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RESUMEN 

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas. La 

importancia de este organismo no es sélo médica, sino también biolégica debido, 

entre otros aspectos, a que presenta mecanismos de expresi6n genética poco 

comunes (Vanhamme y Pays, 1995). Nuestro interés en este organismo se ha 

enfocado al estudio de los genes de RNA ribosomal (RNAr), locus esencial en la 

sintesis de proteinas. Actualmente es posible transfectar T. cruzi, por lo que se 

espera que en un futuro inmediato se dé un avance fundamental en el estudio de 

su expresion génica. pTEX es un vector de expresion para T. cruzi 

recientemente descrito (Kelly et al., 1992). Este vector contiene el gene de neo 

por lo que su expresién es seleccionable en presencia de geneticina (G418). 

plEX-cat es un plasmido derivado que incluye secuencias de cat como gene 

reportero. Con el objeto de estudiar la expresién del locus de RNAr de T. cruzi, 

hemos ya identificado una probable regién promotora que contiene ei sitio de 

inicio de la transcripci6n (+1) (Martinez-Caivillo y Hernandez, 1994). Para 

analizar funcionalmente esta region, un fragmento de 806 pb que contiene ei sitio 

de inicio de la transcripcién fue clonado en pTEX y en pTEX-cat, substituyendo la 

region promotora original del vector. Los plasmidos resultantes, pRIBOTEX y 

pRIBOTEX-cat, fueron transfectados por electroporacion en T. cruzi. Al realizar 

ensayos de actividad de CAT con extractos de células de T. cruzi transfectadas 

transitoriamente con pRIBOTEX-cat y pTEX-cat encontramos que el promotor del 

RNAr es alrededor de 16,000 veces mas fuerte que el promotor del gene de 

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, originalmente clonado en pTEX. 

Seleccionando con geneticina las células electroporadas se obtuvieron lineas 

transfectadas establemente. El establecimiento de las lineas estables con 

pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat se logré al menos dos semanas antes que con 

pTEX y pTEX-cat. El analisis tipo “slot blot" levado a cabo con las lineas 

estables nos indicé que las células transfectadas con pRIBOTEX-cat contienen
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aproximadamente 50 veces menos DNA de plasmido que las células 

transfectadas con pTEX-cat. Sin embargo, al analizar la abundancia del RNAm 

de neo y la actividad de CAT se observaron diferencias menores entre los 

cultivos. El analisis de hibridacién cromosomal de los cultivos estables indicéd 

que pRIBOTEX no es mantenido episomalmente, como pTEX, sino que se 

integra aparentemente en el cromosoma que contiene los genes de RNAr. La 

region de DNA con actividad promotora se ha acotado a un fragmento de 355 pb 

(cie -148 a +207) que mantiene la actividad maxima de expresién reportera de 

CAT. Finalmente, por medio de geles de retardamiento encontramos que en los 

nucleos de T. cruzi hay proteinas capaces de unirse en forma especifica a un 

fragmento de 64 pb que contiene el sitio de inicio de la transcripcién del gene del 

RNAr. Mediante analisis tipo Southwestern identificamos una proteina de 24 kDa 

que se asocia especificamente al promotor del RNAr.
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ABSTRACT 

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease. The 

irnportance of this parasite is both medical and biological. Our research group 

has been interested in the study of the ribosomal RNA (rRNA) genes from this 

parasite. Nowadays it is posible to transform T cruzi. pTEX is a recently 

described expression vector (Kelly et al., 1992). This plasmid contains the neo 

gene as a selectable marker. Therefore, transfected cells can be selected in the 

presence of geneticine (G418). pTEX-caf, a pTEX derivative, also contains the 

cat sequences as a reporter. To study the expression of the rRNA locus from T. 

cruzi, we mapped a transcription start point (+1) (Martinez-Calvillo y Hernandez, 

1394), which forms part of the gene promoter in all species studied to date. In 

ovder to analyze this region, we replaced the promoter sequences from pTEX and 

pTEX-cat with an 806 bp DNA fragment bearing the transcription start point for 

the rRNA gene. The resultant vectors, pRIBOTEX and pRIBOTEX-cat, were 

transfected by electroporation into T. cruzi. CAT activity measured in transient 

assays showed that the rRNA gene promoter is about 16,000 times stronger than 

thie glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene promoter, originally cloned 

in pTEX-cat. Moreover, cells transfected with pRIBOTEX and pRIBOTEX-cat 

exhibited logarithmic growth in the presence of G418 two weeks earlier than that 

observed with cells transfected with pTEX and pTEX-cat, which indicates that the 

rRNA gene promoter stimulates the expression of neo. Slot blot hybridization 

analysis of stably transformed lines showed that cells transfected with pTEX-cat 

had about 50-fold neo gene sequences when compared to cultures transformed 

with pRIBOTEX-cat. However, the neo RNA steady-state level and the CAT 

activity observed among the cultures showed only modest differences. The 

chromosomal analysis of the transfected cultures demonstrated that pRIBOTEX 

was not episomally maintained as pTEX, but integrated into a chromosome with 

an electrophoretic mobility undistinguishable from that encoding the rRNA genes.
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Preliminar deletion analyses on the rRNA gene promoter have shown a fragment 

of 355 bp (from -148 to +207, relative to the transcription start point) that sustains 

maximal CAT activity. Finally, gel retardation analyses showed the ocurrence of 

T. cruzi nuclear proteins that specifically recognize a 64 bp rDNA fragment that 

contains the transcription start point. A Southwestern assay revealed a 24 kDa 

protein that specifically interacts with the rRNA gene promoter.



INTRODUCCION 

Aspectos generales 

Trypanosoma cruzi es un protozoario de importancia médica y 

biolégica. Es miembro de la familia Trypanosomatidae, orden 

Kinetoplastida, en donde ademas se agrupa a otros organismos parasitos 

como Leishmania, Crithidia y Phytomonas (McGhee y Cosgrove, 1980; 

Maslov y Simpson, 1995). Todos ellos se caracterizan por la presencia de 

una compleja mitocondria, denominada cinetoplasto, cuyo DNA esta 

formado por una intrincada red de moléculas circulares (Shlomai, 1994). 

La enfermedad que T. cruzi causa en el hombre es la tripanosomiasis 

americana. El padecimiento es también llamado enfermedad de Chagas, 

en deferencia al cientifico brasilefio Carlos Chagas, quien fue el primero en 

discribir este mal y su relaciOn con T. cruzi. En su fase cronica, esta 

enfermedad se manifiesta con alteraciones graves en el corazén, esdfago 

ylo colon, que pueden conducir a la muerte del individuo (Kierszenbaum y 

Hudson, 1985; Nogueira, 1986). La enfermedad de Chagas es uno de los 

padecimientos infecciosos mas ampliamente distribuidos en América 

Latina, constituyendo un grave problema de salud publica en muchos 

paises de la region. Se calcula que actualmente esta enfermedad ataca a 

mas de 20 millones de personas en nuestro continente (OMS,1991). En 

N.exico, en los ultimos afios se han reportado alrededor de 300 casos de 

infecci6n por T. cruzi. Sin embargo, el ndmero de infectados podria ser 

rucho mayor, pues estudios seroepidemioldgicos llevados a cabo en
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Oaxaca, Morelos, Puebla, Guerrero y Jalisco han revelado que en algunas 

zonas de dichos estados se presentan porcentajes de positividad de entre 

el 20 y el 60% (Velasco, 1991; SAnchez-Hemandez, 1996). 

Mas de 110 especies de insectos hemipteros de la familia 

Reduviidae, entre los que destacan Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y 

Panstrongilus megistus, fungen como vectores transmisores de T. cruzi 

(Garcia y Azambuja, 1991). Sin embargo, ésta no es la Unica via de 

transmision, pues existen reportes de personas contagiadas al recibir una 

transfusi6n sanguinea, por ingerir alimentos contaminados con el parasito, 

por via transplacentaria y por transplante de érganos (Fife, 1977; Miles, 

1979). 

T. cruzi también puede infectar a una amplia variedad de mamiferos 

domésticos y silvestres, tales como perros, gatos, armadillos, tlacuaches, 

ratas y monos. Estos animales constituyen reservorios del parasito que 

auumentan la posibilidad de infecciones en humanos (Miles, 1979). 

Durante su ciclo biolégico, T. cruzi presenta tres estadios de 

desarrollo: epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes (figura 1). La 

definicién de estos estadios se basa en la forma general de la célula, la 

posicién del cinetoplasto en relacién al nucleo, y la posicién de la que 

emerge el flagelo de la bolsa flagelar (Nogueira, 1986; Pereira, 1990). Los 

epimastigotes son formas ovoides, de 20 a 40 um de largo, que se 

establecen y replican extracelularmente en el intestino del insecto vector. 

Los amastigotes, organismos redondeados que poseen un flagelo corto,



  

  

  

1 Epimastigote 
2 Tripomastigote metaciclico 
3 Amastigote 
4 Tripomastigote prociclico 

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
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constituyen el estadio replicativo intracelular en el hospedero 

vertebrado.Por su parte, el tripomastigote es el Unico estadio celular capaz 

de infectar a los mamiferos. Tiene forma delgada y alargada, con una 

longitud aproximada de 30 um, y se observa tanto en el recto del insecto 

(iripomastigote metaciclico), como en la sangre del mamifero infectado 

(iripomastigote prociclico o de forma sanguinea). A diferencia de las 

formas anteriores, los tripomastigotes son células no replicativas. 

Generalmente, el pardasito inicia la infeccidn en el mamifero 

hospedero cuando un insecto infectado se alimenta de la sangre de éste 

Cigura 1). Es muy comun que el insecto defeque durante o 

inmediatamente después de la_ ingesta sanguinea, liberando 

tripomastigotes metaciclicos en sus heces y orina. Los tripomastigotes 

fenetran en el organismo vertebrado a través de heridas de la piel, como 

el mismo piquete del insecto, o por membranas mucosas, e invaden las 

células hospederas. Dentro de las células los tripomastigotes se 

cliferencian en amastigotes, los cuales se dividen varias veces por fisién 

binaria, para posteriormente transformarse en tripomastigotes prociclicos. 

E:sta forma de tripomastigotes se libera al torrente sanguineo por lisis 

celular, pudiendo entonces infectar otras células. Si un insecto vector se 

zlimenta de la sangre infectada, puede ingerir los tripomastigotes 

presentes en ella. En el intestino del insecto los parasitos se diferencian 

en epimastigotes, los cuales, después de dividirse repetidamente, migran 

al recto y se transforman en tripomastigotes metaciclicos. En el momento 

en el que el insecto ingiere nuevamente sangre de un mamifero puede 

clefecar y liberar asi los tripomastigotes (Fife, 1977; Pereira, 1990).



Ademas de su notoriedad en el campo de la medicina, y quiza por su 

crigen evolutivo temprano, los tripanosomas son un grupo de organismos 

sumamente interesante desde el punto de vista biolégico. En el area de 

ruestro interés, biologia molecular, los tripanosomas representan modelos 

muy interesantes, pues se ha descrito que presentan mecanismos de 

expresion genética atipicos a los paradigmas planteados para células de 

rnetazoarios. 

E:xpresién genética en los tripanosomas 

En el genoma de los miembros de la familia Trypanosomatidae, los 

genes codificadores de proteinas generalmente se encuentran 

organizados en unidades de transcripcién policistrénicas; esto es, los 

<jenes son co-transcritos a partir de un promotor Unico, dando lugar a 

RNAs precursores policistrénicos largos (Kooter et al., 1987; Teixeira et al., 

“\994) (figura 2). Muchas de las unidades de transcripcién contienen varias 

copias de un mismo gene, arregladas en tandem, mientras que otras 

unidades estan formadas por genes relacionados, e incluso por genes no 

relacionados. Dentro de las unidades policistrénicas, los genes se 

encuentran separados por secuencias intergénicas cortas (Hehl y Roditi, 

‘1994; Vanhamme y Pays, 1995). 

Ninguno de los genes analizados en los tripanosomas posee 

intrones, por lo que no se requiere del cis-splicing (Breathnach y 

(Chambom, 1981) para generar transcritos mdaduros. En cambio, todos los 

RNAm analizados a la fecha son producidos a partir del transcrito



promotor gene 1 At gene 2 Ai gene 3 
  

     

DNA 

  

——h 

med RNA 

pe Transcripcién 
a Trans—splicing 

| Poliadenilacién 

ME 
> pommeees (A rn > eee A) 

RNAm 1 RNAm 3 
> nes (A ) ri 

RANAm 2 

Figura 2.  Transcripcién y procesamiento de los RNAm en los 

tripanosomas. (A)n: cola de poli A. ME: miniexon. RI: region intergénica. 

med RNA: RNA donador del miniex6n.
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policistrénico mediante trans-splicing y poliadenilaci6n (Vanhamme y Pays, 

1995) (figura 2). Por medio del trans-splicing todos los RNAm reciben en 

su extremo 5' una secuencia comin de 39 nucledtidos, denominada 

miniexon o "spliced leader" (Agabian, 1990; Bonem, 1993). El miniexon, 

que aporta al pre-RNAm el “cap” (un residuo m’Gppp), es donado por una 

miolécula de RNA de 140 bases (el med RNA) que es sintetizada en una 

region distinta del genoma (figura 2). En el trans-splicing interviene una 

maquinaria similar a la involucrada en el cis-splicing, aunque no han sido 

iclentificados los RNAs pequefios nucleares U1 y U5 (Bruzik y Steitz, 

1990). El miniexén se adiciona a los RNAm en sitios aceptores localizados 

generalmente a 30-70 bases “rio arriba" del codon de inicio de la 

traduccion. Los sitios aceptores estan constituidos por el dinucledtido AG 

precedido de una regién rica en pirimidinas (Huang y Van der Ploeg, 

1991). 

Por lo que respecta a la poliadenilacion, si bien no se han encontrado 

secuencias consenso en el pre-RNAm, si se ha reportado que las 

secuencias ricas en pirimidinas de las regiones intergénicas también son 

muy importantes para este proceso (Schurch et al., 1994). De hecho, se 

ha sugerido que en los tripanosomas el trans-splicing y la poliadenilacion 

podrian estar relacionados funcionalmente (Matthews et al., 1994). 

‘También se ha reportado que puede presentarse un uso diferencial de 

sitios de procesamiento tanto en el trans-splicing como en la 

poliadenilacién; es decir, que el procesamiento no necesariamente ocurre 

en una posicién precisa, sino que puede presentarse en varios sitios,
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dentro de una region determinada (Layden y Eisen, 1989; Coquelet et al., 

1989). 

No obstante que todos los genes de una unidad policistrénica son 

transcritos en la misma cantidad, la abundancia de los RNAm maduros 

iridividuales (y la abundancia de las proteinas que éstos codifican) puede 

ser considerablemente distinta. Consecuentemente, los tripanosomas 

poseen mecanismos que les permiten controlar post-transcripcionalmente 

la: concentracién celular de sus productos génicos. A este respecto, existe 

evidencia experimental que indica que la regulacién del trans-splicing y la 

poliadenilacién juega un papel muy importante en el control de la expresion 

génica (Graham, 1995; Vanhamme y Pays, 1995). La abundancia relativa 

de pirimidinas en la regién 5' de cada gene puede contribuir a una diferente 

tasa de trans-splicing, lo que a su vez influencia la cantidad final del RNAm 

(IXapotas y Bellofatto, 1993). Ademas, la secuencia de la regién 3' no 

traducida puede ser critica en la determinacién de la estabilidad y 

abundancia de un RNAm (Berberof et al., 1995; Nozaki y Cross, 1995). 

Asimismo, el uso alternativo de sitios de procesamiento es un mecanismo 

que puede regular la expresién estadio especifica de un gene (Pays et al., 

1989). 

E:! DNA del cinetoplasto y su expresion 

El DNA del cinetoplasto, que constituye del 10 al 20% del DNA total 

celular, esta formado por una compleja red de dos tipos de moléculas 

circulares concatenadas: minicirculos y maxicirculos (Myler, 1993;
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Shlomai, 1994). Generalmente, una mitocondria presenta de 5,000 a 

10,000 minicirculos, cuyo tamafio varia entre 0.5 y 2.5 kb, dependiendo de 

lai especie. El numero de maxicirculos por cinetoplasto es de alrededor de 

50, y su tamafio va de 20 a 40 kb. Los maxicirculos de todos los 

tripanosomas contienen los genes que normalmente se encuentran en jos 

genomas mitocondriales de otros organismos (Hajduk et al., 1993). 

Otro de los procesos moleculares atipicos que presentan los 

miembros de la familia Trypanosomatidae es la edicién de los transcritos 

del cinetoplasto (Benne et al., 1986; Stuart et al., 1997). Mediante este 

mecanismo, los precursores de los RNAm de la mitocondria sufren la 

adicién (y en menor medida la delecién ) de uridinas, lo que conduce a la 

formacién o extensién de marcos abiertos de lectura. Por medio de la 

edicién se puede producir mas del 50% de las secuencias codificadoras de 

una proteina (Feagin et al., 1988). El mecanismo por medio del cual se 

Il2va al cabo la edicién no ha sido totalmente dilucidado. Sin embargo, se 

sabe que la informacién para este proceso es proporcionada por moléculas 

de RNA pequefias, de 55 a 70 nucledtidos de largo, que se han 

denominado RNAs guia (RNAg) (Blum et al., 1990). Los RNAg, 

codificados tanto en minicirculos como en maxicirculos, poseen una 

sacuencia de 4-18 nucledtidos (secuencia de anclaje) que presenta 

complementaridad con el pre-RNAm. Dicha secuencia esta involucrada en 

e| reconocimiento inicial entre el pre-RNAm y el RNAg. Ademas, los RNAg 

tignen una secuencia complementaria a una parte del RNAm editado. Se 

propone que esta parte del RNAg es Ia que dirige los cambios del pre- 

RNAm (Stuart et al., 1997; Benne, 1994).
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RNA polimerasas en los tripanosomas. 

En organismos eucariontes existen tres clases de RNA polimerasas 

(RNA pol) (revisado por Roeder, 1996). La RNA pol | se encarga de 

transcribir los genes de! RNA ribosomal (RNAr), mientras que la RNA pol II 

sintetiza los precursores de los RNAm, y los RNA pequefios nucleares U1 

a U5. Por su parte, la RNA pol Ill transcribe los RNAt, el RNAr 5S, y 

agunos otros RNA pequefios como el U6 y el 7SL. Aunque en los 

tripanosomas se ha reportado la presencia de las tres RNA polimerasas 

(Grondal et al., 1989), éstas presentan algunas caracteristicas inusuales. 

Por ejemplo, como se discutira mas adelante, la RNA pol | de 7. brucei 

aparentemente no solo transcribe el RNAr, sino que también sintetiza los 

RINAm de 2 de las proteinas mas abundantes del parasito (Chung et al., 

1992). Ademas, el RNA pequefio nuclear U2 de T. brucei es transcrito por 

Ja RNA pol Ill, y no por la RNA pol Il (Fantoni et al., 1994). Con respecto al 

FINA donador del miniexén, en Leishmania tarentolae es sintetizado por la 

F‘NA pol Il (Saito et al., 1994), mientras que en T. brucei es transcrito por la 

F‘NA pol Ill (Grondal et al., 1989). Por otra parte, la subunidad mayor de la 

FINA pol Il de T. brucei no presenta en su extremo carboxilo las secuencias 

rapetidas de heptapéptidos caracteristicas de esta enzima en otros 

eucariontes (Smith et al., 1989). 

Nuestro interés principal de estudio en T. cruzi ha estado dirigido 

hacia el analisis de la organizacién gendomica y el control de la expresion 

cle los genes del RNA ribosomal del parasito.
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Gienes de RNA ribosomal 

Las moléculas de RNA ribosomal son componentes estructurales y 

funcionales de los ribosomas, particulas ribonucleoproteicas encargadas 

de la sintesis de proteinas. Los ribosomas procariontes y eucariontes son 

muy similares en forma y funcidn, y en ambos tipos de organismos estan 

compuestos por una subunidad grande y una pequefia. En los ribosomas 

procariontes (70S), el RNAr 16S forma parte de la subunidad menor (30S), 

mientras que los RNAr 23S y 5S forman la subunidad ribosomal mayor 

(50S). Los ribosomas procariontes estan constituidos, ademas, por mas 

de 50 proteinas ribosomales (Nomura, 1990). En células eucariontes los 

ribosomas (80S) son mas grandes y contienen mas componentes. En 

éstos, la subunidad menor (40S) esta formada por el RNAr 18S y 33 

proteinas diferentes, mientras que la subunidad mayor (60S) esta 

integrada por los RNAr 28S, 5.8S y 5S, unidos a mas de 40 proteinas 

(Warner, 1989). 

En eucariontes, los genes que codifican para las moléculas 18S, 

£.8S y 28S forman la unidad de RNAr (también conocida como operén o 

cistron de RNAr) y se transcriben juntos, en un RNA precursor comun. 

Dicho precursor incluye espaciadores transcritos internos (ETI) y 

espaciadores transcritos externos (ETE), los cuales son eliminados durante 

el procesamiento que dara origen a las moléculas de RNAr maduras 

(figura 3). El numero de copias de la unidad ribosomal presente en células 

eucariontes varia entre 100 y 5000. Dichas copias estan normalmente 

organizadas en tandem, separadas entre si por espaciadores intergénicos
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A SS Ribosomal 
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Sintesis de RNA 

Transcrito TE a 
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Figura 3. Sintesis y procesamiento del transcrito primario del RNAr. El: 

espaciador intergénico. ETE: espaciadores transcritos externos. ETI: 

espaciadores transcritos internos.
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de 2 a 30 kb, y pueden localizarse en uno o mas cromosomas o en 

elementos extracromosomales (Sollner-Webb y Tower, 1986). 

Como se menciono anteriormente, la RNA pol | es la encargada de la 

transcripcion del locus def RNAr (Sollner-Webb y Mougey, 1991). Tanto la 

transcripcion como el procesamiento del transcrito primario se llevan a 

cabo en los centros fibrilares y el componente fibrilar denso del nucléolo 

(Shaw y Jordan, 1995). Las regiones codificadoras del RNAr 5S 

generalmente no forman parte del cistrén ribosomal, sino que constituyen 

un locus independiente, transcrito por la RNA polimerasa Ill. En 

Saccharomyces cerevisiae los genes del RNAr 5S se encuentran en los 

espaciadores intergénicos del cistron de RNAr, pero son transcritos en 

crientacién opuesta a la unidad ribosomal (Planta y Raué, 1988). 

Los protozoarios de la familia Trypanosomatidae presentan una 

unidad de RNAr con una organizaci6n muy compleja. En ella, un extenso 

procesamiento del RNAr 28S produce 6 moléculas de RNAr 

independientes: 24Sa, 24SB, S1, S2, S4 y S6 (Spencer et al., 1987; 

Hernandez et al., 1988). La organizacién de los genes de estas moléculas 

cle RNAr se presenta en la figura 4. El analisis de secuencia y estructura 

secundaria de las seis moléculas de RNAr ha permitido establecer su 

ainalogia con los distintos dominios del RNAr 28S tipico, encontrandose, 

por ejemplo, que las moléculas S2, S6 y S4 son analogas al dominio VIi de 

lia molécula 28S, mientras que la molécula S1 corresponde a la parte 

central del dominio IV (White et al, 1896). Ademas, la molécula S3 es 

equivalente al RNAr 5.88, y la molécula S5 corresponde al RNAr 5S. En
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Figura 4. Organizacion gendmica de la unidad de RNA ribosomal de 

Escherichia coli (A), Xenopus laevis (B) y Trypanosoma cruzi (C).
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lcs tripanosomas, como en la mayoria de los eucariontes, el RNAr S5 no 

forma parte de la unidad de transcripcién (Hernandez-Rivas et al., 1992). 

Los RNAr son los transcritos mas abundantes de una célula, llegando 

a constituir mas del 80% del RNA total celular. La produccién del RNAr se 

iricrementa o disminuye, en concierto con los cambios en las condiciones 

fisioldgicas celulares. Esta regulacién en la sintesis del RNAr es un 

mecanismo importante que controla, a su vez, la sintesis de los ribosomas 

(Reeder, 1992; Gourse et al., 1996). Por ello resulta muy importante el 

analisis de las regiones promotoras de los genes del RNAr. 

Siecuencias promotoras de la unidad de RNAr 

En contraste con los promotores de los genes transcritos por las RNA 

polimerasas Il y Ill, el analisis de secuencia nucleotidica en las regiones 

promotoras de los genes de RNAr en diferentes organismos ha revelado 

clue en ellos no se presentan dominios conservados (Sommerville, 1984). 

$6lo entre organismos muy relacionados existe similitud en los promotores 

clel RNAr (Baizi et al., 1985). Quiza como consecuencia de la disparidad 

en las secuencias promotoras, la transcripci6n del RNAr es especie- 

especifica; esto significa que el promotor de una especie no es reconocido 

por la maquinaria transcripcional de otra especie (Grummt et al., 1982). 

A pesar de las diferencias en secuencia nucleotidica, casi todos los 

promotores del RNAr analizados hasta hoy presentan una organizacion 

estructural comuin: estan formados por un dominio central y un dominio "rio
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altiba" (Sollner-Webb y Mougey, 1991; Xie et al., 1991; Young Choe et al., 

1992) (figura 5A). En células humanas, por ejemplo, el dominio central se 

extiende del nucledtido +20 al -45, incluyendo el sitio de inicio de la 

transcripcion (+1), y contiene secuencias esenciales para el inicio correcto 

de la transcripcién. El dominio “rio arriba" abarca del nucledtido -107 al - 

1B6, e incluye secuencias que activan la transcripci6n (Haltiner et al., 1986; 

Ishikawa et al., 1991) (figura 5A). La funcién del dominio "rio arriba" se 

afecta al modificar su distancia u orientacidn con respecto al dominio 

central, lo que sugiere que estas dos secuencias de control operan en 

conjunto para promover una eficiente transcripcion por la RNA pol | (Bell et 

al., 1988). 

En los espaciadores intergénicos de las unidades de RNAr suelen 

presentarse secuencias repetidas, cuyo tamafio y reiteracion varian de una 

especie a otra (Reeder, 1984 y 1990). En algunos casos, la secuencia 

nucleotidica del elemento repetido puede presentar cierta similitud con la 

ragién promotora de la unidad ribosomal (Labhart y Reeder, 1984). En 

practicamente todos los organismos analizados, como Xenopus y raton, ha 

sido demostrado que los elementos repetidos tienen {a habilidad de unir 

factores de transcripcibn de la RNA pol |, y que funcionan como 

eictivadores de la transcripcién (Reeder, 1984; Zentgraf y Hemleben, 1992). 

Para que la RNA pol | pueda comenzar la transcripcién del RNAr se 

requiere la presencia de un complejo de iniciacién, que en vertebradosesta . 

formado por las proteinas UBF (upstream binding factor) y SL1 (selectivity 

factor) (figura 5B). UBF, formado por dos polipéptidos de 94 y 97 kDa,
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DOMINIO “RIO ARRIBA” DOMINIO CENTRAL 

—_ LLL 

~186 ~107 -46 > 420   

  
RNA pol | 

Figura 5. A) Estructura de la regidn promotora de la unidad de RNAr. La 
flecha en el dominio central indica el sitio de inicio de la transcripcién. B) 
Los factores UBF y SL1 forman el complejo de iniciacién de la transcripcién 
de la RNA pol I.
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pertenece a una familia de proteinas que se caracteriza por presentar 

cajas HMG, que son dominios de unién a acidos nucleicos (Jantzen et 

al.,1990). Por su parte, SL1 es un complejo formado por la proteina TBP 

(TATA-binding protein) y tres factores denominados TAFs (TBP associated 

factors) (Comai et al., 1992). UBF tiene la capacidad de unirse a los dos 

cominios del promotor. Posteriormente, SL1 interactua con UBF, y el 

complejo resultante es reconocido por la RNA pol |, iniciandose entonces la 

transcripcién (figura 5B). 

En células de ratén, la proteina PAF53 esta también involucrada en 

la formacién del complejo de iniciacién, al mediar la interaccién entre la 

RNA pol | y UBF (Hanada et al., 1996). Ademas, también en células de 

rat6n han sido caracterizados otros factores que se unen a la RNA pol I, 

como TIF-IA y TIF-IC, los cuales estan involucrados en la regulacién de la 

sintesis del RNAr (Smith et al., 1990; Schnapp et al., 1991). 

En la cepa mexicana C4 de T. cruzi, recientemente caracterizamos el 

espaciador transcrito externo del extremo 5' de la unidad de RNAr, y 

localizamos un sitio de inicio de la transcripcién a 1768 pb del gene del 

RNAr 18S (Martinez-Calvillo y Hernandez, 1994). Este sitio de inicio de la 

transcripcién se ubicd 270 pb "rio arriba" de un sitio de inicio de la 

transcripcién previamente localizado en una cepa brasilefia (Dietrich et al., 

1993). Dada su localizacién con respecto a la regién codificadora del 

RNAr 18S, decidimos denominar promotor proximal al reportado en la cepa 

brasilefia, y promotor distal al localizado en la cepa mexicana (Martinez- 

Calvillo y Hernandez, 1994). Al comparar la secuencia nucleotidica que



19 

flanquea al sitio de inicio de la transcripcién de la unidad ribosomal de 

varios grupos de organismos, encontramos que entre los tripanosomas se 

presentan las mayores diferencias. 

Continuando con el andalisis del promotor de! RNAr de T. cruzi, en el 

presente trabajo demostramos que las secuencias de DNA que contienen 

el sitio de inicio de la transcripcién pueden dirigir eficientemente la 

expresion de un gene reportero. También encontramos que T. cruzi 

presenta proteinas nucleares que especificamente se unen a la secuencia 

promotora del RNAr. Asimismo, reportamos la construccién de un vector 

de expresién para T. cruzi con el promotor ribosomal, y presentamos el 

analisis de las células transformadas con él.
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RESULTADOS 

Los resultados de esta tesis se presentan en forma de un articulo y 

un manuscrito. En una ultima seccién se presentan resultados adicionales. 

Articulo 

pRIBOTEX expression vector: a pTEX derivative for a rapid selection of 

Trypanosoma cruzi transfectants. 

Manuscrito 

A. Trypanosoma cruzi ribosomal RNA gene promoter fragment forms a 

specific complex with nuclei derived proteins.
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Abstract 

‘To improve the selection phenotype of the expression plasmid pTEX. a Trypanosoma cruzi (DNA (DNA coding for rRNA) 

gene spacer fragment (806 bp) containing a mapped transcription start point (tsp) was cloned in the vectors pTEX and pTEX- 

cai, generating the plasmids pRIBOTEX and pRIBOTEX-cat. T. cruzi cultures transiently transfected with pRIBOTEX-cat 

expressed a chloramphenicol (Cm) acetyltransferase (CAT) activity 16 000-fold greater than the activity observed with the parental 

vector pTEX-cat. Moreover, 7. cruzi cells transformed with pRIBOTEX and pRIBOTEX-cat exhibited logarithmic growth in the 

presence of Geneticin (G418) 2 weeks earlier than that observed with controls transformed with pTEX. The plasmid copy number 

in stably transformed trypanosomes was about 50-times higher in cultures transformed with pTEX-car than in cells transformed 

with pRIBOTEX or pRIBOTEX-cat. However, the neo RNA steady-state level and the CAT activity observed among the stably 

trensfected cultures showed only modest differences. Finally, it was found that the pRIBOTEX vector was not episomally 

muintained as pTEX, but integrated into a chromosome indistinguishable from the one encoding rRNA. These features make 

pF.IBOTEX a useful tool for transfection and rapid expression of genes in 7. cruzi. © 1997 Elsevier Science B.V. 

Keywords: Electroporation, DNA transfection: Transcription; Trypanosome transformation, RNA polymerase | 

  

1, Introduction 

Trypanosoma cruzi is a kinetoplastid protozoa of both 

medical and biological importance. It is the etiological 

agent of Chagas disease. which affects several million 

people in Mexico. Central and South America. All 

kinetoplastids analyzed to date present atypical and 

fascinating mechanisms of gene expression such as RNA 

eciiting of mitochondrial genes (Stuart. 1991) and poly- 

cistronic transcription with trans-splicing of a 39-nt 

cipped mini-exon sequence to nuclear pre-mRNAs 

(Graham, 1995). Recent progress in gene expression 

research within kinetoplastids has been sustained by the 

development of transfection techniques (Bellofatto and 

Cross, 1989; Laban and Wirth, 1989). In the case of T. 

cruci, transient (Lu and Buck, 1991), stable ( Kelly et al. 
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1992: Hariharan et al.. 1993; Otsu et al.. 1993: Cooper 

et al., 1993) and stage-specific (Thomas and Gonzalez. 

1997) vectors have been reported. Among them. plrEX 

is a multipurpose cloning vector that has been widely 

used to express genes in 7. cruzi (Kelly et al. 1992). 

With the goal of improving the selection phenotype of 

pTEX, we replaced the upstream region trom the glycer- 

aldehyde 3-phosphate dehydrogenase encoding genes 

(gapdh) of this plasmid with a DNA fragment bearing 

a previously mapped tsp from the tRNA genes 

(Martinez-Caivillo and Hernandez, 1994). The resultant 

derivative pRIBOTEX is here analyzed in transient and 

stably transformed T. cruzi cells. pRIBOTEX permits a 

high transient expression of a reporter gene and a rapid 

drug selection time. which makes it a useful vector for 

a wide variety of purposes. 

2. Results and discussion 

2.1. Construction of the pRIBOTEX vector 

The vector pTEX and its derivative pTEX-car were 

described as T. cruzi expression vectors constructed with
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the aid of sequences derived from the flanking regions 
of the gapdh genes: upstream, intergenic and down- 

stream sequences (Fig. 1), plus the neo gene as a 

selectable marker (Kelly et al., 1992). To improve the 
selection phenotype of pTEX we replaced the gapdh 

upstream region with a DNA restriction fragment that 

includes a mapped tsp for the rRNA. sequence spanning 
— 328 (Sacl) to +478 (Hincl1) (Martinez-Calvillo and 

Hernandez, 1994; GenBank accession number L13926). 
Downstream from the rRNA tsp are several sequence 

motifs of AG preceeded by a short pyridimidine tract. 
Since we considered that these motifs could potentially 
function as 3’ splice leader acceptor sites for genes 

cloned in the polylinker (Huang and Van der Ploeg. 
1991). no other elements were added to the construct 

with this aim. The resultant plasmid pRIBOTEX retains 
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Fig. 1. Restriction map and genetic elements of pTEX, pRIBOTEX and pRIBOTEX-cat. pRIBOTEX is a plasmid derived from the pTEX vector 

(Kelly et al., 1992). The difference with pTEX is a replacement of the gapdh upstream sequence present in the parental plasmid with a DNA 

fragment that includes a mapped transcription start point (¢sp) from the 7. cruzi rRNA gene (Martinez-Calvillo and Hernandez, 1994). The gapdh 

upstream region (449 bp) was removed by serial Spel digestion, end-filling by Klenow and Sacl cut. On the other hand, an 806 bp rDNA spacer 

fragment bearing the tsp was generated from our genomic clone pRTC20 (Martinez-Calvillo and Hernandez, 1994) by SacI and Hincll digestions. 

The latter was ligated into the double digested pTEX in a forced 5-3’ polarity, upstream from the multiple cloning site. Convenient single restriction 

sites are shown. The Spel restriction site was destroyed when cloning the rDNA fragment. The complete sequence of pRIBOTEX was deposited 

in GenBank under the Accession No. AF005420. An identical parallel construction was carried out to generate pRIBOTEX-cat, using pTEX-cat 

as the parental vector, which contains a cat gene cloned into the Smal/HindII sites in the polylinker (Kelly et al., 1992). The BamHI site in 

pRIBOTEX-cat is not unique.
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the neo gene flanked by the gapdh intergenic and down- 

stream sequences. These sequences contribute the signals 
for neo trans-splicing and polyadenilation, respectively 

(Fig. 1). 

2.2. pRIBOTEX shortens the selection time of T. cruzi 

transfectants 

The growth of G418 resistant cells was compared 

among epimastigotes electroporated with pTEX, 
pRIBOTEX and mock-transfected cells as a negative 

control. Fig.2 shows that cells electroporated with 

pR!BOTEX start the logarithmic phase of growth about 
2 weeks earlier than cells electroporated with pTEX. A 

faster phenotypic selection of this sort was also observed 

in cultures transfected with pRIBOTEX-cat (data not 
shown). The experimental comparison of the drug selec- 

tior. time of transfectants sustained by pRIBOTEX vs 

other published vectors is beyond the scope of this work. 

Nevertheless, the selection time for other vectors has 

bee: reported to occur by day 20 after electroporation 
(Heriharan et al., 1993; Thomas and Gonzalez, 1997). 

Expression of cat under transient conditions shows 
tha. cells electroporated with pRIBOTEX-car express 

an enzymatic activity of about 16 000-fold over that 
observed in cells transfected with the parental plasmid 
pTLX-cat (Table 1). The CAT assays were conducted 
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Table 1 
CAT activities of T. cruzi transformants* 

Vector Transient expression 

pRIBOTEX-cat 23 164.00 

20 698.00 

24 520.00 

pTEX-cat 1.64 
1.06 

1.48 

pRIBOTEX* 0.17 

0.16 
0.15 

  

“Values represent cpm/g of celf extracts/h of incubation at 37°C. To 
prepare the cell extracts, transformed cells were collected by 
centrifugation and washed with TEN (40mM Tris-HCl pH 8.0, 
tmM EDTA pH8.0 and 15mM NaCl). The cellular pellet was 
resuspended in 150 p} of 25mM Tris-HCl pH 8.0, and lysed with 

three freeze-thaw cycles. Samples were incubated at 65°C for 10 min, 

and cell debris was removed by microfuge centrifugation (4°C, 
10 min). CAT activity was assayed essentially as described by Seed 
and Sheen (1988), with 3H-labeled Cm (32 Ci/mmol; Du Pont-NEN), 

under linear conditions for both protein concentration and reaction 

time. Generally, the reaction was carried out with 0.4 yg of total 
protein for 2h at 37°C. After incubation, reactions were twice 

extracted with xylene and the product was quantified by scintillation 

counting. 

°CAT assays carried out 60h after electroporation (data from three 

independent electroporations). 
© Negative control. 

RIBOTEX 

pTEx 

NO DNA 

24 28 32 36 

DAYS 

Fig. 2. Drug selection of T. cruzi cultures after plasmid electroporation. Growth kinetics are shown for epimastigote cultures electroporated either 

with plasmid pRIBOTEX, pTEX or mock transfected cells (no DNA) as negative control. Time point 0, not shown in the scale, corresponds to 

the day when the drug (G418 at 250 pg/ml) was added to the transfected cultures. Electroporation of epimastigotes from clone CL Brener was 

performed according to Hariharan et al. (1993) with the following changes: cells were washed once in Zimmerman postfusion medium (Bellofatto 

and Cross, 1989), and resuspended in the same medium at a concentration of 6x 10° cells/ml. 100 pg of supercoiled plasmid DNA (QIAGEN 

puritied) in 50 pl of TE (10 mM Tris pH 7.4 and 1 mM EDTA) were added to 0.4 mi of the cell suspension in 0.2 cm gap cuvettes. The cells were 

electroporated with a single discharge of 360 V, 1500 uF and 13, using a BTX600 Electro Cell Manipulator (BTX). The electroporated cells 

were diluted into 10 ml of LIT culture medium (Camargo, 1964) and incubated at 28°C. 60h later, 1.5 ml of the cultures were brought up to 5.5 m! 

of LIT medium containing G418 at 250 pg/ml for the selection of stable transformants, and the rest of the culture was used for transient CAT assays.
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under linear conditions for both reaction time and 
protein concentration. The comparison of CAT activity 
against the background suggests that the 7. cruzi rRNA 
gene ‘promoter could be stronger than previously esti- 
matec. (Tyler-Cross et al., 1995). Nevertheless, the 

different figures obtained by both groups could also be 
due to differences in experimental protocols and/or cat 
flankiag sequences. 

The strong transient expression of a reporter gene 
sustaied by pRIBOTEX indicates that this vector may 

be a useful tool for gene expression and/or protein 
analysis in 7. cruzi shortly after transfection. On the 
other hand, when CAT assays were carried out from 

stably transfected cellular lines, the enzymatic activities 
indicated similar values with both pTEX-cat and 
pRIBOTEX-car (figures around 30 000-40 000 cpm/pg 

of cel) extracts per h). Nevertheless, by this time the 
vector gene dosage was found to be quite different 
among these stable transfectants (see Section 2.3). 

2.3. Molecular characterization of stably transformed 

trypanosomes 

To compare the neo gene dosage in epimastigotes 

stably transfected with pRIBOTEX, pRIBOTEX-car 

and pTEX-cat, Southern blots were carried out. Fig. 3A 
and B shows a remarkably different neo gene abundance 

among cells transfected with pTEX-car (lanes 2) and 

EL 

    

both pRIBOTEX (lanes 3) and pRIBOTEX-car (lanes 
4). The cultures transformed with pTEX-cat had about 
50-fold neo gene sequences when compared when cul- 
tures transformed with pRIBOTEX or pRIBOTEX-cat, 
as analyzed by slot blot hybridization and liquid scintil- 
lation radioactive counting (data not shown). The DNA 

used in the Southern experiment (Fig. 3A and B) was 
digested with SacI which cuts once in the three vectors 
(Fig. 1). Lanes 3 and 4 show that DNA from cultures 

transformed with pRIBOTEX and pRIBOTEX-cat 
hybridize mainly with a band that corresponds to the 

linearized vector, although two additional and less 
intense bands can be seen in both lanes. This suggests 
the integration of a tandemly amplified vector molecule. 
On the other hand, pTEX was originally described as 

an episomal vector. A shorter exposure time of the 

Southern blot showed that the major hybridization 
signal corresponds to the size of the linearized vector 
(data not shown), although several other bands could 

be seen. These might represent integration and/or plas- 

mid rearrangements (see Section 2.4). 

The neo RNA steady-state level from transfected 
cultures was analyzed by northern blot hybridizations 
(Fig. 3C and D). Taking into account the remarkably 
different neo gene abundance observed in these cultures 

(Fig. 3B), the neo RNA differences are modest. These 

observations reinforce the previous concept that the 

rDNA promoter is a strong promoter in trypanoso- 

c D 
M1234 Mt 24a 4 

  

      

Fig, 3. Southern and Northern hybridization analysis of T. cruzi transfectants. Sacl digested genomic DNA and total RNA were prepared and 
analyzed from epimastigotes stably transformed with pTEX-cat (lanes 2), pRIBOTEX (lanes 3) and pRIBOTEXcat (lanes 4). Samples from non- 
transfor ied trypanosomes were loaded in lane | as negative controls. 4 HindIII digests (A and B) and the 0.24-9.5 kb RNA ladder (GIBCO BRL) 
(C and LD) were used as size standards (lanes M). Both Southera (B) and Northern (D) membranes were hybridized with a Pst restriction fragment 
(197 bp) from the neo gene as a radioactive probe. Ethidium bromide staining of the gels are presented in (A) and (C) to show equal loading. In 
the case .of the Northern blot, the RNA loading was furtherly characjerized by hybridization to an unpublished S4 ribosomal protein gene probe 
(inset at che bottom of D). Total cellular RNA was isolated by a single-step method (Chomczynski and Sacchi, 1987). T. cruzi DNA was isolated 
by a minipreparation technique (Medina-Acosta and Cross, 1993). Southem and Northern blot experiments were performed by standard techniques.
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matids (Janz and Clayton, 1994). Furthermore, the fast 

G418 phenotypic selection observed in epimastigotes 

transformed with pRIBOTEX (Fig. 2) reflects a strong 

early expression of the neo gene. 

2.4. Chromosomal analysis of transfected cells 

The plasmids pTEX and pTEX-cat were originally 
described as episomal vectors (Kelly et al., 1992). To 
investigate whether the derivative plasmids pRIBOTEX 

and p2IBOTEX-cat were present episomally or integ- 

rated into chromosomes, a pulse field gel electrophoretic 
analysis was carried out. Chromosomal preparations 
from trypanosomes transformed with pTEX-car exhib- 
ited the vast majority of neo hybridization signal in the 
gel orizin (Fig. 4A, lane 1), which is consistent with the 

occurrence of large circular episomal elements (Kelly 
et al., 1992). Nevertheless, additional hybridization 

bands were observed which could reflect site-specific 
integretion into the gapdh locus and/or random 
rearraligements in the genome. In the cases when cells 

were transformed with pRIBOTEX and pRIBOTEX- 
cat, th: neo gene was localized in a chromosomal sized 
band (Fig. 4A, lanes 2 and 3). This suggests the integ- 

ration of the vector into one chromosomal site, as 
previously suggested in the Southern analysis 

(Section 2.3). Interestingly, this chromosome has the 

A B 
1234 1 

    

    
probe : neo 

  

“rDNA 

. same electrophoretic position as that observed with a 
rDNA probe (Fig. 4B). When this blot was washed and 

re-hybridized with the gapdh intergenic region, a single 
band (1200 kb) corresponding to the gapdh genomic 
locus was evidenced in the non-transformed cells 

(Fig. 4C, lane 4). Both pRIBOTEX and pRIBOTEX- 
cat transformed cells show the gapdh genomic locus plus - 

a second band (1400 kb) indicating the position of the 
integrated vector (Fig. 4C, lanes 2 and 3). It is thus 
likely that the rDNA sequence cloned in pRIBOTEX is 

driving the vector to integrate into the rDNA locus, 

even when electroporated as supercoiled plasmid. 
Moreover, the rDNA fragment cloned in the plasmids 
bears one copy of a rRNA locus-specific repetitive 
element of 172 bp that could enhance recombination 

(Pulido et al., 1996). The integration of these plasmids 

was also evidenced by the fact that we were unable to 
recover them using the method described by Hirt (1967), 

which isolates low molecular weight DNA (data not 

shown). On the other hand, pTEX-cat was efficiently 

recovered with the Hirt procedure: Southern hybridiza- 

tion bands from the Hirt DNA were virtually ‘identical 
to those observed from the originai total DNA extracted 

from pTEX-caz transformed cells (data not shown). The 

integration of circular transforming plasmids into the 

T. cruzi genome, although not common (Otsu et al., 

1993; Nozaki and Cross, 1994; La Flamme et al., 1996), 

  

gapdh 

Fig. 4. Chromosomal analysis of T: cruzi transfectants. Chromosomes from T. cruzi cells transformed with pTEX-cat (lane 1), pRIBOTEX (lane 
2)and pF IBOTEX-cat (lane 3) were separated under transverse alternating field electrophoresis. Chromosomes from non-transformed trypanosomes 

were ana yzed in lane 4. Southern blots were hybridized with a neo probe (A), a rDNA fragment from the small subunit coding region (B), or 

with the zapdh intergenic fragment present in pTEX and pRIBOTEX (C). Samples depicted in (A) and (B) were run in parallel in the same gel. 
The filter shown in (C) corresponds to the one depicted in (B), hybridized after having stripped the rRNA gene probe by boiling in 10 mM EDTA 

pH 8 and 0.1% SDS, with three changes of buffer. The embedding of parasites for DNA plugs and chromosomal pulse field electrophoretic analysis 

was carried out as previously described (Hernandez-Rivas et al., 1992). Sacharomyces cerevisiae chromosomes were used as size standards.
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has been reported to occur by homologous recombina- 

tion (Hariharan et al., 1993). Detailed analysis of the 

integration site falls out of the scope of this communica- 
tion, but it is likely that the integrative feature of 
pRIBOTEX can provide additional stability to the 

transformants. 

2.5. Conclusions 

(1) The upstream region of the gapdh encoding genes 

cloned in the expression vectors pTEX and pTEX- 

cat was replaced with a region carrying the rDNA 

tsp, rendering the derivative plasmids pRIBOTEX 
and pRIBOTEX-cat. 

(2) In transient assays, T. cruzi cultures transformed 

with the derivative plasmid pRIBOTEX-cat express 

about 16 000-fold CAT activity as compared with 
cultures transformed with the parental vector 

pTEX-cat. . 

(3) The pRIBOTEX vectors shorten the selection time 

of T. cruzi stable transformants by 2 weeks. 

(4) The pRIBOTEX vectors stably integrate into a 

chromosome with an electrophoretic mobility iden- 

tical to that encoding the rDNA genes. 
(5) These features of pRIBOTEX together with the 

presence of a multiple cloning site, make this vector 

a useful tool for a rapid expression of genes in T. 

cruzi cells. 
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Datos no mostrados en el articulo 

Probables sitios aceptores del miniexén en el fragmento de DNA 

ribosomal 

Los sitios aceptores del miniexén estan formados por un dinucledtido 

AG antecedido por una pequefia region rica en pirimidinas. En la figura 6 

se muestra la secuencia del fragmento de DNAr de 806 pb presente en 

pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat. Como puede apreciarse en la secuencia, el 

fragmento de DNAr contiene 16 dinucledtidos AG después del sitio de 

inicio de la transcripcién. Muchas de las secuencias AG se localizan cerca 

de zonas ricas en T y/o C, por lo que potencialmente podrian funcionar 

como sitios aceptores del miniexon. 

Crecimiento de cultivos transfectados con pRIBOTEX-cat 

La figura 7 muestra la cinética de crecimiento de cultivos de T. cruzi 

transfectados con pRIBOTEX-cat y pTEX-cat, en presencia de G418. Tal 

como ocurre con pRIBOTEX y pTEX (fig. 2 del articulo), las células 

transfectadas con pRIBOTEX-cat comienzan a crecer alrededor de dos 

semanas antes que las células electroporadas con pTEX-cat.
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Abundancia relativa de los vectores de expresién en las células 

transformadas 

Con el objeto de analizar la abundancia relativa de los vectores de 

expresion en los cultivos electroporados, Ilevamos a cabo un experimento 

de hibridacién tipo slot blot, usando como sonda un fragmento del gene de 

neo (fig. 8). La cuantificacion de los fragmentos de nitrocelulosa 

radioactivos en liquido de centelleo nos indic6 que los cultivos 

transfectados con pTEX-cat contienen 50 veces mas DNA de plasmido que 

los cultivos electroporados con pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat. 

Localizacién celular del plasmido pRIBOTEX 

Con el fin de corroborar que pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat no se 

mantienen como episomas, sino que se integran en el genoma de las 

células transfectadas, llevamos a cabo una purificaci6n de DNA de bajo 

peso molecular de los cultivos transfectados establemente. Este DNA fue 

analizado mediante un experimento tipo Southern, hibridando con un 

fragmento del gene de neo. Como se aprecia en la fig. 9, no se obtuvo 

sefial alguna con el DNA de células transformadas con pRIBOTEX y 

pRIBOTEX-cat. En cambio, pTEX-cat si fue recuperado en el DNA de bajo 

peso molecular. La banda de 6.5 kb corresponde al plasmido linearizado. 

Estos resultados confirman que, a diferencia de pTEX-cat, pRIBOTEX y 

pRIBOTEX-cat se integran en el genoma de las células transformadas.
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CGAACGCGGA 

ACCAACTATT 

  Exeleletetcre sy 
CAATTTTTGG 
TTTTTAACCG 
GTGGCGTCGG 
GTCTTTTGTT 

KGTCAQcTIT 
AATGGGGGEG 
CATGCCGTGT 
TGTGTATTTT 
TCGTGGGAAA 
GCCGTGTGGA 
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CACCQTGGGA 
AATGTTCCGA 
GTGCGATGTG 
ATTTGGTGTG 
GTACCCCTAA 
TCCATTTGTG 
ARGGAATCGG 
TCGCATCGCC 
ATAATAAKGT 
GGATTTTCAT 
GCAATGTTTA 
ACCTTATCGT 
TCAAARGGGG 
TGCCAAGICT 

TATTTGCGCA CCCACCTTTC 
GAATAATACG GCTGGGCTGC 
CAGCATCCTA TTGTGGTGCT 
TIGGATTTTT AATTTTTTGA 
AAAAATTTTG GAGTTTCCGG 
TCTAGTACAT CATGGAGCGG 
TGTCCCTCAG] GATGTTTGGT 
GTATCGTGTG CGGCGCGACC 
GGATCATTTG GGTTTTTGGC 
ATAATTGIAG TGTACACATT 
TTTGCGTGCT GTGCGTGTCC 
CTCTCCCTCG CGTTGGCTGT 
AATCAACGTG TTCTTITTTIT 
GTGCARGAGr TAAC 

CCGTCGCAAT 

GCCGCGCGTT 

TTACCGCACA 

TGATTCGGAG 

GGTTCGATCC 

TATTCTCTCC 

TTITTCGTTTT 

TTCTTTTTGG 

CCTTTGCGGC 

GTGTGTGGGT 

TTTTIGTGATT 

GCGTGAATTG 

TTCRGAAGGG 

cGGcccceTc 
CCCCGCGTGA 
CCAGTTTCCT 
GAATTTTTTG 
AACTTGTGCT 
GGTGGccdaAg 
TITTTTTGCG 
CTCATTGGTC 
GCACCCGCGG 
CGCAAAATGT 
CCACCACTTG 
TCTGTCGCAT 

GAGIrcaAAgac 

Figura 6. Secuencia nucleotidica del fragmento de DNA ribosomal que 

contiene la regién promotora. El sitio de inicio de la transcripcién se 

muestra subrayado (G en la posicién 334). Ademas se sefialan los 

dinucleétidos AG localizados después del sitio de inicio de la transcripcién. 

También se muestra, en un cuadro, la copia del elemento repetido ER-172 

presente en el fragmento de DNAr (de las bases 16 a 187). 
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Figura 7. Seleccién con G418 de cultivos de T. cruzi transfectados. Se 

muestra la curva de crecimiento de cultivos electroporados con 

pRIBOTEX-cat, pTEX-cat, o sin DNA (control). El tiempo 0, no mostrado 

e1 la figura, corresponde al dia en el que se adicionéd G418 (250 ug/ml) a 

Ics cultivos. Las condiciones de electroporacién y seleccién son descritas 

e’ la fig. 2 del articulo.



_ 
I
H
Y
L
N
O
S
 
6
O
—
o
-
—
L
_
—
_
_
p
 —___ 

Zvuynold 

S
A
V
G
 

az 
oz 

8} 
9} 

th. 
Zt 

Ob 
 
 

_ 
#
8
9
-
x
3
1
0
       

289 
—
-
X
3
 

10 g
u
d
 

IW/ST1590 SO SNOITIW 

  
u) 
co



25 

Slot Blot 

Silvestre 

> @& pTEX-cat 

— — pRIBOTEX 

— — - pRIBOTEX-cat 

sonda: inserto neo 

Figura 8. Autorradiografia de una hibridacidn tipo slot blot con DNA de 

células transfectadas. DNA total aislado de células transformadas con 

pRIBOTEX (5 ug), pPRIBOTEX-cat (5 1g) y pTEX-cat (0.5 yg), y DNA de Ia 

cepa silvestre (5 ug), fue transferido a nitrocelulosa, por duplicado, con un 

aparato de slot blot. La membrana de nitrocelulosa fue entonces hibridada 

con un inserto de 197 pb del gene de neo. Después de obtener la 

autorradiografia, la nitrocelulosa fue cortada en 8 partes, y en un contador 

de centelleo liquido se determiné la radioactividad incorporada en cada 

ranura. Se hizo el ajuste correspondiente de las lecuras del contador, 

considerando que se transfirid 10 veces menos DNA de las células 

transformadas con pTEX-cat.
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Figura 9. Analisis tipo Southern con DNA de bajo peso molecular. El DNA 
de bajo peso molecular fue extraido de los cultivos transfectados por el 
método de Hirt, como lo describe Patnaik et al. (1993). Alrededor de 2 pg 
de DNA fueron digeridos con Sac |, fraccionados en un gel de agarosa al 
0.8 %, y transferidos a nitrocelulosa. La hibridacién se llevé a cabo con el 

inserto de 197 pb del gene de neo, marcado con [a-**P]dATP por random — 
primer.



A Trypanosoma cruzi ribosomal RNA gene promoter fragment 

forms a specific complex with nuclei derived proteins. 

Authors: Santiago Martinez-Calvillo, Patricia Espinosa and 

Roberto Hernandez* 

Departamento de Biologia Molecular, Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de 

México, México, D.F. 

*Correspondence to: 

Roberto Hernandez, Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

UNAM, Apartado Postal 70228, 04510 México D.F. 

Tel: +(525)622 3872, Fax: +(525)550 0048 

email: robher@servidor.unam.mx



Abstract 

To start the search of proteins from Trypanosoma cruzi 

with a potential role in the synthesis of ribosomal RNA 

(rRNA), gel retardation analyses of DNA restriction 

fragments from the rRNA gene promoter region were carried 

out. Our data show the specific binding of fT. cruzi nuclear 

factors to a fragment of 64 bp harboring the rRNA gene 

transcription start point. Nuclear extracts prepared from 

exponentially growing epimastigotes or from not growing 

cells from the stationary phase showed undistinguishable gel 

shift profiles. A higher steady state concentration of a 

rRNA precursor was nevertheless observed in cells growing 

exponentially. A Southwestern analysis revealed a 24kDa 

protein that specifically interacts with rRNA gene promoter. 

Key words: Trypanosoma cruzi; DNA-binding protein; rRNA; 

Transcription



  

Introduction 

Trypanosoma cruzi is a kinetoplastid parasitic 

protozoa, member of the family Trypanosomatidae. In humans 

T. cruzi causes Chagas disease, a condition that affects 

more than 20 millions in Mexico, Central and South America. 

Due to medical reasons Tf. cruzi,as well as other parasitic 

trypanosomes, have been widely studied. Molecular analyses 

of gene organization and expression in these species have 

revealed several atypical and fascinating mechanisms of gene 

expression such as the trans splicing of nuclear MRNAs, or 

the extensive edition of mitochondrial mRNAs (kinetoplast 

transcripts) (1,2). Our research work group has been 

interested in the molecular analysis of T. cruzi rRNA and 

their genes. These genes are atypical in that the coding 

region for the large subunit rRNA is organized as two large 

and five small modules of sequences (3). 

In eukaryotes rRNA genes are transcribed by RNA 

polymerase I, aided by an initiation complex. In 

vertebrates this complex is formed with the protein factors 

UBF and SL1 (4). Interestingly enough is the fact that the 

machinery for rRNA transcription is species specific (5). 

That is, protein extracts derived form a given species are 

unable to direct transcription from the promoter of another



  

species. Specificity of this type has also been described 

for rRNA genes from trypanosomatids (6,7). Therefore, the 

analysis of rRNA synthesis must be carried out independently 

in each species of interest. 

As part of our previous work in T. cruzi, we have 

mapped the transcription start point (tsp) of rRNA at 1768 

bp from the region coding for the small subunit 18S molecule 

(8). An 806 DNA fragment bearing this rRNA gene tsp 

strongly promoted the expression of both a reporter and a 

drug resistance genes (9). As a starting approach to 

identify fT. cruzi nuclear protein factors that bind to the 

xRNA gene promoter, data on gel retardation analyses is 

herein presented. The occurrence of T. cruzi nuclear 

protein(s) that specifically recognize a sequence containing 

the rRNA genes-tsp is shown. Nuclear extracts prepared from 

growing and not growing epimastigotes showed identical gel 

shift profiles. Evidence suggesting a differential rRNA 

synthesis under these growing conditions is presented.



  

Materials and Methods 

Organisms and RNA isolation. [f. cruzi epimastigotes from 

clone CL Brener were grown at 28°C in liver infusion- 

tryptose medium (LIT), supplemented with 10% fetal calf 

serum. Total cellular RNA was isolated by a single-step 

method (10). Northern-blot experiments were performed by 

standard techniques. 

Preparation of nuclear extracts. For nuclei preparation, 

T. cruzi cells were collected, washed twice with isotonic 

phosphate buffer saline (pH 7.2) and resuspended in eight 

volumes (referred to the apparent volume of the packed 

cells) of buffer A (10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM 

MgCl,, 0.5 mM DTT and 0.5 mM PMSF) (11). The cells were 

allowed to swell for 20 min on ice, and centrifuged for 10 

min at 6,000 rpm in a Sorvall HB-4 rotor at 4°C. The 

cellular pellet was resuspend in five volumes of buffer A 

with protease inhibitors (2 mM benzamidine, 5Syg/ml 

aprotinin, 5 wg/mi pepstatin A and 5 pg/ml leupeptin). 

Cells were manually disrupted by 30 strokes of a teflon 

homogenizer. The homogenate was checked microscopically for 

cell lysis, transferred to an eppendorf tube, and 

centrifuged for 2 min in a microfuge at 4°C. The pellet



containing nuclei was resuspended in 100 pl of buffer C (20 

mM Hepes pH 7.9, 0.42 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 mM 

DTT and 1 mM PMSF) with protease inhibitors. The suspension 

was stirred for 40 min by gentle rocking at 4°C, and the 

supernatant (nuclear extracts) was stored at -70°C. Protein 

concentration was determined by the method of Bradford (12). 

Electrophoretic mobility shift assays. Protein-DNA 

complexes were allowed to form and analyzed as described 

(13,14). Briefly, 3-9 wg of nuclear proteins were pre- 

incubated for 10 min on ice with 1.5 pg poly (dI-dC) (dI-dCc) 

in 20 pl of 5 mM Hepes pH 7.9, 80 mM NaCl, 0.5 mM DTT, 20% 

glycerol, 3 mM MgCl, and 3 mM spermidine. Thereafter, 

50,000 cpm (0.2 ng) of ? *p-kinased double-stranded DNA probe 

was added, and incubated for 20 min at 4°C. The DNA-protein 

complexes were resolved on a 4.5% polyacrylamide gel in 0.5 

X TBE buffer. The electrophoresis was carried out in 0.5 X 

TBE for 3 h at 150 V. The gel was fixed in 10% acetic acid 

and 10% methanol, dried and autoradiographed. For 

competition experiments, a 10- to 100-fold excess of either 

unlabeled competitor DNA restriction fragment or double- 

stranded oligonucleotide was added to the reaction at the 

same time that the probe.



  

Southwestern assays. Southwesterns were performed 

according to Miskimins et al. (15). Breafly, 30 wg of 

nuclear extract were mixed 1:1 with sample buffer (5% SDS, 5 

mM Tris-HCl pH 6.8, 200 mM DTT, 20% glycerol and 0.05% 

pyronin Y). Proteins were first fractionated by SDS-PAGE 

using a 10% acrylamide separating gel and then 

electrophoretically transferred to nitrocellulose paper at 

500 mA for 2 h in electroblotting buffer (25 mM Trizma base, 

190 mM glycine and 20% methanol). The blots were then 

stored at 4°C. To prevent nonspecific binding, the 

nitrocellulose filters were blocked with 5% nonfat dry milk 

in 10 mM Hepes pH 8.0 during lh at room temperature. The 

filters then were incubated for 1 h at room temperature in 

binding buffer (10 mM Hepes pH 8.0, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 

0.1 mM DTT and 0.25% nonfat dry milk) containing 5 X 10° cpm 

(Cerenkov) of 2p_labeled DNA per ml. Finally, the filters 

were washed in binding buffer containing 0.3 M NaCl (three 

times, each for 40 min) and exposed to X-ray films.



  

Results 

Nuclear protein binding to the rDNA promoter-fragment 

With the hypothesis that the Tf. cruzi rDNA tsp is 

present in a functional domain, and to investigate whether 

there are nuclear proteins capable of binding to this motif, 

a fragment of 64 nt (8-2A, Figure 1) spanning positions -48 

to +16 relative to the mapped tsp (8) was used as a probe in 

gel mobility shift assays. Figure 1A shows the presence of 

a retarded radioactive complex with the following features: 

(a) its apparent abundance depended on the amount of extract 

added (lanes 2-4), (b) the binding was competed with a non 

radioactive homologous DNA fragment present at 10, 50 and 

100 fold molar excess (lanes 5-7, respectively), (c) the 

radioactive signal could not be competed with the non 

related AP-1 oligonucleotide at the same molar ratios as 

above (lanes 8-10, respectively). This complex was also 

resistant to other non related sequences such as the pUC18 

polylinker region (data not shown). No complexes were 

evidenced in those cases where the DNA probe was a 

restriction fragment derived from other regions of the 

external transcribed spacer (fragments 8-2B and 4A, Figure 

1B). Likewise, fragment 8-3B spanning positions -111 to -49 

relative to the rRNA gene tsp (Figure 3) did not show 

binding ability (data not shown). We cannot rule out that 

T.cruzi proteins interact with these DNA regions in living 

cells.



  

Gel shift analyses from growing and not growing 

epimastigotes 

It is expected that ribosome biosynthesis in fT. cruzi 

is regulated depending on cell growth as has been found in 

all cellular types analyzed (16). Searching for the 

evidence of different pre-rRNA steady state concentrations 

under different growing conditions, a northern blot 

hybridization analysis was carried out with total RNA 

purified from both epimastigotes growing exponentially and 

not dividing cells from the stationary phase. This blot was 

hybridized with the genomic clone pRTC20 (3) which carries 

sequences derived from the transcribed rRNA gene spacer and 

from the coding region for the 18S rRNA (Figure 1). The 

autoradiograph depicted in Figure 2B, shows that a pre-rRNA 

species of approximately 5.3 kb, which is not the complete 

primary transcript but a relatively stable precursor (8), 

has a higher steady state concentration in RNA preparations 

isolated from growing epimastigotes. A difference in the 

rRNA synthesis under this growing conditions can therefore 

be expected. On the other hand, we were unable to observe 

appreciable differences in the complex formed with extracts 

prepared from cells isolated from these different growing 

conditions (Figure 2A), suggesting that a putative 

regulation for rRNA synthesis is not the relative abundance 

of the DNA interacting protein(s) evidenced in this work.



  

Southwestern analysis 

In order to identify proteins that could interact with 

the rRNA gene promoter, Southwestern analyses were carried 

out. Our results indicate that the rDNA fragment containg 

the tsp (fragment 8-2A) binds a protein of 24 kDa (Figure 

3). An adjacent fragment from the upstream region, 8-3B, 

was unable to bind any protein under these conditions 

(Figure 3). 
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Discussion 

Gel shift analysis has been successfully used to detect 

protein DNA interactions in a variety of situations (13,14). 

In trypanosomatid’s research this technique has been used 

just since few years ago (17). In the case of fT. cruzi 

species, there is to our knowledge just one report 

describing complexes formed with the spliced leader gene 

promoter (18). A DNA fragment containing a fT. cruzi rRNA 

tsp is here analyzed using this technique. Our results 

clearly show the occurrence of nuclei derived proteins from 

epimastigotes that specifically bind a rDNA fragment 

spanning positions -48 to +16 relative to the tsp. Whether 

these proteins are transcription factors remain to be 

tested, but its presence is in accordance with our previous 

results showing that an 806 bp rDNA fragment containing this 

tsp stimulates gene expression (9). That is, the rRNA gene 

tsp surrounding sequences are functionally recognized. The 

proteins interacting with the tsp bearing probe are 

apparently present at simmilar concentrations in both 

exponentially growing and stationary phase derived 

epimastigotes. Contrary to this result is the northern 

analysis that shows a higher steady state concentration of a 

pre~rRNA in the exponentially growing cells. A likely 

explanation to this disagreement could be that the rRNA 

biosynthesis is mostly regulated at a level other than 

transcription initiation. Transcription elongation rate or 

a



  

pre-rRNA processing are mechanisms that could be likely 

regulated under these different growing conditions. 

Nevertheless, it is important to point out that the 

occurrence of nuclear proteins that in vitro bind the rRNA 

tsp flanking sequences is by no means demonstration of gene 

transcription in the stationary phase derived cells. It has 

been reported that quists from Acanthamoeba castellanii 

downregulate their rRNA synthesis. In this case it was 

found that a modification in the RNA polymerase I is 

involved, with no differences in the concentration of the 

transcription initiation factor (TIF) (19). 

In the case of T. brucei species, there are reports 

describing the formation of specific gel retarding complexes 

with the rRNA gene promoter: Mburu and Beebee (20), and 

Jantz et al. (21) reported complexes with double stranded 

probes, while Vanhamme et al. (22) reported complexes only 

with single stranded oligonucleotides containing the 

noncoding strand of rRNA gene promoter. These groups used 

different experimental conditions. Therefore, it is” 

difficult to conciliate these different findings. 

Regarding Southwestern analysis with rRNA tsp bearing 

DNA sequences , a 24 kDa protein is here reported. A 

working hypothesis places this protein as a member of the 

rRNA transcription molecular machinery. Future studies 

should focus in its isolation and characterization. 
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Figure legends 

Figure 1. Specific binding of nuclear proteins to the rRNA 

gene promoter. A) Gel retardation analysis carried out with 

the tsp containing fragment 8-2A. The arrow indicates the 

radioactive complex formed after incubation of the probe 

with increasing amounts of nuclear protein extracts as: 0 pg 

(1), 3 pg (2), 6 wg (3) and 9 pg (4). Nine pg of extract 

were used in all other conditions shown in this slab. Lanes 

5-7 depict the effect of 10-, 50-, and 100- molar fold 

excess of unlabeled probe as homologous competitor, 

respectively. A 35 nt double stranded AP-1 oligonucleotide 

(23) was used as a not related competitor. Lanes 8-10 show 

its effect at 10-, 50-, and 100- molar fold, respectively. 

The free probe can be observed by the bottom of the gel. 8B) 

Gel shift analysis performed with fragments 8-2B (lanes 1-3) 

and 4A (lanes 4-6), see map at the bottom. The experiments 

were done with 0 wg (lanes 1 and 4), 5 pg (lanes 2 and 5), 

and 10 pg of protein extract (lanes 3 and 6). A restriction 

map of the rRNA genomic clone pRTC20 (3) is shown at the 

bottom. The bent arrow indicates the mapped tsp. The solid 

boxes represent the restriction fragments used as probes. 

18



Figure 2. Analysis from growing and not growing cells. A) 

Electrophoretic mobility shift assay performed with 9 yg of 

nuclear proteins from exponencially growing epimastigotes 

(lane 2) or stationary phase derived cells (lane 3). Lane 1 

contains no protein extract as control. The DNA probe used 

corresponds to the rDNA fragment 8-2A (see Figure 1). B) 

Northern hybridization analysis of Tf. cruzi rRNA. Total RNA 

(15 pg) from either exponentially growing cells (lane 1) or 

stationary phase cells (lane 2) was analized. The blotted 

filter was hybridized to the rRNA genomic clone pRTC20 (see 

Figure 1). 

Figure 3. Southwestern analysis with the rDNA promoter. 30 

ug of fT. cruzi nuclear proteins were separated by SDS-PAGE 

and transferred to nitrocellulose. The filters were 

hybridized to 2p random-primed fragments 8-2A (rigth panel) 

and 8-3B (left panel). A restriction map of the tsp 

surrounding area is shown at the bottom. The arrow 

indicates the mapped rDNA tsp, and the solid boxes the 

restriction fragments used as probes. 
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Datos no mostrados en el manuscrito 

Geles de retardamiento con fragmentos de DNAr 

El complejo de retardamiento formado con el inserto 8-2A no se vio 

afectado en los experimentos de competencia con un oligonucledtido que 

contiene un sitio de unién al factor AP-1 (fig. 1 del manuscrito). Dicho 

complejo también fue resistente al competir con otras secuencias no 

relacionadas al promotor del RNAr, como el polilinker de pUC18 (fig. 10) y 

oligonucledtidos con sitios de unién al factor Oct-1 y con una caja TATA 

(fig. 11). 

Por otro lado, cuando llevamos a cabo geles de retardamiento con el 

fragmento 8-3B como sonda (ver mapa de restriccién en la fig. 3 del 

manuscrito) no se formaron complejos DNA-proteina (fig. 12). El mismo 

resultado se habia obtenido con los fragmentos 8-2B y 4A (fig. 1B del 

miazinuscrito).
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Figura 10. Gel de retardamiento con el promotor del RNAr de T. cruzi. 
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[Este ensayo se Ilevé a cabo con el inserto 8-2A, usando 0 pg (1), 3 pg (2), 

6 pg (3) y 9 ug de extractos nucleares (4-10). En los carriles 5-7 se 

compitid con el mismo inserto 8-2A, sin marcar, en un exceso molar de 10, 

50 y 100 veces, respectivamente. Los carriles 8-10 muestran la 

competencia con el polilinker de pUC18, en un exceso molar de 10, 50 y 

100 veces, respectivamente.
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Figura 11. Autorradiografia de un gel de retardamiento con el promotor 

del RNAr. El! ensayo se realiz6é con el inserto 8-2A, usando 9 ug de 
extracto nuclear. En el carril 1 se muestra la sonda libre, sin extracto 
proteico. En los carriles 3-5 se compitid con un oligonucledtido de doble 
cadena de 25 bases que contiene un sitio de unién de Oct-1 (Garcia- 
Carranca et al., 1990), en un exceso molar de 10, 50 y 100 veces, 

respectivamente. En los carriles 6-8 se muestra la competencia con un 
oligonucledétido de doble cadena de 25 pb que contiene una caja TATA 
(Garcia-Carranca et al., 1990) en un exceso molar de 10, 50 y 100 veces.
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Figura 12. Gel de retardamiento con el fragmento 8-3B. El ensayo se 

llevé a cabo con 0 ug (carril 1), 5 pg (carril 2) y 10 yg (carril 3) de extractos 

nucleares de T. cruzi, como se indica en la seccidn de materiales y 

nétodos del articulo.
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RESULTADOS ADICIONALES 

Analisis funcional del elemento repetido ER-172 

En la secuencia de 806 pb de DNAr clonada en pRIBOTEX (fig. 6) 

hey una copia de un elemento repetido de 172 pb, ER-172, que es 

especifico del espaciador intergénico de la unidad de RNAr de T. cruzi (ver 

apéndice). Con el antecedente de que en la mayoria de los organismos 

aralizados hasta hoy las secuencias repetidas de los espaciadores 

infergénicos de la unidad de RNAr funcionan como activadores de la 

transcripciébn (Reeder, 1984), quisimos averiguar si en T. cruzi el ER-172 

cumplia una funcién analoga. Para ello, mediante la reaccién en cadena 

de la polimerasa (PCR) eliminamos un fragmento de 185 pb que contiene 

el ER-172 (nucledtidos 1 a 185 de la secuencia de la fig. 6) del inserto de 

806 pb. El fragmento resultante fue ligado en pTEX-cat al que previamente 

se le habia deletado la region GAPDH upstream, generando el vector 

pAER172-cat (fig. 13). Cuando transfectamos transitoriamente células de 

T. cruzi con pAER172-cat, encontramos que la actividad de CAT fue 145 

veces menor que la actividad obtenida con pRIBOTEX-caft (tabla Il); es 

decir, al eliminar el ER-172 del fragmento que contiene el promotor del 

RNAr se disminuyo considerablemente la actividad del gene reportero. No 

obstante, la actividad de CAT obtenida con pAER172-cat fue 110 veces 

mayor que la obtenida con pTEX-cat (tabla Il). 

Para analizar el elemento ER-172 en otro contexto, se construy6 una 

serie de vectores en los que los fragmentos de DNAr fueron clonados en
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pTEx-caf, sin eliminar ahora la regi6n GAPDH upstream (como se vera 

més adelante). De esta forma, transfectamos células de T. cruzi con 

pRIBO4-cat (con el ER-172) y pRIBO6-cat (sin el ER-172) (fig. 14B), y 

también con pRIBOTEX-cat y pAER172-cat. Cuando analizamos la 

actividad transitoria de CAT (tabla II!) no encontramos diferencias entre 

pRIBO4-cat y pRIBO6-cat, contrariamente a lo que observamos entre 

pRIBOTEX-cat y pAER172-cat (tablas II y Ill). Aparentemente, cuando no 

esta presente la regién upstream del locus de GAPDH (como en pAER172- 

cai) el ER-172 estimula la transcripcién, mientras que cuando si esta 

presente la secuencia upstream de GAPDH (como en pRIBO6-caf) el ER- 

172 no activa la transcripcién. El probable significado de estos resultados 

sera analizado en la discusi6n del presente trabajo. 

Delimitacién del promotor del RNAr 

La elevada actividad de CAT obtenida con pRIBOTEX-cat (tabla | del 

articulo, y tabla !I) nos indicé que el inserto de 806 pb que contiene el 

promotor del RNAr cuenta con una o varias regiones que funcionan 

eficientemente como sitios aceptores del miniexén (fig. 6). Estas regiones 

son necesarias para que el RNAm de cat pueda procesarse correctamente 

por trans-splicing. El hecho de que los sitios aceptores no hayan sido 

todavia identificados nos creaba una limitante al intentar caracterizar con 

mas detalle el promotor del RNAr: al deletar o invertir el fragmento de 

DNAr podriamos estar eliminando o alterando las secuencias necesarias 

para el procesamiento del transcrito. Por ello, para continuar con el 

analisis funcional de ja secuencia promotora era necesario construir
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plasmidos en los que el gene reportero de cat estuviera precedido por un 

sitio aceptor del miniexén endégeno. De esta forma, con un sitio de 

procesamiento fijo, cualquier cambio en la actividad de CAT seria debido a 

una mayor o menor transcripcion de su gene. 

EI fragmento GAPDH upstream de pTEX-cat (fig. 14A) contiene la 

region promotora de dicho locus y un sitio aceptor del miniexon. Esta 

region promotora es débil, pues en ensayos transitorios produce una 

actividad de CAT sumamente baja (tablas | y II). Por ello, decidimos clonar 

los: fragmentos de DNAr en los sitios Sac | y/o Sac Il de pTEX-cat (fig. 

13A), utilizando la regi6n GAPDH upstream como fuente del sitio aceptor 

del miniexon. En la fig. 14B se muestran los fragmentos de DNAr clonados 

en pTEX-cat. pRIBO4-cat y pRIBO5-cat contienen el fragmento de 806 pb 

(de Sac | a Hinc ll), en orientacién 5'-3' y 3'-5', respectivamente. En 

pRIBO6-cat y pRIBO7-cat esta clonado el fragmento de 629 pb (sin el 

elemento ER-172) en ambas orientaciones. Al deletar de! inserto de 806 el 

fragmento de Sac II a Hinc Il se genera un fragmento de 540 pb, el cual fue 

clonado en pTEX-cat para dar lugar a pRIBO8-cat. Finalmente, pRIBO9-cat 

contiene un fragmento de 355 pb, que incluye de las bases -148 a +207. 

Cuando transfectamos epimastigotes de T. cruzi con pRIBO4-cat y 

pRIBO6-cat se obtuvo una actividad de CAT muy alta, incluso un poco 

maiyor que la obtenida con pRIBOTEX-cat (tablas Ill y IV). En contraste, 

con pRIBO5-cat y pRIBO7-cat, que contienen los insertos de 806 y 629 pb 

en orientacion de 3'-5', la actividad de CAT fue practicamente nula (fig. 14B 

y tabla IV). Con los plasmidos pRIBO8-cat y pRIBO9-cat también se
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produjo una actividad de CAT muy elevada (tabla IV). Con esto, hemos 

encontrado que un fragmento de 355 pb (clonado en pRIBO9-cat) es 

suficiente para obtener la maxima actividad de CAT.
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Figura 13. Mapa de pAER172-cat. El fragmento de DNA ribosomal de 

629 pb (de las bases 186 a 814 de la secuencia presentada en la fig. 5) fue 

amplificado por PCR, usando como molde al plasmido pRIBOTEX. El 

oligonucledtido 5 empleado tiene la secuencia 5'- 

TAGAGCTCGGCTTATTTGGTGTGTIGGATT-3', y la secuencia del 

oligonucledtido 3' es 5-CGGTTAACTCTTGCACAGACTTGGCA-3'. El 

producto de PCR fue digerido con Sac | y Hinc I! (sitios de restriccién 

presentes en fos extremos de los oligonucledtidos) y ligado en pTEX-cat, 

cuya secuencia GAPDH upstream habia sido previamente deletada con 

Sac | y Spe |. El sitio de Spe | fue rellenado con klenow antes de la 

ligacién. La ausencia del elemento repetido ER-172 fue verificada 

secuenciando los extremos del inserto de DNAr clonado en dicho vector. 

La flecha sobre el fragmento de DNAr indica el sitio de inicio de la 

transcripcién. Todos los los sitios de corte que se indican son Unicos, 

excepto Bam Hl.
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TABLA Il 

  

Actividad de CAT en T. cruzi 

  

Vector Expresion 

transitoria? 

  

pRIBOTEX-cat 25,570.00 
21,380.00 
20,157.00 

pAER172-cat 166.60 
157.30 
137.30 

pTEX-cat 1.64 
1.06 
1.48 

pRIBOTEX® 0.17 
0.16 
0.15 

  

* Los valores representan cpm/yg de extracto protéico/hora de incubacién 

a 37°C. Las condiciones de electroporacion, la preparacion del extracto 

protéico, y del ensayo CAT se indican en el articulo. 

p Ensayo CAT realizado 60 horas después de la electroporacion (datos de 

tres: electroporaciones independientes). 

* Control negativo.
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TABLA Ill 

  

Actividad de CAT en T. cruzi 

  

Vector Expresion 
transitoria® 

  

pRIBOTEX-cat 52,466.23 
56,547.50 
57,293.33 

pAER172-cat 318.60 
326.15 
341.66 

pRIBO4-cat 90,578.13 
90,451.85 

112,428.35 

pRIBO6-cat 91,525.71 
93,555.55 
81,064.60 

pTEx-cat 2.53 
2.54 
2.76 

  

? Los valores representan cpm/yg de extracto protéico/hora de incubacion 

a 37°C. Las condiciones de preparacion del extracto protéico y del ensayo 

CAT se indican en el articulo. 

> Ensayo CAT realizado 60 h después de la electroporacién (datos de 3 

electroporaciones independientes).
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Figura 14. Analisis funcional de la secuencia promotora del RNAr. A) 

Mapa de pTEX-cat (Kelly et al., 1992), sefialandose los sitios de Sac | y 

Sac Il, en donde fueron clonados los insertos de DNA ribosomal. B) 

Construccién de vectores con el promotor de RNAr. pRIBO4-cat: el 

inserto de 806 pb, de Sac | a Hinc Il, fue purificado de la clona pRTC19 

(Martinez-Calvillo y Hernandez, 1994) y clonado en pTEX-cat digerido con 

Sac | y Sac I (tratado con la enzima klenow para convertirlo en extremo 

raso). pRIBOS-cat: el inserto de 806 pb fue purificado del vector pTRAP-8 

(no publicado) con Sac Il y Hind Ill (rellenado con klenow) y ligado en 

pTEX-cat digerido con Sac II y Sac | (tratado con klenow). pRIBO6-cat: el 

fragmento de 629 pb se obtuvo de pAER172-cat, digiriendo con Sac | y 

Sma |, y se ligo en pTEX-cat digerido con Sac | y Sac Il (tratado con 

Klenow). pRIBO7-cat: el inserto de obtuvo de pAER172-cat digiriendo 

con Sma ly Sac | (tratado con klenow) y se lig6 en pTEX-cat digerido con 

Sac li (tratado con klenow y fostatasa alcalina); ja orientacién 3'-5' del 

inserto se verificéd digiriendo con varias enzimas de restriccién. pRIBOS8- 

cat: el inserto de 540 pb se purificé de pRTC19 digiriendo con Sac | y Sac 

ll y fue ligado en pTEX-cat digerido con las mismas enzimas. pRIBO9-cat. 

el inserto de 355 pb se aisl6 de pAER172-cat digiriendo con Sac | y Sac Il, 

y se lig6 en pTEX-cat digerido con las mismas endonucleasas. En la 

columna de la derecha se indica el porcentaje de actividad de CAT 

obtenido con los diferentes vectores. Los numeros representan un 

promedio de los tres valores presentados para cada plasmido en la tabla 

!V, considerando que pRIBO4-cat tiene una actividad de CAT del 100 %.
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TABLA IV 

  

Actividad de CAT en T. cruzi* 

  

Vector Expresion 
transitoria® 

  

pRIBO4-cat 

pRIBOS5-cat 

pRIBO6-cat 

pRIBO7-cat 

pRIBO8-cat 

pRIBOSY-cat 

104,674.54 
96,836.25 
98,215.58 

0.96 
0.91 
0.89 

103,765.71 
92,387.82 

112,162.26 

0.99 
1.10 
1.12 

115,931.31 
106,335.38 
121,691.01 

115,020.31 
97,653.84 

105,904.28 
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® Los valores representan cpm/yg de extracto protéico/hora de incubacién 
a 37°C. Las condiciones de preparacién del extracto protéico y del ensayo 

CAT se describen en el articulo. 

> Ensayo CAT realizado 60 h después de la electroporacién (datos de 3 
electroporaciones independientes).
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DISCUSION 

Una caracteristica importante de T. cruzi es su heterogeneidad en 

relacién a sus propiedades bioldgicas y médicas, como contenido de DNA, 

tasa de crecimiento, infectividad y tropismo tisular (Miles, 1979). Ademas, 

la variabilidad genética del parasito se ha hecho evidente al analizar 

electroforéticamente patrones de isoenzimas, patrones de restriccion de 

DNA del cinetoplasto y de DNA del espaciador intergénico de la unidad de 

RNAr, DNA polimorfico amplificado azarosamente por PCR (RAPD-PCR), 

cariotipos moleculares, etc. (Tibayrenc et al., 1993; Zavala-Castro et al., 

1992). Esto planted la necesidad de designar una cepa de referencia, que 

presentara todas las caracteristicas bioldgicas importantes del parasito, y 

que fuera utilizada en todo el mundo para el proyecto del mapeo del 

genoma de T. cruzi, auspiciado por la Organizacién Mundial de la Salud. 

La clona CL Brener, derivada de la cepa brasilefia CL, fue designada como 

la clona de referencia (Frasch, et al., 1997). 

La region promotora del RNAr que nosotros estamos estudiando fue 

aislada de la cepa mexicana C4 (Martinez-Calvillo y Hernandez, 1994). 

Sin embargo, decidimos llevar a cabo el analisis funcional del promotor en 

la clona de referencia internacional. Nuestros resultados demuestran que 

ia regién promotora del RNAr de la cepa C4 es fuertemente activa en la 

clona CL Brener. Esto hace del vector pRIBOTEX una herramienta muy 

util para el estudio de diversos aspectos de la expresién genética en la 

clona de referencia internacioinal.
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La RNA pol | de los tripanosomas puede producir RNAm funcionales 

En afios recientes, los tripanosomas han sido objeto de amplio 

estudio, no solo por su importancia médica, sino también por los aspectos 

atipicos de su biologia molecular. Un ejemplo de estos Ultimos lo 

constituye el hecho de que, contrario a lo que sucede en la mayoria de los 

eucariontes, en los tripanosomas se ha demostrado que la RNA pol | tiene 

la capacidad de producir eficientemente RNAm funcionales (Rudenko et 

al., 1991; Zomerdijk et al., 1991a). En otros organismos esto no es posible 

debido a que la enzima que adiciona el “cap" al extremo 5' de los RNAm se 

encuentra asociada con la RNA pol Il, y no con la RNA pol |; por esto, 

cuando un RNAm es sintetizado con la RNA pol |, éste carece de un "cap" 

y por lo tanto es un transcrito inestable que ademas es traducido con baja 

eficiencia (Lopata et al., 1986; Chung et al., 1992). En los tripanosomas el 

“czip" se adiciona post-transcripcionalmente, por trans-splicing, por lo que 

tecricamente cualquier molécula de RNA puede adquiririo si posee un sitio 

aceptor del miniexén, independientemente de la RNA polimerasa que lo 

haya sintetizado (Rudenko et al., 1991). Nosotros hemos aprovechado 

esie hecho para analizar el promotor del RNAr de T. cruzi, usando el gene 

reportero de CAT. De forma interesante, el fragmento de DNAr de 806 pb 

presente en pRIBOTEX-cat contiene, ademas de las secuencias 

promotoras, uno o mas sitios aceptores de] miniex6n cripticos que 

resultaron muy eficientes; la adicién de un sitio aceptor enddgeno (del 

locus de GAPDH) produjo un incremento pequefio (de menos del doble) en 

la actividad de CAT (compare la actividad de pRIBOTEX-cat con la de 

pRIBO4-cat, en la tabla Ill). En T. brucei, en cambio, el promotor del RNAr
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requiere forzosamente de la presencia de un sitio aceptor del miniexon 

para dirigir la expresién de un gene reportero (Rudenko et al., 1991). 

Muy interesante es el hecho de que en Trypanosoma brucei los 

genes que codifican para las dos proteinas mas abundantes, las 

glicoproteinas variables de superficie (VSG) y la prociclina, son 

aparentemente transcritos por la RNA poi | (Van der Ploeg et al., 1992; 

Chung et al., 1992). Varias lineas de evidencia apoyan esta hipdtesis; por 

ejemplo, la transcripcién de estos genes es resistente a altas 

concentraciones de a-amanitina y sarcosil (que inhiben totalmente a las 

RNA polimerasas II y Ill). Ademas, los promotores de los VSG y la 

prociclina presentan similitudes estructurales con el promotor del RNAr 

(Brown et al., 1992; Zomerdijk et al., 1991b). De hecho, se ha demostrado 

que promotores hibridos, con un dominio del promotor de RNAr y otro del 

promotor de la prociclina, pueden dirigir eficientemente la expresién del 

gene reportero de luciferasa (Janz y Clayton, 1994). 

Promotores del RNAr en los tripanosomas. 

Dentro de la familia Trypanosomatidae, el promotor del RNAr que ha 

sido mas estudiado es el de T. brucei. Recientemente se report6 que un 

fragmento de DNAr de 268 pb, de -258 a +10, contiene todos los 

elementos requeridos para producir la maxima expresién de un gene 

reportero (Zomerdijk et al., 1991b; Rudenko et al., 1991). En analogia con 

otros organismos, en el promotor ribosomal de T. brucei esta presente un 

dominio “rio arriba", pues deleciones de la regién de -258 a -181 producen
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una caida de 7 veces en la actividad de CAT (Zomerdijk et al., 1991b). 

Generando mutaciones y deleciones en la regién promotora, se encontré 

que el dominio central tiene dos regiones muy importantes: de -13 a -42 y 

de -53 a -62 (Janz y Clayton, 1994). Como en otros promotores 

ribosomales, mutaciones en las bases que rodean al sitio de inicio de la 

transcripcion (-1 y +1) abaten totalmente la actividad promotora (Rudenko 

et al., 1991; Zomerdijk et al, 1991b). Por lo que toca a Crithidia 

fasciculata, el promotor de RNAr fue ubicado en un fragmento de 1.3 kb 

que contiene el sitio de inicio de la transcripcién; con este fragmento se 

construyo un vector de expresién, pero el promotor no ha sido disectado 

(Biebinger y Clayton, 1996). En Leishmania chagasi y Leishmania 

amazonensis recientemente se localizé el sitio de inicio de la transcripcién 

de la unidad de RNAr, pero los promotores no han sido delimitados con 

detalle. En ambos casos la maxima expresién de los genes reporteros se 

obtiene con fragmentos mayores de 1kb (Gay et al., 1996; Uliana et al., 

19136). 

En T. cruzi, en el presente trabajo hemos demostrado que un 

fragmento de 355 pb, de las bases -148 a +207, contiene completa la 

regién promotora del RNAr, pues con él se produce la maxima expresién 

del gene reportero de CAT (fig. 14B y tabla IV). Futuros analisis nos 

permitiran determinar si es posible acortar alin mas el fragmento sin que 

dis ninuya su fuerza promotora. No obstante, con este resultado podemos 

ya afirmar que de existir un dominio "rio arriba" en el promotor ribosomal 

de T. cruzi, éste seria mas pequefio que en T. brucei, en donde dicho 

dorninio se extiende hasta la base -258 (Zomerdijk et al., 1991b).
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Nuestros geles de retardamiento con el DNAr (ver manuscrito) 

claramente demuestran que el fragmento de 64 pb que incluye el sitio de 

inicio de la transcripcion, y que esta contenido en el fragmento de 355 pb, 

une de manera especifica proteinas nucleares de T. cruzi. La elevada 

actividad promotora de esta regidn nos hace suponer que las proteinas 

que se le unen son factores transcripcionales. El fragmento de 64 pb 

abarca de las bases -48 a +16, por lo que podria contener el dominio 

central del promotor ribosomal, como ocurre en mamiferos y en levadura 

(Sallner-Webb y Mougey, 1991; Young Choe et al., 1992). 

Un punto interesante a destacar es el hecho de que en el fragmento 

de 355 pb no esta contenida la probable regién promotora proximal, 

reportada por Dietrich et al. (1993) en la cepa CL de T. cruzi (Martinez- 

Calvillo y Hernandez, 1994). Comparando la actividad de CAT obtenida 

cori pRIBO4-cat y pRIBO6-cat (que si contienen el promotor proximal) 

coritra pRIBO9-cat (en donde fue deletado el promotor proximal) no se 

observan diferencias importantes (tabla IV). 

El grupo que describié el promotor proximal en la cepa CL reporto 

recientemente la secuencia del promotor de RNAr de varias cepas 

suclamericanas de T. cruzi (Nunes et al., 1997). La comparaci6n de dichas 

secuencias permitié dividir en dos grupos a los promotores ribosomales, 

presentandose alrededor de un 13% de diferencias entre los dos grupos, y 

diferencias de 0.16 a 1.3% dentro de cada grupo. Cabe aclarar que el 

fragmento de DNAr que usan en las comparaciones incluye el promotor 

distal (Martinez-Calvillo y Hernandez, 1994), ademas del proximal. 
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Transfecciones transitorias llevadas a cabo con plasmidos reporteros 

construidos con un promotor representativo de cada grupo indicaron que 

los promotores del grupo | son funcionales en las cepas de ese mismo 

grupo, pero no en las cepas que tienen promotor del grupo II. En cambio, 

lo: promotores del grupo II resultaron activos en todas las cepas. Cuando 

nasotros comparamos la secuencia del promotor ribosomal de la cepa C4 

ccn el resto de las secuencias reportadas encontramos que pertenece al 

grupo Ii (datos no mostrados), lo cual significa que el vector pRIBOTEX es 

funcional en todas las cepas, independientemente del grupo al que 

pertenezcan. El hecho de que pRIBOTEX sea tan activo en la clona CL 

Brener, que pertenece al grupo |, apoya esta afirmaci6n. 

De forma interesante, el analisis de las secuencias promotoras del 

gene del miniex6n de T. cruzi, y otros analisis moleculares (Nunes et al., 

1997; Souto et al., 1996) han revelado resultados similares a los obtenidos 

con el promotor del RNAr, en el sentido de que las cepas de T. cruzi 

pueden dividirse en dos subgrupos. Se ha propuesto que los dos 

sudgrupos representan linajes filogenéticos independientes, resultado de 

una divergencia evolutiva temprana (Souto etal., 1996; Floeter-Winter et 

al., 1997). 

éEs el elemento ER-172 un activador de la transcripci6n? 

Los elementos repetidos de 60/81 pb de Xenopus (Labhart y Reeder, 

19134) y los de 140 pb de raton (Kuhn et al., 1990) funcionan como 

activadores de la transcripcién del locus del RNAr. La estimulacion en la
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transcripci6bn es mayor al aumentar el numero de elementos repetidos, 

llegando a ser de hasta 5-20 veces en Xenopus (Reeder, 1984) y de 2-12 

veces en raton (Pikaard et al., 1990). En protozoarios, aparentemente los 

enhancers de la unidad de RNAr son menos fuertes que en vertebrados: 

en Acanthamoeba castellanii los elementos repetidos de 140 pb estimulan 

alrededor de dos veces la sintesis del RNAr (Yang et al., 1994), mientras 

que las secuencias repetidas de 64 pb de L. chagasi incrementan la 

expresién de un gene reportero sdlio 1.5 veces (Gay et al., 1996). Tyler- 

Cross et al. (1995) reportaron que los elementos repetidos de 172 pb (ER- 

172) de los espaciadores intergénicos de 7. cruzi no estimulan la 

transcripcién del promotor ribosomal; sin embargo, la naturaleza repetitiva 

y la localizacién de dichos elementos fuertemente sugieren lo contrario. 

Nuestro propio analisis a este respecto nos dio resultados contradictorios. 

Por una parte, la delecién de la copia del ER-172 de pRIBOTEX-cat (en el 

pléismido pAER172-cat) fue suficiente para disminuir 145 veces la actividad 

de CAT (tabla I!). Por otro lado, la ausencia del ER-172 en pRIBO6-cat y 

pRIBO9-cat no generé ningtin cambio en la actividad del gene reportero, 

comparando con pRIBO4-cat y pRIBO8-cat (tablas Ill y IV), El hecho de 

que ja Unica diferencia entre pAER172-cat y pRIBO4-cat sea que este 

Ultimo presenta un sitio aceptor del miniex6n enddgeno (del locus de 

GAPDH) nos sugiere que la drastica reduccién en la actividad de CAT 

observada con pAER172-cat probablemente se deba a una alteracion en el 

procesamiento del transcrito de CAT, y no a una reduccion en la 

transcripcién det mismo. En este plasmido, la eficiencia del trans-splicing 

del RNAm de CAT pudo haberse afectado como consecuencia de la 

delecién de 185 pb del inserto de DNAr, o debido a la incorporaci6n de un
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cambio en la secuencia del fragmento durante la amplificacién por PCR. A 

este respecto, al secuenciar ambos extremos del fragmento de 629 pb- 

clonado en pAER172-cat no encontramos ningtin cambio; aunque tal vez 

en los 220 pb no secuenciados (en el centro del inserto) podria 

presentarse alguna modificacién en la secuencia. En forma adicional, 

pareceria poco probable que una sola copia del elemento ER-172 fuera 

capaz de estimular 145 veces la transcripcién del RNAr, considerando que 

los reportes indican que en los protozoarios los enhancers son poco 

activos. Nuestros resultados, no obstante, tampoco nos permiten concluir 

que el ER-172 no es un activador de la transcripci6n. Probablemente se 

recuieran varias copias del elemento para que la estimulacion de la 

transcripcién sea evidente, como en L. chagasi (Gay et al., 1996). Sera 

necesario construir nuevos vectores en los que estén pesentes varias 

copias del elemento repetido ER-172 para esclarecer su papel en la 

sintesis del RNAr. 

En resumen, en este trabajo demostramos que las secuencias de 

DNA que contienen el sitio de inicio de la transcripcién del gene del RNAr 

de T. cruzi contienen la regién promotora de dicho gene. Nuestros 

resultados muestran que en un fragmento de 355 pb (de los nucleotidos 

-148 a +207) esta presente la regién promotora completa, pues con él se 

obtiene la maxima expresién de un gene reportero. Mediante ensayos 

CAT transitorios encontramos que el promotor de RNAr es alrededor de 

16,000 veces mas fuerte que el promotor del gene de gliceraldehido 3- 

fosfato deshidrogenasa. Por medio de geles de_ retardamiento 

encontramos que proteinas nucleares de T. cruzi se unen de manera
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especifica a las secuencias promotoras del RNAr. Ademas, con el 

promotor ribosomal construimos el vector de expresién para T. cruzi 

pRIBOTEX. A diferencia de otros vectores, pRIBOTEX permite una muy 

elevada expresion transitoria y estable de un gene reportero. Ademas, con 

pRIBOTEX se acorta al menos dos semanas el tiempo de seleccién para la 

obtencién de lineas transfectadas establemente (en comparacién con el 

vector pTEX). Otra ventaja de pRIBOTEX es el hecho de que es muy 

activo en la clona de referencia internacional CL Brener. Todas estas 

caracteristicas hacen de pRIBOTEX una herramienta muy Util para la 

expresién de genes en T. cruzi. De hecho, investigadores de varios 

laboratorios del mundo ya nos han solicitado este vector para estudiar 

diversos aspectos de la biologia de T. cruzi.
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CONCLUSIONES 

- Un fragmento de 806 pb que contiene el sitio de inicio de la transcripcion 
del locus del RNAr de T. cruzi es capaz de dirigir eficientemente la 
expresién del gene reportero de CAT. Cuando el fragmento de DNAr es 
analizado en la orientacién de 3'-5' no se presenta actividad reportera 
alguna. 

- Hemos construido los vectores pRIBOTEX y pRIBOTEX-cat con el 
fragmento de 806 pb que contiene la region promotora del gene del 
RNAr. pRIBOTEX permite una muy elevada expresién transitoria y 
estable de un gene reportero. Con este plasmido, ademas, se acorta al 
menos dos semanas el tiempo de seleccién para la obtencidn de lineas 
transfectadas establemente. 

- Ein ensayos CAT transitorios, con extractos de células transformadas con 
pRIBOTEX-cat y pTEX-caf, encontramos que el promotor del RNAr es 
cerca de 16,000 veces mas fuerte que el promotor del gene de 
qliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. 

- E:! analisis molecular de los cultivos transformados establemente reveld 
cue: 1) las células transfectadas con pRIBOTEX-cat contienen alrededor 
cle 50 veces menos DNA de plasmido que las células transfectadas con 
-'TEX-cat; y 2) pRIBOTEX se integra en el genoma de 7. cruzi, mientras 
cue pTEX se mantiene como elemento extracromosomal. 

- Haciendo deleciones en el fragmento de 806 pb, encontramos que un 
fragmento de 335 pb, de las bases -148 a +207, es suficiente para 
cbtener la maxima expresién del gene reportero de CAT. 

- Un fragmento de DNAr de 64 pb que contiene el sitio de inicio de la 
transcripcién une de manera especifica proteinas nucleares de T. cruzi. 
Gon otros fragmentos de DNAr no se observaron complejos DNA- 
proteina. 

- Una proteina de 24 kDa se asocia especificamente con el promotor del 
gene del RNAr de T. cruzi.
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PERSPECTIVAS 

En el presente trabajo reportamos que un fragmento de DNA de 355 

pb (de los nucledtidos -148 a +207) contiene ta regién promotora del gene 

de RNAr de TJ. cruzi. Uno de nuestros intereses es encontrar la secuencia 

minima que sea capaz de dirigir la maxima expresién del gene reportero 

de CAT. Para ello tlevaremos a cabo deleciones del fragmento de 355 pb. 

Asimismo, estamos interesados en analizar minuciosamente el promotor, 

localizando nucledtidos funcionalmente importantes, y determinado si esta 

formado por dos dominios (central y "upstream"), como ocurre en otros 

organismos eucariontes. La identificaci6n y caracterizacion de las 

proteinas que interaccionan con el promotor del gene de RNAr es otra de 

las areas que nos gustaria explorar. Resultaria interesante determinar si el 

complejo de iniciaci6n de la RNA pol | de los tripanosomas esta formado 

po’ proteinas analogas a UBF y SL1. En los tripanosomas se sabe muy 

poco sobre las secuencias activadoras de la transcripcién. En particular, 

en T. cruzi no se ha descrito ninguna de dichas secuencias, por lo que 

resulta interesante continuar analizando la probable funcién de enhancer 

del elemento ER-172. 

El andlisis de la secuencia promotora de la unidad de RNA ribosomal 

de T. cruzi es parte de un proyecto que, largo plazo, tiene por objetivo 

principal el estudiar como se regula y coordina la sintesis del RNAr con la 

de los otros componentes del ribosoma (esto es, las proteinas ribosomales 

y el RNAr 5S). La participacién de las tres RNA polimerasas en la sintesis 

de los componentes del ribosoma hace atin mas interesante este estudio.
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Abstract 

To determine the occurrence of conserved domains of presumed functional selection, a genomic restriction analysis was carried out in the region surrounding a transcription start point (tsp) from the rRNA cistron in T. cruzi. The transcribed spacer was found highly conserved among several isolates, whereas at 146 bp upstream from the tsp a highly polymor- phic pattern was evidenced with a probe that contains sequences of a Tepetitive element (172 bp). Both genomic and chromosomal hybridizations indicated the linkage of the repetitive element to coding regions of the rRNA cistron, This represents the first example of a repetitive element not interspersed throughout the genome of T. cruzi, and strongly suggests that a functional role is being selected. 

Keywords: Trypanosoma cruzi: (DNA spacer; Repetitive element 

  

1. Introduction 

Trypanosoma cruzi is the ancient protozoan causative agent of Chagas’ disease. This organism has a remarkable biological heterogeneity (Dvorak, 1984). Therefore, 
the analysis of its genome is relevant for both biology and medicine. 

As a genetic model we have been studying the 7. cruzi nuclear cistrons encoding 
tRNA (Hernandez et al., 1993). There are about 110 copies of these genes per 
nucleus encoded in at least two chromosomes (Castro et al., 1981; Wagner and So, 
1990), separated by sequences longer than 20 kb (Hernandez and Castafieda, 1983). 
Interestingly, 7. cruzirRNA genes exhibit an unusual organization where the coding 
regions for three large and 5 small rRNA molecules are separated by internal 
transcribed spacers (Hernandez et al., 1988). Such an atypical gene structure is 
conserved in all trypanosomatids studied to date, and can be considered as a genetic 
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hallmark of the family Trypanosomatidae (see Hernandez et al., 1993 for review). 

Neither the transcribed gene spacers nor the external spacers that separate rRNA 

transcription units are conserved in other trypanosomes. The latter are even hetero- 

geneous in length and/or sequence within individual 7. cruzi isolates or clones, and 

have been used as molecular tools for parasite classifications (Zavala-Castro et al., 

1992). Searching for conserved sequence domains of presumed functional selection, 

we carried out a comparative analysis of genomic restriction sites around the 

rRNA transcription start point (tsp) (Dietrich et al., 1993; Martinez-Calvillo and 

Hernandez, 1994) from different isolates of T. cruzi. Our data here presented show 

that downstream from the tsp (Martinez-Calvillo and Hernandez, 1994) there is a 

strong sequence conservation. On the other hand, upstream from this point within 

the non transcribed region, there is evident polymorphism of a previously identified 

direct repeated element (Dietrich et al., 1993). Recently, Tyler-Cross et al. (1995) 

reported that this repetitive element does not stimulate the expression of a gene 

reporter. Interestingly, the analysis here presented shows that this sequence is linked 

to the non-transcribed spacers of rRNA coding regions, and represents the first 

repetitive DNA not interdispersed throughout the T. cruzi genome. 

2. Materials and methods 

2.1. Isolates, cultures and genomic DNA preparations 

Epimastigotes from selected T. cruzi Mexican isolates and international reference 

strains (Zavala-Castro et al., 1992) were cultured and total DNA was prepared as 

described therein. : 

2.2. DNA probes and sequence coordinates 

As indicated in the figure legends, DNA probes for hybridizations were prepared 

from gel purified restriction fragments separated from the T. cruzi rDNA clone 

pRTC20 that carries sequences from the rRNA gene spacer (Hernandez et al., 1988). 

This clone has been entirely sequenced (GeneBank accession numbers L13926 and 

M31432). The repetitive element here analyzed is flanked by positions 16-187 from 

the accessed sequence L13926. The DNA fragments were radiolabeled by random 

priming and [a-*?P]dATP from Amersham. 

2.3. Genomic DNA and chromosomal southern hybridizations 

Southern-blot experiments were carried out by standard techniques (Southern, 

1975). For the analysis of chromosomes, epimastigotes were embedded and lysed in 

agarose blocks as described (Wagner and So, 1990). The embedded material of 

approximately 1 x 10” parasites was loaded on 0.8% agarose gels and submitted 

to transverse alternating field electrophoresis (TAFE) as previously described 

(Hernandez-Rivas et al., 1992). Blots were prepared from these gels after 
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depurination in 0.2 N HCl. The samples were loaded in duplicate to produce 
equivalent pairs of filters per run. Hybridization conditions were carried as described 
elsewhere (Zavala-Castro et al., 1992). On the other hand, genomic hybridizations 
with different probes were carried out on the same membrane. Filters were stripped 
between probings by boiling in 10mM EDTA pH 8 and 0.1% SDS with three 
changes of buffer. The membranes were always inspected by autoradiography for 
remaining signals of hybridization. If there was any faint band(s) still apparent, the 
membranes were left for decay until complete disappearance of the radioactive signal. 

3. Results 

3.1. Mapping of two genomic domains with different polymorphism 

With the hypothesis that sequences structurally or functionally important are 
conserved throughout evolution, we carried out a comparative genomic Southern 
analysis around the rRNA tsp (Martinez-Calvillo and Hernandez, 1994) as present 

in 4 South American clones and 7 Mexican isolates. Fig. 1 shows the hybridization 
profile of genomic DNA digested with Hinfl, hybridized to a 210 bp fragment (8-2) 
that carries the mapped transcription start sequence (Martinez-Calvillo and 

Hernandez, 1994) (panel B), and the correspondent profile obtained with the 

upstream adjacent fragment 8-3 (280 bp) (panel A). The former exhibits a micro- 
heterogeneity consistent with the loss of a Hinfl site, whereas the latter shows a 
highly polymorphic pattern that distinguishes all DNA sources analyzed. The occur- 
rence of Hinfl partial digestion products can be virtually ruled out since a parallel 

genomic digest was also hybridized with a probe derived from the internal region 

of the transcription unit, where there is no polymorphism, and no indication of 

partial digestion products was observed (data not shown). It is relevant to stress 

that the fragment 8-3 contains a repetitive element (172 bp) previously described 
(Dietrich et al., 1993). 

32, Genomic linkage of sequences 

With the aim to find out whether the repetitive element is present interspersed 
throughout the genome or only localized within the rDNA spacer, Hind} II genomic 

Southerns were independently probed with small subunit rRNA (SSU) coding 
regions and with a DNA fragment bearing the repetitive element of 172 bp (Fig. 2). 
It is appropriate to point out that a conserved Hindill site is present at 1700 bp 

downstream from the region encoding the 5’ end of the SSU rRNA, and that 
upstream from this site HindIII] polymorphism occurs within the non-transcribed 
intergenic spacer. Fig. 2 shows that, with exception of a band in the Mexican stock 
Ninoa DNA lane, all other bands are present, albeit with different intensities, in 

both autoradiographs. This indicates a linkage of the repetitive element with the 
coding region of the rRNA main transcription unit.
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Fig, 1. Southern hybridization analysis of T. cruzi genomic DNA to rRNA gene spacer fragments. Total 

DNA from the indicated isolates or strains were digested with Hinfl endonuclease and hybridized with 

cloned labeled fragments as indicated in the restriction map. The solid box within fragment 8-3 represents 

the 172 bp repeated element. The bent arrow indicates the transcription start point (tsp) mapped in our 

clone (Martinez-Calvillo and Hernandez, 1994). SSU stands for small subunit rRNA coding region. 

Fragment size markers were 2 HindIII (left to panel A) and pBR322 Hinfl (in between panels A and B). 

3.3. Chromosomal analysis 

Chromosomes from 7 T. cruzi stocks were prepared and separated by TAFE 

(Hernandez-Rivas et al., 1992). Southern blots were independently hybridized to 

both the repetitive element insert (8-3a) and the rRNA coding region (pRTC27). 

Fig. 3 shows that in all cases both probes hybridize to the same chromosomal bands. 

4. Discussion 

Several repetitive DNA elements have been reported from T. cruzi (Gonzalez 

et al., 1984; Wincker et al., 1990; Requena et al., 1992, 1994; Vazquez et al., 1994; 
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Fig. 2. Genomic linkage of the repetitive element to the rRNA cistron. HindlII digests of T. cruzi genomic 

DNAs were probed with a repetitive element bearing fragment (8-3a) or with a cloned insert from the 

SSU coding region (pRTC27). For additional explanation see legend to Fig. 1. 

Gonzalez et al., 1994). Among these there are some found within the rRNA 
intergenic spacer region (Gonzalez et al., 1994), but in all the cases analyzed the 
repetitive DNAs occur interspersed along the genome, even in association with 
protein coding transcripts. A working hypothesis for repetitive motifs located 
upstream from the rRNA gene promoter is that they function as transcription 

enhancers, as has been demonstrated in the rRNA cistrons of insects, amphibians 

and mammals (Labhart and Reeder, 1984; Grimaldi and Di Nocera, 1988; Pikaard 

et al., 1990). The repetitive elements here analyzed are localized in a position 
analogous to the enhancers just mentioned, but their role as enhancers could not be 
demonstrated since they were unable to stimulate the 7. cruzi rRNA promoter in a 
transient transfection assay (Tyler-Cross et al., 1995). 

The findings here presented show for the first time the linkage of a T. cruzi 
repetitive DNA element to a specific locus (FRNA main transcription unit). 
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Fig. 3. Chromosomal comparative location of the repetitive element and the rRNA cistron. Southera 

hybridizations of selected 7. cruzi isolates or strains chromosomal preparations separated under transverse 
alternating field electrophoresis. For DNA probes information see restriction map at the bottom of Fig. 2. 

S. cerevisiae chromosomes were used as size markers. 

Moreover, taking into account the remarkable heterogeneity present within 7. cruzi 

species (Dvorak, 1984), the genetic linkage described suggests that a biological 
function is being selected throughout evolution. Preliminary experiments of quantita- 
tive hybridization indicate that this element is present at different multiplicities 
depending upon the stock analyzed: the figures range from 2 to 8 fold molar excess 
to the rRNA coding regions. That is, about 200-800 copies per nuclei (data not 
shown). The repeats were localized at less than 150 bp upstream from the distal tsp 

of the rRNA cistron (Martinez-Calvillo and Hernandez, 1994), and at about 3.5 kb 

from the region encoding the 3’ end (data not shown). 

A role in the enhancement of transcription has not been found for this element 
(Tyler-Cross et al., 1995). An independent and not exclusive hypothesis for its 
function could be the stimulation of inter- and intrachromosomal recombination. 

This role would be relevant in a conceivable mechanism for the rRNA gene homoge- 
nization among the 110 or so members of the family. HOT! is a recombination hot 
spot sequence from the rDNA promoter region of Saccharomyces cerevisiae (Haber, 
1992), and could be paradigmatic in our case. 

Finally, this repetitive element can be a very useful tool in the T. cruzi genome 
mapping project currently launched by the World Health Organization, since it 
represents a locus specific probe for otherwise large and heterogeneous rRNA 

intergenic regions.
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