ddGTP; ©

150 MM dATP, 150 pM dCTP, 150 pM 7-deaza-dGTP, 150 MM dTTP y 1.5 HM ddATP; A
150 pM dATP, 150 puM dCTP, 150 pM 7-deaza-dGTP, 150 pM dITP y 1.5 pM ddTTR; T

150 pM dATP, 150 pM dCTP, 150 M 7-deaza-dGTP, 150 uM drTP y 1.5 pM ddCTR; C

y 3.5 pl de la mezcla de DNA-Termosequenasa, para finalmente cargarse cada
tubo con 10 ul de aceite mineral. La reaccion de PCR se lievo a cabo por 50
ciclos a 95° C por 30 sec (melling), 60° C por 30 sec (annealing) y 72° C por
120 sec (extensidn). Pasados los 50 ciclos de PCR, las reacciones se pararon
con 4 pl de stop solulion y se limpiaron del aceite mineral. Las muestras se
cargaron en un gel de acrilamida al 6 % previo calentamiento de las muestras a
95° C por 5 min. Finalmente el gel se expuso toda la noche en placa para rayos
Xa-70°C.

Ensayos de actividad p-galactosidasa. Las cepas de B. japonicum
se crecieron asrébicamente en PSY con sus respectivos antibidtices, a una
temperatura de 30° C con agitacién constante por espacio de 60 horas hasta
alcanzar una DQOsgp de 0.5 a 0.8. Se tomaron dos mililitros de cada cultivo y se
centrifugaron a velocidad méxima por dos minutos, el sobrenadante se decanto
y las células se resuspendieron en 850 pl de buffer Z.
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Las células se lisaron con 70 put de SDS al 0.2% y 30 pl de cloroformo
agitando suavemente. Ya lisadas Jas células se incubaron a 30° C por cinco
minutos. La reaccion se inici6 con 50 pl de ONPG (o-nitrophenyl-p-D-
galacloside) a una concentracién de 16 mg/mi, tomando el tiempo hasta que
esla alcanzdé un color amarille claro. La reaccién se paré con 500 pl de
bicarbonato de sodio 1 M. Se datermino su DO4g0 y se calcularon las unidades
Miller de acuerdo a la siguiente formula.

U.M. = 1000 (D.O. 420 nm/ t v D.O. 560 nm}
En donde la canlidad de o-nilrofencl es es proporcional a la concentracién de
enzima. Para determinar la actividad B-galactosidasa en condiciones de
crecimiento anaerobio, las cepas de B. japonicum se crecieron sin antibiéticos
en botellas de 35 ml con 30 m! de YEM por espacio de 60 hrs. hasta alcanzar
una DOsgg de 0.5 a 0.7. La cuantificacién de p-galactosidasa on estas

condicionas de crecimiento se calculd como se describido anteriormente.

Células competentes de Ca**. Se puso un cultivo de la cepa de

interés en 3 mi de LB liquido cen sus antibidticos apropiados por espacio de 12
hrs. Con este cultivo se inoculo un matraz con 100 mi de LB sin antibidticos y
se dejaron crecer a 37° C hasta alcanzar una D.O. de 0.4-0.6 a 540 nm. Las
células se centrifugaron 5 min. a 5000 rp.m. y se resuspendieron en medio
volumen del inicial con CaCla 0.1 M manteniendose en hislo por-
aproximadamente 30 min. Las células se volvieron a centrifugar-5 min. a 5000
r.p.m. para finalmente resuspenderse en un décimo del volumen eriginal con
CaCl2 0.1 M. Las células se mantuvieron en alicuotas de 100 pl por tiempo

indefinido a -70° C con glicerol al 20% o con DMSO 88 pnl/ml.
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Células electrocampetentes para electroporacion. Se crecid la
cepa de interds en un matraz con 25 mi de LB liquido con antibidticos
apropiados a 37° C por 12 hrs con agitacion constante, De este cuitivo se
tomaron 5 ml y se inoculo un matraz con un litro de LB liquido sin antibiéticos,
se incubo a 37° C hasta alcanzar una D.O. de 0.6-0.8 a 600 nm. Una vez que las
células alcanzaron la D.O. apropiada se mantuvieron en hielo por espacio de 15
min y posteriormente se centrifugaron a 5000 r.p.m.

Las células se lavaron con 1 litro de agua fria desionizada estéril y se
centrifugaron nuevamente como en el paso anlerior, se resuspendieron en 0.5
litros de agua y se volvieron a centrifugar. Las células nuevamente se
resuspendieron pero ahora en 20 mi de glicerol al 20% para finalmente
centrifugarse y resuspenderse en 4-5 ml de glicerol al 20%. Se hicieron

alicuotas de 50 pl cada una y se mantuvieron por tiempo indefinido a -70° C.

Transformacién de células competentes de Ca**. Se utilizaron

100 wi de células competentes de Cat*para cada transformacion. En un tubo de
1.5 ml se mezclaron las células competentes y 3-5 ul de DNA (100 ng/ul). La
mezcla se mantuvo en hielo durante 45 min, y posteriormente se les dio un
choque térmico a 42° C durante 90 segundos. Pasado ese tiempo se colocaron
en hielo durante 2 min y se les agrego 1 ml de LB sin antibidticos para
incubarse durante 1 hora a 37° C en agitacion constante. Las células se

platearon a diferentes diluciones en cajas de LB con antibidticos apropiados.
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Electroporacién de células electrocompetentes. Las células
fueron descongeladas a lemperalura ambiente y mantenidas en hielo. 50 pl de
células fueron transferidas a un tubo de 1.5 ml y se le adicionaron 1-2 pl de
DNA (50-100 ng/pl). La mezcla de celulas-DNA se coloco entre los electrodos
de la celda para eleciroporar (0.1 cm) previamente enfriada y se paso a la
camara de seguridad en donde el pulso fue aplicado.

Inmediatamente después del pulso, las células fueron removidas de la
celda para electroporar y lransferidas a un tubo de ensaye conteniendo 1 ml de
SOC, (10mM MgClz, 10 mM MgSO4 y 20 mM de glucosa) para dejar recuperando a
las células por espacio de una hora . Las células fueron seleccionadas en cajas
de LB con sus antibidticos apropiados.

E! eleclroporador fue programado para liberar una descarga de 1.8

Kv/iem con una resistencia de 200 Q y una capacitancia de 25 pFD.

Construccion del plasmido pRJ7211. El fragmento de 0.84 kb
EcoRl-Avall del operén fixRnifA de B. japonicum se cloné en el plasmido
pMC1403 el cual fue previamente digerido con las enzimas EcoRl y BamHi. El
sitio Avall del fragmento de 0.84 kb fue rellenado y un linker con un sitio
BamHi fue ligado. Toda la regién promotora de fixR mas 14 codones fueron
fusionados al gene de la p~galactosidasa dando como resullado el plasmido
pRJ7211. (Fig 7)

PCR (Polimerase Chaln Reaction), En 1985, Kary Mullis describié

el proceso conocido como PCR (polimerase chain reaction), desde entonces a la
fecha esta técnica se ha convertido en uno de los pilares de la biologla
molecular.
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Fig 7. Construccidn del Pidsmido pRJ7211. El fragmento da 0.84 Kb EcoRI-Avall dei operén fixnitA sa clond
en el Piasmido pMC1403. El sitio Avall se relieno y un iinker con un sitio BamHI fus ligada. Toda la regién
promotora do fixA mas 14 codones fueron fuslanados at gene facZ.
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La técnica de PCR es un método enzimalico utilizado para la
amplificacién in vitro de fragmentos especificos de DNA, la reaccién utiliza
dos oligonucledtidos como ‘“primers”, los cuales hibridizan sobre cadenas
opuestas, flanqueando la secuencia de DNA a ser amplificada. l.a elongacion de
los “primer” es catalizada por la enzima Taq DNA polimerasa, una polimerase
termoestable aislada de una eubacteria Termdfila (Thermus aquaticus).

La reaccion consiste de una repetida serie de ciclos que involucran
desnaturalizacién de templado, apareamiento de “primer” y extension de estos
por la DNA polimerasa. Los productos de la extensién de “primers” en un ciclo
dado pueden servir como templado para un siguiente ciclo y asi sucesivamente,
de tal manera que el numero de fragmentos de DNA a ser amplificados se

duplica con cada ciclo.

Oligonucleétidos, Para la realizacién del presente trabajo 6

oligonucledtidos fueron utilizados.

Oligo Secuencia 5’ - 3'
Mut~10 CGC AMA TCC NGC NNC GCG TGC G
Mut-35 GCA TTT ACG GGG TTG GCA GIG GC
5/ Mut TGT TGG GGC GGC TAA
Tail AGC CGA TCG AGA TCT CTG GCG AAA GGG GGA TGT G
Tapén GGA ATA GCC GAT CGA GAT CT
Lacd AGT TGG GTA ACG CCA GGG
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Las letras en Negritas son los cambios realizados.
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Resultados vy discusion

Mutagénesis oligo dirigida. Con ¢! fin de demostrar que mediante
mutaciones especificas en las regiones promotoras, era posible la
identificacion de nucledtido esenciales, asi como una secuencia consenso, la
obtencién de fragmentos mutados en las regiones promotoras -10 y -35 se
realizd mediante la técnica de PCR.

Para la region -10 un conjunto de 64 diferentes oligonucledtidos se
generaron, esto debido a que tres fueron las posiciones que se mutaron y que se
intercambiaron por sus cuatro posibles nucledtido, mientras que para la region
-35 solamente dos fragmentos fueron los que se generaron, uno con los 4
cambios especificos planeados y otro mas con los mismos 4 cambios ademas
de una transversion adicional de A por C en la regién -68. La seleccién de las
posiciones a mutar se hizo en base a un alineamiento previamente realizado y
que mostrd que al menos esas tres posiciones fueron las conservadas para este
promotor y que no se afectaba el par GC -12 esenciai para g54.

De los 64 posibles fragmentos generados para la regién -10
soiamente se generaron tres mutanies, con fas cuales se alcanzo uno de los
objetivos particulares que fue el de la separacién de los promotores.

Para estas reacciones se ulilizo el plasmido pRJ7211 coma templado
para la obtencién de fragmentos mutados en la regién -10 y en la regidn -35, y
un producto de PCR, proveniente de la cepa 8091 de B. japonicum que porto una
mutacién en ia regidn -68 integrada en el cromosoma para generar fragmentos
con mutaciones en la regién -35 con la mutacién adicional en la regidn -68. Las
reacciones de PCR se hicieron de manera individua! y se requirieron 4
oligonucledlido hasta la etapa final para cada reaccién.
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Inicialmente se generaron fragmentos de 191 y 213 pb para las
regiones -10 y -35 respectivamente y estos mismos fragmentos se utilizaron
posteriormente como megaprimer para la generacion final de fragmentos de
467 pb. Para la obtencion de los fragmentos pequeios se requirieron los
oligonucledtido denominados como Mut-10, Mut-35 y Tail, ademas del plasmido
pRJ7211 que sirvio como templado. Los oligos Mut-10 y -35 portaron los
cambios de nucledtido a realizar, y el oligonucledtido tail que se utilizo para
ambas reacciones portd 18 nuctedtido que fueron complementarios al extremo
3' y ademas 15 nucledtido que no fueron complementarios a la cadena a
amplificar.

Las reacciones de PCR se hicieron por 25 ciclos a temperaturas de 94,
55 y 72° C y a tiempos de 1,1 y 2 min respectivamante. Una vez que la reaccion
de PCR termino, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%. (Fig 8)

Para la obtencion de productos finales de 467 pb se realizd una
segunda reaccidn de PCR, en donde los productos de la primera reaccion se
utilizaron como megaprimer. En esta segunda reaccion se utilizaron los
aligonucledtido 5' Mut y Tapdn, asl como los productos de PCR de 191 y 213 pb.
El plasmido pRJ7211 y el fragmento de PCR proveniente de la cepa 8091 de B.
japonicum (A (-88) -> C) fueron utilizados como templado.

El oligo 5 Mut hibrida en el extremo 5 de la regién promotora,
mientras que el oligo tapdn es complementario a los 18 nucledtido que no
hibridizan al generar los fragmentos pequeiios, aste para asegurarnos que los
fragmentos que finalmente se generaran portaran todos mutaciones en los
sitios deseados. Como mencione anteriormente, se requirieron fragmentos que
portaran ademas de las mutaciones deseadas en la regién -35 una mulacidn de
A por C en la regién -68, por lo que fue necesario la utillzacién del producto
de PCR de 467 pb de la cepa 8091 como templado.
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Estrategla de mulagéneslis para las regiones
-10 y -35 de B. faponicum
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Figura 8. Eslrategia de Mulagenesis mediante PCR para las regiones -10 y -35 del opern
fixRnifAde B. japonicum.
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Primero los fragmentos se extendieron durante 5 ciclos tineales a
los mismos tiempos y temperaturas que para ta primera reaccidn vy
posteriormente se le adiciond a la reaccidn la mezcla de oligos 5 Mut-Tapén
para la generacién de fragmenios de 467 pb. La reaccién fue idéntica en tiempo
y temperaturas como en el caso anterior, de manera similar los productos de
las reacciones se corrieron en un gel de agarosa al 1.5 %. {Figura 9)

Construccion de los plasmidos pRJ-10GGG, pRJ-10GC, pRJ-
35 y pRJ-3568. EI primer paso en la mutagénesis fue la construccién de
estos plasmidos, con las mutaciones en las regiones promotoras fusionadas al
gene lacZ, en un vector que fuera replicable en E. coli, para posteriormente a
partir de esltos plasmidos construir los que fueran capaces de movilizarse a 8.
japonicum mediante conjugacion.

Estos pldsmidos se derivan del pldsmido pRJ7211. Los fragmentos de
PCR de 467 pb con las mutaciones en los sitios deseados se purificaron con
fenol-cloroformo, se precipitaron con 1-butanol y finalmente se
resuspendieron en 50 pi de Hz0. Para el caso de los fragmentos de 467 pb con
mutaciones en la regién -10, antes de su clonacién en el pldsmido pRJ7211 se
cortaron con la enzima de restriccién Mlul, ya que fragmentos mutados en una
posicién del hexanucleotido que reconoce esta enzima hicieron que este sitio
se perdiera, de tal manera que esta digestién enriquecié e! juego de
fragmentos mutados para esta regién.

Los fragmentos con las mutaciones en -10 y -35 se cortaron con las
enzimas de restriccién Smal y BamHl y con el fin de separar los fragmentos, el
producto de la digestién se corrid en un gel de agarosa de bajo punto de fusién
al 1.5 % . Esta digestién dio como productos finales 3 fragmentos, uno de 35 pb,
otro mas de 331 y uno de 101 pb.
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La banda que correspondid a 331 pb se cortd y se purificd con fenol-
cloroformo para precipitarse con 1-butanol y finalmente se resuspendid en 10
pl de H20.

Paralelamente, el plasmido pRJ7211 se cortd con el mismo juego de
enzimas que para los fragmentos liberando un fragmento de 331 pb similar en
tamafo al que se liberd de la digestidn de los productos de PCR. La digestidn de
igual manera, se corid en un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5 %, de
este gel se cortd la banda que correspondid al vector (10.5 kb) y se purifico con
fenal-cloroformo, se precipité con 1-butanol y se resuspendio finaimente en
10 pl de H20. Posteriormente ol vector se defosfato con fosfatasa alcalina,
para evitar que al momento de ligar el vector sin inserto pudiera religase
sobre si mismo y asi dar falsos positivas,

Los fragmentos de PCR de 331 pb producto de la digestion se ligaron
al vector. Ei producto de estas ligaciones se utilizd para transformar células
competentes de calcio de la cepa DH5a, las cuales se seleccionaron sobre cajas
de LB conteniendo 200 pg/ml de ampicilina. La identificacion de plasmidos
mutantes se realizd mediante secuenciacion de la region promotora, ya que
esta fue la Unica manera de identificarlos pues lo Unico que se hizo fue una
sustitucion de fragmentos silvestres par mutantes. (Fig 10)

Construccién de los plasmidos pSUP-10GGG, pSUP-10GC,
pSUP-35 y pSUP-3568. Debido a que los pldsmidos pRJ previamente
construidos no fueron capaces de movilizarse de E. coli a B. japonicum
mediante conjugacién, fue necesaria la subclonacién de las regiones
promotoras fusionadas al gene lacZ en un pldsmido mobilizable. Eslos
plasmidos se derivan del pSUP202 en el cual se encuentra clonada la secuencia
mob del pldsmido RP4 necesaria para la movilizacion.
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El plasmido pSUP202 se linearizé con la enzima de restriccidn Ncol,
posteriormente se rasuro de sus extremos con la nucleasa mungbean y
finalmente se corté con la endonucleasa EcoR!l. De esta digestién se liberé un
fragmento de 300 pb quedando el vector con un extremo cohesivo EcoR! y con
otro romo por la accién de la nucleasa sobre ei sitio Ncol.

Paralelamente, las cepas con los plasmidos pRJ-10GGG, pRJ-10GC,
pRJ-35 y pRJ-3568 se crecieron y los plasmidos se purificaron y se cortaron
EcoRI-Dral obteniendose un fragmenlo de 3.3 kb para cada caso. Estos
fragmentos porlaron toda la regién promotlora del operdn fixAnifA, fusionado al
gene /acZ. Los productos de esta ultima digeslidn y el vector pSUP202 cortado
EcoRI-Ncol, rasurado y defosfatado se ligaron y se seleccionaron colonias que
fueran Tc, Ap’y Cms. La identificacién de los pldsmidos se realizo en base al
patrén de digestién, ya que este se modifico cuando e! inserto EcoRIi-Dral fue
clonado en el vector (fig 11 y 12).

Integracion de las fusiones transcripclonales fixR’-'lacZ en
el cromosoma de la cepa slivestre de B. japonicum . Para el estudio dei
efecto que las mutaciones tuvieron sobre las regiones -10 y -35, fue necesario
la integracidn de las fusiones transcripcionales fixR'-'lacZ en el cromosoma de
B. japonicum,a través de un proceso de recombinacién homologa. E! cromosoma
sitvestre de B. japonicum (USDA 110 spcd4) fue el blanco para estas
integraciones. La integracién fue realizada mediante conjugacién ftriparientai
transfiriendo los pidsmidos respectivos hacia la cepa receptora vy
seleccionando transconjugantes resistentes a tetraciclina, esta resistencia es
codificada por el pSUP202.
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Fig 11. Construccién del plésmido psup 202. Este plasmido dariva de! pBR325. E! fragmento Sau3A de 2.0
Kb del plasmido RP4 fue clonado en e! plasmido pBR325 parcialmente digerido con Sau3A. Sitios de
resiccidn: S3A (Sau3A).
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Fig 12. Construccién de los Piasmidos pSUP -10GGG, pSUP-10GC, pSUP-35 y pSUP-3568. Los
Pldsmidos pRJ-10 y -35 se cortaron con las enzimas de restriccién EcoRI-Dral, liberando un fragmento de
3.3 Kb, E!l Plasmido psup 202 fue ablerto EcoRI-Ncol. E! sitlo Ncol fue rasurado y el fragmento de 3.3 Kb fue
ligado. Sitios de restriccién: E (EcoRl); D (Dral).
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Los plasmidos pSUP-10GGG, pSUP-10GC, pSUP-35 y pSUP-3568 fueron
introducidos a la cepa 110 spc4 de B. japonicum por medio de cruzas
Iriparientales utilizando el plasmido pRK2013 como ayudador (Fig 13).

Contirmacion de la insercién de Ias mutaciones en el
cromosoma silvestre de B. japonicum. La identificacion de
transconjugantes de B. japonicum fue de vital importancia para conocer de que
manera se habfa dado la integracién de las mutaciones, ya que la recombinacion
se pudo haber generado de dos maneras distintas. Urna en donde las regiones
mutadas quedaran en la regidn “upstream” del gene lacZ, y la otra en donde
estas mismas mutaciones quedaran “downstream” del gene reportero. Para
nuestros propdsitos, la primera forma de recombinaciéon fue la requerida, ya
que de esta manera podlamos monitorear a través de la expresién de lacZ el
comportamiento de estas mutaciones, mientras que en la segunda forma, la
menos probable pero la mas interesante, podriamos ver el efecto fisioldgico
que estas mutaciones tendrian sobre la expresion del operdn fixRnifA. .

Un acercamiento primario de que las transconjugantes portaron la
fusién transcripcional fue mediante la técnica de PCR, la reaccién se realizé
utilizando como templado DNA total de las colonias que crecieron y un par de
oligonucledtido (5' Mut y Lac4}, complementarios por un lado al extremo 5' de
la ragién promotora y otro que complementd a 30 pb downstream de la fusién
transcripcional, de tal manera que solamente aquellas colonias que portaron la
fusidn transcripcional dieron un producto de 419 pb. Como control se realiz¢
una reaccion de PCR en donde se utilizé como templado DNA total de la cepa
110 spc4. Esta cepa no dio ningln producto puesto que no contiene el gene lacZ.
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Fig 13. Macanismo da intagracién de tas fuslones transcripcionales plixAM*lacZ on el cromosoma
silvesire de B. japonicum.
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La secuenciacion posterior de los productos de PCR de aquellas
colonias que crecieron y que luvieron el fenolipo esperado, nos indico que
efectivamente las mulaciones estaban integradas en el cromosoma y que
ademas la inlegracion se habia dado de la manera correcta. La secuenciacién de
estos productos se realizé de la misma manera en que se secuenciaron los
pladsmidos mutantes (Fig 14 y 15).
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ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

CEPA GENQTIPO AEROBIO ANAEROBIO
110 spca Wild Type 0.0 0.0
8085 fixR'-’JacZ 541.0 961.0
N8091 fixR-"lacZ A->C/-68 10.2 1.1
W-10GGG plrixRGGG'™-’'lacZ 4.1 1.1
w-10CG pfixRCG'™’lacZ 26.0 741.0
W-35 pfixR-35'-'lacZ 1710.0 2100.0
wW-65/-68 pfixR-35°'-'lacZ A->C -68 22.5 737.0

Tabla 3. Actividad B-galactosidasa de cepas mutantes y cepas centrol. (Unidades Miller)
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Anadlisis de las mutaciones integradas en el cromosoma.
Los nucleétido alrededor de GC (-13,-12) son esenciales para el
buen funcionamiento de amhos promotores. De acuerdo a los objetivos
plantsados al inicio del trabajo se obtuvieron cuatro cepas de B. japonicum
silvestre con mutaciones en los sitios deseados, dos cepas con mutaciones en
la region -10 y 2 cepas con mutaciones en la region -35, una silvesire en la
regién -68 y otra con un cambio de A por C en esa misma region.

Para la regién -10 se obtuvo una cepa con cambios a G en las
posiciones -14, -11 y -10 y otra con cambios hacia CG en las posiciones -11 y
-10 (Fig 16)

-35 -10
TTTACGTACAT CGCAGTGGCGCARATCCIGCTACGCGTGCGCGGG -10 Silvestre
TTTACGTACAT CGCAGTGGCGCARATCCGGCGGCGCGTGCGCGGE -10 GGG
TTTACGTACAT CGCAGTGGCGCAAATCCTGCCGCGCGTGCGCGEE -10 €6

Fig 16. Comparacion de secuencias de -10 silvestre, -10 GGG y -10CG

En base a los resultados preseniados en la tabla 3, podemos
determinar que cambios hacia G en las posiciones -14, -11 y -10 causan un
fenotipo drastico "down” en la expresién de ambos promotores, sin embargo un
cambio de CG en las posiciones -11 y -10 respectivamente solamente afectan
la expresién del promotor independiente de NifA, mientras que el dependiente
solamente se ve afectado en un pequefio porcentaje.

Deducimos entonces que las posiciones -14 y -11 son esenciales para
el funcionamiento del promotor indgpendiente de NifA.
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Ya que de acuerdo a los datos obtenidos de la mutante CG en -11 y -
10, la expresion a partir del promotor independiente de ¢54 aun cuando la T -14
se manliene invariable, pero la T -11 se cambia a C y la A -10 por G la
expresién a partir de esle promolor se ve afectada lotalmenle, mientras que la
expresidn a parlir del promotor dependiente de g54 solo se ve marginalmente
reducida.

Ahora bien para este ultimo caso de la mutacion de A por G en esla
ultima mutante al parecer responde al factor sigma alternalivo mientras que
el reconocimiento por parte del factor ¢54 de acuerdo a los dalos arrojados
para la esta doble mutante no es afectado o solo marginalmente, pero fallarfa
tener esa mutante en un contexto individual para determinar realmente a que
factor sigima responde.

Al parecer el cambio de T por G en la posicién -14 es lo que hace que
el promotor dependiente de G54se vea afectadoy que por esta razon no
podamos detectar actividad a partir de este promotor en la triple mutante en
donde todos los cambios son hacia G, y que este cambio de una base pirimidica
por una purica en esta posicién es lo que realmente hace que se afecte la
transcripcién a partir de este promotor.

Mutaclones en la reglén -35, que acercan su secuencla a una
secuencla consenso, hacen que el promotor se vuelva “up” pero no lo
hacen Independiente del activador transcripcional. En la regidn -35 dos
cepas con las mutaciones integradas se obtuvieron. Una con las mutaciones en
la regidn -35 en donde se cambian las posiciones -35, -34, -32 y -30 y otre
con las mismas mulaciones en esa posicién ademas de un cambio de A por C en
la regién -68 (Fig 17).



-68 -35
GCGACATTAGGACGCAAAACGGAAGCGCATTTACGTACATCGCA -35 Silvestre
GCGACATTAGGACGCAAAACGGAAGCGCATTTACGGGCTTGGCA ~35 mutante
GCGCCATTAGGACGCARAACGGAAGCGCATTTACGGGCTTGGCA ~3568 mutante

Fig. 17. Comparacién de secuencias de -35 Silvestre y -35 mutante y -3568
mutante.

Como podemos ver en la tabla 3 la expresion del operén a partir de la
regién -35 mutada, claramente nos indica que de acuerdo a la sustitucién de
los cambios introducidas en eslas posiciones, el promotor independiente de
NifA, triplica el nivel de transcripcion que se observa en una cepa silvestre,
acorde a la hipdtesis planteada al inicio del trabajo.

Sin embargo estos cambios en las posiciones arriba sefialadas, no son
suficientes para hacer que el promotor sea independiente del activador
transcripcional al que esta sujetoc en condiciones de crecimiento aerchio, ya
que como podemos ver la expresion de esta cepa con la mutacién en la regién -
68 (que es el sitio de unidn del activador transcripcional) es muy semejante al
de la mutante CG en la regidn -10 y es practicamente nula, por lo que se deduce
que la presencia del activador es necesaria para que se de la expresidn de este
promotor en estas condiciones de crecimiento.

Es muy probable que la independencia del activador transcripcional se
alcance cuando se tenga una secuencia consenso para ambas regiones -10 y -
35 en un mismo contexto, ya que como podemos ohservar las mutaciones de
manera independiente para las regiones -10 y -35 no nos permiten alcanzar
este objativo.
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Cabe la posibilidad también de que no se pueda hacer que e! promotor
se vuelva independiente del activador aun con una secuencia consenso, y de que
¢! sigma alternativo tenga propiedades semejantes al factor ¢54 en base al
requerimiento de un activador transcripcional que se una en la regién upstream
para permitir el paso de un complejo de promotor cerrado a un complejo de
promotor abierto. Aunque para este casc no existen reportes de la necesidad de
activadores transcripcionales involucrados en el paso de un complejo de
promotor cerrado a un complejo de promotor abierto en promotores del tipo -
10/-35, sino que mas bien la funcidn de tales activadores en este tipo de
promotores es para e! buen posicionamiento de la RNA polimerasa holoenzima
para el inicio de la transcripcidn.
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Conciusiones

La presencia de dos promotores sobrelapados, que responden a dos
RNA polimerasas holoenzimas, responde a la necesidad de un mecanismo
eficaz para la produccion de ambas protelnas en el momento indicado y bajo las
condiciones adecuadas.

En la region -10, -12 los dos promolores presentan nucleétido que son
esenciales para ambos, ademas de que lambién presentan nucleélido
indispensables para cada uno de ellos, de tal manera, que es posible su
separacion mediante la manipulacion eficaz de los nucledtido en esta regién.
Esta separacién se alcanzé cuando se mutaron cierlas posiciones en la regién -
10 sin que estos cambios afectaran la expresidn del promotor del tipo -24/-
12.

L.a funcionalidad del promotor del tipo -35/-10 quedo demostrado
cuando la regién -35 se acerco al ‘consenso” mediante mutagénesis y esto hizo
que ahora el promotor se reconociera mas eficazmente por la RNA polimerasa
conteniendo algun otro factor ¢ diferente de g54.

No se logré la independencia del promotor del tipo -35/-10 de [a
activacién positiva a la que se encuentra sujeta, aun cuando sé paso de una
regién -35 pabre a una regién -35 “consenso”, lal vez porque se requiere
ademas que la regién -10 también sea lo mas cercano posible al consenso.

El paso a sequir dentro de este trabajo es el de alcanzar la
independencia de este promotar del activador que se une a la regién -68, como
un modelo para la identificacion de los dos moléculas que se encuentran
involucradas en la transcripcién de este operén.
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Conclusiones

L.a presencia de dos promotares sobrelapados, que responden a dos
RNA polimerasas holoenzimas, responde a la necesidad de un mecanismo
eficaz para la produccién de ambas proteinas en el momento indicado y bajo las
condiciones adecuadas.

En la region -10, -12 los dos promotores presentan nucledtido que son
gsenciales para ambos, ademas de que también presentan nucleétido
indispensables para cada uno de ellos, de tal manera, que es posiblo su
separacion mediante la manipulacién eficaz de los nucledtido en esta regidn.
Esta separacién se alcanzé cuando se mutaron ciertas posiciones en 1a region -
10 sin que estos cambios afectaran la expresién del promotor del tipo -24/-
12.

La funcionalidad del promotor del tipo -35/-10 quedo demostrado
cuando la regidn -35 se acerco al “consenso” mediante mutagénesis y esto hizo
que ahora el promotor se reconociera mas eficazmente por la RNA polimerasa
conteniendo algun otro factor ¢ diferente de o%4.

No se logré la independencia del promotor del tipo -35/-10 de la
activacion positiva a la que se encuentra sujeta, aun cuando se paso de una
regién -35 pobre a una regién -35 “consenso’, tal vez porque se requiere
ademas que la regién -10 también sea lo mas cercano posible al consenso.

El paso a seguir dentro de este trabajo es el de alcanzar la
independencia de este promotor del activador que se une a la regién -68, como
un modelo para la identificacién de los dos moléculas que se encuentran
involucradas en la transcripcién de este operdn,
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ENEL TESIE i L
Y HIRN

Por un lado la proteina activadora diferente de NifA que se une a la
regidon -68 y que se encuentra en extractos crudos de proteina de B. japonicum,
y por el otro el factor 6 que reconoce las secuencias de los promolores del tipo
-35/-10 de los genes glnA, fbeFH y fixA.
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Elementos traza
ZnsS04 7TH20
MnS04 H20
CusS04 5H20
NaMnO4 2H20
NaiNO4

NaScO3

Vitaminas
Rivoflavina

Biotina

Tiamina

Myo-Inositol

Acido p-aminobenzoico
Acido Nicotinico
Pantotenato de calcio
Cianocobalamina

Buffer 2

Naz2HPO4 7H20
NaH2PO4 H20

KCl

MgS04 TH20

B Mercaptoetanol

Apendices

100 ml (1000X)

0.4399 gr
0.077 gr
0.015 gr
0.024 gr
2.1 mM
0.5 mM

100 ml (1000X)

2.0 mg
1.2 mg
8.0 mg
1.8 mg
0.8 mg
5.0 mg
8.0 mg
10.0 ng
500 ml
8.05 gr
2.75 gr
0.375 gr
0,123 qr
1.35 ml
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Soluecién I (GET) 50 ml

Glucosa 9.9 qr
EDTA 8.4 gr
Tris-Cl 7.88 qr
Solucién IX 100 ml
NaCQH 10 N 2.0 ml
SDS 20% (w/v) 5.0 ml
H20 93.0 ml
Solucién III 100 ml
Acetato de potasio 5 M 60.0 ml
Acido acetico glacial 11.5 ml
H20 28.5 ml
TAE 1000 ml (50X)
Tris-base 242.0 gr
Acido acetico glacial 51.1 ml
EDTA 0.5 M pH 8 100.0 ml

H20 606.9 ml



Stop solution

Formami 95%

EDTA 20 mM
Azul de bromo 0.05%
Xylen cyanol 0.05%

PAGE 6% (Poliacrilamida gel electroforesis)

Acrilamida-bisacrilamida 9.0 ml
UREA 31.% gr
TBE 5X 12.0 ml
H20 10.0 mnl
Persulfato de Amonio 10% 360.0 ul
TEMED 60.0 183
TBE 5X (Tris boratos) 1000 ml

Tris base 54.0 gr
Acido borico 21.% gr

EDTA 0.5 M 20.0 ml
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