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1. Resumen

euconostoc mesenteroides produce glicosiltransferasas (GT) que catalizan la formacion de

biopolimeros de uso biotecnoldgico, por lo que el interés cientifico se ha centrado en el

estudio de la relacion estructura funcién y caracteristicas cinéticas de estas enzimas.
Hasta ahora se han clonado y secuenciado mas de una docena de genes de dextransacarasas
(DS) y dos genes de levansacarasas (LS) de varias cepas de L. mesenteroides. Sin embargo, es
muy limitada la informacién generada a partir del analisis experimental, que permita explicar la
regulacion y expresion de estos genes. En dos de los estudios realizados sobre este ultimo
aspecto, se determiné el inicio de la transcripcidon y ubicacién de la posible regién promotora de
los genes dsr-S y dsr-D, en L. mesenteroides B-512F y L-cc4, respectivamente (Quirasco et al.
1999 y Neubauer et al. 2003), donde se observé que la region -10 era candnica y la regién -35
estaba alejada del consenso pero conservada en los genes de GT. De estos resultados se
especuld que la regidn promotora de GT era particular del género Leuconostoc y/o que podria ser

reconocida por un factor sigma alternativo.

Para aportar mas informacion al respecto, el primer paso para descifrar el mecanismo de inicio de
la transcripcion en estos genes y por lo tanto comenzar a explicar con bases moleculares la
expresion de estas enzimas dentro del género Leuconostoc, en este trabajo se logré determinar
experimentalmente el inicio de la transcripcion de seis genes de GT, para de esta manera

establecer y analizar la region promotora en cada uno de ellos.

Los resultados del analisis de los promotores de las GT estudiadas, demostraron que la region
-10 es conservada y candnica, por lo que es una sefial de reconocimiento fuerte para el factor ¢”°
primario. Se observd, a una base rio arriba de la caja -10 un motivo GGn, que puede ser
considerado como elemento -10 extendido, ya que, unicamente en estas posiciones del total de la
region promotora, fue donde se encontré una alta frecuencia de aparicion del nucleétido guanina.
La region -35 es menos conservada y presenta una alta frecuencia de aparicion del nucleétido
Timina. Rio arriba de la caja -35 establecida, se encontré una zona rica en A+T caracteristica del
elemento UP reconocido por la subunidad o de la RNApol. Por lo anterior se llegé a la conclusion
de que la region promotora de estos genes posee sefales fuertes de reconocimiento para que la
RNApol comience la transcripcion. Asi, por primera vez, se podria comenzar a explicar con

bases moleculares firmes y con analogia a lo estudiado en otras bacterias, el mecanismo por el
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cual existe una alta expresion de estas enzimas en Leuconostoc mesenteroides. Sin embargo,
aun falta atribuir una funcion precisa tanto a las bases localizadas en la region -35, como a las
secuencias espaciadoras. Considerando los antecedentes existentes sobre la induccion de las
DS vy la funcién de las bases circundantes a la regién -35, se abriria la posibilidad de que pueda

intervenir alguna proteina que active la transcripcion en estos genes.

Por otro lado y como resultados paralelos al estudio central, se encontré que el gene dsr-T se
transcribe, ya que hasta el momento no se contaba con ninguna evidencia sélida de la existencia
de dicho mensajero. Sin embargo se propone que, aunque se transcribe no se traduce, ya que la
secuencia consenso de union a ribosoma establecida en estos genes, se encuentra muy cercana
al coddén de sintesis de la primera metionina, por lo cual el inicio de la traduccion puede ser
ineficiente o nulo. Ademas se sugiere que su transcripcion es baja, debido a que este gene posee
la region promotora del -10 mas alejada del consenso observado en los genes de GT de L.
mesenteroides. Se encontré también que de los genes dsr-C (cepa B-1355) y dsr-B (cepa B-
1299) tienen un 99.9% de identidad. Finalmente se demostré que el gene dsr-C se transcribe,
contrario a lo reportado, pero no se traduce por poseer una delecidn justo después del segundo
codoén del ORF, lo cual ocasiona que se introduzca un codon de sefal de paro de la traduccion; lo
anterior ocasionaria que el marco de lectura abierto reportado no sea el correcto, y asi se

explicaria por qué no se ha encontrado la proteina correspondiente a este gene.



2. Introduccion

| género Leuconostoc pertenece al grupo de las bacterias acido lacticas (BAL), las cuales

juegan un papel muy importante en la preservacion de alimentos, via la produccion de

acido lactico por fermentacién de carbohidratos, asi como en las propiedades finales de
textura y sabor final de los mismos. Leuconostoc se puede encontrar principalmente en los
productos lacteos y vegetales. Ademas de su efecto de bioconservacién, en BAL como
Leuconostoc, Streptococcus y Lactobacillus se encuentra la produccidn de exopolisacaridos, los
cuales dependiendo de su composicién y mecanismo de biosintesis pueden clasificarse en: 1)
heteropolisacaridos, cuando la cadena de carbohidratos esta formada por diversos tipos de
azucares, y 2) homopolisacaridos, cuando existe sélo un tipo de azucar en su cadena y son
formados unicamente a partir de la sacarosa, ambos sintetizados por la accién de enzimas del
tipo Glicosiltransferasas (GT). Del tal manera que los polisacaridos podrian ser glucanos,
sintetizados por GT o fructanos, producidos por fructosiltransferasas (FT). Parametros como la
masa molecular, el tipo de enlace glicosidico, la solubilidad y el grado de ramificacion determinan
las propiedades funcionales y por tanto las aplicaciones biotecnolégicas de este tipo de
biopolimeros. Los homopolisacaridos mas estudiados son los producidos por los géneros de
Streptococcus, asociados a los problemas de caries dental y de Leuconostoc, por uso industrial y
aplicacion en el area de la medicina, bioquimica y de los alimentos. De estos ultimos, y con la
finalidad de desarrollar nuevas aplicaciones biotecnolégicas mediante el incremento en la
diversidad de los glicanos producidos, en la ultima década se buscaron nuevos genes que
codificaran para la sintesis de glucosiltransferasas en un mayor numero de cepas de
Leuconostoc, de tal manera que hasta el momento se tienen reportes de mas de una docena de
genes identificados para la expresion de estas enzimas (van Hijum et al. 2006). Como
consecuencia, las lineas de investigacion se han divido en dos aspectos generales, el primero de
ellos es el estudio bioquimico de la relacion estructura-funcién de estas enzimas, y el segundo es
la aplicacion biotecnoldgica de los poli u oligosacaridos sintetizados a partir de estas enzimas.
Por lo cual tanto la enzima como el polimero han concentrado el interés y la mayor parte de la
investigacion. Sin embargo, un aspecto basico poco estudiado de estas enzimas es el relativo a la
informacion genética y fisioldgica que involucra la expresion de dichas enzimas, en especial en el
género Leuconostoc. A partir de 1989 cuando se aislo, secuencid y patentd el primer gene de
dextransacarasa (dsr-S), la GT con mayor uso industrial (Wilke-Douglas et al., 1989), la busqueda

de nuevos genes involucrados en la sintesis de enzimas productoras de homopolisacaridos ha



sido constante. Hasta el momento se han logrado identificar y clonar nueve genes que codifican
para la expresion de GT en varias cepas de Leuconostoc, sin embargo en la mayoria de los
casos se desconoce cuales son los mecanismos de regulacion para la expresion de dichos genes

en cada cepa.

Dentro del grupo de trabajo se realizé uno de los primeros estudios de regulacion de GT en L.
mesenteroides (Quirasco et al., 1999), donde se reportdé que la induccion de la dextransacarasa
(DS) de la cepa B-512F, la cual es la GT con mayor uso industrial, no se produce unicamente en
presencia de sacarosa como fuente de carbono, contrario a lo observado hasta ese momento, si
no que también existe la induccion en presencia de glucosa y fructosa, pero en niveles mucho
mas bajos. Se determind que en presencia de diferentes fuentes de carbono sélo se expresa un
gene que codifica para DS, y finalmente se determind que la region promotora de dicho gene
posee una region -35 alejada del consenso en los procariotas y una region -10 canonica.
Posteriormente en el Centro de Investigacion de Nestlé se determind que la region promotora del
gen dsr-D, en la cepa Lcc4 (Neubauer et al., 2003), es idéntica a la reportada para el gene dsr-S.
Por lo cual se planted la hipotesis de que la regulacion en la expresiéon de los genes de DS en el
género Leuconostoc podria estar localizada en la region promotora de estos genes, postulando
que la regién del -35 era caracteristica de estas enzimas y/o que el inicio de la transcripcion en
estos genes podria estar mediado por un factor sigma alternativo a la familia ¢’°. Con el
proposito de contribuir con el estudio de la expresidn de estas enzimas dentro del género
Leuconostoc y asi aportar mayor informacion acerca de la regulacion en la expresion de DS, en el
presente trabajo se reporta la identificacion del inicio de la transcripcion en varios genes de DS y

su posible regidn promotora.

Por otro lado, la falta de estudios con base en el transcrito producido por genes de DS en L.
mesenteroides ha generado incégnitas en cuanto a su transcripcion y/o traduccion.
Especificamente no se ha demostrado fehacientemente el gene dsr-T de la cepa B-512F se
transcriba (Funane et al. 2000) y tampoco se ha identificado a la proteina correspondiente. Por
otro lado, con el gene dsr-C, existe la duda de que se exprese, debido a que en la secuencia
reportada (Acceso al Genbank AJ250172) (Argiiello-Morales, 2000°) aparentemente no existe
alguna region rio arriba del gene estructural que se parezca a un promotor procarionte. Tampoco

en este caso se logrado identificar a la proteina que corresponderia a este gene.



3. Antecedentes

3.1 Leuconostoc mesenteroides

El género Leuconosctoc se encuentra dentro del grupo de las bacterias acido lacticas (BAL), junto
con los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Carnobacterium, Weissella y
Pediococcus (Stiles and Holzapfel, 1997). Dichas bacterias se caracterizan por producir acido
lactico como producto mayoritario durante la fermentacién de carbohidratos, por esta razon estos
organismos se han utilizado desde la antigledad como agentes para la preservacion de
alimentos, entre los que se encuentran, una gran variedad de productos lacteos, carnicos y
vegetales fermentados. Actualmente todas las bacterias pertenecientes a estos géneros tienen
una condicion GRAS (por su siglas en inglés Generally Recognized as Safe) lo cual implica su

libre uso en la produccién de alimentos de consumo humano.

Los géneros Lactococcus y Lactobacillus concentran el mayor interés y la inversion en la
investigacién en el grupo de las BAL, esto es debido a su uso mundial en el area industrial de los
productos lacteos, en especifico con la produccién de quesos y leches fermentadas, por tal

motivo existe mucho menor informacion publicada acerca de los otros géneros de BAL.

De manera general, el género Leuconostoc comprende un grupo de bacterias aerobias y
anaerobias facultativas, no moviles, cocos Gram-positivos de 1 a 2 ym de diametro, no
formadoras de esporas, catalasa y oxidasa negativas. Son lacticas heterofermentativas, esto es,
que fermentan carbohidratos para producir acido lactico y cantidades considerables de acido
acético, alcohol etilico, didxido de carbono (CO;) y de manera ocasional acido férmico como
productos finales de su fermentacién. Son bacterias quimioorganotroéficas, por lo que requieren de
aminoacidos y factores de crecimiento complejos para su crecimiento. Este género no crece a
pHs menores de 4.5, su pH éptimo de crecimiento es cercano a la neutralidad, durante su cultivo
la acidez aumenta por aumento de la concentracion de acidos organicos, alcanzando valores
inferiores a pH 5. Estos microorganismos son de vida libre y su habitat lo constituyen los
vegetales y los suelos; su poblacién se ve afectada por factores como la temperatura y humedad.
Pueden ser aislados tanto de estos medios como de vegetales fermentados (Axelsson, 1993).

Los microorganismos pertenecientes a este género son capaces de producir enzimas llamadas



dextransacarasas (DS), las cuales al crecer en sacarosa como sustrato, participan en la sintesis

de un exopolisacarido derivado de la glucosa y de alto peso molecular denominado dextrana.

3.2 Glicosiltransferasas

Las dglicosiltranferasas (GT) pertenecen al grupo de enzimas Transferasas. Estas enzimas
catalizan el traslado de un grupo funcional especifico desde un sustrato (donador) hacia otro
(aceptor), el grupo que se transfiere puede ser de naturaleza variada. Las glucosiltransferasas y

fructosiltransferasas pertenecen a este grupo de enzimas.

3.2.1 Glucosiltransferasas

Las glucosiltransferasas son enzimas de alto peso molecular cuyo promedio es de 160 kDa,
catalizan la sintesis de polimeros de alto peso molecular a partir de la sacarosa, los glucanos
sintetizados estan compuestos por unidades D-glucosa y sélo sintetizan enlaces o, generalmente

o-1,2, 0 -1,3, a -1-4 y a -1,6, con la consecuente liberacion de fructosa:

sacarosa + (1,6-a-D-glucosilo), —— D-fructosa + (1,6-a-D-glucosilo)n+

La energia necesaria para la catélisis es provista por el enlace glicosidico del sustrato y es
almacenada en un intermediario covalente enzima-sustrato, por lo que no requieren de
intermediarios de alta energia, ni de cofactores para llevar a cabo la transferencia de los residuos

glucosilo.

La sintesis de estos polimeros ha sido observada en diferentes géneros de BAL, Streptococcus,
Leuconostoc, Weissella, Lactobacillus y Lactococcus. La masa molecular, la estructura y las
propiedades fisicas del glucano sintetizado por estos organismo, esta influenciado por factores
como el medio de cultivo, la temperatura, el tiempo de incubacién, la concentracion de sacarosa

utilizada y la presencia de enzimas degradantes de polisacaridos.

Cuando al medio de reaccién se le afaden moléculas que presentan una alta eficiencia como
aceptores, por ejemplo maltosa e isomaltosa principalmente, también se da la formacién de

oligosacaridos de bajo peso molecular (Monchois and Monsan, 1999):



n Sacarosa + Aceptor —— > Aceptor glicosilado + n Fuctosa

3.2.1.1 Clasificacion de las glucosiltransferasas

Las glucosiltransferasas se clasifican con base en la estructura de los glucanos que sintetizan.

Existen cepas que sintetizan mas de un tipo de glucano, indicando la produccion de mas de una

glucosiltransferasa. La estructura de estos polimeros se determiné usando una gran variedad de

técnicas, tales como la metilacion del polimero, hidrdlisis enzimatica, la prueba de degradacion de

Smith y analisis de resonancia magnética nuclear.

A partir de la estructura del polimero, las glucosiltransferasas pueden ser clasificadas de la

siguiente manera:

Dextransacarasa. E.C.2.4.1.5. Sintetizan el polimero de dextrana, el cual es
homopolisacarido extracelular de alto peso molecular, que posee al menos 50% de
enlaces a-1,6 dentro de la cadena principal y ramificaciones en a-1,2, a -1,3, a -1-4, el
porcentaje de ramificacién varia dependiendo de la cepa productora de la enzima. Las
dextranas con mayor aplicacion biotecnolégica son las producidas por L.
mesenteroides NRRL B-512.

Mutansacarasas. E.C. 2.4.1.5. El polimero sintetizado por estas enzimas recibe el
nombre de mutana y esta constituido por mas de un 50% de enlaces a -1,3 el cual es
insoluble en agua. Estas enzimas son producidas por L. mesenteroides NRRL B-523,
B-1149, algunas cepas de Streptococcus. Hasta ahora, en estos polimeros no se han
desarrollado posible aplicaciones biotecnologicas, de hecho los polimeros de mutana
estan involucrados en la adhesion de microbiota oral bacteriana (S. mutans) causante

de la placa dental (Guggenheim, 1970).

Alternansacarasas. E.C. 2.4.1.40. Estas enzimas produce un polimero llamado
alternana constituido por enlaces a-1,6 y o -1,3 en la cadena principal de manera
alternada. Las cepas productoras de estas enzimas son L. mesenteroides NRRL B-
1355, B-1501 y B-1498 (Monsan P. et al 2001).
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V. Reuteransacarasa. Recientemente un nuevo glucano fue identificado a partir de
Lactobacillus reuteri 121, el cual contiene principalmente enlaces a -1,4 (van Hijum et
al. 2006).

3.2.1.2 Dextransacarasas

Como ya se mencion0, las dextransacarasas (DS) catalizan la sintesis del polimero dextrana
(Figura 3.1), el cual es un glucano de importancia biotecnoldgica. La DS de L. mesenteroides B-
512 es la de mayor interés, debido a que produce un glucano que contiene un 95 % de enlaces a-
1,6, el cual es utilizado en el area de la medicina, ya que una solucion salina isotonica con
dextrana (6% p/v) puede ser utilizada como sustituto de plasma sanguineo, y principalmente en el
area de tecnologia de separaciones, debido a que los geles a base de dextrana son utilizado para
la purificacion y separacion de proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos, Sephadex® (Flickinger
M. and Drew S. 1999).

Sacarosa Dextrana Fructosa

Figura 3.1
Reaccién catalizada por la dextransacarasa

Ademas de la dextrana, los oligosacaridos sintetizados a partir de la DS y en especial de la cepa
B-1299, tienen aplicacion en la industria alimentaria como compuestos prebidticos, ya que al
poseer enlaces de tipo a-(1—2) y al no ser hidrolizados por las enzimas digestivas de los

organismos monogastricos, pasan al intestino grueso donde son metabolizados por la microbiota
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microbiana presente (Djouzi and Andrieux. 1995), contribuyendo a mantener la flora bacteriana

benéfica para la salud.

Dentro de los estudios bioquimicos y moleculares realizados a estas enzimas se encuentran, la
determinacion del peso molecular, el mecanismo catalitico, el analisis de la relacion estructura-
funcién, asi como la caracterizacién de los genes que identifican a estas enzimas. En este ultimo
aspecto ya se han logrado secuenciar un gran numero de genes que codifican para la expresion

de DS en varias cepas de L. mesenteroides (Tabla 3.1).

Tabla 3.1
Genes de DS identificados en Leuconostoc mesenteroides

Cepa Gene Glucano Tamaiio (aa) PM (kDa) Referencia
dsr-S 95% 0-1,6 1527 170 Wilke-Douglas M. et al 1989
B-512F 5% a-1,3
dsr-T 1016 112 Funane K. et al., 2000
dsr-A 85% a-1,6 1290 146 Monchois V. et al, 1996
15% o-1,3
B-1299 dsr-B 95 % a-1,6 1508 167 Monchois V. et al, 1998
5% o-1,3
dsr-E 0-1,2y 0-1,6 2835 313 Bozonnet S. et al, 2002
dsr-C 1477 165 Arguello-Morales M. et al
a-1,6 a
B-1355 2000
asr o-1,3y a-1,6 2057 229 Arguello-Morales M. et al
(alternados) 2000°
IBT-PQ dsr-P 80% a-1,6 1454 166 Fernandez-Vazquez J., L., et
20% o-1,3 al 2003
0, -
Lccd dsr-D 95% 0-1,6 1527 165 Neubauer H. et al, 2003
5% a-1,3
B-1501 dsr-R No determinado 1330 149 Kim C.H. et al 2003

3.2.2 Fructosiltransferasas

Las fructosiltransferasas (FS) pertenecen al grupo de las glicosiltransferasas, estas enzimas
utilizan a la sacarosa como sustrato, transfiriendo el residuo de fructosa a una molécula aceptora,
la cual puede ser la cadena creciente de fructosa, otra molécula de sacarosa, el agua (hidrdlisis)
o de mono hasta tetrasacaridos para producir oligosacaridos la energia que se libera del enlace
glucosidico es transferida hacia la formacion del enlace fructosilo, cuya especificidad es

dependiente de la fuente de la enzima. Los productos principales de las FS son dos tipos de
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polimeros: la levana polimero de enlaces en (-2,6-fructosa producido por la actividad de la
levansacarasa (LS), e inulina polimero de enlaces en B-2,1-fructosa producido por la actividad de
la inulinosacarasa (Castillo & Lopez-Munguia, 2004). La inulinosacarasa se expresa unicamente
en las BAL, mientras que la LS esta ampliamente distribuida en bacterias gram positivas y
negativas. Sin embargo, a nivel de aminoacidos las LS de las gram positivas son mas grandes y
presentan sélo un 20% de similaridad con las producidas por las gram negativas (van Hijum, et al.
2006), por ejemplo la LS de S. salivarius ATCC 13459 es particularmente grande con una masa
molecular de 140 kDA (Newbrun and Baker, 1968). En los ultimos afios las FT han tomado gran
relevancia por su capacidad de sintetizar fructooligosacaridos (FOS) a partir de la sacarosa, los
cuales son azucares que al no ser digeridos en el estdmago ni en el intestino delgado estimulan
selectivamente el crecimiento de bifidobacterias, mostrando importantes beneficios para la salud
(Monsan, et al. 2001).

Cabe mencionar que aunque el sustrato de la reaccién de las DS y las FT es el mismo (sacarosa)
la secuencia de aminoacidos no es similar entre ellas y por lo tanto el gene también es diferente.
Sin embargo, se estudié en el presente trabajo que la region promotora de ambos genes (DS y

LS) presenta gran similitud.

3.2.2.1 Levansacarasa

La levansacarasa (LS) (E.C. 2.4.1.10) (B-2,6 fructan: D-glucosa-1-fructosiltransferasa) es una
enzima que pertenece al grupo de las fructosiltransferasas y poseen caracteristicas similares a
las glucosiltranferasas solo que en este caso transfieren un residuo fructosilo de la sacarosa a
una molécula aceptora, liberan glucosa al medio de reaccion y dan lugar a la formacion de levana
(Figura 3.2), un polisacarido de alto peso molecular compuesto por unidades D-fructopiranosilo.
La levana al igual que la dextrana posee aplicaciones biotecnoldgicas propias, lo cual hace que
sea util para una gran variedad de aplicaciones, por ejemplo en el campo de los cosméticos, los
alimentos y la industria farmacéutica y en el area de la mediciha como agente
hipocolesterolémico. La LS ademas de catalizar la formacion del polimero de fructosa también
lleva a cabo la sintesis de oligosacaridos de bajo peso molecular cuando en el medio de reaccion
se encuentran presentes moléculas aceptoras como la lactosa y la maltosa (van Hijum, et al.

2006).
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Entre los organismos con mayor produccion de LS se encuentra el género Bacillus, en el que se
han realizado una amplia gama de estudios encaminados a su aplicacion biotecnoldgica por
ejemplo, en la produccion de FOS. Dentro de las BAL se ha reportado la presencia de actividad
LS, sin embargo este conocimiento es aun muy limitado. Sélo para el caso del género
Lactobacillus se ha encontrado que, cuando éste participa durante la fermentacién del pan acido
se produce levana, entre otros polisacaridos, lo cual da como resultado que el producto final
posea propiedades reoldgicas similares a las que se presentan cuando se utilizan xantana o
goma guar (Tieking, et al. 2003), este hecho abre la posibilidad de usar estas BAL como

sustitutos en el uso de aditivos.

OH

OH
Lot m OH
n H OH HO o H
H @ — > N OH H
n H
H n
H OH H
Levansacarasa
n Sacarosa Levana + n Glucosa
Figura 3.2

Reaccion catalizada por la levansacarasa

En 1986 se reportd, por primera vez en L. mesenteroides B-512F, la presencia de la LS (Miller
and Robyt, 1986), en aquellas investigaciones la presencia de actividad LS en Leuconostoc se
consideraba como un obstaculo para diversos estudios de la DS, ya que estaba presente en el
mismo extracto enzimatico y utiliza el mismo sustrato que la DS. Recientemente el grupo de
investigacion del Dr. Lopez-Munguia aisld, secuencio y cloné en E. coli el gene de la LS (lev-S)
de la cepa B-512F (Morales-Arrieta, et al. 2006), donde se reportdé que el gene codifica para una
posible proteina de 1022 aminoacidos, con una masa molecular teérica de 113 kDa,

contribuyendo asi el estudio molecular de la GT en L. mesenteroides.
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3.3 Inicio de la transcripcion

Las bacterias codifican miles de diferentes proteinas necesarias para su éptimo funcionamiento,
pero ante cambios en su medio ambiente no todas son requeridas al mismo tiempo, ni en la
misma cantidad. La regulacion de la expresion genética permite a la célula controlar la produccion
de proteinas necesarias para su ciclo de vida o para la adaptacion a los cambios extracelulares
esta regulacion hace posible que la bacteria se adapte rapidamente a dichos cambios. Los
diversos pasos durante la transcripcidn y la traduccion son, por lo tanto, objeto de diferentes

mecanismos de regulacion.

Un gene es aquella secuencia de ADN que produce un transcrito y no importa si se llega a
traducir o no, por lo tanto, el proceso de la transcripcién es fundamental para el funcionamiento
biolégico de cualquier organismo. En la mayoria de los procesos biologicos, el paso mas
importante en la regulacion se da al comienzo, por lo que el control mas importante en la
expresion de un gene es en el inicio de la transcripcion, la relacion estructura funcion entre las
proteinas involucradas en la transcripcidén, asi como la secuencia de ADN que servira como

molde para la sintesis del ARNm, es central para el entendimiento de este proceso biologico.

La ARN polimerasa (ARN pol) es la enzima que lleva a cabo la transcripcién la polimerasa mas
estudiada de los organismos procariotes es la ARNpol de E. coli y dependiendo de la velocidad
de crecimiento se pueden encontrar de 1500 a 11400 moléculas de ARNpol por cada célula de E.
coli (Woésten. 1998). La holoenzima de la ARNpol (ARNPH) esta compuesta de la ARNpol
(nucleo) mas la subunidad sigma (factor o). El nucleo es un complejo de ~400 kDa conformada
por cinco subunidades (opp ®). Para comenzar el inicio de la transcripcion de un gene, la
ARNpol debe reconocer entre todo el vasto mundo de ADN una region denominada promotora.
Sin embargo, el nucleo es incapaz de iniciar la transcripcion por si solo, la subunidad ¢ debe de
unirse al nucleo para formar la holoenzima y asi dirigir todo el complejo hacia la identificacién de
la regiéon promotora. Cuando la ARNPH reconoce la region promotora, se establece en el ADN
aproximadamente de la posicion -6 a la -54, dando inicio a la formacién del llamado complejo
cerrado. Una vez establecida la ARNPH en la regiébn promotora, provoca una serie de
transiciones estructurales para la formacion del llamado complejo abierto (Murakami, et al., 2002),
en el cual comienza la apertura de la doble hélice para exponer la hebra molde, aquella que
servira para construir la cadena de ARN, a partir de ese momento se establece la fase de

elongacioén, donde la ARNPH comienza la sintesis de ARN utilizando como molde la cadena de
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ADN. Cuado la ARNPH entra en la fase de elongacién y deja atras la zona promotora, la
subunidad o pierde afinidad por la ARNAP y eventualmente se disocia (Geszvain and Landick.
2005).

3.4 Factores sigma (o)

Las bacterias sintetizan diferentes factores sigma con el propdsito de dirigir a la ARNPH a
distintas clases de promotores con diferentes secuencias consenso. Esta variedad de factores o
permite a la bacteria mantener la expresion genética basal, asi como responder a estimulos
generados en el medio extracelular. Al factor o que participa en la transcripcién de la mayoria de
los genes que componen un genoma se le conoce como sigma enddgeno, primario o de
mantenimiento. Basados en la similaridad de sus secuencias, los factores ¢ pueden agruparse en

dos familias, la familia de factores "’y la familia 6> (Campbell et al. 2002)

La identificacion de factores o en varias especies de bacterias ha propiciado que se encuentren
en la literatura factores o similares con diferentes nombres e incluso diferentes factores o con
nombres idénticos. En E. coli y otras bacterias Gram negativas el gene que codifica para el factor
o es designado rpo (por RNA polymerase subunit), mientras que en muchas bacterias Gram
positivas estos genes son designados sig. Las proteinas pueden ser nombradas o con un
superindice que refleje el peso molecular o el nombre del gene, o puede designarse

arbitrariamente una letra, en la Tabla 3.2 se muestra el nombre de varios factores .

El factor ’° es el factor sigma primario responsable del reconocimiento de la mayoria de los
promotores de ARNm, ARNr y ARNt en todos los organismo bacterianos, los cuales pueden
contener uno o mas factores o pertenecientes a la familia ¢'°, la cual esta dividida en tres
subgrupos dependiendo de su estructura y funcionalidad en la Tabla 3 se muestra los subgrupos

pertenecientes a la Familia ¢°.
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Tabla 3.2

Secuencias consenso de promotores reconocidos por varios factores c.
Woesten. 1998

Familia g™ Nombre Secuencia Consenso
-35 Espacio -10
1. FACTORES o PRIMARIOS ", RpoD, SigA  TTGACA 16-18 TATART

2. FACTORES o PRIMARIOS NO ESENCIALES

2.1 Factor o de fase estacionaria c°%, RpoS CTATACT
3. FACTORES o ALTERNATIVOS
3.1 Factores o Flagelares o°°, FliA, SigD TAAA 15 GCCGATAA
3.2 Factores ¢ ECF o, SigE GAACTT 16-17 TCTRA
3.3 Factores ¢ de choque térmico o2, RpoH CTTGRAA 11-16 CCCATNT
c®, SigB GTTTAA 1914 GGGTAT
v H
3.4 Factores ¢ de esporulacién o, SpoOH AGCAWHT 12-14 RGAAT
F
o, SpollAC WGCATA 14-15 GGGHT%AYAM
E
o, SpollGB GKCATATT  13-15 CATACAMT
c°, SpolllG TGAATA 17-18 CATACTA
o<, SpolliC AC 16-17 CATANANTA
Nombre Secuencia Consenso
Familia ¢™* -24 Espacio 12
c", RpoN, SigL TGGCAC 5 TTGCW

N: Cualquier base; R: Ao G;W: Ao T;Y:CoT;M:AoC;K:Go T

El grupo 1 comprende los factores o primarios responsables de la transcripcion de muchos genes
que se expresan en la fase exponencial de crecimiento, necesarios para el funcionamiento
celular, por lo cual estos factores estan presentes en todas las bacterias. El grupo 2 comprende
aquellos factores o que poseen secuencia de aminoacidos muy similar a los factores o primarios
en la region de unién al ADN, lo cual sugiere que ambos grupos podrian reconocer secuencias
promotoras similares, sin embargo estos factores ¢ no son esenciales para el crecimiento de la
célula. Las enterobacterias, las bacterias Gram positivas con alto contenido de GC vy las
cianobacterias, poseen factores o del grupo 2. En las enterobacterias y Pseudomonas estos
factores o son conocidos como factores o especificos de fase estacionaria, s° 0 RpoS, los cuales
se expresan cuando las células experimentan una falta de nutrientes o situacion de estrés fisico

y/o quimico, de tal manera que para adaptarse a largos periodos sin crecimiento, dichos factores
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regulan la expresion de proteinas necesarias para sobrevivencia de la célula, por ejemplo genes
involucrados en la prevencién y reparacion del DNA dafiado, osmoproteccion y termotolerancia.
El grupo 3 son los denominados factores ¢ alternativos, los cuales difieren considerablemente en
secuencia de los factores o primarios y regulan la transcripcion de regulones especificos en
condiciones fisioldgicas especificas, como son los genes involucrados en la formacién del flagelo,
de esporulacién y de respuesta a cambios térmicos o de “Heat shock” (Woésten. 1998 y Paget
and Helmann. 2003).

Por otro lado, muchas bacteria también poseen el factor ¢ perteneciente a la familia c>*, el cual ha
sido relacionado con la regulacion del nitrégeno en E. coli. La familia > contiene sélo un grupo
de factores o (Tabla 3), los cuales se consideran que no son necesarios en ciertas condiciones de
crecimiento. Sin embargo, en la literatura reciente se ha reportado nuevas funciones de >, como
lo es la transcripcion de genes involucrados en el transporte y metabolismo de diferentes fuentes
de nitrogeno y carbono, sintesis de diversos cofactores, produccién de alginato y en genes

flagelares (Cases, et al. 2003).

3.4.1 Caracteristicas estructurales de la familia "

Con base en el analisis de secuencias, se observa que las proteinas de la familia ¢’° poseen
cuatro regiones conservadas y divididas a su vez en subregiones, en la Figura 3.3 se muestra un

esquema de la relacidn estructura-funcién de la subunidad c"°.

La regién amino terminal 1 se encuentra conservada sélo en los factores c’° primarios y esta
dividida en dos subregiones (1.1 y 1.2). La region 1.1 no estd presente en los factores o
alternativos. En los factores o primarios esta relacionada con la union al ADN y con la eficiencia
en el inicio de la transcripcion. Una vez que el complejo cerrado se ha formado, la regiéon 1.1
facilita la transicion del complejo cerrado al complejo abierto de la ARNpol, ya que se ha
demostrado que mutaciones en dicha region afectan la formacion del complejo abierto. Ademas
se ha propuesto que cuando ¢’° se encuentra libre, la regidn 1.1 interacciona con la region 4.2, es
decir bloquea la regién 4.2 responsable del reconocimiento de la regiéon promotora -35 (Geszvain

and Landick. 2005). La region 1.2 es requerida para la formacion del complejo abierto.
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extendido
+1 -10 -10 -35

Familia de la
subunidad ¢"° ﬂ
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B 2433

1.1 1.2 2.1 2.2 2.3 2.4 3.0 3.1 3.2 4.1 4.2
Unidén a Formacion Uniéna Contactoy Reconocimiento Unioén Contacto Recono-
DNA complejo RNApol aperturadel Region Elemento DNA RNApol Activador cimiento
abierto DNA 10 -10 Region
extendido -35
Figura 3.3

Mapa general de las regiones conservadas en la familia c'°
(Malhotra et al. 1996, Woésten. 1998 y Campbell et al. 2002)

La region 2 es la mas conservada en todos los miembros de la familia ¢”° y se divide en cuatro
subregiones (Figuras 3 y 4). La region 2.1 participa en el contacto con el nucleo de la ARNpol, en
particular con la subunidad . Las regiones 2.2 y 2.3 poseen residuos positivos conservados y
estan involucradas en el contacto y apertura de la cadena de ADN cargada negativamente,
mediante un probable reconocimiento no dependiente de una secuencia especifica (Campbell et
al. 2002). La region 2.4 es fundamental para el reconocimiento del elemento promotor situado en
-10, es decir aproximadamente 10 nucledtidos rio arriba del inicio de la transcripcion (+1).
Mutaciones en la region 2.4 modifican la interaccion con la region -10, por lo cual, el
reconocimiento hacia la cadena de ADN en este caso si es dependiente de la secuencia de

nucledtidos presente (Malhotra et al. 1996, Woésten. 1998 y Campbell et al. 2002).

La regiéon 3 es considerada como la menos conservada y se subdivide en tres regiones (Figura

3.4y 3.5). La region 3.0, anteriormente nombrada como la regién 2.5, es un dominio que posee la
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estructura de tres o hélices, la region anfipatica amino terminal consiste en una a hélice que
presenta aminoacidos conservados que interactuan con una region del ADN localizada rio arriba
del elemento -10, llamada elemento menos diez extendido (Campbell et al. 2002). Las regiones
3.1 posee un motivo de union a ADN y la region 3.2 puede estar involucrada en el contacto con el

nucleo de la ARNpol.

Figura 3.4

Modelo estructura-funcion de las regiones 2 y 3 del factor 0'70
El cddigo de colores relaciona la funcion reportada para cada subregion
Las estructuras en gris representan elementos no conservados.
(Campbell et al. 2002)

Después de la regidon 2, la regidn 4 es la segunda regidon mas conservada, la cual posee tres
motivos en a hélices y esta dividida en dos subregiones (Figura 3.5). La region 4 interacciona con
la subunidad B de la ARNpol, para de esta forma exponer solo la region 4.2. Un motivo
conservado hélice giro hélice con residuos hidrofobicos es responsable de una interaccion
secuencia especifica con el elemento promotor localizado en el -35. La region 4.1 se ha
propuesto que se une a ciertos activadores durante el inicio de la transcripcion (Wosten. 1998).

20



Figura 3.5

A. Modelo de region 4 del factor c’°
(Campbell et al. 2002)

B. Modelo de interaccion de la region 64 con la secuencia promotora -35

En café se indica la region 4.2 y en color amarillo la region 4.1
(Geszvain and Landick, 2005)

3.5 Promotores

Los promotores de E. coli son de las sefiales reguladoras en el ADN mejor estudiadas, el
reconocimiento del promotor es un paso crucial en la transcripcion, desde el punto de vista de la
regulacion y también en lo que se refiere al mecanismo por el cual la ARNpol encuentra a los
promotores mediante un proceso de busqueda. Existen datos biofisicos que muestran que la
ARNpol se desliza a lo largo del ADN sin disociarse del mismo, la subunidad o es quien lleva a
cabo el reconocimiento de la zona promotora, la enzima sin o continua siendo activa, pero se une
al ADN en mucho mas lugares no promotores (Geszvain and Landick, 2005). En bacterias el
reconocimiento del promotor es un paso limitante en la velocidad de inicio de la transcripcién
dado que todos los genes se transcriben por la misma ARNpol, las variaciones de la estructura
del promotor han de ser en gran parte las responsables de los cambios en la frecuencia de inicio

de la transcripcion.

Como otro ejemplo, se sabe que muchas de las estrategias para una eficiente producciéon de
proteinas heterdlogas en diferentes organismos hospederos, deben incluir la presencia de una
region promotora fuerte que garantice una alta expresion de la proteina de interés. La region
promotora debe contener elementos de regulacion que permitan una alta expresion del gene

blanco, los cuales dependeran del organismo hospedero. Por ejemplo, los vectores de expresion
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en E. coli deben poseer una region promotora localizada de 10 a 100 pb rio arriba de la sefial
Shine-Dalgarno, en la cual las cajas -10 y -35 sean idénticas a las consenso y deban estar
separadas por un espacio 6ptimo de 17pb (Jana and Deb. 2005), en la Figura 3.6 se esquematiza

los elementos basicos de un vector de expresion en E. coli.

¢ i RBS ¢

-35 -10

TT Amp® Ori

 n

’S[S ;'-'- Coding sequence —\%

-35 -10
TTGACA (N)j7 TATAAT STOP Codon
START Codon UAAU
AUG (91%) UGA
GUG (8%) UAG
mRNA 5 UAAGGAGG (N)g UuG (19%)
16stRNA 3" AUUCCUCC

Figura 3.6
Esquema general de los elementos presentes
en un sistema de expresion en E. coli
(Jana and Deb. 2005)

3.5.1 Secuencias consenso

La frecuencia a la cual la ARNpol inicia la transcripciéon depende de la secuencia del promotor,
también llamada “fuerza del promotor”, y de la conformacion del ADN en la regiéon promotora. En
1975 David Pribnow y Heinz Schaller examinaron de manera independiente los datos, en ese
entonces, limitados de secuencias de ADN, observaron que todos los genes que se transcriben
en E. coli compartian una secuencia corta comun rica en adenina y timina, centrada a unos 10
nucledtidos rio arriba del comienzo de la transcripcion. Existian variaciones entre los promotores
analizados, sin embargo surgi®é una secuencia consenso que comprendia las bases que
aparecian con mas frecuencia en cada posicion dentro de esta regién conservada. Entre las
diferentes secuencias de iniciacion analizadas en E. coli la secuencia consenso fue
TsoAosT4sAs0As0Tes . Posteriormente se observd otra region de secuencia de nucledtidos
conservada en el nucleétido —35, con una secuencia de consenso TgTgsG78Ae5Cs4A45 . Las dos

secuencias conservadas se denominan region —35 y region —10. No hay ningun promotor natural
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conocido que tenga regiones —35 y —10 idénticas a las de las secuencias consenso, pero en
general en cuanto mas se parecen estas regiones de un promotor a las secuencias consenso,

mas eficiente es el promotor en la iniciacion de la transcripcion.

Cabe sefialar que las primeras secuencias consenso establecidas corresponden sélo a aquellas
reconocidas por los c'° primarios, debido a que estas secuencias se encuentran en los genes que
se expresan en mayor cantidad en E. coli. Sin embargo, cada uno de los c'° expresados en las
bacterias posee una secuencia consenso de reconocimiento, en la Tabla 3.2 se muestra las

secuencias consenso que reconocen los diferentes factores o reportados en bacterias.

La secuencia consenso promotora que reconoce el factor ¢’° primario en los procariotas es
conservada, si bien el descubrimiento de las secuencias consenso en la region promotora se
realiz6 con base en los genes de E. coli, el andlisis de la regidn promotora de los genes
reportados en B. subtilis muestra la misma estructura reportada para E. coli. En la Figura 3.7 se
muestra el analisis de la frecuencia de aparicién de cada nucleétido en la region promotora de
236 genes de B. subtilis (Helmann J. 1995), donde es clara la alta frecuencia de aparicion de los
de los nucledtidos TTGACA y TATAAT, centradas en las posiciones -35 y -10 respectivamente,

desde el sitio de inicio de la transcripcion (+1).

% of Total Bases

=100 -90 -80 =70 -60 =50 -40 =30 -20 -10 +1 +10

Figura 3.7
Bases conservadas a partir del alineamiento de 236 regiones
promotoras en genes de B. subtilis
En la figura aparecen graficadas so6lo las bases que presentaron
mayor frecuencia de aparicion en cada posicion
(Helmann. 1995)

* Los numeros indican la frecuencia con la que se presenta cada nucleétido en esa posicion
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Con base en analisis estadisticos de la frecuencia de aparicion de cada nucleétido en regiones
promotoras de genes de E. coli se ha establecido que ambos hexameros se localizan
frecuentemente a distancias especificas respecto al inicio de transcripcién. La caja promotora -10
se ha observado que se localiza de 4 a 12pb respecto al inicio de transcripcidn, con preferencia a
los 7 nucledtidos (Harley and Reynolds, 1987, Figura 3.8, A). Mientras que las secuencias
alrededor de las cajas -35 y -10 estan frecuentemente separadas por un espacio de 16 a 18

nucledtidos, con preferencia a los 17 nucledtidos (Harley and Reynolds, 1987, Figura 3.8, B).

o

“ “
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o °

N
o

FREQUENCY (%)

FREQUENCY (%)

o

7 8 -] 10 11 12 15 16 17 18 19 20 21

4 5 &
DISTANCE, —10 TO START (BP) —35 TO —10 SPACING (BP)

Figura 3.8
A, Distribucion de 263 promotores con respecto al inicio de transcripcion
B, Distribucion de promotores respecto al espacio entre las cajas -10 y -35
(Harley and Reynolds, 1987)

Las secuencias espaciadoras se considera no conservadas, por lo que existe una variabilidad de
secuencias entre cada gene. Sin embargo, Jensen and Hammer en 1998 demostraron mediante
la construccién de una biblioteca de promotores sintéticos, que modificaciones en dichas
secuencias también pueden modular la fuerza de los promotores bacterianos. EI cambio de bases
en las secuencias espaciadoras provocé cambios en los niveles de expresion en la actividad -
galactosidasa evaluada. En la Figura 3.9 se muestra la secuencia de oligonucleétidos utilizada
para la generacion de una libreria sintética de promotores para Lactococcus lactis, en la cual se
presentan los mismos elementos regulatorios de la region promotora para la expresion de genes

en E. coli (Jensen and Hammer. 1998).
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5’ -MCS-NNNNNAGTTTATTCTTGACANNNNNNNNNNNNNNTGRTATAATANNWNAGTACTGTT-MCS-3 *
-44 -35 -15 -10 +1

Figura 3.9
Secuencia de oligonucledtidos utilizada para la generacion de una

libreria sintética de promotores para Lactococcus lactis
N, cualquier base (A, T, Gy C). T, puede ser Ao G. W, puedeser Go T

Hasta el momento, s6lo se consideran a las secuencias espaciadoras como elementos
importantes en la regién promotora por el numero de nucleétidos que posea y no por la secuencia

de cada una de ellas.

Como resultado del reconocimiento del factor ¢’° primario de las secuencias consenso en -10'y -
35, los cambios de nucledtidos en estas secuencias generalmente disminuyen la fuerza del
promotor. Sin embargo, varios experimentos, asi como la estructura cristalografica de la region 3
de la subunidad ¢’°, han demostrado la existencia de promotores que presentan una secuencia -
35 alejada del consenso, en los cuales la transcripcion puede funcionar o es dependiente de una
secuencia conservada 5°-TG- 3" localizada a una base rio arriba del elemento -10 (Campbell et
al. 2002, Murakami et al. 2002 y Young et al. 2002). El motivo TGn es denominado “elemento
menos diez extendido” (EMDE), el cual se ha reportado que provee una fuerte sefial de
reconocimiento para la subunidad "’y hace innecesario la presencia de una caja -35 conservada
y/o una region -10 conservada para iniciar el proceso de la transcripcion. Este motivo ha sido
reportado en el 30% de los promotores de E. coli, y en algunas bacterias Gram positivas esta

presente en el 50% de los promotores.

3.6 Elmento UP

Casi 25 afos después del descubrimiento del factor c como elemento de reconocimiento para las
sefales de inicio de la transcripcién en el DNA bacteriano, se reporté que la subunidad o de la
RNApol puede involucrarse en el reconocimiento de un tercer elemento en la region promotora.
Este elemento consiste en una secuencia de nucleétidos rica en (A+T), localizada en la regidn rio

arriba de la caja -35 del promotor, al cual se nombré “elemento UP” (por Upstream), en la Figura
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3.10 se muestra el modelo propuesto (Gourse et al. 2000) para el reconocimiento del elemento

UP por parte de la subunidad o de la RNApol.

Elemento UP -35 17pb -10

Figura 3.10
Modelo de reconocimiento del elemento

UP por parte de subunidad o de 1a RNApol
CTD: Dominio carboxilo terminal de la subunidad [
NTC: Dominio amino terminal de la subunidad
(Gourse et al. 2000)

Se ha reportado que el elemento UP en ausencia de otros factores adicionales a la RNApol
estimula la transcripciéon por un factor de 30 veces in vitro como in vivo, y que la modificacion de
las secuencias UP incrementan las actividades de varios promotores de E. coli y B. subtilis. Con
base en el anadlisis de genes ribosomales, se ha logrado obtener secuencias consenso
localizadas rio arriba de la region promotora -35, en la Figura 3.11 se muestra la secuencia
consenso caracteristica de los elementos UP. Sin embargo, hasta el momento no se consideran
como elementos canodnicos en la region promotora (Ross et al. 1998, Estrem et al. 1998, Gourse
et al. 2000).

PSS dAARGF

Secuencias consenso de en los elementos UP
A. Diagrama de frecuencia con la que cada nucleétido aparece en la secuencias.
B. Secuencia consenso basada en la frecuencia de nucledtidos,
W =A06T,N = cualquier nucleétido
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3.7 Promotores estudiados en L. mesenteroides

La mayoria de los promotores reportados para el género Leuconostoc y en particular para los
genes de GT de la especie L. mesenteroides provienen de estudios in silico, lo cual motivd, en
algunos casos, a elaborar hipétesis donde se ponia en duda la expresion del gene encontrado,
dado que no se logréo determinar, mediante este método, una region promotora cercana al
consenso de los procariotas (Quirasco et al. 2000). Y por otro lado, son escasos los estudios
experimentales enfocados a la identificacién del inicio de la transcripcion y por lo tanto
establecimiento de las regiones promotoras, en la Tabla 4 se muestra las regiones promotoras

reportadas en este género de bacterias.

Dado que las GT también son expresadas por el género Streptococcus, donde existe una mayor
informacion respecto a la expresiéon de dichas enzimas, a manera de comparacion en la Tabla 3.3
se muestran las secuencias promotoras obtenidas para los genes de GT en este género de
bacterias. Al igual que en los genes de L. mesenteroides la region —10 es conservada, pero en la
region —35, a diferencia de los genes de GT en L. mesenteroides, si presentan una secuencia de

nucleotidos cercana al consenso de los procariotas.

Tabla 3.3
Regiones promotoras de genes pertenecientes al los géneros Leuconostoc y Streptococcus

Cepa Gene Regién =35 Regién —10 Referencia

Consenso en procariotes - T52T54G78R65Cs4RA5  TgoAgsTy5Ag0A50T o6
L. mesenteroides B-512F dsrr-S € T G T T T T A T A A T Quirasco etal. 2000
L. mesenteroides Lcc4 dsr-D C T G T T T T A T A A T Neubaueretal, 2003
L. mesenteroides mae < T ¢ A CT T A G A AT Bekal et al. 1999
subsp. cremoris

clyR T T G A TA T AC AA AT

otf-B T T G T T T T A C A A T Goodmanand Gao.

Streptococcus mutans GS5 gtf-C T T G T G C T A C A A T 2000
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4. Objetivo

Identificar el inicio de transcripcion y la secuencia promotora de de las glicosiltransferasas (GT)

que se expresan en las cepas de Leuconostoc mesenteroides B-512, IBT-PQ, B-1299 y B-1355.

4.1 Objetivos particulares

» Realizar la extraccion del ARN total de buena calidad en las cepas IBT-PQ, B-1299, B-
1355 y B-512 de L. mesenterodes.

» Obtener la secuencia del extremo 3’ del ADNc sintetizado a partir de los ARNm de los

genes de cada una de la GT de las cepas en estudio.

> ldentificar el inicio de transcripcion de los genes dsr-T, dsr-P, dsr-C, asr, dsr-A, dsr-B, dsr-
E y lev-S por el método de 5’-RACE.
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5. Estrategia experimental

Crecimiento y medicion de
actividad GT de las cepas
de L. mesenteroides

|

Extraccion,
cuantificacion
y evaluacion de la
calidad del
ARN obtenido

1
cebadores
|  Amplificacién del

extremo 3’ de ADNc

Sintesis /
de cDNA

Secuenciacion de los
amplicones obtenidos

|

Identificacion de
Promotores

29



6. Materiales y métodos

6.1 Microorganismos y medio de cultivo

Las cepas de Leuconostoc mesenteroides B-512F, B-1299 y B-1355 se obtuvieron de la coleccién
del Northern Regional Research Laboratory (NRRL) Peoria, lllinois. Mientras que la cepa IBT-PQ
pertenece a la coleccidon de cepas asiladas a partir de la bebida fermentada tradicional mexicana
(Pulque) del Dr. Lépez-Murguia. Las células se encontraban en una solucién de glicerol al 15%
(v/v) a —4 °C contenidas en frascos viales, las cuales sirvieron como inéculos para las
fermentaciones a nivel matraz realizadas. La composicién del medio de cultivo para el crecimiento

del microorganismo se presenta en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1
Composicion del medio de cultivo para las cepas de
Leuconostoc mesenteroides

Componente Concentracion (g/L)
Sacarosa 40
Extracto de levadura 20
KoHPO, 20
CaCl,.2H,0 0.02
FeSO,.7H,0 0.01
MnSO,.7H,0 0.01
NaCl 0.01

6.2 Cinética de crecimiento

Con la finalidad de caracterizar el crecimiento de los microorganismos, se realizé para cada uno,
una fermentacion en lote, para lo cual se prepararon 50 mL de medio de cultivo, el cual se
esterilizé en matraces de 250 mL para ser inoculado con 3 mL de las células almacenadas en
glicerol. Se incub6 a 30°C con agitacion orbital a una velocidad de 200 r.p.m. Para determinar la

cinética de crecimiento del microorganismo se determind la turbidez del medio a 600 nm (D.O.s00
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nm), €N un espectrofotometro Perkin-Elmer modelo Lambda 3A UV/VIS. El aumento en la
densidad optica del medio se correlaciona directamente con el crecimiento del microorganismo.
Adicionalmente se midié el pH del medio a lo largo de la fermentacién, por medio de un

potencidmetro Beckman.
6.3 Actividad GT durante la fermentacion

Para el caso de la cepa B-512 en cada alicuota se separaron las células del sobrenadante por
centrifugacion a 17000 xg durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante de cada fermentacion,
conteniendo a las enzimas, actividad GT soluble, se recuperé y se tomaron las muestras
requeridas para la cuantificacion de proteina total y al resto se le ajusto el pH adicionandole buffer
de acetatos en una concentracion final de 20 mM. Después de esto, el sobrenadante se
almaceno en refrigeracion para su cuantificacién posterior. En los casos de la cepa B-1299 y B-
1355 se realizé el mismo tratamiento, solamente que en este caso si se conservé el paquete
celular que se obtuvo en la centrifugacion antes mencionada, ya que en estas cepas la actividad

GT también se encuentra asociada a la membrana celular, actividad GT en la fase insoluble.

6.3.1 Concentracion-purificacion
de la actividad extracelular

Debido a que las primeras alicuotas obtenidas del cultivo de la cepa B-512 y todas las alicuotas
de los extractos enzimaticos extracelulares de las cepas B-1299 y B-1355 poseian baja actividad
GT, se procedi6 a realizar un proceso de concentracion de las enzimas, para que de esta forma la
medicion de actividad enzimatica pudiera ser evaluada por la técnica tradicional de produccion de
reductores. A partir del sobrenadante libre de células se agregé un mismo volumen de
polietilénglicol (PEG) 50% (PM 1500), con la finalidad de formar dos fases, debido a la
incompatibilidad de los dos polimeros, ya que termodinamicamente no pueden estar disueltos en
la misma fase. Cuando la enzima se encontré en este sistema, migroé junto con la dextrana a una
de las dos fases, mientras que los restos del medio de cultivo, que contienen otras proteinas y
carbohidratos permanecieron en la fase del PEG. De esta manera, la fase inferior rica en
dextrana, unida a la GT, se separo por centrifugacion, la pastilla obtenida se resuspendié en

buffer de acetatos 20 mM y se conservo en refrigeracion para su posterior cuantificacion.
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6.3.2 Medicion de actividad GT
por aparicion de reductores

La medicién de la actividad glicosiltransferasa por aparicién de productos reductores se llevo a

cabo en un medio de reaccidn cuya composicion se muestra en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2
Composicion del medio de reaccion
para la medicion de actividad GT

Componente Concentracion final
Buffer de acetatos (pH 5.4) 20 mM
Sacarosa 100 g/L
CaCl, 0.05g/L
NaN3 1g/L

Se utilizaron dos variantes de esta técnica, la tradicional que involucra un volumen final de 10 mL
y una técnica a escala reducida, en la que el volumen final de reaccién fue de 1.6 mL. La técnica
con un volumen normal se utilizé para la cuantificacidon de la actividad GT en cepa 512, mientras
que la técnica a escala reducida se utiliz6 en la medicion de actividad tanto celular como

extracelular de las cepas 1299 y 1355.

En el primer caso, la reaccion se llevo a cabo al poner en contacto 5 mL de una solucion de
sacarosa (200 g/L) al medio de reaccion que contiene entre 500 uL a 2000 uL de sobrenadante
segun la cantidad de actividad enzimatica presente. Los azucares reductores liberados se
determinaron por la técnica del acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), reportada por Sumner y Howell,
1935.

En el segundo caso, la reaccién se lleva a cabo al adicionar 400 ul de una solucién de sacarosa
400 g/L, al medio de reaccion que en este caso contiene un volumen de 400 pl de la solucion

obtenida a partir del proceso de purificacién antes sefalado.

Finalmente, la medicion de actividad GT asociada a las células se llevo a cabo por medio de la
misma técnica de medicion de azucares reductores, sélo que en lugar de los 400 pl de solucion

de dextrana se colocod una cantidad conocida de células humedas y se adiciond agua para
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alcanzar el volumen final de 1.6 mL. Una unidad de actividad glicosiltransferasa (UGT) sera
definida como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 umol de azucar reductor por
minuto a pH 5.4 y a 30°C, en una solucién con 100 g/L de sacarosa, 0.05 g/L de CaCl,y 1 g/L
NaNj3; en buffer de acetatos 0.02 M.

6.4 Extraccion del ARN total

Para la extraccion de ARN total se utilizé soluciones y material libre de ARNasas, para lo cual
todo el material se esterilizé6 en autoclave a 121°C por 1.5 h, mientras que el agua utilizada fue
tratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC, Sigma®) al 0.1 % y auntoclaveada por 1.5 h (H2Opgpc).

Se trabajé con guantes en todo momento.

Una vez que se alcanzé la densidad éptica deseada para cada cepa, se tomé del medio de cultivo
el volumen correspondiente para obtener ~1x10° células. Para obtener el paquete celular se
centrifugd el medio de cultivo requerido a 10000 xg por 10 min a 4°C. Para realizar la lisis de las

células se llevaron a cabo los siguientes pasos:

a) En microtubos de 2 mL, lavar la pastilla celular con 300 uL buffer de PBS (NaCl 8 g/L, KCI
0.2 g/L, Na;HPO4 1.44 g/L y KH,PO,40.24 g/L). Colectar las células por centrifugacion.

b) Resuspender las células en 300 uL de H,Opgpc.

c) Adicionar lisozima en polvo a una concentracion final de 5 mg/mL. Incubar por 20 min a
37°C.

d) Agregar 2 uL de proteinasa K (Boehringer-Manheim). Colocar en hielo 1 min.

e) Agregar 2ulL SDS al 10%. Incubar 30 min a 37°C.

Una vez realizada la lisis celular, para la extraccion del ARN total se utilizd el reactivo de

TRIZOL® (Invitrogen), de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Dividir la preparacion que contiene las células lisadas en dos fracciones, colocar en tubos
de 2mL nuevos. Para cada alicuota de células lisadas seguir el mismo protocolo por

duplicado.

2. Adicionar 1 mL del reactivo de TRIZOL, se agita con vortex (15-20s) e incubar por 10 min
a 30°C.
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. Adicionar 200 uL de Cloroformo y agitar con vortex (15-20s). Incubar 3 min a 30°C y

centrifugar a 12000xg por 15 min a 4°C.

Tomar la fase acuosa (superior) y transfirir a un tubo nuevo de 1.5 mL. con el cuidado de

no tomar nada de la interfase, ya que ahi se encuentran proteinas y ADN.

. Agregar 0.5 mL de isopropanol, agitar con la mano e incubar 30 min a T ambiente y

centrifugar a 12000xg por 10 min a 4°C.

Se retira el sobrenadante y se agrega 1 mL de Etanol al 75%. Agitar.

Para colectar la pastilla de ARN a partir de la solucién con etanol, se centrifugd a 7500xg

por 5min a 4°C. En este paso se puede guardo la pastilla de RNA a -70°C.

Desechar el sobrenadante y se resuspende la pastilla en el volumen deseado, utilizando
HZODEPC-

6.4.1 Cuantificacion y evaluacion de la calidad del ARN obtenido

Para evaluar la calidad e integridad del ARN total obtenido, se realizé una electroforesis en gel de

agarosa (1%) en condiciones no desnaturalizantes y otro en condiciones desnaturalizantes. Para

generar las condiciones desnaturalizantes se llevo a cabo el siguiente protocolo:

Para 100 mL de agarosa al 1%:

Se disuelve 1g de agarosa en 85 mL de H,Opgpc.

. Cuando se alcanza la T de 60°C y se afiaden 10 mL de Buffer de MOPS10Xy 5.5 mL de

Formaldehido al 37%.

Se carga el gel en la camara y se utiliza Buffer de MOPS 1X para llevar a cabo la

electroforesis.
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Para preparar la muestra:

A. Al tubo de extraccion de RNA se adiciona 4.7 mL de H;Opgpc, 2 uL de Buffer de MOPS
5X, 3.3 puL de Formaldehido al 37% y 10 uL de Formamida.
B. Se calienta la muestra a 55°C por 15min, para desnaturalizar todo el ARN, y se carga

en el gel.

Para visualizar el ARN desnaturalizado se sumerge el gel en una solucién de Bromuro de Etidio
(BE, 1ug/mL) o bien y sdlo si la finalidad es evaluar la integridad de ARN obtenido, se puede
adicionar el BE directamente en la muestra, con la finalidad de disminuir el fondo luminescente
que se produce cuando se mezcla el BE y el formaldehido dentro del gel de agarosa. Si se
requiere utilizar el ARN posterior a su visualizacion, por ejemplo en un ensayo de hibridacion del
tipo Northern, el BE se adiciona en el gel y para eliminarse, se realizan lavados con Buffer de

Acetato de amonio.

6.5 Diseno de cebadores

Para encontrar los cebadores mas especificos se emplearon los programas DNASTAR (Editseq
5.02 y PrimerSelect 5.01), ClustalW (http://align.genome.jp/) y BLAST. El programa Editseq sirvio
para almacenar y delimitar la distancia en bases nucleotidicas de la region 5 de los genes de
interés. Para disenar los cebadores se utilizo el programa PrimerSelect. El programa ClustalW se
utilizé para verificar la especificidad de los cebadores obtenidos. Mientras que el programa
BLAST sirvi6 para verificar que el cebador construido no se alineara en mas de un sitio dentro del

propio gene, los cebadores construidos se muestran en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3

Cebadores construidos para la sintesis y amplificacion

del extremo 5° del ADNc de GT

Gene Cebador Secuenciade5 a3’ P.B. Tm*
GSPT GTT-GAATTG-TTA-TTA-TCA-GAT-GTG-CC 26 53.2
dsrT GSP1T TTG-TTG-CTG-TTT-TAT-CAT-CCG-TT 23 51.6
GSP2T ACT-GCC-GTG-GCC-ACT-ACT-ACC-C 22 65.7
PVT TGT-TAG-TCA-TTG-CAG-GGA-GTG-TT 23 53
GSPP GTT-GAA-TTG-TTA-TTA-TCA-GAT-GTG-CC 26 53.2
derp GSP1P TCA-GAT-GTG-TCG-GCT-GTT-GTT-GC 23 53.2
GSP2P CCG-AAT-TCG-ATT-GAT-TGA-CTG-C 22 56
PVP TTT-CCG-GAA-AAA-GAT-GTA-T 19 44
GSPC GGC-CTT-TTG-CCT-GCA-CGC-CAT-TGT-TG 26 62.7
ferc GSP1C TGC—CTG-CAC-GCC-ATT-GTT-GTC-A 23 60.3
GSP2C GGT-GGC-ATT-TGC-GGC-GAT-TTG-TTG 24 67.4
PVC GCC-ACC-CAA-GCA-GAA-AAA-GTA-AAA 24 58.5
GSPasr CAG-TGA-TGG-GAT-CAG- ATA-AAT-TAC-TG 26 548
o GSP1asr TGG-TAG-TCA-GGC—CTT-TAG-CAG-TA 23 54
GSP2asr TGC-CGT-CTG-AAT-CAT-ACC-AAA-AAC-C 25 60
PVasr TTG-CGG-TAT-TGG-GGG-TTT-C 19 54.6
GSPA GCC-TGC-ATG-GCA-GCT-GCC-GTT-AAG-G 25 64.2
dsrA GSP1A CCG-TTA-AGG-TCC-GCA-TAT-TTT-CAT 24 55.7
GSP2A GTG-CCC-AAC-GTT-TAC-CAT-TTT-TCA 24 58.8
PVA AAC-GCC-GTC-TAT-AAC-ACA-TCA-TCA 24 55.3
GSPB GTG-GTT-GTC-AAC-AGT-AGT-CAA-CCC-C 25 593
dsrB GSP1B GTT-AGT-GTT-GTT-TGC-CGT-TTC-AG 23 53
GSP2B CAT-TTG-CGG-CGA-TTT-GTT-GTG 21 58.6
PVB TTG-GGT-TAT-TGG-GGG-ACT-CAT-TTT 25 58.6
GSPE GCT-ACC-GCC-TTA-TCT-GTT-GCA-GCG-G 25 626
dsrE GSP1E TGG-CGT-TGT-ATC-TAC-TGC-TTT-ATT 24 52
GSP2E GTG-TCG-CTG-GCG-TTG-TGG-CTA-C 22 61.4
PVE CAG-CCG-GTA-TTT-TTG-CTT-TGA-TGA-TG 26 61.5
GSPLS CTG-ACT-AGA-CGC-ATC-ATT-TAC-TTT-TG 26 536
GSPILS TGG-TTT-CAG-CTT-TTA-TTG-CCT-CAT-CCT 27 61.2
lev-S GSP2LS TCG-ATT-CGG-TCG-CGC-TAG-ATG-TTG-TA 26 64.6
PVLS CTA-GCG-CGA-CCG-AAT-CGA-GTA-TTT-CC 26 63.7

* El valor de la Tm se obtuvo a partir del programa DANSTAR (PrimerSelect)
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6.6 Sintesis y amplificacion de ADNc

En todos los casos se utilizo el Sistema para Amplificacion Rapida de Extremos 5 de ADNc (5'-
RACE, Invitrogen), en la Figura 6.1 se muestra el diagrama general para este protocolo. Es
necesario establecer la nomenclatura de los cebadores utilizados, debido a que para cada gene

se diseno:

e Un cebador especifico para la sintesis de ADNCc, el cual se localizé a una distancia minima

de 300 pb, y un maximo de 700 pb, el cual se identific6 como GSP.

e Un cebador para la amplificacion del ADNc, el cual se denoté como GSP1 y se localizé
justo rio abajo o dentro de la secuencia del cebador GSP. El cebador AAP, homologo a la

secuencia de Citocinas adicionadas al extremo 3, se utiliz6 como cebador directo.

e Un cebador anidado para obtener un producto de amplificacion mas especifico, el cual se

nombré como GSP2. Este cebador se utilizé junto con los cebadores AUAP o AAP.

e Un cebador adicional al protocolo 5° RACE para la verificacion de sintesis de ADNc, el
cual se nombré como PV, y se localizé justo rio arriba de la secuencia del primer codon de

inicio. Junto con el cebador PV se utilizé el cebador GSP1 o GSP2.

Para nombrar el cebador que se utilizé en cada gen, simplemente se anadio la letra del gene al
cual se alinearia, las secuencias de los cebadores disefados se muestran en la Tabla 6.3. Cabe

sefalar que los cebadores AAP y AUAP forman parte del sistema 5'RACE.
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6.7 Condiciones de PCR

condiciones finales utilizadas se detallan en la Tabla 6.4.

Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando 2.5 U de Taq (Platinum, Invitrogen). En el
programa de amplificacion s6lo se mantuvo constante: el ciclo inicial de desnaturalizacion de
94°C por 2 min, la temperatura de desnaturalizacién de las cadenas de ADN en cada ciclo, 94°C
y la temperatura optima de la Taq, 72°C. La temperatura de hibridacion y tiempo de extension de

la polimerasa se modificaron para la amplificacion de ADNc de cada gene estudiado, las
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Tabla 6.4. Condiciones de PCR utilizadas

Gene asr dsr-P dsr-T
L. . . Verificacion . . Verificacion . . Verificacion
Reaccion Extension 5 de ADNc Extension 5 de ADNc Extension 5 de ADNc
MgCl, (mM) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
dNTPs (uM) 200 200 200 200 200 200
GSP2asr 200 GSPtasr 400 GSP2P 200 GSP2P 300 GSP2T 200 GSP2T 400
Cebador
(nM) AUAP 200 PVasr 400 AUAP 200 PVP 300 AAP 200 PVT 400
No. de Ciclos 35 40 35 38 35 40
Hibridacion 51°C/30s 45°C /45 s 48°C /30 s 45°C / 40s 54°C/30s 51°C / 40s
Periodo de
extension 72°C/1min 72°C/50s 72°C/1 min 72°C / 45s 72°C /50°C 72°C | 45s
Extension 3 min 5 min 3 min 5 min 4 min 5 min
final
Tabla 6.4 (continuacion). Condiciones de PCR utilizadas
Gene dsr-C dsr-B lev-S
Componente Extension 5° Vggfz:gﬂgn Extension 5° Vggfx:ggg’n Extension 5° Vggf:gﬁg’n
MgCl, (mM) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
dNTPs (uM) 200 200 200 240 240 240
GSP2C 200 GSPIC 400 GSP2B 300 GSP2B 400 GSP2LS 300 GSP2LS 300
Cebador
(nM) AAP 200 PVC 400 AAP 300 PVB 400 AAP 300 PVLS 300
No. deCiclos 38 40 38 40 35 35
55°C/30s 45°C /45 s 47°C/35s 47°C / 40s 55°C/35s 54°C/35s
Hibridacion
Periodo de 72°C /1 min 72°C/50s 72°C/45s 72°C/50s 72°C /50°C 72°C/50s
extension
4 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Extension
final

6.8 Secuenciacion de los amplicones

Los amplicones obtenidos se purificaron por columna (ROCHE) y se enviaron a secuenciar al
Departamento de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, se utilizo el
equipo de Applied Biosystem modelo 3100.



7. Resultados y discusion

7.1 Cultivo de L. mesenteroides

Con la finalidad de establecer el tiempo de cultivo en el que se encuentra el maximo de actividad
GT y asi obtener la mayor cantidad del ARNm correspondiente, fue necesario caracterizar la
cinética de crecimiento y la produccién de la actividad total GT en las cepas de L. mesenteroides
B-512, B-1299 y B-1355. Cabe mencionar que las cepas B-1299 y B-1355 producen actividad GT
asociada a las células, mientras que la B-512 y la IBT-PQ tienen actividad extracelular
exclusivamente, por lo cual en el caso de la cepa IBT-PQ se tomé como referencia la grafica de
la cepa B-512. Las tres cepas mencionadas se cultivaron en condiciones habituales de
produccion de DS, se tomaron alicuotas por duplicado a lo largo del tiempo de fermentacion, en
intervalos variables, dependiendo de la velocidad de crecimiento. Se evalu6 la biomasa por Abs a
600nm, el pH, la concentracidon de proteina total y se cuantificdla actividad GT por aparicion de
reductores. Los resultados se muestran en las Figuras 7.1, 7.2 y 7.3, en donde se observa que la
actividad GT en una fermentacidon de L. mesenteroides estd asociada a su crecimiento,
obteniéndose un maximo de actividad al final de la fase exponencial para posteriormente
presentar una caida después de ese punto. En todos los casos se corrobord este
comportamiento, excepto en la cepa 1355, donde la fraccion insoluble presenté el maximo de
actividad casi al principio de la fermentaciéon. Posiblemente la disminucion de la actividad GT
soluble a partir de las cuatro horas de fermentacion se debié a que al separar las células del
sobrenadante, el polimero insoluble de alternana haya sido arrastrado junto con las células, lo
cual provoco que al ir aumentando la cantidad de alternana producida ésta aumentara, a su vez,
la masa molecular del paquete celular, con lo que se subestimo el valor real de la actividad
especifica referida a la biomasa. Sin embargo, se consideré que con una D.O.gyonm de 7-8 se

tendria una buena cantidad de mensajero de ambas actividades.
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Figura 7.3
Cinética de crecimiento y produccion de actividad GT
en la fraccion soluble e insoluble de L. mesenteroides
B-1355 en una fermentacion
Cultivo en condiciones habituales de produccion de DS
(30°C, agitacion orbital 200 rpm y 117 mM de sacarosa)

7.2 Diseio de los cebadores para la sintesis de
ADNc y reaccion de S’ RACE

Para determinar el inicio de la transcripcion a través del sistema 5'RACE, se requiere sintetizar
en primer lugar el ADNc a partir de la preparacion de ARN total obtenida, donde habra una
mezcla de todos los mensajeros presentes en el momento de la extraccion. En el caso de las
cepas que producen mas de una GT, se requirié disefiar oligonucledétidos especificos para cada
uno de los genes presentes y asi poder sintetizar el ADNc del mensajero de solo uno de los

genes a la vez.

Durante el disefio de los cebadores se presentaron diversos obstaculos para encontrar aquellos
que solo se alineran especificamente al gene que se deseaba amplificar. Con el fin de obtener
los cebadores que presentaran las caracteristicas necesarias para la obtencion del cDNA a partir
de los ARNm de interés, para cada gene se selecciond una region de 600 pb rio arriba del primer
codon de inicio de la traduccion (ATG), debido a que el sistema 5'RACE requiere de la sintesis
de ADNc de un tamafio minimo de 300 pb. Mediante el programa ClustalW se realizaron los

alineamientos entre los genes de DS pertenecientes a una misma cepa, de tal manera que se
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localizaron aquellas regiones en las que se presentd la menor similitud en secuencia, para de
esta forma disefiar un cebador con alta especificidad para cada gene. Mediante el programa
BLAST se buscé que dicho cebador no presentara varios sitios de hibridacién dentro del propio
gene, debido a que en varios casos cuando se identificé una posible secuencia, ésta se repetia

varias veces dentro del mismo gene o en otro gene de DS en la misma cepa, por ejemplo en el

gene dsr-T (Figura 7.4).

dzsr-T
oligo_dsr-T

dsr-T
oligo_dsr-T

dsr-T
oligao_dsr-T

dsr-T
oligo_dsr-T

dsr-T
oligo_dsx-T

dzsr-T
oligo_dsr-T

dsr-T
oligo_dsr-T

dsr-T
oligo_dsr-T

dsr-T
oligo_dse-T

dsr-T
cligo_dsr-T

dsr-T
cligo_dsr-T

d=sr-T
oligo_dse-T

TTGATTAGAGAA TATAGTAGTTATT IGTGCCAALLAGGGAAR GAATFALGGGFALGARDGTA

ATCAACAGATGATALGGCTACAACAAC AGCAGATACATCAACAGATGATALRGCTGCALC
| - - -

AbCAGCAGCTACATCAACAGAT GATAAGGCTACALCAACAGCAGCTACATCAACAGAT A
T ———

TAAGGCTACALCAGCAGCTACATCALC AGATGATAALGCTGC AL CAGCAGATACATC

AL CAGATGATAAGGCTACALCAACAGC AGCTACATCAACLGATCATAAGGCTACLACALC

AGCTGCAACAACAGCAGACACATCALC CLATGATARAACAGC ARCAL CAGTC GHCACATE
———————— T __GBGCACATC

e

TGATAATALCAATTCALCTACAGCGAGCGATAAAGAT
TEATAATAACART TOAAL ————— —— === —— === ————

FEHEFFFELEFTF AN TSNS

Figura 7.4
Region 5’ del Gen dsr-T

* Indica la secuencia del cebador utilizado en la sintesis de ADNc. Las flechas rojas indican la secuencia del cebador GSP1.
Las lineas de colores muestran las secuencias repetidas a lo largo de la region 5 del gen dsr-T

En el gen dsr-T de la cepa B-512 se localizaron varias secuencias repetidas dentro de la region

en la que se deseaba obtener el cebador para la sintesis del ADNc. En la Figura 7.4 se observa

43



el gran numero de secuencias repetidas encontradas en la region donde se disefaron los
cebadores especificos para la sintesis del ADNc. Cabe mencionar que dicha region corresponde
a la secuencia que codifica para el amino terminal de esta enzima. Dichas secuencias varian en
cuando al tamafio sin encontrarse aun, algun patrén que defina el motivo de tales repeticiones,
ya que cuando se realiza este analisis en el producto del gen traducido, también se encuentran
secuencias repetidas de aminoacidos, que corresponden a la region N-terminal donde se localiza

el péptido sefal y la region variable de todas las DS.

Una vez que se seleccionaron los cebadores para la sintesis de ADNc se procedié a disefiar los
cebadores para las reacciones de PCR, para lo cual se trabajé con el programa DNASTAR. En
este caso sélo se tomd en cuenta la secuencia del gene de interés y se seleccionaron aquellos
oligonucledtidos que no presentaran dimeros entre ellos y mostraran el mayor rendimiento en el

ensayo in silico de PCR.

7.3 Extraccion y evaluacion del ARN total

Para todas las cepas, la extraccion del RNA total se realizd a la mitad de la fase exponencial de
crecimiento (D.O.g00nm 8-10), debido a que se ha reportado (Quirasco et al., 1999) que es ahi
donde se encuentra la mayor produccion de RNA mensajero que codifica a la DS en la cepa B-
512. EI ARN total se extrajo a partir de ~3.7x10°, 5.7x10°, 3.3x10% y 5.6x10° células de las cepas
B-512, IBT-PQ, B-1299 y B-1355 respectivamente. Los resultados para la extraccion de RNA
total se muestran en la Figura 8.5 y 8.6, donde se observa la alta calidad y concentracion
obtenida del RNA total en las cuatro cepas de L. mesenteroides. La calidad del ARN ribosomal
indica la del ARNm, el cual no se observa por estar en una menor concentracion. En la Figura 7.5
se muestra el resultado para una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes y en la
Figura 7-.6 para una en condiciones desnaturalizantes, en ambos ensayos se puede observar
muy buena definicion de las bandas de los RNAs ribosomales 23S y 16S, con un peso

aproximado de 3 y 1.5 kb respectivamente.

44



B-512 IBT-PQ B-1299 B-1355

1.69 1.9 1.83 1.73 Aszso/Aszsonm

= - <— 23S ARN
- ’ ' D — 163}Ribosomal

| - - <—— ARN de
Transferencia

Figura 7.5
Electroforesis del RNA extraido en cepas de L. mesenteroides
Gel de agarosa al 0.9% y tincion con bromuro de Etidio

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizé para eliminar o disminuir las bandas
de menor migracién que se observan arriba de las bandas correspondientes a los ARNr 23S de
la Figura 15, sin embargo, las bandas aparecieron nuevamente, por lo cual se podria tratar de
estructuras secundarias de ARN que no lograron ser desnaturalizadas en su totalidad en las
condiciones realizadas. Se descartod la posibilidad de una contaminacion con ADN debido a que

las bandas de DNA gendmico aparecen con una distancia de migracion mucho menor.

B-512 IBT-PQ* B-1299 B-1355

<«—32
D
<«—16s Ribosomal

ARN de
- - - - Transferencia

Figura 7.6
Electroforesis desnaturalizante de RNA total extraido

a partir de las cepas de L. mesenteroides
Gel de agarosa al 1%. Formaldehido-formamida al 1%
y tincioén con bromuro de etidio
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Para evaluar una posible contaminacion del ARN obtenido con ADN gendmico, se realizaron
reacciones de PCR en las que se utilizaron los cebadores disefiados para la amplificacion de los
genes correspondiente a cada cepa, si la reaccion producia amplificacion alguna se consideraria
como contaminacién por ADN gendmico en las extracciones de ARN total, los resultados en

todas las reacciones fueron negativos.

Con base en los resultados anteriores, se establecié que la metodologia desarrollada en este
trabajo para la extraccion de ARN total en cepas de L. mesenteroides logré ser rapida y eficiente,
la cual resultara sumamente util en estudios posteriores basados en el analisis de los transcritos

de este microorganismo.

8.4 Determinacion del inicio de la transcripcion

8.4.1 Gene asr

Se determind el inicio de la transcripcion del gene asr, en la Figura 7.7 se muestran los productos
de PCR para lograr la amplificacion del extremo 5° de este gene. Para llevar a cabo esta
determinacion, se realizé un PCR con los cebadores AAP y GSP1asr (carril 1), en la que se
obtuvo poca especificidad en el producto de reaccién, a pesar de esto si se observé una banda
con un tamafo cercano al del producto esperado entre estos dos cebadores (~500pb). Se
prosiguid a aislar las bandas de ~500 y 350pb y se realizd la reamplificacion de cada una por
separado utilizando los mismos cebadores. La amplificacion con mayor rendimiento se obtuvo a
partir de la banda de ~500 pb (carril 2), por lo cual se decidid purificar dicha banda para mandar
secuenciar. Sin embargo, después de purificar la reaccion de PCR, se observé nuevamente la
aparicion de un fragmento de ~300pb (carril 4). Debido a esto se realiz6 un PCR con el cebador
anidado GSP2asr (carril 5), del cual se obtuvo dos productos, pero la banda con mayor
rendimiento es la que coincidié con el producto esperado. Se prosiguié a purificar dicha banda a
partir del gel, se reamplificé y se mandd secuenciar. Finalmente en el Carril 7 se observa el
producto de PCR para la verificacion del ADNc el cual coincide perfectamente con el tamano
esperado. Cabe resaltar que dicho producto se obtuvo en el primer ensayo realizado y ademas

so6lo generd un producto de amplificacion.

46



pb m ¢ PO 2y g3 pPb v 4 PO M 5 PO Mg PO 7 oM
= =y -
- -
525 -
; 360 gy
350 378 500
500 G s so0 [ . 500w
- 350
- 375 - 350
- - 350
Figura 7.7

Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
de ADNCc sintetizado a partir del ARNm del gene asr
Carriles M, Marcador de Peso Molecular. Carriles 1, 2, 3 y 4, amplificacion con cebadores AAP y GSP1lasr. Carriles 5y 6,
amplificacion con cebadores AUAP y GSP2asr. Carril 7, amplificacion con cebadores GSPlasr y PVasr. Electroforesis en
geles de agarosa al 2.5 % y tincion con bromuro de etidio

Con la secuencia obtenida, la cual se muestra en el Anexo (Figura asr), se logro identificar el
inicio de la transcripcion del gene asr. En la Figura 7.8 se muestra el extremo 5" del gene asr, se
determind un residuo de G (el nucledtido +1), el cual se encontré a 58 pb rio arriba (RAr) del
primer codon de inicio. Hacia arriba del +1, de la base -8 a la -14, se encontré la region del -10, la

cual sélo difiere en una sola base de la secuencia consenso en los procariotas.

Para establecer la region del -35 se contaron exactamente 17pb RAr de la primera base del -10,
debido a que esta distancia corresponde a lo observado en los promotores procariotas, por
ejemplo en E. coli (Malhotra, et al., 1996), B. subtilis (Helmann, 1995) y L. lactis (Jensen and
Hammer, 1998). Se encontrd que esta secuencia es muy diferente tanto a la consenso del -35 en
los procariotas, como al -35 del gene dsr-S. Sin embargo, la secuencia establecida como -35
posee mayor similitud con el consenso del -10, lo cual es una caracteristica que no se ha

observado en otras secuencias promotoras.
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..TAATTTTGCATGACAATATTAATAGCGTGTTACGATTCTACTATTTAATG

TTAATAAAATTAATAAATA T_GG TATTATCTTATATGGGTGATAGATGCAC
-35 EMDE -10 >

+1  +1-58pb-ATG

CAAATACTGTATCATGTCTGGTCACATGAAAGGGAGAATAATTAATGAAA
SG M

CAACAAGAAACAGTTACCCGTAAAAAACTTTATAAATCCGGTAAGGTTTG

GGTTGCAGCAGCTACTGCATTTGCGGTATTGGGGGTTTCAACTGTAACAA...

Figura 7.8

Secuencia del extremo 5°del gene asr
EMDE, Elemento menos diez extendido. SG, Secuencia Shine-Delgarno

Por otro lado, se observo la secuencia TG a una base RAr del -10, la cual se ha reportado que
funciona como un elemento de reconocimiento para ARNpol, mediado por un factor sigma
primario de la familia ¢"°, especificamente para la subunidad 3, cuando hay una ausencia del -35,
llamado elemento -10 extendido (Paget and Helmann, 2003, Katsuhiko et al., 2002 y Young et al.,
2002).

Los resultados anteriores sugieren que el inicio de la transcripcion en este gene sea determinado
s6lo por la regién promotora -10 y por el elemento -10 extendido (EMDE). En este caso la
secuencia que se ubicd como la region -35, posiblemente no interviene en el reconocimiento de

la RNApol mediado por un factor primario de la familia ¢’°.

7.4.2 Gene dsr-P

Se determind el inicio de la transcripcidon del gen dsr-P, en la Figura 7.9 se muestran los
productos de PCR para lograr la amplificacion del extremo 5°. Para llevar a cabo tal
determinacion, se realizé6 un PCR con los cebadores AAP y GSP1P (carril 1), en la que se

produjo una banda intensa de ~250 pb y una banda muy débil (dificil de apreciar en la imagen)
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de ~520 pb, la cual corresponderia al producto de amplificacién minimo esperado de 427 pb. Se
prosiguioé a aislar la banda de ~500, se reamplificod con los mismos cebadores (carril 2). De esta
reaccion solo se produjo un amplicon y con muy buen rendimiento, por lo cual se decidid
purificarlo para secuenciar, sin embargo la secuenciacion no fue exitosa (no hubo resolucion
suficiente), el resultado se muestra en la Figura dsr-P del Anexo. Debido a esto, a partir de esta
banda se realizé un PCR con el cebador anidado GSP2P (carril 3). Con dicha reaccion se logro
obtener un amplicon que coincidié con el tamafo esperado, se prosiguié a purificar dicha banda,
se reamplifico (carril 4) y se mando secuenciar. En el carril 5 se observa el producto de PCR para

la verificacion de la sintesis de ADNc.

pb
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Figura 7.9
Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
de ADNc sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-P
Carriles M, Marcador de Peso Molecular. Carriles 1 y 2, amplificacion con cebadores AAP y GSP1P. Carriles 3y 4,
amplificacion con cebadores AUAP y GSP2P. Carril 5, amplificacion con cebadores GSP2P y PVP. Electroforesis en geles
de agarosa al 2.5 % y tinciéon con bromuro de etidio

pb pb

B BE

Con la secuencia obtenida (Anexo, Figura dsr-P2) se logré identificar el inicio de la transcripcion
del gene dsr-P. En la Figura 7.10 se muestra el extremo 5  del gene dsr-P, se determiné el
nucledtido +1, el cual se encontré a 68 pb rio arriba del primer coddén de inicio. Rio arriba del +1,
de la base -11 a la -17 se encuentra la regiéon del -10, la cual difiere en una sola base, Guanina

por Timina, de la secuencia consenso en los procariotas.
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Para establecer la region -35 se conté exactamente 17pb RAr después de la ultima base de la
caja -10. El -35 establecido posee una sola base que coincide con el consenso del -35 de los

procariotas.

AAATATTTGTTTCATTATATATTAAAAGAGTTAATTTTAATGATTAACGTTTGT

AAAAAACAATTGCTGACAAAGTATTCTTAGTCGCAAATGTTTATGATCTCACAA
-35 -10

GCACAAATAACCATTTTACTCAAAGAATAGTCACTTATGTCAGAGAGGGAAAGA
+1-68pb-ATG
+1

ATGAAGGGAAGAAGTAAATGAGAAATAGAAATGTAACAAGCGTTTTCCGGAAAA
SD M

AGATGTATAAATCTGGGAAAATGTTAGTCATTGCAGGAAGTGTTTCGATAATTG..

Figura 7.10
Secuencia del extremo 5 del gene dsr-P
SG, Secuencia Shine-Delgarno

Por otro lado, el amplicon de menor tamafio (~250 pb) y de mayor intensidad en el carril 1 de la
Figura 7.9, que no se analizo, sugiere que la cepa IBT-PQ tiene mas de un gene de DS, en su
cromosoma y que éste podria expresarse mas eficientemente y por tal motivo se logre una mayor
amplificacion. Dicha hipotesis se fundamenta en el hecho de que el cebador utilizado para la
sintesis de ADNc del gene dsr-P es el mismo que se utilizé para el gene dsr-T de la cepa B-512,
ya que se encontré que el cebador para la sintesis del ADNc del gene dsr-T podia alinearse
también al gene dsr-P. Este mostraba las caracteristicas de especificidad requerida, ya que sdlo
no coincidia en 3 bases con la secuencia blanco (Figura 7.11). Se propone que dicho cebador
logré amplificar el extremo 5° del gene dsr-P y posiblemente el de algun gene que codifique para
otra DS dentro de esta cepa. También hay que considerar que en las cepas B-1299, B-1355 y B-
512 existe mas de un gene que codifica para DS, mientras que en la cepa IBT-PQ sodlo se ha
identificado un gene, de tal forma que resultaria interesante investigar si esta cepa posee mas de

un gene que codifique para la sintesis de DS.
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dsr-F_cds AATARGGCTACLACAACAGCCGATACATCAAC GAACAATARGECTGCAACLACAGCCGAC
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Figura 7.11

Alineamiento entre el cebador GSPT y el gene dsr-P

7.4.3 Gene dsr-T

En la Figura 7.12 se muestran los productos de PCR para lograr la amplificaciéon del extremo 5°
del gene dsr-T. Se realizdé una reaccion PCR con los cebadores AAP y GSP1T (carril 1), en la
cual se obtuvo poca especificidad en el producto de reaccién, sin embargo se observaron bandas
que podian coincidir con el tamafio del producto esperado de ~500 pb. A partir de esta reaccion
se llevo a cabo una reamplificacion con los cebadores AAP y GSP2T, en la cual se logré obtener
un producto altamente especifico y del tamafo esperado (Carril 2), se purific6 y se mandé
secuenciar. En el carril 3 se observa el producto de PCR para la verificacion del ADNc, el cual

coincide perfectamente con el tamafio esperado.
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Figura 7.12
Productos de PCR obtenidos a para la amplificacién
del ADNe sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-T
Carriles M, Marcador de Peso Molecular. Carril 1, amplificacion con cebadores AAP y GSP1T. Carril 2, amplificacion con
cebadores AAP y GSP2T. Carril 3, amplificacion con cebadores PVT y GSP2T. Geles de agarosa al 2.5 % y tincion con
bromuro de etidio
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Con la secuencia obtenida (Anexo, Figura dsr-T) se logr6 identificar el inicio de la transcripcion
del gene dsr-T. En la Figura 7.13 se muestra el extremo 5" del gene dsr-T, se determiné el
nucledtido +1, el cual se encontré a 48 pb RAr del primer codén de inicio. De la base -7 a la -12
se encuentra la region del -10, la cual difiere en dos pb de la secuencia consenso en los
procariotas, Adenina por Timina y Guanina por Timina. En este caso la regiéon -10 se localizd
exactamente a 7 pb RAr del +1, dicha distancia es la observada en la mayoria de los promotores
procariotas (Jensen and Hammer, 1998, Malhotra, et al., 1996 y Helmann, 1995). La regién del

-35 nuevamente se establecio a 17pb RAr después de la ultima base del -10.

TTGTAAAAAACATTTGTTGACAAAACATTCTTAGTCATAAATGTTTAGGATCTCAC

AAGCACAAATAACCGTTTTGATTAGAGAATATAGTAGTTATTTGTGCCAAAAAGGG
-35

AAAGAATGAAGG GAAGTAAATGAGAAATAGAAATGCAACAAGCGTTTTCCGGA
-10 +1 +1-48pb-ATG SD

AAAAGATGTATAAATCTGGGAAAATGTTAGTCATTGCAGGGAGTGTTTCAATAATT
M

GGTGTCACCAGTTTTATTCAACAAGCACAAGCTGATGTTTCACAAAACAATGGGGT

Figura 7.13
Secuencia del extremo 5” del gene dsr-T

Existe la duda de que el gene dsr-T se transcriba, Funane et al. en el 2000 reportaron la
existencia de dicho gen, sin embargo, no se ha encontrado la proteina correspondiente a ese
gene. Con base en los resultados experimentales obtenidos se corrobora que el gene dsr-T si se
transcribe, pero proponemos que no se traduce, debido a que el analisis realizado para identificar
la posible secuencia sefial de unidn a ribosoma mostré que ésta se localiza a 6 pb RAr del primer
cododn de inicio de la traduccion. Por lo tanto se encuentra a una distancia tal que no corresponde
al o6ptimo establecido (8-10pb) para el comienzo de la traduccién (Ma et al. 2002), en
consecuencia el proceso de inicio de la traduccion podria ser ineficiente, de tal manera que la
cantidad de proteina producida es indetectable por los métodos de analisis de GT utilizados

hasta el momento. El analisis general de las secuencias SD propuestas para GT se discutira mas
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adelante. También habria que decir que otra posible explicacion a que no se haya identificado a
la proteina activa es que el gene posee una mutacion que provoca la pérdida del sitio activo de la
enzima, por lo cual no se ha podido detectar la actividad correspondiente a este gene (Funane et
al. 2000).

Por otra parte, Funane et al. realizaron un analisis del tipo Northern, en el cual se observéd, por
densitometria, que el ARNm del gene dsr-T se produce un 80% menos con respecto al gene
dsr-S, lo cual se podria explicar con base en la regién promotora de ambos genes, ya que el
gene dsr-S posee un -10 candnico, mientras que el gene dsr-T difiere en dos bases, lo cual

puede ocasionar una menor eficiencia en el inicio de la transcripcion de este gene.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto el que no se detecte la actividad correspondiente en
este gene puede deberse a: 1) La secuencia en la regién promotora -10 difiere de la consenso en
las GT y puede ocasionar un bajo nivel de transcripcion del gene. 2) La secuencia sefial de union
a ribosoma se localiza a una distancia no 6ptima para el comienzo de la traduccion. 3) El gene
dsr-T posee una mutacién que provoca que la proteina sintetizada truncada en el sitio activo y

por lo tanto no se detecte la actividad correspondiente a este gene.

Para obtener mayor informacion acerca de la expresién de este gene, resultaria interesante
cuantificar la expresién de mensajeros en ambos genes, para establecer claramente el
porcentaje de expresion de cada uno y de esta forma poder relacionar la estructura de la regién

promotora con el nivel de expresion respectivo.

7.4.4 Gene dsr-C

En la Figura 7.14 se muestran los productos de PCR para lograr la amplificacion del extremo 5°
del gene dsr-C. Se realiz6 un PCR con los cebadores AAP y GSP1C (carril 1), en la cual se
obtuvo poca especificidad en el producto de reaccion y no se logré observar un producto que
coincidiera con el tamano esperado (~330pb), a pesar de ello se realizé una reaccion de PCR
con el cebador anidado GSP2C y el cebador AAP. Se logré aumentar la especificidad de la
reaccion, ya que se encontré en mayor concentracion el amplicon del tamafio esperado (carril 2),

se purificé la banda de interés, se reamplifico (carril 3) y se mando6 secuenciar. En el carril 4 se
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observa el producto de PCR para la verificacion del ADNc, el cual coincide con el tamano

esperado.

pb M 2 pp M 3 pp M 4
500
500 _
S e 333
350 . 300 330 C——
200 200 —
| — 200
e 220
—
Figura 7.14

Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
del ADNCc sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-C
Carriles M, Marcador de Peso Molecular. Carril 1, amplificacion con
cebadores AAP y GSPI1C. Carriles 2 y 3, amplificacion con cebadores AAP y GSP2C.
Carril 4, amplificacion con cebadores GSP1C y PVC.
Geles de agarosa al 2.5 % y tincion con bromuro de etidio.

Cuando se reportd el gen dsr-C se propuso que éste no se expresaba debido a que el gene no
poseia una region promotora parecida al consenso de los procariotas y por tanto no se iniciaba el
proceso de transcripcion (Arglello-Morales, 2000°). Argiiello-Morales realizé la busqueda de la
region promotora del gene dsr-C a través de un analisis in silico, y al no tener un +1
experimental, el analisis arroj6 una regién promotora inexacta. De ahi la importancia de
determinar experimentalmente el inicio de la transcripcion en los genes en estudio, para asi

poder conocer la region promotora real.

Con la secuencia obtenida (Anexo, Figura dsr-C) se logré identificar el inicio de la transcripcion
del gene dsr-C que se muestra en la Figura 8.15. De acuerdo con estos resultados se concluye
que el gene dsr-C de la cepa B-1355 si se transcribe, ya que se pudo sintetizar ADNc a partir del

mensajero (Figura 7.14, carril 4). El inicio de la transcripcion (nucledtido +1) obtenido de este

54



trabajo, se encontro a 121pb RAr del primer codén de inicio de la traduccion, de acuerdo al

marco de lectura abierto reportado (Agliello-Morales, 2000P).

Por otra parte el gene dsr-B de la cepa B-1299 posee un 99.9% de identidad con el gene dsr-C
(cepa B-1355). En la Figura 7.15 se muestra también el codén hipotético de inicio del dsr-B,
reportado por Monchois et al. 1998, el cual se ubica a 86 pb RAr del codén de inicio reportado
para el dsr-C por Arguello-Morales. Se hace notar que no coinciden los ORFs de ambos genes, y
hay que recordar que la proteina producto del gene dsr-C no se ha encontrado, mientras que la

correspondiente al gene dsr-B si.

CGGCCCATTATTTTATCACTTTATAAATATTGTTTATTTTATATGTTAAAGAATTG

TTAATCGTTTGTGAAAT_GA TATAAGTTCGTAATTTTATAGCTTATAATTCATTT EI'
EMDE? 35 -10 L:ﬂ
TTCAAAGAATAATCACAAATGGAGGAGAGAATGTTTTGATTAAAGAGAGAAATGTA
+1-32pb-ATG

(Monchois et al. 1998, para el gene dsr-B)
CGAAAAAAGCTCTACAAGTCTGGTAAGAGTTGGGTTATTGGGGGACTCATTTTATC

GACAATTATGCTGTCTATGACCGCTACTTCACAAAATGTTAATGCAGATAGCACAA

M  (Argiello-Morales. 2000")
+1-121pb-ATG

ACACAGTGACGGATAAGTCAGTTACTGTCTCCAATAATTCGAATACAACCAATCAA

Figura 7.15
Secuencia del extremo 5 del gene dsr-C

La posible explicacion a esto seria la siguiente: si se compara el ORF reportado para el gene
dsr-B y el del gene dsr-C, la secuencia en el gene dsr-C presenta una delecion de un nucleétido
justo después del segundo coddn con respecto al gene dsr-B (ver Figura 7.17), dicha pérdida
provoca la formacion de un codoén de paro de la traduccién. Por lo cual se propone que el gene
dsr-C si se transcribe y comienza la traduccion, pero la presencia de un codon de paro detiene la
sintesis de la proteina en el tercer aminoacido. Ademas, la busqueda de la sefal Shine-Delgarno

a partir del ORF reportado por Aguello-Morales no muestra ninguna posible sefial de union a

55



ribosoma, mientras que a partir ORF reportado por Monchois para el gene dsr-B, trasladado al
gene dsr-C si muestra una clara sefal de unién a ribosoma. De esta manera se explica por que
si se encontrd el gene pero no se logré obtener la proteina correspondiente. Como resultado de

este andlisis, se concluye también que el ORF reportado para el gene dsr-C es incorrecto.

De acuerdo al inicio de transcripcién determinado en este trabajo, la region del -10 se establecid
de la base -7 a la -12, la cual es canodnica. Inesperadamente, la secuencia que se establecio
como la region -35 es muy similar a la secuencia consenso del -10, excepto por una base,
Guanina por Timina, y ademas a una base RAr se encuentra los nucleétidos TG, motivo
caracteristico del EMDE. Con base en esta observacion, se propone que el inicio de la
transcripcion en este gene esta determinado por la region -10, ya que ésta es canonica y se
encuentra localizada a distancia 6ptima (7pb) con respecto al +1 (Harley and Reynolds, 1987), y

debido a que la regidn -35 posee una secuencia alejada del consenso.

7.4.5 Gene dsr-B

Se determind el inicio de la transcripcion del gen dsr-B de manera muy eficiente, ya que sélo se
requirid un ensayo para lograr tanto la amplificacion del extremo 5°del gene dsr-B (carril 1), como
la confirmacion de sintesis de ADNc (carril 2). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
7.16.

pb M 1 2 pb

500
347

200 212

Figura 87.16.
Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
del ADNCc sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-B
Carril M, Marcador de Peso Molecular. Carril 1, amplificacion con cebadores AAP y GSP2B. Carril 2, amplificacion con
cebadores PVB y GSP2B. Gel de agarosa al 2.5 % y tinciéon con bromuro de etidio
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El analisis de la secuencia obtenida (Anexo, Figura dsr-B), llevd a determinar el mismo inicio de
la transcripcion que para el gene dsr-C (Figura 7.17), como se mencioné antes, estos dos genes
poseen un 99.9% de identidad. Sin embargo, en la region del -35 existe un cambio de bases con
respecto al gene dsr-C, citosina por adenina, pero de igual forma presenta mayor similitud con el
consenso del -10 en los procariotas. Nuevamente resultaria interesante cuantificar el nivel de
expresion de los genes dsr-C y dsr-B para establecer si este cambié de nucleétidos en la region

promotora, afecta la velocidad de inicio de transcripcién y por lo tanto en su nivel de expresion.

CCATTATTTTATCACTTTATAAATATTGTTTATTTTATATGTTAAGAATTG

TTAATCGTTTGTGAAATGATATACGTTCGTAATTTTATAGCT TATAATTCA
-35 -10

TTTGTTTCAAAGAATAATCACAAATGGAGGAGAGAATGTTTATGATTAAAG
+1 +1-32pb-ATG  SD M

AGAGAAATGTACGAAAAAAGCTCTACAAGTCTGGTAAGAGTTGGGTTATTG

GGGGACTCATTTTATCGACAATTATGCTGTCTATG

Figura 7.17. Secuencia del extremo 5" del gene dsr-B

7.4.6 Gene lev-S

Se determiné el inicio de la transcripcion del gen lev-S los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 7.18. A pesar de que la enzima levansacarasa utiliza el mismo sustrato que las
dextransacarasas (sacarosa) y sintetiza también a su vez un polisacarido, la estructura de ambas
enzimas es muy diferente, por lo cual los genes también lo son. Sin embargo, como se observa
en la Figura 7.19, la regulacién en la expresion de dichas enzimas podria ser semejante, ya que
la region establecida como -10 difiere en sélo un nucleétido del consenso en los procariotas, de
manera similar a lo observado en la region -10 determinadas en este trabajo. Mientras que la
region -35 establecida practicamente no coincide con la region -35 consenso y tampoco con las

regiones -35 de DS establecidas en el presente trabajo. Con el analisis de la regién promotora de
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este gene, se reafirma la hipotesis de que el reconocimiento de la region promotora en los genes

de GT en L. mesenteroides por parte de un factor ¢ primario se centra en la regién -10.

pb M 1 pb

200 217

Figura 7.18. Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
del ADNCc sintetizado a partir del ARNm del gene lev-S
Carril M, Marcador de Peso Molecular. Carril 1, amplificacion con cebadores AAP y GSP2LS. Gel de agarosa al 2.5 % y
tincion con bromuro de etidio

CCATTGCTGAATAAAATTGTATAGATTAAATAAAAAAAGACGTAT

ACGGCGTCTTTTTTTATTTATGATATACGCTTAACAAGCGAATGT

AATACTATTGAAATGATAAGCTTTATACTTAACAAAGATATATTA
-35 -10 +1
TAAGTAGTATAAAGTGGAGAGTTCATATGAGAAAA
SD M

Figura 7.19. Secuencia del extremo 5 del gene lev-S

7.4.7 Gene dsr-E

Con la técnica utilizada, no se logré determinar el inicio de la transcripcion es este gene, debido a
que cuando se obtuvo un amplicon del tamafio esperado (Figura 7.20, carril 5) éste se secuencio,
pero la secuencia obtenida no correspondié al gene en estudio. Sin embargo, cuando se realiz6
la reaccion de PCR de confirmacién de sintesis de ADNCc, el resultado fue positivo y sélo produjo

un amplicon (carril 2).
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En la Figura 7.20, carril 1 se muestra la primera reaccion en la que se obtuvo muy débilmente
una banda aproximada al tamafo esperado (340pb), por lo que se procedié a purificar y
reamplificar dicha banda. En los carriles 3 y 4 se muestra la obtencion de s6lo un amplicén con
alto rendimiento, por lo cual se procedié a secuenciar dicha banda (carril 5), sin embargo, la

secuencia que se obtuvo no correspondia al gene en estudio.

b M 12pb pp M 3 4 pb M 5 ob 6 7 8 M
' 500

= — 340 i
E‘: ' 340 “ 340 200 g 300 Some
S - 250 275 —
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Figura 7.20
Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
del ADNCc sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-E
Carriles M, Marcador de Peso Molecular. Carriles 1, 3, 5 y 6, amplificacion con cebadores AAP y GSP2E. Carril 4,
amplificacion con cebadores AUAP y GSP2E. Carril 7 y 8, amplificacion con cebadores AAP y GSP1E. Carril 2,
amplificacion con cebadores PVE y GSP2E. Geles de agarosa al 2.5 % y tincion con bromuro de etidio

En la Figura 7.21 se muestran los resultados para identificar si los amplicones obtenidos, a partir
de una nueva sintesis y reamplificacion de ADNc, correspondian al gene dsr-E. La prueba se
realizd mediante un analisis de restriccion, ya que el producto esperado posee un sitio de
reconocimiento para la endonucleasa HinF1. El resultado de este ensayo mostré que el amplicon
obtenido (carril 1), al mostrar un resultado negativo con la digestion de HinF1 (carril 2), se
concluyd que nuevamente no se logro obtener el producto esperado. En la misma prueba se
sometio a digestion el producto de la reaccion de confirmacion de ADNc (Figura 7.21, Carril 4), el
cual si logré ser cortado por HinF1, produciendo los fragmentos de restriccion esperados (Figura
7.21, carril 3). En el carril 7 se sometio a digestion una secuencia control en la que si presentaba

el sitio de reconocimiento para dicha enzima, ya que se conocia la secuencia. Con base en estos
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resultados, se confirmo que si se obtuvo el ADNc del gene dsr-E, sin embargo la amplificacion no

se logré llevar a cabo en las condiciones 6ptimas para obtener el producto esperado.

pb 1 2 M 3 4 5 6 7 pb
HinF1 HinF1 HinF1
HinF1
500
300 . R — 347
200 S e 190
115
77
Figura 7.21

Digestion con HinF1 de productos de PCR obtenidos para
la amplificacién del ADNc sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-E
Carril M, Marcador de Peso Molecular. Carriles 1 y 2, amplificacion con cebadores AAP y GSP2E. Carril 3, ADNc
digerido. Carril 4, ADNc sin digerir -amplificaciéon con cebadores PVE y GSP2E-. Carril 5 y 6, producto de PCR utilizando
los cebadores AAP y GSP2E —secuenciado-. Carril 7, producto de PCR control. Gel de agarosa al 2.5 %
y tincién con bromuro de etidio

7.4.8 Gene dsr-A

Finalmente, para el gene dsr-A tampoco se logré la determinacién del inicio de la transcripcion.
Después de multiples ensayos no se logré amplificar ningun producto que pudiera corresponder
con el tamafo esperado, en todos lo casos se ha obtenido un producto de ~75 (Figura 7.22,
carriles 1, 2, 3y 4). Sin embargo la reaccion de verificacion de ADNc si logré obtener resultados
positivos (carril 5), por lo que se descarta una posible falla en cuanto a la especificidad de los
cebadores construidos. La falta de amplificacion deseada podria radicar en la temperatura de
hibridacién (Tm) de los cebadores construidos, ya que la Tm de los cebadores utilizados para el
gene dsr-A es mucho menor a la Tm del cebador AAP que incluye el sistema 5'RACE. Para
solucionar este problema, se propone una modificacion en el sistema utilizado, en la cual se
adicionara el nucleétido Adenina o Timina al extremo 5°, en lugar de Citosinas, para de esta

forma disminuir la Tm del cebador directo y asi aproximar el valor promedio de la Tm en ambos
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cebadores. Consecuentemente, se tendria que construir el cebador complementario a esta

secuencia.

pb 1 2 M 3 4 pb M 5 pb
500
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Figura 7.22

Productos de PCR obtenidos para la amplificacion
del ADNCc sintetizado a partir del ARNm del gene dsr-A
Carriles M, Marcador de Peso Molecular. Carriles 1 y 2, amplificacion con cebadores AAP y GSP1A. Carriles 3 y 4,
amplificacion con cebadores AAP y GSP2A. Carril 5, amplificacion con cebadores PVA y GSP1A. Geles de agarosa al 2.5
%
y tincién con bromuro de etidio
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8. Analisis general de la region promotora

8.1 Region -10

Se realiz6 el alineamiento y calculo de la frecuencia de aparicion de las bases localizadas en las
regiones -10 determinadas, en el analisis se incluye la regién -10 reportada para los genes dsr-S
y dsr-D (Quirasco et al., 1999, Neubauerg et al., 2000). Los resultados se presentan en la Tabla
8.1, donde se observa claramente que la regién -10 es muy conservada y que la secuencia
consenso generada presentd el motivo de reconocimiento para los factores c'° primarios, la caja
TATAAT.

Tabla 8.1
Region promotora -10 en genes de GT en L. mesenteroides

Bacteria Cepa Gene Regiéon -10

E. coli Consenso - Tso Ags T.s Ag, As) Tos

dsr-S' T A T A A T

B-512 dsr-T A A G A A T

lev-S T A T A C T

Leuconostoc Lcc-4 dsr-D? T A T A A T

mesenteroides dsr-C T A T A A T

B-1355

asr T A T T A T

B-1299 dsr-B T A T A A T

IBT-PQ dsr-P T A T G A T

Consenso T A T A A T
Frecuencia (%) 87.5 100 87.5 75 87.5 100

'Quirasco et al., 1999
2Neubauerg et al., 2000

Con los resultados obtenidos se confirma la hipotesis planteada, ya que la region promotora -10
en los genes de GT de L. mesenteroides es conservada y similar al consenso en los procariotas,
la representacion grafica de la frecuencia de aparicion de cada base (Figura 8.1), muestra con

claridad estos resultados.
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Figura 8.1
Frecuencia de bases en la region -10 en los genes de GT

8.2 Region -35

La region -35 se establecié estrictamente en todos los casos 17 pb rio arriba de la caja -10, ya
que es la distancia 6ptima reportada para los genes de E. coli y B. subtilis. El resultado del
alineamiento de estas secuencias (Tabla 8.2 y Figura 8.2) mostr6 que esta region esta menos
conservada que la region -10 y presenta una alta frecuencia de aparicion del nucleétido Timina.
Este motivo rico en Timinas produce que la region -35 en genes de GT se aleje del consenso en
los procariotas, el motivo TTGACA, y por lo tanto del sitio de reconocimiento de la regiéon 4.2 de

o'° reportada hasta el momento.
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Tabla 8.2
Region promotora -35 en genes de GT en L. mesenteroides

Bacteria Cepa Gene Region -35
E. coli Consenso - Tso Tsy G Ags Cs, A5
dsr-S* C G T T T T
B-512 dsr-T T A G T T A
lev-S A T A C T A
Leuconostoc Lcc-4 dsr-D? C G T T T T
mesenteroides dsr-C T A T A A G
B-1355
asr G T T A A T
B-1299 dsr-B T A T A C G
IBT-PQ dsr-P A A G T A T
Consenso T A T T T T
Frecuencia (%) 37.5 50 62.5 50 50 50
'Quirasco et al., 1999
2Neubauerg et al., 2000
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Figura 8.2

Frecuencia de base en la region promotora -35 en genes de GT

Los resultados anteriores muestran que la region -35 de los genes de GT se encuentra alejada
del consenso en los procariotas, en consecuencia, se puede proponer que dicha region no seria
determinante en la fuerza de la region promotora y/o que sélo la regién -10 determinaria el inicio

de la transcripcion, como ha sido propuesto en genes cuya region -35 no es canonica.
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8.3 Secuencias espaciadoras

El alineamiento de las secuencias espaciadoras entre la region -35 y -10 (Tabla 8.3) presentan
secuencias ricas en nucledtidos de Adeninas y Timinas. El alineamiento y calculo de la
frecuencia de aparicion de cada base (Figura 8.3), revel6 que esta regidbn puede poseer

secuencias fundamentales para regular la velocidad de inicio de la transcripcion en estos genes.

En primer lugar, resalta alta frecuencia de aparicion del nucleétido Guanina en dos unicas
posiciones a lo largo de toda la region promotora, las cuales se localizan justo a una base rio
arriba de la region -10. Esta region corresponde al sitio de reconocimiento de la regién 3.0 de ¢”°,
es decir la region en el DNA donde se localiza el EMDE, si bien este elemento se caracteriza por
poseer la secuencia TGn, se ha reportado la existencia de ¢'° que presentan una mutacion en la
region 3.0, lo que provoca que el motivo conservado TGn se modifique, por ejemplo por TCn 6
TTn (Barne et al. 1997). Por lo tanto, se puede realizar la hipétesis que la secuencia GGT justo
70

rio arriba de la caja -10 en los genes de estudiados, sea una sefial reconocida por un o

expresado en L. mesenteroides, lo cual hasta ser estudiado experimentalmente podria ser

afirmado.
Tabla 8.3
Secuencias espaciadoras entre las cajas -10 y -35
en genes de GT de L. mesenteroides

Cepa Gene 35 — Secuencias espaciadoras — -10
6 m o v 1 A K ¢ 1 n Y () € [ X B o
dsr-S T T A C A A T A A A T T A A G T
3 B-512 dsr-T T T T G T G C cC A A A A A G G G A
'-g lev-S T T G A A A T G A T A A G o] G T T
% Lcc-4 dsr-D T T A C A A A T A A A T T A A G T
8 dsr-C T T ¢ G T A A T T T T A T A G ¢ T

g B-1355

_i asr A a A A T T A A T A A A T A B G G
B-1299 dsr-B T T C G T A A T T T T A T A G C T
IBT-PQ dsr-P T C T T A G T C G C A A A T G T T
Consenso T T A G A/T A A T A A A A T .\ G G T
Frecuencia (%) 875 75 375 375 50 625 625 50 50 50 75 75 625 625 625 50 75
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La unica excepcion a esta observacion se encuentra en el gene asr, donde si se encuentra el
EMDE conservado en E. coli. Sin embargo, resalta que los dos primeros nucleétidos rio abajo de
la caja -35 establecida, no se conserva dos bases de Timina como en el resto de los genes
(Tabla 9.3). Esto sugiere que dichos nucledtidos podrian influir en la estructura de
reconocimiento para el inicio de la transcripcion o en su defecto, el motivo TT sea parte de una
secuencia de reconocimiento para la RNApol 6 para una proteina activadora de la transcripcion
en estas enzimas. En la Figura 8.3 se observa claramente la secuencia conservada TT rio abajo
de la caja -35, la secuencia GGT justo antes de la caja -10 y, en general la abundancia de

nucledtidos de Timina y Adenina en la region espaciadora de las cajas promotoras.

-35 <— Secuencias espaciadoras . -10

Frecuencia (%)
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o
|

EDA BT BC @G Posicion

Figura 8.3
Frecuencia de bases entre la region -35y -10 (17 pb)

Dadas las observaciones anteriores, se puede proponer la construccion de varios vectores de
expresion en L. mesenteroides a partir de las secuencias consenso generadas, de tal manera
que se pueda evaluar mediante una cuantificacion de mensajeros por RT-PCR, la eficiencia de la
transcripcion de cada uno de ellos. Esto con el fin de relacionar la secuencia de bases en los

nucledtidos espaciadores, con la velocidad de la transcripcion.
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8.4 Region rio arriba de la caja -35

El alineamiento generado a partir de las secuencias rio arriba de la caja -35 (Tabla 8.4 y Figura
8.4) mostré una zona rica en Adeninas y Timinas, las cuales podrian considerarse los como
elementos UP (upstream) de la region promotora en estos genes. De manera general, se
observé la alta frecuencia de aparicion de Timinas, seguida por las Adeninas. Por lo cual se
puede proponer que la subunidad o de la RNApol en L. mesenteroides reconoce esta zona y
contribuye a la eficiencia en el inicio de la transcripcién, esto con base en las secuencias
consenso de los elementos UP reportadas (Ross et al. 1998, Estrem et al. 1998, Gourse et al.
2000).
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Tabla 8.4

Region rio arriba de la caja -35 en genes de GT de L. mesenteroides

Bacteria

Cepa Gene

Secuencias Rio arriba de la region -35

L. mesenteroides

dsr-S
B-512 dsr-T
lev-S

Lcc-4 dsr-D

B-1355 9S™C
asr

B-1299 dsr-B
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8.5 Region promotora de GT

En la Figura 8.5 se muestra la frecuencia de aparicién de bases a lo largo de toda la regién
promotora, comenzando a partir de la caja -10, de los genes de GT de L. mesenteroides
estudiados. De este andlisis se observa que se tienen tres elementos de regulacion que

favorecen la alta expresion de un gene:

e Una region -10 muy conservada, que a su vez funciona como sefial de reconocimiento
para un factor c'° primario, factor sigma que produce la mayor cantidad de ARNm en las

células bacterianas.
e Existe la posibilidad de una secuencia que pueda funcionar como EMDE.

e Una region rio arriba de la region -35 rica en nucledtidos de Adeninas y Timinas que sirva

como reconocimiento para la subunidad o de la ARNpol.

Por lo tanto se puede concluir que la region promotora de estos genes posee fuertes sefiales
reconocimiento para que la ARNpol comience la transcripcion, y por primera vez, aporta
elementos para explicar con bases moleculares y con analogia a lo estudiado en otras bacterias,
el mecanismo por el cual existe una alta expresion de estas enzimas en Leuconostoc
mesenteroides. Sin embargo, se requiere aun atribuir una funcién exacta tanto a las bases
localizadas en las secuencias espaciadoras y rio arriba de la regién -35. Esto ultimo abre la

posibilidad de que pueda intervenir alguna proteina que active la transcripcion en estos genes.
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8.6. Analisis de la secuencia Shine-Dalgarno en genes de GT

La secuencia de unién a ribosoma o Shine-Dalgarno (SD) ha sido poco estudiada en los genes
de GT identificados, en los casos en que esta sefal se ha reportado, fue con base en un analisis
in silico de la secuencia del gene. Con la finalidad de explicar con mayor certeza diversas
incégnitas referentes a la expresion de los genes de GT en estudio, se realizdé un analisis general
de la sefial de SD en los genes estudiados en este trabajo y en aquellos en los que se conocia el
inicio de transcripcion. Al igual que con la regidon promotora, se elaboré un alineamiento de las
posibles secuencias SD, esto con base en un modelo del complejo de inicio de la traduccién
entre los ARNm de E. coli y la subunidad 30S ribosomal (Ma et al., 2002). En la Figura 8.6A se
observa un modelo simplificado del complejo de inicio de la traduccion, mientras que en la Figura

8.6B se muestra el alineamiento obtenido para genes de GT estudiados.

(A)

0S ribosomal subunit

I
| .

|
I I aligned |
} spacing
|
I

Translation Initiation Region (TIR)

(B)

3’ .AUUCCUCCACUA....5  Anti SD (16S RNA) E.coli
5° GAU. .AUG........ 3'E.coli 8-10 pb(éptimo)
5° AAUUUAUG. ....... 3'dsr-S 8 pb
5° AAUUUAUG........ 3°dsr-D 8 pb
57 AAGGGAAGAAGUAAAUG. ....... 3'dsr-pP 8 pb
5° ...UUYGGAAAAAGAUG........... 3'dsr-T 5 pb
5° .AAGGGAGAAUAAUUAAUG. . ..... 3’asr 9 pb
5° .AAUGGAGGAGAGAAUG......... 3°dsr-B 7 pb
57 . .AAUGGAGGAGAGAAUG. . ... .... 3°dsr-C 7 pb
5° .AGUGGAGAGUUCAUAUG. ....... 3" lev-S 8 pb

Figura 8.6. A, modelo simplificado del complejo de inicio de la traduccion entre los ARNm de E. coliyla
subunidad 30S ribosomal (Ma et al., 2002). B, alineamiento de la posible sefial SD en los genes de GT
estudiados



Los resultados obtenidos mostraron que la sefal SD, en los genes de GT, es conservada y
similar a la secuencia SD en los genes de E. coli. Con base en este analisis se puede proponer
que el mensajero del gene dsr-T no se logra traducir o se traduce con una muy baja eficiencia,

ya que se encuentra a una distancia no éptima para comenzar el inicio de la traduccion.
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9. Conclusiones

e La regiéon promotora del -10, en genes de Glicosiltransferasas expresadas en L.
mesenteroides, es conservada con respecto al resto de las secuencias -10 reportadas

para un reconocimiento por parte de un factor ¢’° primario en bacterias.

e La region del -35 es menos conservada y presenta una secuencia rica en el nucleotido de

Timina, alejada del consenso en los procariotas.

e Solo en el gene asr existe la presencia del EMDE reportado para bacteria como E. coli, B.
subtilis y L. lactis. Sin embargo, existe la posibilidad que la secuencia consenso GGT
encontrada justo rio arriba de la caja -10 pueda funcionar como EMDE en el resto de los

genes.

e Se observo una region rica en adeninas y timinas rio arriba de la caja -35 establecida, lo
cual sugiere que la region promotora de estos genes posea un elemento UP, para el

reconocimiento de la subunidad o de la ARNpolimerasa de L. mesenteroides.

e Los genes dsr-T y dsr-C si se transcriben pero no se traducen en una proteina activa.
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10. Perspectivas

n promotor puede considerarse como la expresion minima de regulacién de un gene.

Bajo este concepto, en este trabajo se comenzd a explorar la regulacién en la

expresion de los genes de GT de L. mesenteroides, ya que hasta el momento han sido
el centro de atencion en este microorganismo. Sin embargo, su estudio puede ser punto de
partida para el analisis general de los mecanismos de regulacién en esta bacteria, cuyo
desconocimiento ha frenado el potencial uso biotecnolégico de Leuconostoc. En consecuencia,
la investigacion en este microorganismo debe estar encaminada a obtener mayor informacién
genomica de Leuconostoc, y de forma paralela, continuar con la busqueda de usos
biotecnoldgicos de esta bacteria. De los resultados obtenidos en este trabajo se formularon
hipotesis acerca del papel que juegan las secuencias presentes en la region promotora de las
GT, en especial aquellas se localizan rio arriba de la caja -10. Para dar solucién a estas

incognitas se propone:

Un primer acercamiento para evaluar la funcién de las secuencias presentes el la region
promotora de cada gene, consistiria en la cuantificacion de los mensajeros de las GT estudiadas,
de tal manera que se pueda relacionar la secuencia con el nivel de expresion de cada

mensajero.

Probar la fuerza de los promotores caracterizados en L. mesenteroides, mediante un vector de
expresion que posea en la regidn promotora tanto las secuencias ricas en Timina en la region
-35, asi como la secuencia consenso obtenida a partir de las bases espaciadoras entre la cajas
-10 y -35, asi como un gene reportero. Hay que mencionar, que hasta el momento, en los
diferentes grupos de trabajo, no se ha logrado una clonacion eficiente de este microorganismo,
debido a la pérdida del vector en las resiembras posteriores, por lo cual la clonacién eficiente de

Leuconostoc es pieza clave para elevar la investigacion en esta bacteria.
En el caso del gene dsr-C resultaria interesante incorporar la base mutada en este gene, para

producir la proteina correspondiente y poder hacer el estudio cinético de la enzima, asi como

caracterizar quimicamente el glucano producido.
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12. ANEXO

Secuencias de los productos de amplificacion
obtenidos

a partir de los extremos 3~
del ADNc de GT
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