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RESUMEN .,
En esta tesis se caracterizd molecularmente el sistema

génico RNAr 535 de Trypanosoma cruzi. Se realizaron

hibridaciones genémicas tipe Southern, encontrandose que los
genes para el RNAr 55 de este pardsito estdn organizados en
tandem con repeticiones de aproximadamente 500 pb, ¥y que esta
organizacion se encuentra muy conservada en diferentes cepas
meXicanas y sudaméricanas. Ensayos de renaturalizacion
cuantitativa RNA:DNA revelaron que existen aproximadameﬁte
1600 copias géhicas del RNAr 55 por nucleo, 1o gque representa
un valor 16 veces mayor al encontrado previamente para la
unidad de transcripcidén de las moléculas mayores de RNAr
(185-243). Cromosomas de T. cruzi fueron separados por geles
de campos alternos transversos, y mediante ensayos tipo
"Southern" se encontrdé que tanto los genes para el RNAr 55
como para el RNAr 185 se encuentran en dos cromosomas uno de
los cuales es comun (71385 Kpb) para ambas moleculas. El
aislamiento de una clona genOmica'(pRT014—2) permitid

conocer la estructura primaria del gene RNAr 55. La
estructura secundaria probable fue deducida usando como guia
el modelo universal propuesto por Delihas (44). lLas regiohes
probables de control interno de la transcripcion (i.e.. cala
A vy caja () fueron localizadas al comparar nuestra secuencila
con otras reportadas para otros organismos, ya que se trata
de regiones altamente conservadas en eucariotes. Ademas, en

la region espaciadora del DNA 55 de este pardasito se
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ldantifiearen 8 eadee G4C, elementos que forman parte del
promotor de genes transcritos por la polimerasa II. Con la

finalidad de identificar la existencia de proteinas nucleares

que interaccionen in vitro con log diferentes elementos de

control identificados (regiones de contreol interno Ay C vy

las cajas G+C), se realizaron ensaYos de huellas moleculares
de proteccién a DNAasal ("footprinting”) asi como ensayos de
retardamiento. Se encontrd gue el patrdén de proteccion de la

regioén codificadora comprende no solamente la region de

control interno, sino que se extiende al resto de la regidn

codificadora. Por otro lado, en la region espacladora la
broteccién incluye 6 cajas G+C y otras secuencias ricas en
adehinas. Ensayos de fetardamiento con el promotor temprano
del virus SV-40 que contiene seis cajas G+C, asi como con el
espaciador del DNA 58 de T. cruzi (como competidor homélogo)
Yy con el enlazador multiple de'pUC18 (como competidor
heterdlogo), sugieren que la unloﬁ de algun factor(es) a
estas cajas es especifica. Ensayos Southwestern mostraron la
presencia de una proteina de "35 kDa que reconoce la region
codificadora y una proteina de 52 kbDa que se une a la regidn

espaciladora.
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SUMMARY

To further study the rRNA genetic system in Trypanosoma
cruzi, the 55 rRNA gene tamily was characterized. It was
found that this gene famill 1s composed of about 1600 copies
per diploid nuclei. Southern blot analysis showed that
it is tandemly organized as 500 bp repeats. These same
pattern was found in seven Mexican and three South American
T. ¢ruzi strains. Southern blot analysis of chromosome-sized |
DNA showed that the 55 gene probe hibridized with two %
chromosomes of about 1400 and 13500 Kbp:; the rRNA cistron
(183-248) hybridized to the former and to a third one of
about 1300 Kbp.

The 55 rRNA gene primary structure was obtained by
sequencing a genomic clone (pRTCL4.2). The 55 rkNA secundary
structure was obtained based on the universal model proposed
by Delihas. The coding region is comprised of 120 nuclectides
and contains the well know internal control regions rfor the
eukaryotic RNA polimerase 111 (1.e., box A and box C). The é
gpacer regions have a putative termination signal and sax
sites homologous to the consensus sequences recognized by the
transcription factor Spl.

The ocurrence of 1. c¢cruzil nuclear factors that bind to
cloned 55 rRNA gene fragment was demostrated by
electrophoretic mobility shitt and DNAse 1 footprinting

assays. It was found that the protection pattern of the



~coding region 120 bp) comprises not only the internal control

region (box A and box ), but also spans the rest of the
coling region. Ont the spacer sequences, the protected region
comprises six G+C boxes and other As rich regions. In other
experiments, Southwestern assays evidenced a 35 kba pfoneln
92 kDa protein Lhat

that recognizes the coding sequence and a |

binds to spacer region.
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INTRQDUCCION.

DEFINICION.
La enfermedad de Chagas o tripanosomlasis americana es una

enfermedad causada por el protozoario Trypanosoma cruzi,

pardsito intracelular de las células del sistema reticulo
endotelial que ataca particularmente el miocardio, esdéfago vy
colon. BEs transmitida generalmente en las materias fecales

de un artrépodo, pero también puede ser adquirida in utero

(via transplacentaria), por conducto de la leche materna, por
transrusidén sanguinea, al desollar animales silvestres o
ingerirlos semicrudos, por falta de cuidado en el laboratoria

y por el transplante de organcs.

- GENERALIDADES DEL PARASITO.

. tripanosomiasis americana es una enfermedad oriunda vy
exclusiva de este continente. Su distribﬁcion geografaica
comprende desde el Sur de los Estédos Unidos de América,
donde se han registrado casos autdctonos, hasta la provincia
del Rio Negro en el sur de Argentina ('1 ). Esta enfermedad
ataca por lo menos a 24'000,000 de personas en Latincamérica
y existen otros 65'000,000 individuos propensos a la
infeccidén ( 2 ). En cuanto a México, se encontré que existen
aproximadamente 3'000, 000 personas i1ntectadas ( 3 ) con este

pardsito,

T. cruzi pasa por tres formas mortoldégicas en su ciclo




bioldgico: tripomastigote, amastigote y epimastigote. La

identificacidén de las diferentes formas morfologicas en T.
cruzi estd basada en criterios como la forma

general de la célula, la posicién relativa del cinetoplasto
con respecto al nucleo y la regidén de donde emerge el
flagelo de la bolsa flagelar. Las diferentes formas
morfolédgicas muestran propiedades bioldgicas uUnicas. De
acuerdo a lo anterior tenemos que: (1) Los tripomastigotes
tienen el cinetoplasto posterior al nucleo. En el hospedero
mamifero son encontrados intracelularmente en tejidos vy
extracelularmente en circulacién. En el hospedero
invertebrado se localilzan extracelularmente en el intestino
posterior. (2) Los amastigotes son la forma replicativa
intracelular de T. cruzi en células de mamifero. Son formas
redondas que poseen un flagelo'corto Yy se multiplican por
fisién binaria, con un tiempo de duplicacién de 7 a 14 hrs.
(3) Los epimastigotes tiene el cinetoplasto anterior al
nicleo, se encuentran en el intestino medio del! hospedero
invertebrado, donde se multiplican y mantienen la infeccién

durante todo el tiempo gue el insecto vive.

CICLO DE VIDA DE T. cruzi.

En el ciclo bioldgico de T. cruzi, estdn involucrados
vertebrados que fungen como hospederos y reservorios ( 1. e.,

armadillo, tlacuache, roedores, perro, gato, mono y hombre) e



insectos pertenecientes al menos a 120 especies de nueve
generos de triatémidos, entre los mas importantes se

encuentran: Triatoma intestans, Rhodnius prolixus vy

Panstrongiius megistus, los cuales participan coma vectores

para la transmisidén de la enfermedad de Chagas. (9 ).

LLa infeccioén inicia cuando un insecto infectado con 1. cruz)
pica a un hospededero mamifero y como consecuencia de la
ingesta sanguinea el hematofago libera tripomastigotes en las
heces y orina. Estas formas pueden entrar al nuevo hospedero
por contaminacion de una herida generada por el piquete del

vector o a través de la contaminacidén de membranas mucosas.

Una vez en el hospedero vertebrado, T. cruzi es capaz de
penetrar a las células en donde se replica como amastigote,
fbrma practicamente aflagelar. Los amastigotes replicantes
se diferencian intracelularmente én tripomastigotes, lisan a
las células y se liberan al torrente sanguineo a traves del
cual pueden propagér la infeccidén a todo el cuerpo. hstos
pueden entrar al insecto cuando éste ingiere sangre
contaminada e 1iniciar la infeccién en el hospedero
invertebrado. En el hematéfago los tripomastigotes se
transforman en epimastigotes los cuales midgran al i1ntestino
medio donde se multiplican, mds tarde viajan al intestino
posterior donde se unen a la glandula rectal y ahi se

diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los cuales son

-3



liberados y eliminados con las heces del hematofago cuando

ingiere la sangre del hospedero mamifero (Fig 1).

El cuadro c¢linico que presenta esta enfermedad es comunmente

dividido en tres fases:

1) Fase aguda, la fiebre es el signo mas importante en esta
etapa observdndose en el 95% de los casos y generalmente va
acompafiada de otros sintomas tales como: linfoadenopatias,
malestar y anormalidades electrocardiogrdficas. En este

periodo los pardasitos son fdcilmente detectados en sangre.

2) Fase indeterminada, la mayoria de los casos de fase aguda
de la enfermedad de Chagas se resuelve en un periocdo de 2 a 3
meses Yy pasan de una fase subaguda a una etapa crénica
asintomatica, cominmente denominada fase indeterminada, la

cual suele durar de 10 a 20 afios.

3) Fase crdnica, es la etapa en la cual se presentan las
manifestaciones clinicas tales como: alargamiento del
corazoén, anormalidades electrocardiograficas, aperistalsis vy
dilataciones del eséfago vy colon (megaeséfago y megacolon),

hasta la muerte subita ( 6 ).

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE EL RNA RIBOSOMAL (RNAr) de T.
cruzil.

Nuestro interés en este pardsito es bédsico y esta encaminado



Ciclo de vida de T,

1

F 16,

il

————

i

L
!




\

Insecto adquiere la
infeccidn por picar

a un mamifero infectado. ﬂf

Cardiomegalia

t
if

{

Megacoldn

Tripomastigote entra
a traves de la picadn
ra o membrana mucosa,

de Romana



principalmente & tratay de dilucidar la organizacion y
estructura de las moléculas que se ensamblan para constituir
al ribosoma.

Los genes de RNA ribosomal (RNAr) han sido de los mas
estudiados en eucariontes. En la mayoria de ellos se
encuentran organizados en tandem constituyendo una familia de
genes medianamente repetidos con 50 a 250 elementos. En estos
organismos, los genes de RNAr que codifican para las
moléculas de RNAr 185, 5.88 y 285 son transcritos por la
polimerasa 1 (pol 1). generandose un transcrito primario
grande (40-455) que es procesado en el nucledlo.. Este
procesamlento resulta en la eliminacidn de espaciadores
transcritos internos (ETIs) y externos (ETEs) gue son
rapidamente degradados (Fig 2). Sin embalrgo, variaciones a
esta situacién se han descrito en diversos phyla. En algunos
protozoarios, dipteros vy vertebrados el KNAr tipo 2885 es
cortado postranscripcionalmente en dos fragmentos gue
permanecen unidos por puentes de hidrdégeno en el rihosoma

maduro ( 7 ).

En cuanto a los tripanosomatidos, (1. e., Crathidia

fasciculata y T. brucei) presentan una situacidn mas compleia
pues en el procesamiento del RNAr 285 se generan dos
moléculas grandes de RNAr (245a y 2458 ) y cuatro moleculas

pequefias de RNAr (51, 52, 84 y 86). En estos organismos tanto
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las moléculas mayores como las menores se ensamblan
equimolarmente en los ribosomas. La funcidén de las moléculas.
pequefiag es aun desconocida pero se ha reportado en el

caso de T. brucei ¥y C. fasciculata gue su secuencia

nucleotidica es andloga a la de dominios del RNAr 285 de

otros eucaridéntes ( By 9 ).

En T. cruzi, se encontrd que las secuencias
codificadoras de los RNA ribosomales de este parasito muestra
una organizacién similar a la reportada para T. brucei -y C.

fasciculata (10).

Dentro de la unidad de transcripcion las moléculas
ribosomales pequefias se encuentran separadas.por LNA
espaciador que se elimina durante el procesamiento del
transcrito primario,gLa molécula 53 de los tripancsomatidos
es equivalente al 5.85 de eucarioﬁtes. o1 mapea entre 245a vy
2458 v el resto de los RNAs ribosomales pequefios ( 82, 54 vy
56) se localizan hacia el extremo 3' de la unidad de
transcripcidén (Fig. 3). En el caso del RNAr 55 gue forma
parte de la subunidad grande de los ribosomas en eucariotes,
se encuentra organizado como un locus 1ndependiente y es
transcrito por la pol 1II ( 7 ). EIl transcrito primario de
los genes de DNAr 535 en eucariontes es 1déntico al RNAr 45
que se aisla de las subunidades grandes citoplasmica, por io

tanto el RNAr en eucariotes ni madura ni se procesa, a

.._8__
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Representacién esquemdtica de la unidad fundamental

de transcripcidén en los tripanosomatidios.
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diferencian de lo gue sucede en algunos procariotes 11 ).
En el caso de los tripanosomdtidos, (T. bruceil y C.

4 e e i o

fasciculata) los genes gue codifican para la molécula 98

(seme jante al RNAr 58) se encuentran en un locus
independiente de la unidad fundamental de transcripcion,
organizados en tandem con repeticjones de aproximadamente 750
y 227 pares de bases respectivamente. La region coditicadora
estd constituida por 120 nucledtidos y muestra los elementos
de control tipicos de los genes transcritos por la polimerasa
I1I (i.e., caja A y caja C). La regién espaciadora del! RNAr

53 de C. fasciculata es mucho mds corta (107 nt) gue la de

T. brucei (630 nt) y no muestran elementos en comun (12 y
13). Mapeo previo de los genes de RNAr de T, cruzi indican
que el RNAr 55 no estd unido a la unidad fundamental de
transcripcién sino que probablemente se encuentra como un

locus independiente ( 10 ).

TRANSCRIPCION DEL RNAr 5S POR LA RNA POLIMERASA III.
La transcripciéon del DNAr 55 por la polimerasa III ha

sido ampliamente estudiada en Xenopus laevig, Saccharomyces

cerevisiae y Drogsophila melanogaster ( 14 ) . ) DEstos

estudios han mostrado que la transcripcion de esta molecula
requiere de la participacién de diferentes factores de
transcripcidén (TFs): TFI1IIA, el cual es especifico para el

RNAr 55, TFIIIB y TFIIIC constituido por las dos

-10~—
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subunidades TFIIIC1 y TFIIICZ ( 14 ).. Estos factores
reconocen la regién de control interno del RNAr 55 la cual
estd constituida por los siguientes elementos: la caja A, el
elemento intermedio.y la caja C. El orden y el sitio que
reconacen estos factores durante su ensamblaje se describe
brevemente: inicialmente TFII1A interacciona con la caja C
del RNAr 58, posteriormente TFIIICl se une a la caja Ay
TFIIIC2 se une a los nucledtidos -10 a +18. Por ultimo TFIIIB
reconoce este complejo (TFIIIA + TFIIIC1 + TFIIIC2) para
constituir el compleijo de transcripcidén al cual se le une la

polimerasa III ( 15, 16 ).

5i bien durante muchos afios se pensdé que la caja A y la
caja C de el RNAr 58 eran los unicos elementos necesarios
para la transcripcién de este gene, ahora es evidente que por

lo menos para el caso del RNAr 55.de Bombyx mori, Neurospora

crassa Yy Drosophila melanogaster una secuencia ubicada

rio arriba del inicio de la transcripcién (posicién -30) es
requerida para su transcripcién ( 17, 18 y 19 ), pOr lo que
el concepto cldsico de gue el RNAr 55 tiene sus regiones de

control en la regidén codificadora debe ser reconsiderado.
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QOBJETIVOS

Debido a que uno de los intereses en el grupo\consiste
en establecer una posible regulacién global de la sintesis
del RNAr en los dos locus (unidad fundamental de
transcripcion y gene 55) en T, cruzi en el presente trabajo
nos propusimos analizar las caracteristicas de organizacién y

estructura de los genes RNAr 55 de T. c¢cruzi. Para ello se

plantearon los siguientes objetivos:

1. Estimar la reiteracidn génica del locus RNAr 58.
2. Determinar la organizacidén gendmica del RNAr 58 de T.
cruzi. -

Localizar el ¢ los cromosomas en los que se encuentra
codificado el RNAr 55 y comparar la ubicacién del RNAr
55 con el de la unidad fundamental de transcripcion

(185-2456) .

4, Determinar la estructura primaria del gene RNAr 55 vy

predecir su estructura secundaria.

9. Buscar‘la existencia de secuencias consenso para el
promotor de la RNA polimerasa III y establecer posibles
interacciones de la region promotora con proteinas
nucleares de T. cruzl mediante ensayos de retardamiento

s

y "footprinting'.

—-12-
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MA ViR aLES Y METODOS,

I. CARACTERIZACION GENOMICA Y CROMOSOMAL DEL RNAr
55 DE T. ruzi.

P L)

1. Cultivo y extraccioén de Acidos nucleicos
de T. cruzi.

1.1 Cultivo de T. cruzi,

La cepa utilizada en este trabajo (C4) fue aislada en La
Cruz, Jalisco por el Dr. Jorge Tay. Departamento de Ecologia
Humana, Facultad de Medicina U.N.A.M.

Los cultivos se realizaron en medio de infusioén de |

higado y triptosa (20) ) suplementado con suero bovino tetal

al 10%, y se mantuvieron en agitacién a 28°C

1.2 Extraccién de DNA.

Los cultivos celulares de la cepa C4 fueron cosechados
en fase semilogaritmica, por centfifugacién a 10,000 g.
durante 10 min a 4°C (temperatura que se mantuvo a lo largo
de toda la purificacién). Postericrmente las células fueron
lavadas dos veces en solucién N ( Tris-HCl 20 mM pH 7.BK"KCI
100 mM, CaCls 2 mM y MgCl- 5 mM) v almacenadas a -70°C. La
extraccién del acido nucleico (ADN) se realizé de acuerdo al

protocolo descrito por Hernandez ( 10 ).

1.3 Purificacién de RNA riposomal

Como se describe en ( 21 ), los cultivos celulares
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fueron cosechados en la fase semilogaritmica de

crecimiento, por centrifugacion a 10,000 g durante 10

min a 4°C. Posteriormente las celulas fueron lavadas en:
Tris-HC1 30 mM pH 7.0, KCl 100 mM, CaCl., 3 mM, acetato

de magnesio 5 mM y heparina 1 mg/ml y guardadas como
precipitado durante 12 h a -70°C. El paquete celular fue
resuspendido en una relacién 1 g/ml (peso hﬁmedoi

en la misma solucidén del lavado, pero con heparina

4 mg/ml. La lisis se llevé a cabo mediante la adicidn de
NP-40 al 0.3%. Este material se centrifugd primero a 10,000 g
10 min, después a 20,000 g 10 min y por ultimo dos horas a

120,000 g. El material ribosomal recogido del ultimo

‘precipitado, fue desproteinizado con 2 ml de LiCl 2 M, Urea 4

M, Tris-HC] 20 mM (pH 7.0) vy heparina 4 mg/ml. Después de
centrifugar a 20,000 g 20 min, ‘el precipitado se resuspendio
en aproximadamente 1 ml de agua tratada con dietil |
pirocarbonato (DPC) y fue leido en el espectrofotdmetro a

260, 280 y 230 nm.

1.4 Purificacién de las especies ribosomxules.
La purificacién de la molécula S5 de T. cruzi se
llevé a cabo mediante electroforesis del materaial
ribosomal. El sistema empleado para el aislamiento de
esta molécula pequefa (aprox. 120 b), fue en geles de poli-

acrilamida al 3.5% y bis acrilamida al 0.15% en TBE/Urea 7 M.
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La muestra disuelta en TBE/ 7 M Urea/ glicerol 20% fue
calentada a 65°C, 3 min antes de su aplicacién . Los geles de
1.5 mm de espesor fueron precorridos 3 hrs a 200 V. La
electroforesis se llevd a cabo a 45 V durante 8 h a
temperatura ambiente. El material se visualizé mediante la
transiluminacion con luz ultravioleta de onda corta de los
geles previamente tefiidos con bromuro de etidio . La banda de
interés fueé recortada y el RNA electroeluido en 500 ul de
buffer de elucidn ( SDS 0.3%, NaCl 0.14 M y acetato de sodio
0.05'M pH 5.1), durante toda la noche a 37°C con agitacién
ocasional. Al dfa siguiente se recuperd el sobrenadante ( que
contenia el RNA marcado) y se dejé 30 min en hielo-sal,
posteriormente se centrifugd y el sobrenadante se precipitéd
dos veces con etanol. El precipitado final fue resuspendido

en agua DPC.

2, Aislamiento, marcaje e identificacién de moléculas
recombinantes.
2.1 Fosforilacion del RNAr 58.

El RNA fue fosforilado in vitro, de acuerdo al

metode de Maizels ( 22 ). mediante la enzima cinasa del
fago T4 gue transfiere el fosfato gama del ATP (en este
caso “*P) a los extremos 5' hidroxilos del RNAr. Con
el objeto de generar extremos 5' OH, el RNAr 55 fue

desfosfatade mediante la enzima tosfatasa alcalina en
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Tris-HCl pH 8.0 durante una hora a 37°C y posteriormente

extraidas con fenol-cloroformo (1l:1). La reaccidn de
fosforilacion se llevd a cabo con 0.5 a 1.0 ug de RNA,

10 U de cinasa y 200 uCi (& 32°P) ATP (> 7000 Ci/ mmol)
en 50 ul de Tris~HC1 10 mM pH 9.5, DTT 10 mM, MgCl:, 10 mM
y espermina 10 mM. La reaccion fué detenida con acetato
de amonio 1 My el RNA fue recogido en el volumen de

" exXclusidén de una columna de Sephadex 6-50 (1 X 20 cm)
equilibrada y eluida con Tris-HCl 10 mM (pH 7.0), NacCl
100 mM. La radicactividad especifica obtenida por este

procedimiento fue de 107 cpm/ug de RNA.

2.2 Preparacién y transformacioén de celulas competentes de la

cepa MC1061 deigggherichiq coli K-12.

El precipitado de un cultivo de bacterias de la cepa
MC1061 crecidas en 50 ml de medio-LB ( 10 g de peptona, 5 g
de extracto delevadura y 10 g de cloruro de sodio) fue
resuspendido en 12.5 ml de 0.1 M de cloruro de calcio a 4°C.
Esta‘suspensién se mantuvé a 4°C 30 min, posteriormente fue
centrifugada y nuevamente resuspendida en 2.5 ml de 0.1 M de
cloruro de calcio a 4°, Las celulas se mantuvieron a 4°C por
lo menos 2 h antes de utilizarlas. La transtormacién fue
reaiizada tomando 200 ul de la suspensién celular y se le
agregaron de 10 a 20 ng de DNA (plédsmidos hibridos generados

en la reaccién de ligacién). Se dejd en hielo por 30 min, una

-16—
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vez transcurrido este tiempo se incubd 90 segundos a 42°C.
Después se agregaron 1.5 ml de medio Luria con ampicilina (50
ug/ml de medio). Se dejoé crecer el cultivo durante 50 min a
37°C con agitacién. De ahi se tomaron alicuotas y se
sembraron en placas de Luria-ampicilina (50 ug/ml) usando un
asa triangular. La eficiencia de la transformacién fue

calculada utilizando pUC18 superenrrollado como control.

2.3 Construccién de una biblioteca gendémica de T. cruzi
DNA gendémico de la cepa C4 de T. cruzi fue digerido

parcialmente con la endonucleasa de restriccidén Sau3A vy

fraccionado electroforéticamente en un gel breparativo de

agarosa de bajo punto de fusion al 0.8%. El DNA que migrdé

entre 4,3 Kpb a 6.6 Kpb fue electroeluido del gel y ligado en
el sitio BamHl del pldsmido pUC18. Células competentes de la
cepa MC1061 de E. coli fueron transformadas con la mezcla de

ligacidn (23).

2.4 Hibridacidén in situ de la biblioteca gendmica de T,

e —

cruzi con el RNAr 58

La hibridacidén in situ de colonias transformadas se

—e—

efectud de acuerdo al método descrito por Rowecamp y
Firtel (24). A continuacién se describe brevemente:
1X10* pldsmidos recombinantes se crecieron en cajas de

Petri de 6.0 cm de diametro con medio luria-ampicilina y
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se dejarcn a 37°C toda la noche. Al dia siguiente las

colonias fueron transferidas a filtros de papel Whatman 540, .
luego se colocaron durante 8 min en la solucién
desnaturalizadora (NaCH 0.5 My NaCl 1.5 M). Las replicas se
neutralizaron con NaCl 1.5 My Tris-HCl 0.5 M (pH 8.0) 10 min
y durante 15 min en una mezcla de etanol absoluto y LiCl 8 M
(9:1). Después los filtros se dejaron secar a temperatura
ambiente y se prehibridaron por 3 hrs en un volumen de 15 ml
a 37°C; Yy se hibridaron por 18-24 hrs en 8 ml de solucidn a
37°C. Lag soluciones empleadas para prehibridar se prepararon
de igual manera que las soluciones utilizadas en los
experimentos tipo "Scuthern" sdlo que en este caso no
contiene SDS. Se hibriddé con 0.5 X 10% cpm del RNA marcado
con **P por cada filtro. El lavado de los filtros, asi como
la obtencidn de la autorradiografia, se realizd bajo las
mismas condiciones que las que se describieron para el
"Southern' ., De este tamizaje se obtuvoe la clona pRTC14-2 que
contiene un inserto de 6 kpb que hibrida‘con el RNAr 55 de T.

cruzi.

2.5 Recuperacién del DNA de geles de agarosa de bajo punto de
fusion. |
E1 DNA digerido fue fraccionado por electrotforesis

en geles de agarosa de bajo punto de fusidén al 1% en

TBE, con bromuro de etidio 0.5 ugs/ml. Con una espatula
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se cortd el fragmento del gel que contenia la banda de
DNA de interés y se colocdé en un tubo eppendorf.
Posteriormente se agregd¢ un volumen de TNE 2X (Tris-HCI
0.0l M pH 8.0, NaCl 0.1 M, EDTA 0.001L M pH 8,0) y se
calentd a 65° C por 5 min. El DNA se extrajo dos veces
con fenol y dos veces con éter para eiiminar trazas de
fenol y se precipitd con 2.5 volumenes de etanol

absoluto v 1/10 volumen de acetato de_sodio 3 M (pH 5.2).

3.0 Reiteracion y caracterizacion génica del RNAr 55,

3.1 Ensayos tipo "Southern'.

3 ug de DNA total de la cepa ¢4 se digirieron con las
endonucleasas de restriccidn Sau 3A, Hinfl,y ﬂiQQII. Los
.fragmentos de DNA resultantes, se separaron en geles de
agaroéa al 1% y se corrieron a 80.Volts durante 6 h. Despuéeés
de la electroforesis el gel se tifié en una solucidn de
broﬁuro de etidio al 0.01%. El tamafio de los fragmentos de
'DNA fue calculado por caiibracién de los geles con los
fragmentos restrictivos del DNA del.fago lambda digerido con
la endonucleasa HindIII. El DNA digerido fue transferido de
acuerdo al método descrito por Scuthern ( 25') a filtros de
nitrocelulosa. Los filtros se secaron a temperatura ambiente

y se hornearon al vacio a 65°C durante 2 hrs. Fueron

prehibridados en 15 ml de la solucion de hibridacidn
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(formamida al 50%, EDTA 2 mM. 5D3 0.2%, fosfato de sodio 120
mM, SSC 1X y solucién de Denhardts 4X  [Ficoll 400 0.002%,
PVP-40 0.002% y albumina seérica bovina 0.02%}) por 2 hrs a
37°C. Posteriormente los filtros se hibridaron con 1 - 5 x
104 cpm de RNA “*P en lO.ml de una solucidén de prehibridacién
durante 18 h a 37°C. El lavado de los filtros se llevo a
cabo en 3-4 ciclos que 1incluyen: enjuague con S5C 2X e
incubacién en 85C 0.2X y 5D5 0.1% a 37°C, con agitacidn
constante una hora. La autorradiografia se llevé a cabo sobre
una placa de rayos X (X-Omatt RP Kodak) en presencia de una
pantalla intensificadora durante 1 a 3 dias a -70°C. En los é'
casos en los que se usd DNA marcado radicactivamente como
sonda, se siguid prdcticamente el mismo protocolo; la unica
diferencia fué que en la solucidén de prehibridacion la

concentracién final de 58C fue 2X.

3.2 Hibridacién cuantitativa DNA:RNA ("DOT")

Un exceso de RNA marcado es hibridado a DNA que ha
gido inmovilizado en un soporte sélide (papel de
nitrocelulosa). El andlisis densitométrico de la cantidad ;
de marca retenida permite estimar la cantidad de
secuencias gue exXisten para ese gene en el DNA genhomico.

Antes de gotear el DNA en las tiras de papel de
nitrocelulosa éstas fueron hidratadas con agua y

posteriormente se transfieron en buffer SS8C 20X y se

—-20~-
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de jaron en este amortiguador por lo menos cinco minutos.

Para eliminar el exceso de buffer las tiras de papel

nitrocelulosa se colocaron entre dos hojas de papel

Whatman 3MM. Por otro lado 125 ng, 250 ng y 500 ng de DNA

gendmico de la cepa C4 se llevaron a un volumen de 10 ul

con agua. Los tubos que contenfan las muestras fueron

perfectamente cerrados y se colocaron 7 minutos en agua %
hirviendo. Una vez concluido este tiempo se enfriaron
rapidamente en uﬁa mezcla de hielo—-agua por aproximadamente 4
min y se centrifugaron brevemente para recuperar el volumen
inicial. Se colocaron nuevamente en el hielo y se gotearon
sobre la nitrocelulosa humeda en SSC 20X. Se dejaron secar
los papeles a temperatura ambiente y se hornearon durante 2

hrs a 80°C. Se prehibridaron e hibridaron como un Southern

regular.

La cantidad de RNA hibridada fue estimada a través de
la radioactividad que mostraron los filtros al contarse en
centelleo liquido en Tolueno, PPO y POPOP, normalizada a
cantidad (ug) de RNA por la actividad especifica del RNA

radioactivo.

3.3 Secuenciacién de DNA.
La secuenciacidén nucleotidica se realizd por el
metddo de polimerizacién sobre moldes de cadena sencilla

descrito por Sanger ( 26 ). En este método se lleva a cabho
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la sintesis de una cadena de DNA por la DNA polimerasa

(secuenasa) in vitro , usando un molde de cadena

sencilla. La sintesis se inicia sdélo en el sitio en el
aque unAoligonucleétido (cebador) se une al molde. La
reaccién de sintesis finaliza por la incorporacién de un
nucledétido andlogo, el cual blogquea la elongacién de
DNA. Estos nuiedtidos andlogos son los
2',3'-didesoxinucledésidos 5'~trifosfatados (ddNTPs), los
cuales carecen del grupo 3'~0OH necesario para la
elongacién de la cadena de DNA.
| El DNA de cadena sencilla, requerido para secuenciar

por éste metdédo, puede ser preparado a partir de los
vehiculos de clonacidén M13mpl8 y Mi3mpl9, los cuales son
derivados del DNA del fago M13, que presenta un
enlazador miltiple (polilinker) que contiene sitios de
corte para 13 endonucleasas diferéntes. Mi3mpl8 y
M13mpl9 difieren unicamente en la direccién del
enlazador miltipile.

El DNA a secuenciar fue ligado en Ml3mplB8, bajo

condiciones iguales a las sefialadas en las ligaciones

con pUClB.

3.3.1 Preparacién y transformacioén de celulas competentes de

la cepa JM101 de E. coli.

El DNA clonado en los vectores derivados de M13 fué
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introducido en E. coli K-12 JM101 ( 27 ) por

transformacién, para lo cual:

Una asada de células de E. coli de la cepa JML01 fué
1hocu1ada en 50 ml de medio liquido YT (peptona 0.8%,
extracto de levadura 0.8% y NaCl 0.5%) y se de)d crecer a
37°C, por 4 h. Posteriormente el cultiveo se transfiri¢ a dos
tubos. se mantuve en hielo por 30 min y se centrifugd por 10
min a 6 Krpm., El botdén de cada tubo se resuspendid em 12.5 mi
de Canm 100 mM. Se dejd en hielo por una hora y se volvié a
centrifugar bajo las mismas condiciones anteriores. Ahora el
botdén fué resuspendido en 2.5 ml de CaCl.. 100 mM. Las
células se guardaron a 4°C durante 2 hrs minimo antes de

usarlas para transformar. Posteriormente fueron tomados 0.3

ml de estds células competentes y se les afladieron 4ul de la

mezcla de ligacidén. BSe mantuvieron a 4°C por 40 min. y se les
dié un choque térmico a 42°C por 2 min. Después fueron
agregados 0.01 ml de IPTG 100 mM, 0.1 ml de X-gal al 2%, 0.2
ml de células JM101 frescas (crecidas por 4 h) y 3 ml de agar
sSuave gque se prepara igual que el medio YT pero con agar al
6%). Toda esta mezcla se agregd sobre cajas con medio YT (con
agar al 1.5%) vy sé disltribuydé homogéneamente. Las cajas se

dejaron a 37°C durante toda la noche,

3.3.2 Preparacién de DNA de cadena sencilla

Fue inoculada una colonia de la cepa JM101l en medio YT,
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y se deid creciendo toda la noche a 37°C. Al dila siguiente

se tomaron 0.5 ml del cultiﬁo celular y se le agregaron 50 ml
de medio YT. Se distribuydé en alicuotas de 3 ml en tubos de
ensayo y en cada uno se inoculd una placa incolora. Se incubd
por 9 h a 37°C, con agitacidén fuerte y se transfiridé a tubos
eppendorf. El cultive se centrifugé 5 min se tomé 1 ml

del sobrenadante y se agregaron 0.2 ml de PEG 6000 al 20% v
NaCl 2.5 M. Se conservé a 4°C por 15 min y se centrifugd

10 min. El sobrenadante fue desechado y el botdn fue
resuspendido en 100 ul de TE (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM).
Fosteriormente se agregaron 50 ul de feneol saturado (2
volumenes de fenol, un volumen de TE , 1/10 de wvolumen de
Tris 1M pH 9.5) y se mezcld con vortex por 5 min. Se recuperd
¢l sobrenadante acuoso. De manera similar se llevé a cabo una
extracecidén con cloroformo y otfa mé&s con éter. Finalmente, a
la fase acuosa se le agregaron lo.ul de acetato de sodio 3 M
y 250 ul de etanol, y se dejo a -20°C por una hora. Se
centrifugd por 10 min y el botdén se resuspendio en 20 ul de

TE. Se conservd a —-20°C hasta su uso.

3.3.3 Reaccionea de secuenciacidn.

LLa secuenciacién se llevd a cabo utilizando el equipo de
secuenasa (United State Corporation). Se tomaron 7 ul de DNA
de cadena sencilla (aprox. 1.0 ug) en un tubo eppendorf y se

le agregé 1 wl de cebador (0.5 pmoles) y 2 ul de amortiguador
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de secuencia (Tris-HCl 40 mM pH 7.5, MgCl., 20 mM, NaCl 50
mM) . Se calentd a 65°C por 2 min y se dejé enfriar
lentamente a temperatura ambiente. Una vez que la temperatura
fué menor a 35°C la unidén entre el molde y el cebador se
completd.

Posteriormente se prepard la mezcla de marcaje: a los 10
ul de la reaccidén de unidén entre el molde y el cebador se le
agregaron 2 ul de la mezcla de_dNTPs (dGTP, d4dCTP vy dTTP, 1.5
mM), lul de DTT 0.1 M, 0.6 ul de =P dATP (5 uCi) y 2 ul de
secuenasa (diluida 1:10 en TE). BEsta mezcla se incubd a
temperatura ambiente 10 min. Despues fue preparada la
reaccidn de término, para lo cual se tomaron 2.5 ul de cada
uno de los 4 ddNTP 8 uM, y se colocaren en 4 tubos eppendorf
(en cada uno un ddNTP diferente). Se precalentaron a 37°C por
3 min., y a cada tubo se le agregaron 3.5 ul de la reaccion de
marcaje y se dejaron a 37°C por S'min mdas. Las reacciones se
detuvieron con 4 ul de formamida al 95%, EDTA 20 mM, azui de
bromofenol 0.03% y xileno-cianol 0.05%.

3.3.4 Preparacién del gel de secuencia.

Inicialmente se procedid a tratar los vidrios que ;ban
a ser utilizados para hacer el gel de secuencia con el
silicén vy el pegamento. Los vidrios préviamente
lavados y secos fueron_dolocados en la campana de extraccioén,

al vidrioc grande se le afiadieron varias gotas de '"sigmacote”
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para siliconizarlo y se extendidé a todo el vidrio con ia

ayuda de un pedazo de papel sanitario rdpidamente antes de
que se secara. Una vez que se extendid se dejo reposar
durante 1 min y se volvieron a affadir otras gotas de el
siliconizador y nuevamente se extendid. Se dejo secar este
vidrio y se lavd exhaustivamente con agua corriente y luego
con agua destilada. Una vez hecho lo anterior el vidrio se
dei6 secar a temperatura ambiente. Por otro lado al vidrio
chico se le adicionaron una gotas de pegamento
(3-methacrylaylaxy propyl trimethoxysilan de tluka) gelgoo. y
se lavé de la misma forma que se hizo para el vidrio grande.
El gel gue se empled para secuenciar fue de poliacrilamida al
6%. Para preparar un gel de 70 ml se agregaron: 10.5 ml de la
mezcla de acrilamida 38%'bisacrilamida 2%, 35 gr de Urea, 14
ml de TBE 5X y 18.9 ml de agua. Esta mezla se filtré a traveés
de papel

de nitrocelulosa (poro de 45 um) y se le adicionoAO.S ml de
persul fato de amonio al 10% y 18.5 ul de TEMED. El buffer de
corrida fue TBE 1X. El gel se precorridé 1 h a 1500-2000
volts, mientras se realizaban las reacciones de
secuenciacién, Finalizada la precorrida se cargaron 3 ul de
cada muestra. Justo antes de ser cargadas en el gel, las
muestras se calentaron por 2 min a 80°C. Una vez que el azul
de bromofenol llegd al limite del gel se cargaron 3 ul mas de

cada muestra, en los pozos contiguos. Finalizada la corraida



el gel se colocd en una solucidén de 4dcido acético al 10% y
metanol al 12% por 1 h para remover la urea, y posteriormente
se dejé toda la noche a 80°C. La autorradiografia se llevod a

cabo sobre una placa de rayeos X durante 1-2 dias.

3.4 Secuenciacidén de RNA

La secuenciacién del RNA se realizd por el meéetodo de las
digestiones parciales con ribonucleasas ( 28, 29 ). usando el
equipo de secuenciacioén de Bethesda Research Laboratories.

Las ribonucleasas utilizadas fueron T1l, U2, Phy M, B. cereus

~y CL3, gue cortan en G, A, A+U, C+U, respectivamente.

Inicialmente, la molécula de RNA ribosomal 55 fue
desfosforilada y marcada en su extremo 5'con HRP-ATP (Qomo
se describidé dnteriormente). Los nucledtidos no incorporados
fueron eliminados por medio de_precipitaciones con etanol vy
acetato de sodio y mediante electroforesis del material
marcado en un gel de acrilamida al 3.5%, bisacrilamida 0.15%
y Urea 7 M. La banda correspondiente al RNA 55 fue eluida en
SDhS 0.3%, NaCl 0.14M y acetato de sodio 0.05M (pH 5.1),
durante una hoche a 37°C. El material eluido fué precipitado
con etanol y acetato de sodio, y finalmente resuspendido en
égua tratada con DPC, de manera gue en cada 3 ul se
tuvieran 3 X 10% dpm (desintegraciones por minuto).

Posteriormente se prepararon las muestras agregandc en
tubos eppendorf lo que a continuacidn se sefifala para cada
ribonucleasa

T



Enzima RNA Agua 5Sol. A Sol. B BSol. C Sol. D tRNA

marcado
Phy M 3 ul - 2 ul - - 14 ul 1 ul
y T1
U2 - 3ul - - 2 ul ~ 14 ul 1 ul
CL 3 6 ul 11 wul - - 2 ul - 1 ul

B.cereus " 11 ul 2 ul - - - 1l ul

Realizadas las mezclas anteriores., se tomaron 4 ul de cada
una y se colocaron en otros tubos eppendorf, adicionandose en
éstos 1 wul (2 unidades) de su RNasa correspondiente. Los

tubos en los que se adiciondé Ti, Phy M, U2 y B. cereus se

incubaron a 55°C por 15 min. y el tubo con CL3 se incubd a
37°C por 15 min. Para detener la reacciones, todas las
digestiones se enfriaron en hielo seco. A las digestiones con

Cl.L3 y B. cereus se les adicionaron 5 ul de solucidén D justo

antes de ser colocadas en el hiele seco. De esta forma, las
muestras quedaron listas para correrse en un gel de
secuencia.

El gel de secuencia fue de acrilamida al 20%. Para
preparar un gel de 70 ml se agregaron 14 ml de TBE 55X, 13.3
gr de acrilamida, 0.71 gr de bisacrilamida, 35 gr de urea,
100 mg de persulfato de amonio y 25 ul de TEMED. El gel se
precorrié a 25 watts por aproximadamente 2 hr. Finalizada la
precorrida, se cargaron 5 ul de cada muestra. Antes de ser

cargadas en el gel, las muestras se calentaron 30 seg a 90°C.
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La corrida gse realizdé a 50 watts, hasta que el azul de
bromofencl migré 15 c¢m. La autorradiografia se llevé a cabo
sobre una placa de rayos X, en presencia de una pantalla

amplificadora, durante la noche.

3.5 Preparacidn de bloques de agarosa para geles de
gradiente en pulso ( 30 ).

Cultivos de epimastigotes de la cepa C4 de T. cruzi (aprox. 5
X 10% celulas) fueron centrifugados a 5000 rpm durante 10 min
a 4°C, en el rotor HB4. El botdn fue lavado con 5 ml de 55C
1X (NaCl 50 mM, Citrato de sodio 15 mM y EDTA 10 mM) y
centrifugado nuevamente 10 min a 5000 rpm a 4°C. El botdn

fue resuspendido en 0.5 ml de la solucién PBS-EDTA 0.35 M y
mezclado»con un volumen igual de agarosa de bajo punto de
fusion al 1% fundida en: EDTA 0.2 M pH 8.0, Tris-base 0.1 My
NaCl 0.02 M. Las células con la agarosa se mezclaron muy bien
con la ayuda de una pipeta pasteur precalentada procurando ne
hacer burbujas y se vaciaron en el molde donde se hacen los
bloques 1o mas rdapidamente posible. Los bloques se dejaron
solidificar 15 min a 4°C y posteriormente se sacaron del
molde con la ayuda de un bulbo y se colocaron en la solucién
de lisis (Sarcosil al 1%, EDTA 0.5M pH 9.5 y Z2mg/ml de
proteinasa K), se incubaron con esta solucidén durante 48 hrs
a 50°C, Una vez transcurrido este tiempo los blogques de
agarosa se guardaron en 0.5 M de EDTA pH 8.0 a 4°C hasta su
uso,
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3.0 GSeparacién del DNA por campos alternos transversos.
Blogues de agarosa que contienen aproximadamente 1 X
107 pardsitos fueron colocados en los pozos de un gel de
agarosa al 0.7% . Una vez que sSe colocaron 1os blogues en los
pozos del gel éstos fueron sellados con agarosa al 1%
(disuelta en TBE 1X), procurando gue en l1os pozos noe guedara
atrapada ninguna burbuja de aire ya que ésto interfiere con
el corrimiento de los cromosomas. La separacion de los
cromosomas fue realizada por utilizando el aparato de
electroforesis de campos alternos transversos (TAFE) de
Beckman y TBE 1X como buftfer de corrida. Las condiciones de
electroforesis fueron:
Pulsos de 3 min a 280 mA por 48 hrs vy
pulsos de 8 min a 400 mA por 24 hrs a 14°C.

Cromosomas de Saccharomyces cerevisiae de la cepa 334 fueron

usados como marcadores de tamafio ; 31 ). Una vez concluida la
corrida los cromosomas se visualizaron mediante la
transiluminacién de 1os geles (previamente tefiidos con
Bromuroc de etidio (50 ug/ ml)) con luz ultravioleta de onda
corta. El gel fue transferido a nitrocelulosa despues de ser
despurinizados los dcidos nucleicos con HCl 0.2 N por 5 min,
desnaturalizado con NaOH 0.4 M durante 1 h. y neutralizado
con NaCl 1.5 My Tris 1 M pH 7.0 durante 30 min con al menos
dos cambios. El papel de nitrocelulosa fue horneado durante 2

h a 65°C para fijar a la membrana los dcido nucleacos. La
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prehibridacién e hibridacidén de la nitrocelulosa se efectud
en las mismas condiciones que las descritas para el
"Southern',
I1. CARACTERIZACION DE PROTEINAS NUCLEARES QUE SE UNEN AL
RNAr 55 DE T. cruzi
1. Construccién y marcaje de pldsmidos empleados en los

ensayos d¢ retardamiento y “footprinting.

1.1 Pldemidos empleados.

Los pldsmidos construidos durante esta tesis para
reaiizar los ensayos de retardamiento y "footprinting'" se
describen a continuacién. El fragmento Hincll del plasmido.
pRTCl4-2 que contiene una copia del RNAr 58 fue subclonado en

el sitio Smal de M13mpl8 ¥y reclonado en el sitio

EcoRI\HindIII de pUC18 generando la clona pH3 (Fig. 4). El

pldsmide pRES5S fue construido al digerir el inserto

del pldsmido pH3 con las enzimas Smal\Tagl; este fragmento de
100 pb que contiene 80 pb de la regidn espaciadora y 6 cajas

G+C fue clonado en los sitios AccI\Smal de pUCI8. El plasmido

pRC100 ( que contiene 100 pb de la regidén codificadora y 2
cajas G+C que se encuentran 40 pb rio arriba del inicio de

la transcripcidn) se contruyo al clonar el fragmento

Smal\Smal del pldsmido pH3 en el sitio Smal\Smal de puUCl8
(Fig. 4). El pldsmido pGC9 proporcionado por el Dr,

Alejandro Garcia Carranca fué digerido con las enzimas
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FIG.

4

Mapa del gene que codifica para el RNAr 55 de T.
cruzi y subclonas usadas en esta tesis.

Solamente las enzimas utilizadas para la
construccion de los plasmidos son representados
aqui. La caja sombreada y negra corresponden a la
regién codificadora y a la region de control interno
(i;e., caja A y caja C) respectivamente. Las flechas
indican la posicién y orientacién de las cajas G+C.
El extremo HindIII de los plasmidos es indicado por. |

un circulo.
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Sall/BamHI para liberar un fragmento de 70 pb que contiene 6

cajas G+C en el promotor temprano del genoma del virus de

mono 8V-40 ( 32 ).

1.2 Preparacidén de fragmentos radioactivos de DNA para

ensayos de "footprinting (33).

El marcaije radioactivo de DNA con P*“-dNTF (Amersham),
se realizd empleando el fragmento Klenow de la enzima DNA
polimerasa I, la cual incorpora nucleotidos marcados en los
extremos 3' del DNA lineal de doble cadena, con extremos 5'
salientes. Para el marcaje de ios fragmentos se digarieron 3
ug de DNA plasmidico con la enzima de restriccidn adecuada
que dele extremos 5' salientes y gque corte una sola vez en
el polilinker en el cual se encuentra clonado el fragmento
de DNA que nos interesa marcar., El marcaje se efectud
durante 20 min a temperatura ambiente en un volumen final de
15 ul. Las reacciones contenién normalmente 3.0 ug del
pldsmido digerido (resuspendido en 10 ul de agua. 1.5 ul de
Buffer Hind III, 1 ul de cada dNTP;s frio (2.5 mM), 20 uCi de
dNTPs marcados en la posicidn alfa y 7.5 U de enzima
(fragmehto Klenow). Para separar el DNAvmarcado del
dNTPa—-P** no incorporado, se agregaron a la mezcla 85 ul'de
TE (Vf 100ul) mas 50 ul de fenol saturado y 50 ul de
cloroformo y se centrifugd durante 5 min a 14 Krpm a

temperatura ambiente, se recuperd la fase acuosa y se agrego
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un volumen de acetato de amonio 4 M mds 2.5 volumenes de
etanol para precipitar el DNA marcado. La mezcla se colocd en
un bafioc de hielo seco—etanol 15 min, se centrifugé 30 min a
14 Krpm . Se elimiﬁé el sobrenadante y la pastilla se lavd
con etanol al BU% vy posteriormente el botén se dejd secar de
5 a 10 min a temperatura ambiente y finalmente se resuspendid
en 20 ul de agua. El fragmento apropiado del DNA marcado se
obtuvé al digerir los dacidos nucleicos marcados, con una'
segunda enzima de restriccidn. Los productos de las
digestiones se fraccionaron en geles nativos de
poliacrilamida del 4 al 6% ( 25 ). Los productos de la
segunda digestidén se colocaron directamente sobre el gel
nativo de poliacrilamida, después de agregar 5 ul de

solucion con colorantes (50% de glicerolf 0.1% de
xilen—cianol\ 0.1% de azul de bromofenol). Los geles de
poliacrilamida se corriefon a 150‘volts. hasta la separacidn
deseada de los fragmentos, en base a la migracidén de los
colorantes. Los fragmentos marcados se localizaron al exponer
el gél htimedo cubierto con Ega-pack. sobre una placa de
autorradiografia, durante 10 min. Las bandas de interés se
cortaron del gel con bisturi y se colocaron en tubos
eppendorf. Se agregaron 400 ul de burfer de elucidén (10 mM de
Tris-HC1 pH 7.5, 1 mM de EDTA, 0.3 M de NaCl y 0.1% de SDS3).
a cada banda, vy éstés se incubaron a 37°C durante 14 a 16

hrs., Los 400 ul se filtraron (Millex—HA, 0.45 um; Millipore),
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y los dcidos nucleicos se precipitaron con un volumen de

isopropanol. Las pastillas se resuspendieron en agua a 10,000

cpm/ul .,

Obtencidén y caracterizacidén de proteinas nucleares vy

S

citoplasmicas,

2.1 Obtencidén de nucleos y proteinas citopldsmicas (fraccién

8100) ,*

La obtencién de los nucleos se realizé de acuerdo al
protocolo descrito por Weil ( 34 ) con las siguientes
modificaciones: Un cultivo de 250 ml. con aproximadamente 1 X
10 epimastigotes/ml, fueron cosechados y lavados con bulfter
salino de fosfatos (PBS, pH 7.2)} centrifugados en el rotor
GSA 10 min a 6000 rpm a 4°C. El volumen del paquete celular
(VPC) fue medido y se resuspendid en 5 volumenes con buffer A
(Hepes 10 mM pH 7.9, 1.5 mM de MgCls, 10 mM de DIT y 0.5 mM
de PMSF). se transfirid¢ a tubos nalgene (de aproximadamente
30 ml) donde se dejaron reposar 20 min en hielo. El material
se centrifugdé a 6000 rpm en el rotor HB4 a 4°C y el botdn
celular se resuspendid¢ en 2 volumenes del VPC inicial con
buffer A conteniendo cocktel de inhibidores de proteasas (0.5
mM de PMSF, 2 mM de Bénzamidina. 5 ug/ml de aprotinina, 5
ug/ml de pepstatina y 5 ug/ml de leupeptina) concentracion
final. Las células fueron lisadas por 30 golipes manuales en

el homogenizador de maso de tefldén y vaso de vidrio (en hielo
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y en la campana de flujo laminar). La lisis celular fue
monitoreada en el microscopio. Esta suspensién se centrifugo.
nuevamente a 6000 rpm en el rotor HB4, durante 10 min a 4°C.
Se recupero¢ el sobrenadante (el botdn constituido
principalmente por nucleos* fue usado para la obtencion de
extractos nucleares ver seccién 2.2 ) y se le afifadid un
décimo del volumen de Buffer B ( 0.3 M de Hepes pH 7.9, KCl
1.4 My 0,03 M de MgCl.:) se mezcld suavemente y se centrifugo
1 h a 35 Krpm en el rotor SW 65 Ti. El sobrenadante se
dializo a 4°C en bolsas de dialisis (previamente tratadas con
2% de bicarbonato de sodio y 1 mM de EDTA pH 8.0)., durante 3
h contra 200 Vol de buffer D (Hepes 20 mM pH 7.9, KCl1 60 mM,
20% de glicerol, 0.25 mM de EDTA, 0.125 mM de EGTA, 1 mM de
DTT) y cocktel de inhibidores de proteasas (2 mM de
Benzamidina 5 ug/ml aprotinina; S.ug/ml de pepstatina Ay S5
ug/ml de leupeptina). Después de la dialisis. los extractos
gque contlenen principalmente proteinas citopldasmicas
(denominada fraccidn S-100) fueron alicuotadas en volumenes

de 10-20 ul y rapidamente congeladas en nitrogenco liquido.

2.2 Extractos nucleares*.

L,os extractos proteicos se obtuvieron bdasicamente
sequn lo descrito por Digﬁam y cols (35) y Wildman y
cols (36). La extraccidn de las proteinas se efectud en

el cuarto frio. Los nucleos previamente obtenidos (como se
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describid en la seccidén 2.2) fueron resugpendidos suavemente

con la ayuda de puntas azules (de micropipeta pl000 a las
cuales se les cortdé la punta para hacerias mds anchas)
procurando no hacer burbujas en buffer C ( Hepes 20 mM pH
7.9, glicerol al 25%, NaCl 0.42 M, MgCl 1.5 mM, EDTA 0.2 mM,
DTT 0.5 mM. PMSF 0.5 mM) mas cocktel de inhibidores de
proteasas. Una vez gque se resuspendieron 1os nucleos, se
dejaron incubando con este burfer durante 45 min a 4°C con
agitacidédn rotatoria. Para separar restos nucleares y
cromatina liberada, la suspensidén nuclear se centriiugd
durante 33 min a 19 Krpm a 4°C en el rotor SW 50.1. Los
sobrenadantes que contenian las proteinas nucleares se
colocaron, con cuidado en otro tubo limpioc y se les adiciona
1.6 m]l] de sulfato de amonio 3.8 M (disuelto en 20 mM de Hepes
pH 7.9), por ml de sobrenadante con la finalidad de
precipitar las proteinas contenidés en el sobrenadante. Las
mezclas se agitaron nuevamente de manera rotatoria durante
30-415 min a 4°C y el precipitado de las proteinas se obtuvo
por centrifugacién durante 18 min a 35 Krpm a 4°C en el
rotor SWS0 Ti. La pastilla de proteinas se resuspendid
inmediatamente en 100 - 500 ul de amortiguadof b (Hepes 20 mp
bH 7.9, Glicerol al 20%, EDTA 0.2 mM, KCI 50 mM, BmeOH 2 mM.

PMSF 1 mM) vy cocktel de inhibidores de proteasas procurando

nuevamente no hacer burbujas para no desnaturalizar las

proteinas. Las proteinas fueron dializadas por colocarlas en
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un tubo ependorff el cual fue previamente decapitado y al
cual se le colocd en lugar de la tapa la membrana de
dialisis, esta se sujetd al tubo por medio de una liga y
parafilm. Finalmente se colocd el eppendorf invertido en un
tubo cdénico de 50 ml y se centrifugd a 1000 rpm 5 min (en la
centrifuga clinica) con la finalidad de checar que no se
saliera la muestra. El eppendorf invertido con la muestra en
contacto con la membrana de dialisis se coloco en 200
volumenes de Buffer D que contiene solamente Benzamidina y
PMSF como inhibidbres de proteasa a una concentracion de 0.5
mM y 2 mM respectivamente. El buffer de dialisis se cambio
cada dos hrs'B veces. Una vez que finalizdé la dialisis el
eppendorf gue contiene la proteina dialisada se centrifugod
durante 8 min a 14 Krpm, se recuperd el sobrenadante (el
botén contiene proteina desnaturalizada), se alicuoté en
tubos eppendorf en volumenes de 16 a 20 ul, se colocaron
rdpidamente en nitrogeno liguido y se guardaron en el REVCOQO,
La concentracién de proteinas fue determinada de acuerdo al

metddo de Bradford ( 37 ).

2.3 Ensayos de retardamiento en gel.

Antes de reélizar los ensayos de interaccién DNA
proteina.se procedié a hacer el gel nativo de poliacrilamida
de baja fuerza 1idénica. Para lo cual se prepard un gel de

poliacrilamida al 4% de 10 X 11.5 v 1.5 mm de espesor de
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acuerdo al protocole descrito por Cereghini ( 38 ). Se

affadieron 6.6 ml del stock de acrilamida:bisacrilamida

29:1, 5 ml de TBE 5X (Cf 0.5X) y 38.4 ml de agua. El gel fué
polimerizado con la adicidon de 250 ul de persulfato de amonio
al 10% y 80 ul de TEMED. La acrilamida se dejd polimerizar
durante 1 h. Anteé de cargarse las muestras (complejos
DNA-proteina) el gel fue precorrido a 150 volts 30 min.

Los ensayos de interaccidén DNA proteina se realizaron en
un volumen de 20 ul en presencia de Hepes 10 mM pH 7.9, K(C1
30 mM, glicerol al 10%, DTT 1 mM, PMSF 0.05 mM; 1 pg/ul de
polil (dl-dC):(dI-dC) como competidor no egpecifico., MgCl: 4
mM, y Espermidina 4 mM. Esta mezcla se incubd con diferentes
concentraciones de extractos nucleares (1-24 ug) durante 10
min en hielo. Posteriormente se afiadieron 2 ng del fragmento
de DNA marcado radiocactivamente con **P y se incubaron
nuevamente durante 10 minutos en ﬁielo. Terminada la
incubacién se afiadieron 3 ul de Buffer de muestra (U.25% de
azul de bromofenol, 0.25% de xilen cianol y 20% de glicerol)
solamente a la muestra que contiene sonda libre sin extracto.
Las muestras se cargaron inmediatamente en el gel de
poliacrilamida de baja fuer=za iéhica. Yy se corrieron a 150
volts durante 2 hrs. Una vez que concluyd la. corrida, los
geles se fijaron 15 min en 10% de Metanol y 10% de acido
acético y posteriormente fueron secados sobre papel Whatmén 3

MM (45 min a 80°C) y expuestos en pelicula Kodak X-Omat.
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2.4 Footprinting.
2.4.1 Interaccién DNA-proteina ( 39 ).

Los ensayos de interaccion DNA-proteina para el
footprinting se realizaron normalmente en un volumen final de
10 ul, en reacciones que contenian: 10 mM de Hepes pH 7-5,
KCl 50 mM, 0.1 mM de EDTA, 0.5 mM PMSF, 4mM MgCl.. ., 4 mM
espermidina, 10% de glicerol, 1 ug/ul de poly
(d1-dC): (dI-dC), 1-2 ng de fragmento de DNA marcado en un
extremo y en una sola cadena y 30 ug de extracto nuclear.
Normalmente se mezclaron 3 upl de solucidén 3.3X (13.3 mM de
MgCla: v 13.3 mM de espermidina) con 1 ug/ul de competidor
poly (dI-dC):(dl-dC) y se ajusto el volumen con amortiguador
"D (ver seccidén 2.2) antes de adicionar el extracto.
Géneralmente componentes descritos se preincubaron durante 10
min en hielo, antes de adicionar los fragmentos marcados e

incubar las reacciones por otros 10 a 15 min en hielo.

2.4.2 Digestidén con DNAasal.

La DNAasal (Amersham) se disolvié a una concentracidén de
2 mg/ml en solucidén HNB (Tris-HC1 15 mM pH7.5, KCl 60 mM,
NaCl 15 mM, 0.5 M de sacarosa, espermidina 0.5 mM, espermina
0.15 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5 mM, PMSF 0.2 mM) y se almacend
a —20°C. Las digestiones con DNAasal se realizaron
normalmente a 20°C durante 60 seg, con DNAasa recién diluida

en solucioén HNB enriquecida con MgCle: 5 mM y CaCla 2.5 mM).
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Generalmente se usaron 1-3 ul de DNAasal diluida entre 1:50 y
1:100 para las digestiones en presencias de extracto. Para
digerir el DNA en ausencia de extractos se usaron diluciones
entre 1:400 y 1:1000. Las reacciones se detuvieron mediante
la adicién de 30 ul del amortiguador de paro de DNAasa (EDTA
50 mM, SDS 0.2%. RNAVde transferencia 100 ug/ml y 100 ug/ml
de proteinasa K). lLos tubos se incubaron durante 45 min a
A2°C . N cada tubo se le affadid TE (10 mM Tris pH 7.5 v 1 mM
EDTAY a un volumen final de 100 pl. Los dcidos nucleicos
fueron extraidos con fenol:cloroformo (1:1). Se recuperd la
rase acuosa de cada una de las muestras y se les adiciond un
Cwvolumen de acetato de amonio 4 My 2.5 volumenes de etanol
frio (-20°C), y se dejd precipitar el DNA toda la noche a
-20°C. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron a 14
Krpm a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el botén fue
lavado con etanol al 8B0% y se dejs secar a temperatura
ambiente. Finalmente la pastilla se disclvidé en 3 ul de
buffer de carga (95% de formamida. 10 mM de EDTA, 0.25% de

azul de bromofenol y 0.25% de xilen cianol).

2.4.3 Secuenciacidén por Maxam y Gilbert ( 40 ).

| Este procedimientb requiere que el DNA sea marcado en un
extremo y una cadena. El DNA es sujeto a 4 diferentes
reacciones de secuencia, cada una de las cuales va a

modificar gquimicamente el DNA en una base especitica. De tal
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manera que en la reaccion A+G, las condiciones acidicas
depurinizan el DNA. Las guaninas son metiladas por
Dimetilsulfato. La hidrazina reacciona con citosina y
timidina pero una alta concentracioen de cloruro de sodio
modifica preferencialmente las citosinas e inhibe la reaccion
con timidina. Estas reacciones se exbtilenden a 10 largo de la
molécula de DNA en donde se encuentran cada una de las bases
gque modifican. Posteriormente el DNA moditficado es tratado
con piperidina que rompe la hebra de DNA en la base

modificada. Dado gque las bases son modificadas parcial vy

azarosamente, lo que resulta es una mezcla de fragmentos de
DNA marcados de diferente tamafios en cada reaccion de
secuencia. Cada una de las reacciones son cargadas
separadamente en un gel de secuencia el cual separa los
fragmentos de DNA de acuerdo a su tamafio. Por observar la
posicién relativa de las bandas radioactivas en estos cuatro

carriles, la secuencia de DNA puede ser determinada

Reacciones de modificacién,

Reaccidén de modificacién de purinas (G+A). Se efectuo de
acuerdo al protocolo descrito por Maxam y Gilbert ( 4uU ).y
gue a continuacidén se describe:

A 10ul de DNA marcado (10,000 cpm/ul) en un scolo extremo
v en una sola cadena se le afladio 2 ul de esperma de salmon

(5 ug/ ul) sonicadeo como 'carrier' 25 nl de acido formico
o



(98%) . Esta mezcla se incubd durante 6 min a 20°C, se agité
con vortex y se affadidé 200 ul de buffer de'paro de hidrazina.
(0.3 M de acetato de sodio, 0.1 mM EDTA, 25 pg/ml de tRNA) y
se colocd en hielo. Una vez que se pard la reaccioén el DNA se
_precipité al afiadir 3 volumenes de etancl a ~-20°C y se
centrifugd a 14 Krpm durante 30 min. El botdén se resuspendié.
en 250 ul de acetato de sodio 0.3 M y se volvid a precipitar
el DNA con 3 volumenes de etanol. Nuevamente se colocd en un
hafico de hielo seco - etanol 15 min y se centrifugd a 14 Krpm
a 4°C., El botédn se lavd con etanol al 80% vy se procedid a la
reacciéon de fuptura con piperidina.

Para la reacciodn dé modificacion de guaninas (G) se
mezclaron 190 ul de buffer de dimetil-sulfdxido (50 mM de
cacodiléto de sodio, y 1 mM de EDTA disddico pH 8.0) con 4 ul
de DNA de esperma de salmén sonicado y 5 ul de DNA marcado.
Esta mezcla se colocd a 4°C y se le adicioné 5 ul de dimetil
sulféxido al 10%. La reaccidn de modificacion se efectud
durante 5 min a 20°C y fue parada por afladir 50 ul de
sdiucién de paro de dimetil sulfato (1.5 M de acetato de
sodio, 0.5 M de datiotreitol, 100 upg/ml de t-RNA de
levadura). EL DNA se precipité al adicionar 3 volumenes de
'.etanol y se dejo durante 15 min en un bafio de
hielo seco-etanol. Se centrifugd, se reprecipito y se lavo el
botdén igual gque para la reaccion de modificacion de las

purinas.



Para la secuenciacion de las adeninas (A} se mezclaron

100 ul de NaOH 1.2 N, 1mM de EDTA pH 8.0, 4 ul de DNA
sonicado y 5 ul de DNA marcadoe (aprox. 10.000 cpm /ul). La
reaccién se efectua durante 7 min a 90°C y se enfria
rapidamente en agua-hielo. A esta mezcla se le afiadio 150 ul
de dcido acético 1 My 5 ul de tRNA (aprox 1 mg/ml) mas 3
volamenes‘de etanol para precipitar &dcidos nucleicos y se
mantuvo en hielo seco/ etanol durante 15‘min. transcurrido
este tiempo se centrifugd durante 30 min a 14 Krpm. El botén
fue resuspendido en 300 ul de acetato de sodio 0.3 M pH 5.2

se volvio a precipitar y lavéd como se indicd anteriormente.

Reaccién de ruptura

Despues que las reacciones de modificacion han sido
hechas, el DNA modificado es tratado con piperidina, la cual
rompe la hebra de DNA en las bases modificadas. Esta reaccion
se realizd de la siguiente manera:

EL DNA de cada una de las reacciones se disolviéo en 100
ul de piperidina diluida recientemenﬁe (1:10). Cada uno de
log tubos eppendorf gue contenian las reacciones de secuencila
fueron sellado muy bien con parafilm y posteriormente
incubados a 90°C durante 30 min., Una vez que la reaccion de
ruptura fue efectuada los tubos fueron rapidamente colocados
en una bafic de hielo seco / etanol durante 5 min y

posteriormente se colocaron en el evaporador rotatorio
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(Savant) hasta que se evapord la piperidina (aproximadamente
1 h)., Una vez que se evapord la piperidina el botdén fue
redisuelto en 10 ul de agua se coloco nuevamente 5 min en el
bafio de hielo seco—-etanol y se volvid a colocar en el

savant esto se efectué dos veces mas con la finalidad de
eliminar lo m&s gue se pueda la piperidina , debido a que la
calidad de las reacciones de secuencia depende en parte, de
la éompleta eliminacién de ésta.

Una vez que las reacciones de secuencia asil como las del
footprainting fueron realizadas las muestras se corrieron en
un gel de poliacrilamida-Urea al 6%. Para un gel de 70 ml se
agregaron: 18 ml de la mezcla acrilamida-bisacrilamida
(29:1), 35 gr de Urea, 14 ml de TBE 5X y 18 ml de agua.
Ademas se le adicionaron 320 ul de persulfato de amonio al
10% vy 18.6 ul de TEMED. El gel se:precorridé durante 30 min a
30 watts. Por otro lado las muestras fueron calentadas justo
antes de cargarse 3 min a 90°C, y se colocaron 3 ul de cada
reaccion por pozo. Las muestras fueron corridas a 25 watts
hasta que el azul de bromofenol migro tres cuartas partes del
gel. Una vez que finalizd la corrida el gel ( que se
encontraba pegado al vidrio chico) se colocd en una scolucion
que contenfa 10% de dcido acético y 12% de metanol durantg 1
hr para fijarlo. El gel se dejé toda la noche a 37°C para

secarlo vy al dia siguientes se colocd una pelicula de rayos X
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Y 3¢ dejd exponiendo durante 2 a 3 dias a -70°C con pantalla

amplificadora.

2.5 BSouthwestern ( 41 ).

Esta tecnica, es un método efectivo para identificar de
manera directa las proteinas que se unen al DNA sin
purificacidén parcial. A través de la transferencia de las
proteinas a papel de nitrocelulosa y su incubacion con DNA
blanco se puede lograr identificar las proteinas que
reconocen la secuencia del promotor a estudiar. Nosotros
empieamos este protocolo'para identificar un grupo de
proteinas que parecen unirse con especificidad al promotor

del RNAr 55 y a su region espaciadora.

2.5.1 Preparacién de las muestras.

30 ug de proteinas nucleares y de la fraccion S5-100

(aproximadamente 15 ul) fueron diluidas con un volumen de

buffer de muestra (5% SD5, 5 mM de Tris-HCl pH 6.8, 200 mM de

YT, 20% de glicercl y 0.05% de pironina). Las muestras se
colocaron directamente en el gel sin hervir. EI volumen
depositado en los pozos del gel dependid¢ en cada caso de que

tan concentrada estuviera la muestra.

2.5.2 Preparacién de los geles.
_La electroforesis de las proteinas se hizd en geles de

poliacrilamida de 10 X 11.5 cm y de 1.5 mm de espesor,
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preparados de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli
( 42 ). El gel resolutivo fue preparado con las siguientes
concentraciones finales: Acrilamida 10%, bisacrilamida 0.9%,
Tris-base 0.375 M pH 8.8, SD5 0.1%. El gel fue polimerizado
mediante la adicién de 0.05% de persulfato de amonio y 0,003%
de TEMED. Las concentraciones finales del gel concentrador
fueron las siguientes: Acrilamida 4%, bisacrilamida 0.10%,
‘Tris—-HCl 0.0125 M pH 6.8 y SDG al 0.1%, persulfato de amonioc
0.05% y TEMED 0.05%. El buffer de electroforesis.contenia:
Tris—-base 0.025 M pH 8.3, glicina 0.192 My 8DS 0.1%. La
electroforesis se hizd manteniéndo el voltaje constante (100
volts) hasta que la pironina alcanzd el fondo del gel en

aproximadamente 5 hrs.

2.3.3 Tincién con azul de Coomasie.

Terminada la corrida del gel, éste se desmontd de la
cdmara de electroforesis, la mitad de éste se colocd en un
recipiente que contenia aproximadamente 25 ml de solucion de
tincién la cual consistia de azul de Coomasie (Bio—Rad) 0.25%
disuelto en metanol 45% y acido acético 10%. Después de
permanecer el gel 1 h en el colorante se lavé el exceso del
mismo con agua bidestilada. Para destefiir el gel se empled
una solucién de metanol al 10% y acido acético al 10%,
cambidndola cuando se saturaba de colorante, hasta que el

fondo del gel estuviera transparente o azul tenue.
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2.9.4 Electroinmunotransferencia ( 43 ).

Terminada la electroforesis del gel de poliacrilamida,
la otra mitad del gel se equilibré en la soluéién
amortiguadora de transferencia Trizma-~base 25 mM, glicina 192
mM y metanol al 20%. As{ mismo el papel de nitr@celulosa
cortado al tamafio del gel se equilibré en la misma solucidén
amortiguad&ra por 30 min. Una vez equilibrados el gel y el
papel de nitrocelulosa, la unidad de transferencia se armé¢ en
una bandeja con solucién amortiguadora de la siguiente
manera: se coloco primero un cojinete de fibra y en seguida
dos capas de papel filtrd (Whatman 2MM), ambos previamente
humedecidos en amortiguador. Sobre el papel filtro se colocdy
el gel y sobre éste el papel de nitrocelulosa, presionando
con un objeto cilindrico con el fin de eliminar burbujas de
aire. Después del papel de nitrocelulosa se adicionaron otras
dos capas de papel filtro vy un cojinete de fibra. La unidad
se cerrd y se paséd a la camara de transferencia, gue contenia
2.9 1 del amortiguador ya mencionado. La transfrencia se
realizo durante 3 h a 300 mA. Una vez terminada la
transferencia el papel se secd a temperatura ambiente y sé
guardd hasta su uso a 4°C, Antes de ponerse a interacciconar
con el DNA, el papel de nitrocelulosa fue cubierto con 5% de
leche descremada (Sveltes) disuelta en 10 mM de Hepes pH 7.9

e incubadas durante 1 h a temperatura ambiente.
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Posteriormente y ya con el papel bloqueado para disminuir de
esta manera uniones inespecificas el filtro fue incubado con
amortiguador de unidén (10 mM Hepes pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM
MgClz, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.25% de leche descremada)

que contiene 5 X 10% ¢cpm (Cerenkov) de DNA marcado por ml
durante 3 hrs a temperatura ambiente. Los filtros fueron
lavados con 3 cambios de buffer de unién que contiene 0.1 M
de NaCl durante 2 hrs. El papel de nitrocelulosa se dejo

secar Yy se expuso en peliculas Kodak X-Omat.
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1. SUMMARY

To further study the ribosomal RNA genetic
system in Trypanosoma cruzi, the 58 rRNA gene

~ family was characterized. We found that this gene

family is reiterated about 1600 times per diploid
nuclei and is mostly organized as a tandem repeat
of 481 basc pairs. These gene clusters were as-
signed to two chromosomes of about 1500 and
1400 kilobase pairs. We found that the 55
rRNA-coding region is comprised of 120 nu-
cleotides, and contains the well-known interaal

control regions of eukaryotic RNA polymerase

I11. The two gene-spacer regions analysed exhibit
a putative signal for transcription termination
and six sites homologous to the consensus se-
quence for the binding of transcription factor
Spl.

Correypondence to: R, Herndindez. Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autdnoma de México,
Apurtado Pastal 70.22%, 04514 México D.F. México.

2. INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi, a parasitic protozoa, is the
etiologic agent for Chagas’ disease. T. cruzi, like
other trypanosomatids, possesses atypical cytoso-
tic ribosomes whose large subunits contains two
large (@ and B) and six small (S1-S6) rRNA
molecules [1-3). All these RNA molecules, ex-
cept S5, are encoded within the main transcrip-
tion unit {4-6). RNA sequencing of S5 rRNA
from Crithidia fasciculata [7] and from Try-
panosoma brucei [8), have demonstrated that this
small rRNA molecule corresponds to the 58
rRNA of other species.

Our group is intcrested in the physiology of
expression of the two kinds of 7. cruzi rRNA
genes (i.e., main transcription unit and 5S locus).
We have previously cloned and partially charac-
terized genomic DNA fragments from the main
transcription unpit (6,9]. Here we report the ge-
nomic organization, chromosome location, and
structure of the 5S rRNA gene family from T
cruzi. Qur findings are compared with the analo-
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gous data published for the African species 7.
hrucei [10,11) and the insect parasitic trypanoso-
matid C. fasciculata [12).

J. MATERIAL AND METHODS

J.1. Cell crlture und nucleic acids preparation

Culture of T. cruzi cpimastigotes, nucleic acids
purification and the use of small rRNAS as probes
have been previously described [6,13],

3.2, Genome charactorization and cloning proce-
dures

Southern-blot experiments were performed by
standard techniques {14). Dot blots of genomic
DNA were carried out by applying 125-500 ng of
heat-denatured DNA to nitrocellulose wet in 3 M
NaCl and 300 mM trisodium citrate. Thercafter,
the membrane was treated as a regular Southegn.
Hvbridization signals were first visualized by x-ray
autoradiography, and then the individual dots
were counted in a Packard Tri-Carb liquid scintil-
lation analyser,

A T, cruzi genomic library was constructed as
follows: nuclear DNA was partially digested with
Sau3Al endonuclease and size fractionated
through a 0.8%% agarose gel. The DNA migrating:
in between 4.3 to 6.6 kbp was clectroeluted from
the gel and ligated into the BamHI site of plas-
mid pUCI8. Escherichia coli MC1061 cclls were
transformed and screened with kinased 5S rRNA
as described elsewhere [6]. The clone pRTCl4.2
was isolated as a recombinant plasmid bearing a
6-kbp genomic DNA insert that hybridizes to 5S
rRNA,

3.3, Preparation of DNA plugs and chromosome
electrophoresis

Epimastigotes from cultures were embedded
and lysed in agarose blocks as described {15). The
embedded material of approximate 1 x 107 para-
sites were foaded on 0.8% agarose gels in 0.1 M
Tris base, 0.1 M boric acid and 2 mM EDTA pH
8 (I X TBE). The separation of the chromosomes
was performed using the Transverse Alternating
Field Electrophoresis (TAFE) apparatus from
Beckman, The electrophoretic conditions were:

3-min pulses of 280 mA constant current for 48 h,
8-min pulses of 400 mA for an additional 24 h
14°C in | x TBE. Sacharomyces cerevisiae chro-
mosomes from strain 334 were used as size stand-
ards. The gel was blotted to nitrocellulose after
depurination with 0.2 N HCl for 5§ min, and
treated as a regular Southern blot,

I Nucleotide sequence analysis

Two different Sau3Al fragments of the tan-
dem repeat cloned in pRTC14.2 were subceloned
into the MI3mpl8 BamHI site. Sequences from
these and other constructions were obtained as
described elsewhere [9]. Both DNA strands were
sequenced and all restriction sites were crossed.,

The 5 end of T, cruzi 5§ rRNA was deter-
mined by partial sequence analysis of 5° [y-% P}
ATP-kinased RNA molccules (New England Nu-
clear), using the Bethesda Rescarch Laboratories
RNA sequencing kit and protocol. The 3' end
was assigned by comparison with 7. brucei and C.
fasciculaia species.

4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1, Gene reiteration

The 558 rRNA-gene copy number was esti-
mated by comparison with the S1 small-rRNA
coding region as reference. S1is part of the main
transcription unit [6}, which is present in about
100 copies per nuclei [13). The radioactivity re-
tained in dot blots, corrected for the specific
radioactivity of the S1 or 5§ rRNAs (Fig. 1A),
indicates that, in 7. cruzi, the 35S rRNA genes
occur some sixteen times for cach S1 coding
region (i.e., approximately 1600 copies per nuclei).
This figure is similar for the three DNA quanti-
tics used (125, 250 and 500 ng). An equivalent
reiteration value (1500 copies) has been reported
for T. brucei 38 tTRNA genes [8). C. fasciculara 55
rRNA genes exhibit a lower multiplicity (.e.,
250-300 gene copies per nuclei {12]), Since all the
rRNA molecular species are equimolar in the
ribosomes, the 5S gene overdosage raises inter-
esting questions regarding its level of expression
and the stoichiometry of transcripts potentially
produced.
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gous data published for the African species T,
hrucei {10,11] and the insect parasitic trypanoso-
matid C. fasciculata [12],

3. MATERIAL AND METHODS

3.1 Cell cultiee und nucleic acids preparation
Culture of T. cruzi epimastigotes, nucleic acids

purification and the use of small rRNAs as probes:

have been previously described [6,13).

3.2, Genome characterization and cloning proce-
dires

Southern-blot experiments were performed by
standard techniques [14], Dot blots of genomic
DNA were carricd out by applying 125-500 ng of
heat-denatured DNA to nitrocellutose wet in 3 M
NaCl and 300 mM trisodium citrate. Thereafter,
the membrane was treated as a regular Southe;n.
Hybridization signals were first visualized by x-ray
autoradiography, and then the individual dots
were counted in a Packard Tri-Carb liquid scintil-
lation analyser.

A T. cruzi genomic library was constructed as
follows: nuclear DNA was partially digested with
Sau3Al endonuclease and size fractionated
through a 0.8 agarose gel. The DNA migrating
in between 4.3 to 6.6 kbp was clectroeluted from
the gel and ligated into the BamHI site of plas-
mid pUCI8. Escherichia coli MC1061 cells . were
transformed and screened with kinased 5S rRNA
as described elsewhere [6]. The clone pRTCl14.2
was isolated as a recombinant plasmid bearing a

6-kbp genomic DNA insert that hybridizes to 538 -

rRNA.

3.3. Preparation of DNA plugs and chromosome
clectrophoresis

Epimastigotes from cultures were embedded
and lysed in agarose blocks as described [15), The
embedded material of approximate 1% 107 para-
sites were loaded on 0.8% agarose gels in 0.1 M
Tris base, 0.1 M boric acid and 2 mM EDTA pH
§ (1 X TBE). The separation of the chromosomes
was performed using the Transverse Alternating
Field Electrophoresis (TAFE) apparatus from
Beckman, The clectrophoretic conditions were:

J-min pulscs of 280 mA constant current for 48 h,
S-min pulses of 400 mA for an additional 24 h at
19°C in | X TBE. Sacharomyces cerevisiae chro-
mosomes from strain 334 were used as size stand-
ards. The gel was blotted to nitrocellulose after
depurtnation with 0.2 N HCI for § min, and
treated as a regular Southern blot.

3.4 Nucleotide sequence analysis

Two different Sau3Al fragments of the tan-
dem repeat cloned in pRTCl14.2 were subcloned
into the MI13mpl18 BamH]I site. Sequences from
these and other constructions were obtained as
described efsewhere {Y]. Both DNA strands were
sequenced and all restriction sites were crossed.

The 5' end of T. cruzi 58 rRNA was deter-

mined by partial sequence analysis of 5’ [y-**P]-

ATP-kinased RNA molecules (New England Nu-
clear), using the Bethesda Research Laboratories
RNA sequencing kit and protocol. The 3 end
was assigned by comparisen with T, brucei and C.
fasciculata species.

4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. Gene reiteration

The 5S rRNA-gene copy number was esti-
mated by comparison with the SI small-rRNA
coding region as reference. S1 is part of the main

transcription unit [6], which is present in about

100 copies per nuclei [13], The radioactivity re-
tained in dot blots, corrected for the specific
radioactivity of the S1 or 58 rRNAs (Fig. 1A),
indicates that, in 7. cruzi, the 35 rRNA genes
occur some sixteen limes for each Sl coding
region (i.e., approximately 1600 copies per nuclei).
This figure is similar for the three DNA quanti-
ties used (125, 250 and 500 ng). An equivalent
reiteration value (1500 copies) has been reported
for T. brucei 5S rRNA penes [8). C. fasciculata 55

rRNA pgenes exhibit a lower multiplicity (i.e.,

230-300 gene copies per nuclei [12)). Since all the
rRNA molecular species are equimolar in the
ribosomes, the 5S gene overdosage raises inter-
esting questions regarding its level of expression
and the stoichiometry of transcripts potentially
produced,
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Fig. 1. Hybridization of 7. cruzi 58 tRNA to genomic DNA,
A. Denatured DNA was spolted onto nitrocellulose and inde-
pendent membranes were hybridized with the kinased small
rRNAs 85 (or 5S) and §1, The retained molar ratio §5/51
indicated below the autoradiographs was calculated by liquid
scintillation analysis of the membranes, B. Genomic DNA was
digested with the indicated enzymes during 5 min (1), 15 min
(b), 30 min (c) and 5 h (d). The blotted gel {1.29 agarose) was
hybridized 10 a 481-bp cloned DNA fragment containing a
complete 5§ tRNA gene repeal. Fragment sizes were estie
mated using A HindIll and pBR322 Hinfl independent
dipests,
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4,2. Genomic organization and chromosomal loca-
tion '

Our previous genomic map of 7, cruzi tRNA
genes indicated that the 55 rRN& gene family
was not linked to the main transcription unit [6).
Partial Hincll, Hinfl or Suu3Al divestions of T,
cruzi genomic DNA were Southern hybridized to
a 5s TRNA gene probe, In all cases, the radioac-
tive signal shows the accumulation of an approxi-
mately 500-bp fragment and fainter bands (Fig.
1B). Most of these bands move in the gel with
sizes expected for multiples of a putative 500-bp
monomeric unit. There are also a few other bands
(> 500 bp) that hybridize with the 55 rRNA gene
probe. These results arc consistent with the 55
rRNA gene family being organized as a tandem
of an approximately 500-bp unit. The fragments
that don't fit this model may represent DNA
elements with heterogencity in size and/or se-
quence, the end of the repeats in a cluster of
genes, or homologous sequences that moved else-
where in the genome. This model has also been
proposcd for the 5S rRNA gene family from 7.
brucei (745-bp monomer [10]) and from C. fascic-
wlata (227-bp monomer, [12}). Our sequence data
from two independent 58 rRNA gene repeals
*indicate 7. cruzi monomeric sizes of 479 and 481
bp.

The localization of the 5SS gene clusters in T.
cruzi chromosomes was carried out by Southern
blots of chromosome-sized DNA molecules. Fig.
2 shows the occurrence of two discrete hybridiz-
ing bands of approximately 1500 and 1400 kbp.

4.3. Gene sequence .

Two different 5§ rRNA gene repeats were
completely scquenced. The coding and spacer
regions were assigned as mentioned in MatEwri-
ALS AND MeTtrobs, Fig. 3 depicts the nucleotide
sequence of the two repeated clements analyzed:
the coding region (120 bp) was identical in both
repeats. Two substitutions and two deletions (or
insertions) were found among the two spacer
regions (361 bp, the largest). These changes could
be due to natural polymorphisms among the re-
peats,

The non-coding spacers of T. brucei and C,
fascicudata differ in size: 625 and 107 bp, respee-
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tively [10,12], and show no similarity to that of T.
cruzi. If there is any DNA element within the
spacer region that interacts with the transcription
apparatus, it is likely to be a small sequence
muotif. With respect to this point, we found six
putative G + C boxes which are at least 83%%
homologous to the consensus sequence
GGGCGG [16,17] identified as a binding site {or
the transcription factor Spl, Three of them oceur
in the same polarity as the RNA-like strand, and
the rest are found in the opposite DNA strand
(Fig. 3). When we searched for this motif in the

kpb

1500~

a b C a b (old
Fig. 2. Chromosomal location of T. crmzi 55 rRNA penes.
Ethidium bromide-stained cetl of chromosomes from 7. cruzi
cells (b, ¢) sepirated under triansverse alternating field elec-
trophoresis, S, cercrisiae chromosomes (a) were used as size
markers. The kanes af, b', and ¢ correspond 1o the Southern
hybridization of the blotted pel using a cloned 58 tRNA gene
repeat (481 bp) as a radioactive probe,
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Fig. 3. Nucleotide sequence of the 58 rfRNA gene repeatof T,
cruzi, The non-coding region (upper block) is compared for
two independent Sau3Al clones, Dots and dashed represent
identity or absence of nucleotide, respectively, The arrows
indicate the position and orientation of the putative Spl-bind.
ing sites (GGGCGG, consensus sequence in the same polarity
as the sense strand). In two cases these sequence efements are
repealed with an overlap of two nucleotides, as indicated. The
lower block of sequences presents the alignment of the coding
regions (sense strand). This coding sequence was identical in
both 7. cruzi clones (Tc). The published sequences for T.
brucei (TH) [10), C. fasciculata (Cf) {12) and Homo sapitns
(Hs) (19] are shown. The internal control regions (i.e., Box A
and Box C) are boxed. The bold line under a run of 7 Ts
(upper black of non-cading region) indicates the putative
element of transcription termination [21].

published data for other trypanosomatids, we
found that both T. brucei (10} and C. fasciculata
[12] analogous spacers exhibit two G + C boxes of
this sort. Their significance in a polymerase {ll-
type transcription unit is not known. DNA se-
quence elements of polymerase 1 promoters have
been documented to functionally occur upstream
from the transcription-start site of some genes
transcribed by RNA polymerase [iI, e.g., a
CACCC-box and a TATA-box localized upstream
from the human 7S K RNA gene (sce ref. 18 for
review), Whether the G + C boxes here found
have an analogous function in the transcription of
the 5S rRNA genes is an open question. A proba-
ble interaction of these boxes with 7. cruzi nu-
clei-derived proteins is currently being analysed.

The 58 rRNA coding region shows high simi-
larity to that published for 7. brucei (95%, [10})



and C fasciculata (809, [12]). Notewarthy is the
absolute conservation of the internal polymerase
11T control regions (i.c., A-box and C-box) among
the 7. cruzi and T, brucei homologues [12,19].

As a separate feature. we found that the T,
cruzi 58 rRNA coding region is only 65 homol-
ogous to the analogous molecule from humans
(20] (Fig. 3). Therefore, it may be worth consider-
ing the application of this sequence (or part of it)
as a probe for diagnosis of Trypanosomiasis. The
coding region may not discriminate between dif-
ferent trypanosomatids, but this identification
could be achieved using gene-spacer derived se-
quences.

The isolation and characterization of 58 rRNA
genes from the pathogenic trypanosomatid T,
cruzi provides us with an opportunity to explore
the molecular mechanisms that are involved in
the expression of this gene family.
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SUMMARY

The entire coding region (120 bp) plus 122 nucleotides from
the Trypanosoma cruzi 5S RNAr gene spacer region were
analyzed by footprinting assays of homologous crude nuclear
extracts, and by gel retardation experiments. The region
protected to DNAasel digestion comprises practically the
entire coding region and most of the gene spacer sequences
analyzed. Evidence is presented that supports the specific
recognition of G+C boxes from the gene spacer by a putative
Spl related factor present in nuclei from T.cruzi

epimastigotes.

KEY WORDS: Trypanosoma cruzi, 5S rRNA gene, G+C boxes, Spl




INTRODUCTION

The cytosolic ribosomes of trypanosomatids are atypical
in that they contain three large and six small ribosomal RNA
(rRNA) molecules [1-3]. Our work group has been interested
in the analysis of the rRNA gene system from Trypanocsoma
cruzi: It has been reported that all of the small rRNA
molecules from this parasite are codified in a major rRNA
transcription unit with the single exception of the 5S rRNA
species [{4]. These RNA molecules were found to be codified
in a gene family of approximately 1600 members, as tandem
repeats of 480 bp [5]. The 5S DNA repeated elements are
comprised of both coding and non-coding spacer sequences
(5]. The former (120 bp); exhibit the well known internal
control elements (i.e., box A and box C) recognized by the
eukaryotic RNA polymerase III (pol III) [6]. The latter
(360bp), possess the putative signal for transcription
termination, and six sites at least 83% homologous to the
consensus sequences for the binding of the transcription
factor Spl [7, 8)]. Since Spl is a factor associated with
pol II transcription units, and the 55 rRNA genes are
typically transcribed by pol III, we ¢onsidered appropriate
to further characterize these regions in ﬁerms of their
interactions with T.cruzi nuclear proteins.

The findings here presented support the occurrence of

T. cruzl nuclear proteins that interact with most of the
sequences of the 5S rRNA gene repeat. In addition, it is

shown that the potential Spl binding sites from the 55 DNA
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spacer sequences are able to compete with the analogous
motifs from SV40 early promoter region in their'ability to

interact with proteins from crude nuclear extracts derived

from T. cruzi epimastigotes.



MATERIALS AND METHODS

Cell cultures

The Mexican stock of T.cruzi, C4 [9] was axenically
cultured in liver infusion-tryptose iiquid medium [10]
supplemented with 10% heat inactivated fetal serum agitated

in roller bottles at 28°C.

Plasmid clones

The genomic fragment cloned in pH3 is a complete T.cruzi
55 gene repeat, and its seguence has been previously
reported (Genbank accession number M59502) [5]. Figure 1
shows the sequence elements of this clone, as well as the
restriction sites used to construct the subclones pRC100 and

PRESS.

Nuclear extracts

Nuclei were prepared as reported by Weil et al. {11)
with the following modifications: T.cruzi cells were
collected by centrifugation, washed once with isotonic
phosphate buffer saline (pH 7.2) and resuspendedvin two
volumes (referred to thé packed cells) with Buffer A (10 mM
Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM dithiotreitol,
0.5 mM PMSF). The cells were allowed to swell for 20 min on
ice, and then manually disrupted with a teflon homogenizer -
about 30 strokes. The cell lysis was monitored with phase-
contrast microscopy. The lysate was centrifuged at 6000 rpm

(Sorvall HB4 rotor) for ten min at 4°C. Nuclear extracts



were prepared from this pellet as described by Dignam et al.

[12) under the following conditions: nuclel were resuspended
at 2 X 10° nuclei/ml in buffer C (20 mM Hepes pH 7.9, 25 %
glycerol, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.25 mM EDTA, 0.5 mM
DTT, 0.5 mM PMSF). The suspensioh was stirred for 45 min by
gentle rocking at 4°C, and the chromatin was sedimented at
19,000 rpm for 30 min (Beckman SW 50.1 rotor). The protein
from the supernatant was precipitated by the slow addition
of 3.8 M ammonium sulfate in 20 mM Hepes (pH 7.9), at a
ratio: 1.6 ml of sulfate solution per ml of protein
suspension. The mixture was rocked over-night at 4°C and
centrifuged at 35,000 rpm for 20 min (Beckman SW 50.1
rotor). The proteins from the pellet were resuspended in
the minimal volume of buffer D (20 mM Hepes pH 7.9, 60 mM
KCl, 20 % glycerol, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.25 mM EDTA,
.0.125 mM EGTA, 2 mM Benzamidine, 5 ug/ml Aprotinin, 5 ug/ml
Pepstatin A, 5 ug/ml Leupeptin). Typically 100-200 ul of
buffer D were used to resuspend proteins from 108 cells.

The suspension was dialysed for 4 hr at 4°C against 500
volumes of buffer D. The nuclear extracts were kept frozen
in liquid nitrogen until used and the protein concentration

was determined by the method of Bradford [13)].

Electrophoretic mobility shift assays.
Protein-DNA complexes were formed and analyzed as
described [14, 15) under the following conditions: 10,000

cpm (ca 1.0 ng) of an end-labeled double-stranded DNA probe



was incubated at 4°C in binding buffer (20mM Hepes pH 7.9,
60 mM KCl, 20% glycerol, 0.25mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 1 mM
DTT, 0.5 mM PMSF, 2 mM Benzamidine, 5 pg/ml Aprotinin, 5
ng/ml Pepstatin A, 5 ug/ml Leupeptin) with 1-24 ug of
protein from T. cruzi nuclei (20 ul as final volume). To
reduce the non-specific binding, 1 ug/ul of poly (dI-
dC):édI—dC) (Pharmacia) was used in the binding reaction.
This reaction mix was incubated for 10 min at 4°C, and the
DNA-protein complexes were resolved on 6% polyacrylamide gel
(acrylamide to bisacrylamide 29:1) in 55.5 mM Tris, 44.5 mM
boric acid, 1 mM EDTA (0.5X TBE). The electrophoresis was
carried out in 0.5X TBE for 2 hr at 150 V. The gel was
fixed in 10% acetic acid and 10% methanol, dried, and

autoradiographed.

Footprinting reactions

DNA-binding reactions for DNAase I footprinting were
carried out exactly as described above for the gel
retardation assays except that 30 ug of the appropiate
nuclear extract and 1.5uqg of poly (dI-dC):(dI-dC) were used
for the binding reactions. Cleavage with DNAase I was
performed essentially as described previously [16], with
only minor modifications: following incubation of the
binding reaction at 4°C for 10 min, 2 ul of & freshly
prepared solution containing 0.3 u of DNAase I in 5 mM
MgCly, 5 mM CaCly; was added. The digestion was carried out

at 20°C for 60 sec, and terminated by the addition of 30 ul



of DNAase I stop buffer (50 mM EDTA, 0.1 % SDS, 150 ug/ml
tRNA, Proteinase K). After phenol extraction, the DNAase I
cleavage products were analyzed on a 6 % polyacrylamide, 8 M

urea sequencing gel. Chemical cleavages were performed as

described by Maxam and Gilbert [17].




RESULTS

Protein interactions along the T.cruzil 38 rRNA genes

Our previous sequence analysis on T.cruzl 5S rRNA genes
identified the putative internal control region (i.e., box A
and box C), and some G+C boxes homologous to the consensus
sequence for the binding of the transcription factor Spl
[18]. These boxes are located in both polarities within the
spacer region (Fig. 1). The occurrence of T.cruzi nuclear
proteins that could interact with these DNA elements was
investigated by footprinting analysis: the DNA probes pRC100
and pRE5S which bear different regions of the 5S rRNA genhe
repeat (Fig. 1) were end-labelled and incubated with crude
nuclear extracts from T.cruzi cells. Their DNAase I
protection pattern indicate several zones of protection
(relative to the pattern observed with the free probe) that
span most of the analyzed reqgion (Figs. 2 and 3). 1In
addition, a slightly stronger protection was observed in
some regions, like the internal control region (Fig. 2), or
the G+C boxes number 2 and 3 (Fig. 3). Figure 4 depicts the
nucleotide sequence analyzed (242 bp), with the DNAase I
protected zones indicated.

All the G+C boxes contained within the analyzed
fragments from the 5S rRNA gene and spacer are located
inside protected regions. Therefore, it is difficult to
interpret whether they are specifically recognized by

nuclear proteins from T.cruzi or are protected by factors

10
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interacting in a broader sequence context (see below).

8pl ralated factor present in T.cruzi nuclei

To support the possibility that the G+C boxes could be
specifically recognized by a factor from T. cruzi nuclei
that could be related to Spl, a gel retardation experiment
was carried out. If these G+C boxes were indeed recognized
by an Spl related factor, then they should be able to form a
complex with a well defined target sequence for Spl. A 72
bp insert from plasmid pGCY9 [19] was used as the G+C related
radiocactive probe, since it possesses six prototypic G+C
boxes within the three 21 bp repeats from the simian virus
SV40 early promoter region (Fig 5D). Nuclear extracts from
T. cruzi were able to form at least two complexes with this
probe (Fig S5A). Figure 5B shows that the 55 rRNA gene
spacer region from T. cruzi (i.e., insert from plasmid
PRESS) displaces these complexes at a 50 fold excess. The
polylinker region of plasmid pUCl8 was used as negative

control (Fig. 5C).

11
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DISCUSSION
Footprinting analysis.

In spite of extensive studies on the structure of 58
rRNA genes carried out in several phyla, footprinting
analysis of protein-55 DNA interactions is still limited to
few organisms. On the one hand, the footprints of Xenopus | ;
crude nuclear extracts or purified TFIIIA on their 5S RNA Z
genes indicate that only the internal control region is ;
protected by DNAase I, and only some enhancements
distinguish the two protected regions [20]. On the other g
hand, detailed analyses performed on Saccharomyces | :
homologous show that the assembly of transcription complexes
take place in multiples steps involving protein-DNA
interactions, and that the complete molecular complex extend
over the entire transcription unit together with some 50 bp
of the 5’ flanking sequence [21]). The footprints here ;'
presented on the T.cruzi 5S rRNA gene support an expanded
type of protein-DNA interactions similar to that observed in
yeast cells [21]. Whether this kind of expanded protein-5S
DNA interactions is a feature particular to simple
eukaryotes is an interesting possibility, but it needs

further examples to be supported.

G+C boxes.

T.cruzi nuclear proteins were able to form stable
complexes with a probe from the early promoter region of

SV40 that possesses 6 G+C boxes, recognized by the
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transcription factor Spl. The displacement of these
complexes by the T.cruzi 55 rRNA gene spacer region was
evidenced in the gel retardation analysis of figure 5B.
Since the similarity between these two sequences is
restricted to the G+C boxes that conform the Spl binding
site, it is likely that these motifs are responsible for the
observed complex displacement.

The occurrence of control regions located upstream from
the transcription initiation site is now well documented in
the 55 rRNA genes from arthropoda, and fungi species (see
Ref. 22 for review). Moreover, an upstream Spl binding site
has been found to stimulate (among other elements, including
internal control regions) the transcription levels of the
Epstein-Barr encoded small RNAs (EBER) genes transcribed by
RNA polymerase IIT (23]. Whether T.cruzi possesses an S5pl
related protein capable to functionally bind the G+C boxes
of the 5S DNA spacer region is an interesting possibility

and future work will be directed to test it.
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FIGURE LEGENDS.
Fig. 1. Restriction map of T.cruzi 5S rRNA gene clones.
Only key restriction sites are presented. The hatched boxes
represent the coding region which contains the internal
control regions (solid area). The small arrows indicate the

position and orientation of the G+C boxes [5].

Fig. 2. DNAase I footprinting of T.cruzi nuclear extract on
the 55 rRNA coding region. The labelled probe is the RNA-
like DNA strand (*) from the insert cloned in pRC100
(Fig.l); Lanes: a, no protein digestion control; b-e,
samples contained 30 ug of nuclear protein; £, chemical
cleavage at As of the same DNA as marker. Sequences
protected from DNAase I digestion are lengthwise indicated
({). The fragment used as probe is presented alongside of
the autorradiograph. The coding region (hatched box), the
internal control region (solid box), and two G+C boxes (7

and 8) are indicated.

Fig. 3. DNAase I footprinting of T.cruzi nuclear extract on
the 55 DNA spacér region. The non-sense strand of pRE5S
insert (Fig. 1) was end-~labelled (*) and incubated with
(lanes b-e), or without (lane a) nuclear proteins. Chemical
cleavage at purines G+A (lane f) or at Gs (lane g) were
included as markers. For further details see legend to

figure 2.



Fig. 4. Summary of the 5S DNA sequence analyzed: The coding
region (bold) is presented in between spacer sequences.
Continuous and discontinuous underlining represent strong
and mild protection of nuclear extracts to DNAase I
digestion, respectively. The internal control regions (box
A and box C), the G+C boxes (numbered arrows of 57-3/
polarity), and the run Ts (transcription termihation signal)

are presented.

FPlg. 5. Gel retardation analysis of T.cruzi nuclear

extracts. The DNA probe (D) corresponds to the BamHI Sall
fragment from SV40 early promoter region [19], that contains
six prototypic G+C boxes (underlined with arrows in D).

Panel A depicts the complexes Cl1l and C2 formed after the

~incubation of the probe with growing amounts of T.cruzi

extracts: a, 0 ug; b, 2 png; ¢, 4 pug; 4, 8 ug; e, 16 ug; £,
24 pug. The position of the free probe is indicated (FP).
The displacement of these complexes (formed with 20 ug of
nuclear extract)by’the 55 rRNA gene spacer region (insert
from plasmid pRE5S, Fig. 1) is indicated in panel B, as
follows: a, no extract; b and ¢, no dompetitor DNA; d4d-f, 10,
50 and 100-fold molar excéss of unlabeleﬁ competitor DNA
respectively. The polylinker region from plasmid pUC18 was
used as heterologous competitor (panel C). For molar ratio
of this unrelated competitor refer to those conditions of

panel B.

19
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DATOS NO MOSTRADOS EN EL MANUSCRITO.

1. La organizacidén génica del RNAr 55 se ha conservado

entre cepas diversas de T. cruzi.

Una vez que encontramos que el RNAr 53 en la cepa C4 de

T. cruzi estaba organizado en "tandem'" con repeticiones de

aproximadamente 500 pb (articulo 1). Quisimos averiguar si

ruzi se presentaba una organizacion

en otras cepas de T.

genica similar. La figura 5 muestra el patrén comparativoe de

hibridacidon gendmica del gene del RNAr 58 entre cepas

mexicanas y sudaméricanas de T. c¢ruzi. En todos los casos la

sonda hibridd con un fragmento de aproximadamente 500 pb, y
en la cepa Ninoca ademas hibridd¢ con otros fragmentos gque son
multiplos de esta. Estos resultados nos sugieren que el
arreglo de la molecula 55 ( en tandem con repeticiones de
aproximadamente 500 pb) estd muy conservado entre las

diferentes cepas de este parasito.

2. Ubicacidén cromosomica de los genes para el RNAr.
Con la finalidad de localizar el ¢ los cromosomas en los
que se encuentra coditicado el RNAr 55 y comparar su

ubicacidén con la del cistrdén del RNAr (185-245). Cromosomas

de T. cruzi, Entamoeba histolytica y Plasmodium chabuadii
fueron separados por electroforesis de campos alternos
transversos (TAFE) e hibridados con el RNAr 58 y el gene del

RNAr 18S. Como se observa en la figura 6. la secuencia de DNA

....'76_.
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que codifica para el RNAr 185 y el RNAr 955 se encuentran en
dos cromosomas uno de los cuales (aproximadamente 1385 Kpb)
es comun en ambas moléculas. Ademds se observa que el gene

para el RNAr 55 de este pardsito solamente hibrida con los

cromosomas de T. cruzi y no con 1los cromosomas de E.

e gt -

histolytica, Plasmodium chabuadii y Saccharomyces cerevisiae

lo gue nos sugilere que el gene del RNAr 55 de T. cruzi podria
ser usado como sonda para diferenciar entre diferentes

pardsitos.

3. Potencialidad del gene RNAr 5S como sonda de diagnostico
de la enfermedad de Chagas.
Con el propésito de averiguar si el gene del RNAr 55 dé

1T, cruzi es capaz de hibridar con la molécula 55 de humano.

- DNA gendmico de T. cruzi y DNA .de humano fueron digeridos

con la enzima Hinfl. transferidos a papel de nitrocelulosa e
hibridados con el gene del RNAr 55 de este parasito. En la
figura 7 se aprecila que la sonda solamente hibrida con el DNA
de T. cruzi pero no con el de humano, lo qug nos sugiere que
la molécula 55 de T. cruzi pcodria ser usado como una probable

sonda de diagndéstico de la enfermedad de Chagas.

4. Andlisis de transcritos del RNAr 58.
Con el objeto de analizar el perfil celular de la
transcripcién del locus: RNA total de T. cruzil se corrid en

un gel de agarosa-formaldehido, se transfiridé a membrana de

—7



nylon y se¢ hibridd con el fragmento de DNA gque contiens la
region codificadora del RNAr 55. La autorradiografia
presentada (Fig. 8) muestra la hibridacién con fragmentos de
alto peso molecular (7.5 kKb) hasta la molecula madura de

120 b. Esto indica que probablemente el RNAr 535 de T. cruzi

sea transcrato como una molécula poliacistrdénica,

5. Estructura Secundarin

Finalmente se procedid a obtener una probable estructura
secundaria para el RNAr 55 de T. cruzi utilizando como guia
el modelo universal propuesto por bDelihas ( 44 ). La
secuencia homéloga publicada para T. brucei (13) vy

C. fasciculata (12) fueron alineadas. Cambios compensatorios

en las moléculas homologas de T. brucei y C. fasciculata

refuerzan la validez del modelco (Fig. 9).

6. Andlisis "Southwestern'.

Con la finalidad de caracterizar las proteinas que se
unen a la region codificadora de este gene se realizafon
ensayos "“southwestern', Como se aprecia en el panel A (Figura
10) a la region codificadora ( plamido pRCL1U0) se le unen dos
proteinas una de aproximadamente 35 Kda y otra de 52 Kda.
Mientras que la region espaciadora del gene 55 (plasmido
pRE55) es reconocida por una proteina de 52 Kda (panel B ftig.
10). Tal vez la proteina (752 Kda) que se une a la regidn

espaciadora sea el mismo factor que reconoce las dos cajas

-78—-



G+C 7 v B ( ver figura 4) que se encuentran rio arriba de la
regién codificadora (plasmido pRCSS). Probablemente la
proteina de 52 kDa que reconoce al espaciador de la molécula
55 de T. c¢ruzi corresponda a la fosfoproteina de 56 kDa que
ha sido reportada que se une a las cajas G+C de 5V-40 (4H) .
La proteina de 35 kDa podria corresponder a la proteina
TFITIA que tiene un peso molecular de 38 kDa v es una

proteina gene especifica del RNAr 55 (46).
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Organizacién gendmica del RNAr 55 en 10 cepas de T.

e

¢ruzi . DNA genomico de 7 cepas mexicanas (217,
YUCH4, H10, ZAC, NINOA, FRV y C4) y tres cepas
Sudameéericanas (PERU, Y vy Silvio) fueron digeridas
con la enzima Hinfl durante 4 hrs. Las muestras se
corrileron en un gel de agarosa (1.2%) y se
hibridaron con la region codificadora del gene RNAr
3. El tamafio de los tragmentos fue estimado por
usar come marcadores standard DNA de lambda digerido

con HindlII y DNA de pBR322 digerido con Hintl.

-------------------
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FIG.

6

Localizacién cromosomal del gene RNAxr 5S y de la

unidad fundamental de transcripciodn

A. Cromosomas de Entamoeba histolytica

"electroforesis de campos alternos Lransversos

(TAFE). El gel fue transferido a papel de
nitrocelulosa e hibridado con el gene para el RNAr
55 (B) & el gene del RNAr 185 (C). El tamafio de los
cromosomas fue estimado por usar como referencia los

cromosomas de Saccharomyces cerevisiae.
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FIG.

7

el DNA humano. DNA de la capa C4 de T. cruza Vv

DNA de humano fueron digeridos con la ennzima Hinfl.
Los productos de la digestidn se corrieron en un gel
de agarosa al 1.2% y se hibridaron en condicicnes
tipo "Southern" con el gene del RNAr 585 de T. cruzi.
El tamafio de los fragmentos fue estimado con el DNA

de lambda HindIII y pBR322 Hinfl.
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Patrén de hibridacidén de la molécula 55 al RNA total

de T. cruzi., 30 ug de RNA total de T. cruzi se
corrieron en un gel desnaturalizante de
formaldehido, se transtirio a papel de nylon
(GeneBcreen) y se hibrido con la region coditicadora
del gene 55 de T. ¢ruzi (Carril 1 y 2). El tamatio

de los fragmentos fue estimado con el RNA "ladder"

de BRL.
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‘Estructura secundaria para el RNAr 55 de

T, cruzi. La estructura secundaria fue

obtenida por usar como gulia el modelo universal

propuesto por Delihas (44). La secuencia homologa

publicada para el RNAr 55 de T. brucei (13) y €.

fasciculata (12) fueron alineadas. Diferencias

observadas con respecto a T. ¢gruzison mostradas
en circulo para T. bruceil o paréntesis para (.

fasciculata.
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Caracterizacién de las proteinas que se unen al
gene del RNAr 5S de T. cruzi. proteinas nucleares
de T. cruzi fueron transferidas a papel de
nitrocelulosa e incubadas con 5 X 10%cpm/ml de la
regién codificadora (carril A) y con la region
espaciadora {carril B). Después de la incubacion

los filtros fueron lavados con 100 mM de NacCl.
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DISCUSION

Nuestro grupo estd interesado en el estudio de la

requlacion de la transcripcecidén de T. cruzi. El estudio de los
componentes moleculares de 10s ribosomas ofrece el atractivo
de involucrar la participacioéon de los tres tipos de
polimerasas: pol 1 transcribe la unidad fundamental del RNAr,
pol I1 transcribe las protelnas ribosomales y pol III la
molecula de RNAr 585.

En esta tesis se estudid la organizacion genoémica y
cromosomal de la molécula de RNAr 55 de T. cruzi, asi como la

interaccidén de proteinas nucleares con el gene KNAr 55 de

este pardsito.

A) Urganizacidn gendomica del RNAr 55 en diferentes cepas de

T. ¢cruzi.

- Mediante ensayos tipo "Southern” se encontro que el
gene que codifica para el RNAr 53 esta organizado en "Tandem”
con repeticiones de aproximadamenfe 200 pb. Una organizaciaon
similar fue encontrada en las 10 cepas analizadas (217, YUC
Hd4, H10, ZAC. NINOA, FRV, PERU, Y, ¢4 v SILVIO),. Una
explicacion para la conservacion de esta organizacion no
tenemos ya gue s1 bien se ha reportadce que la region
codificadora para el RNAr 55 es bastante conservada. no es
asil para la region espaciadora. Es por eso que cuando

nosotros digerimos el DNA de las cepas de T. cruzi con la

—-836-



enzima Hinfl (cuyo sitio de restriccidn se encuentra dentro

de la region espaciadora) esperabamos que el fragmento de DNA
gue codifica para el RNAr 55. hibridarda con fragmentos de
diterentes tamafios resultado de la heterogeneidad dada por
las secuencia que constituyen el espaciador. 51n embargo,
encontramos que este arreglo es muy conservado lo gue nos
sugiere que probablemente exista una restriccidn funcional,
en donde hayan tanto en la region espaciadora y codificadora
de este gene elementos gque fueran importantes para la

transcripcion de esta molécula.

BY El qene del RNAr 58 estda 16 veces mas reiterado que la

unidad fundamental de transcripcion.

Mediante ensayos de renaturalizacion cuantitativa KNA:DNA
gse encontro que la familia del RNAr 55 esta reiterada
aproximadamente 1600 veces por nucleo. Esto representa un
exceso de 16 veces la dosis geénica estimada previamente para
la unidad fundamental de transcripciodn, cuya reiteracidan es
de aproximadamente 100 copias por nucleo (20). ©oa
consideramos que los ribosomas estan constituidos por
cantidades equimolares de RNA. Podria sugerirse que la celula
regula la disponibilidad de las diferentes unidades de
transcripcion. En mamiferos existe una fosfoproteina de 50
kDa (“La") cuya auséncia provoca una dramatica disminucion de

la transcripcion del locus RNAr 55. El mecanismo propuesto
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supone que el compleijo de transcripcién permanece unido al
DNA que esta transcribiendo y no permite que el complejo de
transcripcioéon sea liberado y pueda ser usado en varias rondas
de transcripcién (47). De tal manera que los niveles de “La"
regulan la transcripcién del gene 5S. Tal vez exista en T.

cruzi una proteina semejante a "lLa". 2) Otra posibilidad es

que la vida media de los transcritos para la molécula 55
fuera mas corta gue la de los transcritos para la unidad
fundamental de transcripcion de T. cruzi. Una situacidn
alternativa de regulacion pudiera pensarse si1 el RNAr 55
fuera extranucleolar como en otros sistemas, y su
incorporacién al nucleolo fuera i1neficiente. Esto explicaria
ia necesidad de una dosis adicional de RNAr 55 para su
ensambla je equimelar con los componentes de la unidad

fundamental de transcripcion.

') Ubicacidén cromosdémica del gene para el RNAr 55 y de la

unidad fundamental de transcraipcion,

Durante mucho tiempo la caracterizacion de T. cruzi a

nivel citogenetico ha sido diticill. porque sus cromosomas no
condensan durante la division nuclear (48). Con el
advenimiento»de la electroforesis de campos pulsados se ha
1ogrado la separacién de grandes moléculas de DNA. Nosotros
empleamos la tecnica de electroforesis de campos alternos

transversos (TAFE) v fuimos capaces de evidenciar 16
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cromosomas cuyo peso molecular van desde 580 Kpb a mds de

1500 Kpb. Mediante ensayos tipo Southern de los cromosomas de

T. cruzil se ubico al gene para el RNAr 55 en dos cromosomas

de aproximadamente 1400 y 1300 Kpb y al comparar la ubicacién
de este gene con la del cistrén ribosomal se encontrdé que
este también se encuentra ubicado en dos cromosomas (1400 y
1200 kpb). Aparentemente uno de lo8 cromosomas (el de 1400
kpb).es comin para ambos loci. S5in embargo, no podemos
asegurar que la banda de 1400 Kpb realmente corresponda a un
solo cromosoma ¢ mas cromosomas no separados. D1 resultara
el caso de que en verdad es un cromosoma comun, esto se |
antoja como una ventaja para poder regular un dominilo grande
de cromatina para la transcripcidn de estos loci (RNAr 55 y
la unidad fundamental de transcripcion).

D) El RNAr 58 de_ T. cruzi probablemente se transcriba como

un policistron.

El transcrito primario de los genes de RNAr 55 en
eucariotes es idéntico al RNAr 55 que se aisla de las
subunidades grandes citoplasmicas, por lo tanto el RNAr en
eucariotes ni madura ni se procesa. Resultados preliminares
obtenidos en esta tesis sugieren que el RNAr 55 de T. cruzi
es transcrito como un policistron (transcrito primario
arriba de 7.5Kb) ei cual debe de sufrir una serie de pasos de
procesamiento gue generen moleculas individuales y maduras

(120 b). Mensajeros policistrénicos ya han sido descritos en
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el caso de T. brucei (i. e., genes de calmodulina, genes de

tubulina y genes V5G) (49-51). En todos los casos la
situacion a comprobar eés que la maquinaria transcripcional de
T. cruzi, transcribe sus unidades en tandem como RNA
policistronicos. Con respecto al mecanismo de teminacion este
seria funcional dependiendo de las condiciones metabdlicas o

de algun factor que permitiera que baje ciertas condiciones

la transcripcidn parara o reiniciara.

E) Andlisis de las proteinas gue se unen al gene del RNAr
33 de T. cruzi.

Uno de los intereses del grupo consiste en tratar de

establecer un posible sistema de transcripcidn in vitro. El
gene 55 ha s8ido uno de los mds estudiados y de los que se
conoce mejor su secuencias de control asi como los factores
que interaccionan con el. Con el objeto de identificar los
factorés gue interaccionan con las regiones de control

previamente identificadas en el RNAr 55 de T. cruzi (i.e.,

caja Ay caja C, asi como las cajas G+C encontradas en el
espaciador) y cocmparar nuestros hallazgos con los va
reportados, se realizaron ensayos de huellas moleculares con
el plésmido pRC100 gue contiene la region codificadora y 40
pb rio arriba del sitio de inicico de la transcripcion (que
contiene las cajas G+C 7 y 8 Figura 1 manuscrito enviado).

Los resultados mostraron que la proteccion no solamente
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comprende la region de control interno constituida por la

caja Ay caja C (+50 - +90) sino que se extiende
practicamente a todo lo largo de la molécula incluyendo la
regioén en donde se ubican las cajas G+C 7 y 8. Estudios
previos realizados con el gene para el RNAr 55 de 3.

cerevisgiae mostraron que las proteinas que se unen a esta

molécula protegan de la digestidén por DNAasal grandes
regiones de este gene y 40 a 45 pb ubicadas rio arriba del
inicio de la transcripcidén (52). Resultados similares
encontramos para la molécula 55 de T. cruzi. Sin embargo,
para el caso del RNAr 55 de Xenopus y celulas Hella (53) se
ha encontrado que la proteccidn se limita a la regiodn de
control interno. Estas diferencias en el patrén de proteccidn
observado entre dos organismos eucariotes inferiores y dos
organismos superiores no sabemos a que se deban. Creemos que
es necesaria la caracterizacion y purificacion de los
factores que interaccionan con la region codificadora del

gene 53 de T. cruzi para poder establecer si las

interacciones que estamos observando se deben a la unién de
proteinas que ya han sido reportadas o bien si se tratan de

proteinas nucleares diferentes.

F) En los extractos nucleares de T. cruzi existe algun factor

que se une a la reqién espaciadora del gene 58S,

Ensayos de huellas moleculares y de retardamiento con la
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region espaciadora (pRESS) mostraron que existe un factor(es)
que se une a las cajas G+C. Durante mucho tiempo se penso que
la caja A y la caja C eran los unicos elementos necesarios
para la transcripcion de estos genes. Sin embargo, se sabe

que los gene del RNAr 55 de Neurospora crassa, Bombyx mori y

Drosophila melanogaster contienen secuencias ubicadas rio

arriba de la regidn codificadora que sonh necesarias para su
trangcripcidn (54). Ademds para el caso de los dos RNAs
pequefios EBER1 y EBERZ (transcritos por la pol III) del virus
de Epstein Barr se ha encontrado gue estos genes requieren
para su transcripcidn tanto de la region de control interno
(constituida por la caja A y caja B) asi como de dos
elementos ubicados rio arriba del inicio de la transcripcion,
unc de ellos estd congtituide por una caja G+C (55). Por
esto, consideramos probable qué las cajas G+C encontradas en
el RNAr 58 de T. cruzi pudieran estar jugando un papel
importante en la transcripcidén del gene 53 y que la
transcripcion de esta molécula requiera de la participacion
de ambos tipos de elementos.

La TBP (proteina que se une a la caja TATA) es una
proteina que inicialmente se encontrd formando parte del
factor.muitimérico‘TPIID, que se requiere para la
transcripcion de genes del tipo 1II. Recientemente se ha
encontrado gue TBP tambien forma parte del complejo de

transcripcion de los genes del tipo I y 1II (56-59). Esto
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sugilere que probablemente TBP actue interaccionando

inicialmente con la caja TATA y desSpués se le unan a este
otra serie de proteinas que le confieren la especificidad.
Serfa interesante que las cajas G+C gque encontramos en el

espaciador del gene RNAr 55 de T. cruzi estuvieran en los

genes de proteinas ribosomales asi como en los genes que
codifican para la unidad fundamental de transcripcion. de tal
manera que el factor que se uniera a estas cajas pudiera
participar en una probable regulacidn coordinada de los tipos

de genes que se requieren para constituir un ribosoma,

G) A_la reqgiodn espaciadora de T. cruzi se le une una proteina

de aproximadamente 52 kDa.

La secuencia G+C es uno de los elementos regulatorios
mas comunes de los genes eucariotes que son transcritos por
la polimerasa II. Esta secuencia es generalmente reconocida
por el factor de transcripcidén Spl. Este factor activa la
transcripcién de genes de la clase II al unirse al DNA a
través de sus tres dedos de zinc. Aungue muchos genes que
contienen las cajas G+C (1. e., H-ras, c-myb, receptor de

insulina) son activados por Spl (60). Algunas secuencias G+C

pueden ser activadas por otros factores diferentes de Spl

tales como Krox-20, BTEB, LSF y p53 (encontrados

en Drosgsophila, ratén, celulas Hella y mamiteros

respectivamente) (45, 60, 61 y 62). Dada la diversidad de
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proteinas que se unen a las cajas 6+C, es muy probable que
la proteina de 52 kDa que encontramos en este trabajo se
trate de otro factor diferente de S5Spl cuyo peso molecular es
de 95 a 105 kDa. Probablemente la proteina de 52 kDa de T.
cruzi al igual gque las proteinas que se unen a las cajas G+C
(Krox—-20, BTEB, LSF y pb3) tenga en su dominio de unidn al
DNA tres dedds de Zinc y se trate de un factor especifico de
este parasito capaz de activar la transcripcion., For lo que
consideramos que es importante la caracterizacioén y

purificacién de esta proteina para poder dilucidar el papel

que juega en la transcripcidn del gene RNAr 585 y averiguar su

posible papei en la regulacion de la transcripcion de las

proteinas ribosomales asi como el de la unidad fundamental de

transcripcién,
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CONCLUSIONES.

1. Se estimd la existencia de aproximadamente 1600 copias

por nucleo del RNAr 55, lo que representa un valor 16 veces

mayor al encontrado previamente para la unidad de

transcripcién 185-2485.

2. Bl andlisis de restriccidén e hibridacidén sugiere que la §
familia génica del RNAr 55 se encuentra organizado en
"tandem" con repeticiones de aproximadamente 500 pb vy este
mismo arreglo estd muy conservado en varias cepas mexXicanas

vy sudamericanas,

4. Cromosomas de T. gruzi, fueron separados por
el&ctroforesis de campos alternos transversos (TAFE) vy o %
mediante ensayos tipo '"Southern'" se encontrdé que tanto el
RNAr 55 como la unidad fundamental de transcripcion
(185-243) se encuentran en dos cromosomas uno de los cuales

{(~1385 Kbp) es comin en ambas moléculas de RNAr,

4., Ensayos preliminares tipo '"Northern'" sugieren gque la

molécula 55 es transcrita como un policistron.

5, La-secuencia deducida para el RNAr 55 mostrdé los
elementos de control de la transcripcidn descritos en otros
phyla (i.e., caja Ay caja C). Ademds se identificaron en la
region espaciadora ocho cajas G+C, elementos que forman parte

del promotor de genes transcritos por la pol I1I.
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6. Una probable estructura secundaria para el RNAr 54 fue

obtenida por usar como guia el modelo universal propuesto por

Delihas.

7. Mediante ensayos de huellas moleculares de proteccion a
DNAasa I ("footprinting") se demostrd que existen proteinas
en el nucleo de I.;g;gg;, capaz de proteger de maﬁera muy
evidente la regién de contrel interno asi como las cajas G+C
2y 3 de la regidén codificadora y espaciadora de la moleécula

58 respectivamente.

8. Ensayos de retardamiento con el promotor temprano del
virus 8SV-40 que contiene seis cajas G+C, asi como con el
espaciador del DNA 55 de T. cruzi (como competidor homdlogo
~y con el polilinker de pUCl8 (como competidor heterdlogo) , |

sugieren que la unién de algun factor(es) a estas cajas es

especifica.

9. Ensayos tipo "Southwestern' hicieron evidente una

proteina de 735 KDa que reccnoce la regién codificadora y una

proteina de 752 kDa que se une a la regidén espaciadora.,
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PERSPECTIVAS.

En el presente trabajo, se demostrdé la existencia de
proteinas nucleares de T. cruzi capaces de interaccionar con
la molécula 55 de este pardasito. Sin embargo creemos que es
necesaria la purificacién de los factores gue estan
interaccionando con la regidn codificadora y espaciadora del
gene 55. Esto nos permitiria la caracterizacién de estos
factores y averiguar si las proteinas que se estdn uniendo a
esta molécula son iguales o similares a las que han sido
reportadas que se unen a la.regiOn de control interno, asi
como a las cajas G+C {(i.e., TFIIIA y factor Spl 6 pbh3).

Estudios de transcripcion in vitro son necesarios para

averiguar si algunos de los factores purificados son
indispensables para la formacién de un compleio de

»

transcripcion activo para el RNAr 55 de T. cruzi.
Finalmente el estudio de la cromatina del 55 con
nucleasa micrococal nos permitiria conocer s8i 1os nucleosomas
para este gene se encuentran en fase y si la regiones
involucradas en la transcripcioén se encuentran desprotegidas,

lo que haria que estas regiones de DNA fueran accesibles a

los factores de transcripcion,
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AFENDICE.

PREPARACION DE MEDIOQ LURIA

NaCl...... ... o] 10 gr
peptona................ 10 gr

Extracto de levadura...d gr
Tris pH 7.5 - 8.0 1 M. .10 ml

c.p.b 1 litro

LIT

NaCl....... ..o 4.0 gr
KCl. ... .o 0.4 ¢gr
NawHPO4. .. .. oo oo oot 4.0 gr
Glucosa. .. ... oo 2.0 gr
Infusién de higado..... 5.0 qr
Hemina. ..o o vvvnnnnnnn 0.25 qr

Suero fetal bovino inactivado 100 ml

¢c.b.p. 1 litro,.

6,6,0.2

Tris pH 7.4............ 6 mM
NaCl, ... o v 6 mM
EDITA pH 7.2.......... .. 0.2 mM
TBE 5X

Tris-base.............. 54.0 gr
Acido borico........... 27.5 gr



E[‘)TAUIIlll!i‘-i::i!:::‘iii‘t;fj !:.fl\"-

c.b.p 1 litro.

SQLUCION DESNATURALIZANTE

NaCl........ ... ... 87,75 gr

NaOH...................: 20.0 gr

c.b.p 1 litro

SOLUCION NEUTRALIZANTE.

NaCl........ ... 87.75 qgr.

Tris-base.............. 66.6 gr.

c.b.p 1l litro.

20X _38C

NaCl.., .. ... . i, 175.32 gr

Citrato de Sodio....... 88.23 qr

c.b.p 1l litro.

SQLUCION DE DENHARDTS 100X

Ficoll 400.,............ 1.0 gr

polivinil pyrrolidona..1.0 gr

Albumina seérica bbvina.i.o ar

c.b.p 50 ml

SOLUCION DE HIBRIDACION.

CONCENTRACION FINAL STQCk

Formamida 50%.............. ... 50 ml
~-105-

50 ml



DS 0.2%. ... .. . . e 1 ml de 5SD5 20%

EDTA (7.4) 2mM.............. .. 1 ml de EDTA 0.2M pH 7.4

Buffer de fosfatos 120 mM... .. 10 ml de buffer de fosfatos
1.2M

L oL R 1 (R 5 ml de 20X 85C

¢c.b.p 100 ml

*en el caso de DNA el 353C es 2X.

OBTENCION DE NUCLEQS.

SOLUCION A,
Hepes pH 7.9 10mM,,,,,,,,,....0.5 ml de Hepes 1 M pH 7.9,

MgCla 1.5 mMe.oveonereennnn 75 ul de MgCls 1 M
KCL 10 MM o ootereneseenennns 0.5 ml de KCL 1 M

DIT 0.5 mM.......coivvivin.., 25 ul de DTT 1 M.

EMSF 0.5 mM. .\ ovoeeenennn. .. 250 ul de 0.1 M

c.b.p 50 ml

SOLUCION B.

Hepes pH 7.9 0.3 M............ 15 ml de Hepes 1 M pH 7.9
KClL 1.4 M. ... .. . . e, 5.21 gr de KCI
Mgl e 0.03 M.,..... ..o 1.5 ml de 1 M

*cocktel de inhibidores de proteasas

c.b.p 50 ml

SOLUCION D
CONCENTRACION FINAL STOCK
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Hepeg 200M pH 7.%... ...+, 10 ml de Hepes 1 M

KCl 60 mM..................... 30 ml de KCl 1M

Glicerol al 20 %.............. 100 ml de glicerol

EDTA 0.25 mM. ..o o, 250 ul de EDTA 0.5 M pH 8.0
EGTA 0.125 mM.......... ... ... 125 nul de EGTA 0.5 M pH 8.0
DITT ImM..... ... .. iy 500 unl de 1 M de DTTH

mds inhibidores de proteasas

*se afjade justo antes de usarse.

PREPARACiONHDE INHIBIDORES DE FPROTEASAS.

PMSF 100 mM........... ... ..., 0.871gr en 50ml de isoprepanol

Pepstatin A 1 mg........ ... ... img por ml en etanol.

Leupeptina 10 mg.............. 10mg por ml en agua.

Aprotinina 10 mg.............. 10mg por ml en 0.01 M~HEPES
{pH 8.0).

Benzamidina 100 mM............ 0.8 gr en 50 m! de etanol,

COCKTEL DE INHIBIDORES DE PROTEASAS

CONCENTRACION FINAL 5TOCK

PMSF 0.5 mM....... e .5 ul de PMS5F 100 mM
Benzamidina 2mM............... 20 ul de benzamidina 100 mM
aprotiniha 5 ug/mlT ........... 0.5 ul de aprotinina 10mg/ml
Pepstatin A 5 ug/ml........... S ul de pepstatina Img/ml

Leupeptina 5 ug/ml ........... 0.5 ul de leupeptina 10 mg/ml

c.b.p 1 ml,
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SOLUCIONES PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS NUCLEARES,

BUFFER DE EXTRACCION NUCLEAR (NEB 0.42 M)

CONCENTRACION FINAL STOCK

HEPES 20 mM. ........ ..o v, 10 ml de HEPES 1M
Glicerol 25%.................. 12.5 ml de glicerol

MgCl=z 1.5 mM.................. 75.0 pl de MgCl. 1 M
EDTA 2.5 mM................... 25 ul de EDTA 0.5M pH 8.0
NaCl 0.42 M ..........oovvnnn, 4.2 ml de NaCl 5M.

antes de usarse aflada:

DTT 0.5 uM....... .. oo, 25.0 ul de DTT 1M

cocktel de inhibidores de proteasas.

c.b.p 50 ml

BUFFER DE DIALISIS.

CONCENTRACION FINAL | STOCK

HEPES 20 mM. .. ovoerrnnnennn.. 10 ml de HEPES 1M pH 7.9
KCL 60 MM oo voen e e 30 ml de KCl 1M

Glicerol 20%.................. 100 ml de glicerol.

CEDTA 250 uM. .......... ... ... 0. 250 ul de

EGTA 125 uM........... ... .. ... 125 ul de
antes de usarse aflada:
DIT 1.0 mM........ .o 500 ul de

e inhibidores de proteasas.
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BUFFER HNB MgCl_

/CaCls

CONCENTRACION FINAL STOCK
oucrosa 0.5 M.................25.0 ml de sucrosa 1M
Tris pH 7.5 16mM.............. /750 pul de Tris 1M pH 7.5
KCl 60 mM.....................3.0 ml de KCiI 1M
EDTA pH 8.0 250 uM............ 25 1l de EDTA 0.5 M pH 8.0
EGTA pH 8.0 12% um............ 12.5 ul de EGTA 0.5 M pH 8.0
MgCle SmM. .. 0 o 0 o oo oo, 250 ul de MgCl: 1M
CaClw 2.5 mM.. ... ..o i, 125 pl de CaCl. 1M
Justo antes de usarse affada:
Espermidina 300 uM............ 125 ul de espermidina v, :zM
Espermina 150 uM..............37.5 ul de espermina 0.zM
DTT 1 mM....... ..o, 5.0 ul de DTT 1 M

............ 500 ul de PMSF 100 mM

PMSF ImM..........

c.b.p 50 ml.

SOLUCIONES SOUTHWESTERN

SOLUCION DE BLOQUEO.

=

BUFFER DE UNION.

5 gr de Leche Sveltes en 10 mM de Hepes pH 8.0

CONCENTRACION FINAL STOCK

Hepes pH 8.0 10 mM

NaCl 50 mM...... e

Ce e e 500 ul de Hepes 1 M pH 8.0.

............ 500 nl de NaCl 5 M,

............ 500 ul de MgCls 1 M,

e e 6.25 nul de EDTA 0.8 M.
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Justoe antes de usarse afiada:

DTT ImM.............. ... ...... 50 wul de DTT LM
leche semidescremada 0.25%....0.125 gr de leche.
0.5 X104 cpm/ml del fragmento de DNA

c.b.p 50 ml.

BUFFER D LAVADO,
Se prepeia i1gual que el bufrer de Unidén solamente gque
ahora tiene 0.1 M de Na(Cl.

BUFFER DE _CORRIDA PARA GELES DE POLIACRILAMIDA.

Glicina 192 mM................ 14.4 gr
Tris—base 0.0259 M............. 3.0 gr
SDS 10%. ... . e e e e e 100. gr de Sb5

c.b.p litro

BUFFER DE TRANSFERENCIA.

Glicina 192 mM.............. 5.2 gr
Tris .02 M. ........ ... ... 12.12 gr
Metanol 20%....... . ... 0. 800 ml.

c.bop 4 litros.
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