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Abreviaturas y Tecnicismos

G, A, C, T o U: Residuo de guanina, adenina, citosina, timina o uracilo.

dNTP: Trifosfato de deoxinucleétido. (N puede ser G, A, T o C)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction).

RNA: Acido ribonucleico.

pre-mRNA: Precursor de RNA mensajero.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

snRNA: Acido ribonucleoproteico pequefio nuclear.

snRNP: Particula ribonucleoproteica pequefa nuclear.

Splicing: Maduracion de pre-mRNA por escision de intrones y empalmado
de exones.

Spliceosoma: Complejo de maduracion de pre-mRNA formado por 4 snRNPs,
formados a su vez por S5 snRNAs. Las interacciones RNA-RNA son
particularmente importantes.



Resumen

Se ha mostrado que U6 snRNA juega un papel determinante en el
splicing de intrones tipo pre-mRNA. De los cinco snRNA’s spliceosomales
es el mas conservado en tamano y secuencia a través de la escala filogenética.
Existe 77 % de homologia entre las secuencias de Saccharomices cerevisiae
y Homo sapiens. Hasta hoy no se han descrito snRNAs spliceosomales en
Entamoeba histolytica.

Por PCR amplificamos un fragmento de 50 pb que corresponde a la
region interna del gene U6 de Entamoeba histolytica. Este fragmento se
utilizé como sonda. A partir de una genoteca gendomica de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS se obtuvieron nueve clonas positivas (U6') idénticas.
El gene se secuencio y se realizaron alineamientos con otras 20 secuencias
disponibles en el Gene Bank.

Existe una polémica con respecto a la evolucion de los grupos de
intrones. Se ha indicado que un punto clave en el entendimiento del origen
de intrones tipo pre-mRNA es si se encuentran 0 no en eucariontes
amitocondriales (v.g. Entamoeba histolytica). Recientemente se reporté la
existencia de un intron en Entamoeba histolytica, aun cuando no se han
discutido las implicaciones filogenéticas. Debido a la presencia del gene
U6 snRNA podemos pensar que la maquinaria de pre-mRNA splicing de
Entamoeba es similar a la de los eucariontes con mitocondria. Con esto se
plantean dos posibilidades excluyentes. La primera es que esta maquinaria
pudo tener su origen antes del evento que llevé a la aparicion del primer
organismo con mitocondria, y la segunda es que Entamoeba histolytica
puede ser un organismo moderno que ha perdido su mitocondria en su
adaptacion parasitica. En el presente continua la discusion al ubicar el
género Entamoeba en la escala filogenética:

Por ultimo, mediante un analisis computarizado de estructura
secundaria se refuerza la idea de que el U6 snRNA adopta su conformacion
funcional solamente cuando se encuentra en interaccion con los restantes
elementos que forman el spliceosoma.
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Introduccidn

Durante mas de una década se consideré que los eucariontes que no

tienen mitocondria (Archezoa; Cavalier-Smith, 1991), carecian de genes

interrumpidos por intrones tipo pre-mRNA. Sin embargo, Samuelson y cols.

(1993) reportaron la presencia de un intréon en el gene cdc2 de Entamoeba

histolytica

(Ver caracteristicas de este organismo en la Tabla 1). Este

descubrimiento llevé a considerar que la amiba contiene la maquinaria de

Tabla 1. Caracteristicas de  Entamoeba histolytica

o}
o
o

0

o

000 O

O 0000

f
Morfologia y compartamentalizacion.

Ausencia de mitocondria y peroxisomas.

Aparato de Golgi no desarrollado.

No existe diferenciacion entre vacuolas digestivas
y vesiculas secretorias.

Enzimas digestivas asociadas a membrana.

Metabolismo y proteinas.

Ausencia de proteinas heme, de ciclo de acidos
tricarboxilicos y de via de las pentosas.
Ferredoxinas citoplasmicas.

Cinasas dependientes de pirofosfato.

Carencia de regulacién alostérica en glucélisis
Ausencia de ruta biosintética de glutation

Organizacién de DNA y RNA.

Ausencia de nucleolo tipico.

Cromatina inusualmente estructurada.

Ausencia de histonas.

Presencia de rDNA en episomas.

Regiones 5' no traducibles de mRNAs relativamente
cortas.

)
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Ramificacion Ramificacion

5' splice 3" splice 5' splice 3' splice

pre-mRNA

[ntrén

mRNA

Primer paso de splicing: Formacion de enlace 5' --> 2' fosfodiéster

Segundo paso de splicing: Transesterificacion en el 3' splice
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Productos de splicing
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Figura 1. Procesamiento de intrones GIl y pre-mRNA. (a) cis-splicing y (b) trans-
splicing. (Arriba) Resumen del procesamiento. (Abajo) Esquema de cada uno de los dos
ataque nucleofilicos que llevan a la liberacion del intrén y al empalme de exones. La
diferencia entre los intrones GIl y pre-mRNA estd en que mientras los primeros son
autocataliticos, los segundos requieren de todo un complejo multi-ribonucleoproteico.




procesamiento requerida para el splicing, quedando la interrogante de si
esta era similar a la de metacariontes (eucariontes con mitocondria;

Cavalier-Smith, 1991).

En el genoma de metacariontes es habitual encontrar secuencias
codificables interrumpidas por intrones (Lewin, 1990). La escision de
intrones (splicing) de las moléculas precursoras de mRNA (pre-mRNA) es
un proceso esencial, frecuentemente regulado, en la expresion genética de
estos organismos (Madhani et. al.,, 1990). Este evento sucede en dos etapas
(Figura 1): 1) formacion de una estructura secundaria (en forma de “lazo”
o de "y" dependiendo de si se trata de cis- 0 trans- splicing, respectivamente)
en donde la guanosina en el extremo 5 del intrén se liga al sitio de
ramificacidn con una adenosina en enlace 5-->2’ fosfodiéster. Esto tiene
como resultado la liberacion del exdn 5 y la exposicion de un extremo
3’-OH; 2) el extremo 3’ del intréon se corta, se unen l0os exones en un
segundo evento de transesterificacion y se libera el intron conservando su
estructura secundaria (Fabrizio & Abelson, 1990). Para este evento se
requiere la interaccion del pre-mRNA con factores en trans ensamblados a
lo largo de una ruta ordenada que formara el complejo de procesamiento
llamado spliceosoma (Benjamin et. al., 1989). Estos factores son cuatro
particulas ribonucleoproteicas nucleares pequenas (snRNP’s U1, U2, U4/U6
y U5), formadas a su vez por cinco RNA’s nucleares pequenos (snRNA’s U1,
U2, U4, U5 y UB) y un numero indeterminado de proteinas, las cuales
pueden ser comunes 0 especificas a cada snRNA (Fabrizio & Abelson, 1990

y Figura 2).

En un primer estado en el ensamblaje del spliceosoma, U1 snRNP vy

U2 snRNP interactian con el sitio 5 y con la regién de ramificacion del

10



Figura 2. Representacion esquematica de las pequefias particulas
ribonucleoproteicas nucleares (snRNP). Cada snRNP es nombrado
de acuerdo al acido ribonucleico con que forman complejos. Se
representan proteinas comunes y especificas.



intron, respectivamente (Sharp, 1994 y Reich, 1992). En ambos casos, la
interaccion se lleva a cabo por apareamiento de bases complementarias
entre el intron y los snRNAs (Sawa & Shimura, 1992 y Figura 3). Es
relevante mencionar que en todos los intrones existen secuencias similares
en su extremo 5 (GUAUGU) y en su regién de ramificacion (UACUAACA),
para Saccharomices cerevisiae y otras levaduras (Woollford & Peebles,
1992 y Wise et. al. 1983). En los demas organismos esta secuencia es
menos conservada, pero la A en el punto de ramificacion esta conservada
totalmente. En el extremo 3’ sdélo existen dos bases conservadas (AG).
Realmente, la primera interaccion ocurre entre U1 snBRNA y el 5 del intron
(Reich & Wise, 1990). En experimentos in vitro fue posible establecer que
todas las interacciones son dependientes de ATP a excepcion de la primera
(Nilsen, 1994). Por otra parte se ha encontrado que U5 snRNA interacciona
con ambos exones (Sontheimer, 1993), lo que sugiere que después de la
primera reaccion de transesterificacion, este snRNA es el encargado de
mantener cercanos a los exones para que la segunda reaccion se realice

(Wise, 1993 y Figura 5).

U6 snRNA.

Se han mostrado un buen numero de evidencias que apuntan a que U6
snRNA juega un papel determinante en el splicing (Lesser & Guthrie, 1993
y Yu et. al. 1993). En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas que
diferencian a U6 snRNA de los demas RNAs implicados en el splicing. U6
snRNA tiene una longitud promedio de 105 nucleotidos (Tani & Ohshima,
1989). De los cinco snRNAs spliceosomales es el mas conservado en tamano
y secuencia a través de la escala filogenéetica (77 % de homologia entre las

secuencias de S. cerevisiae y H. sapiens; Brow & Guthrie, 1988).

12
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Figura 3. Representacion esquematica de las primeras interacciones durante el
ensamblaje del spliceosoma. Debe considerarse que los U snRNAs se encuentran
asociados con proteinas en particulas ribonucleoproteicas (ver figura anterior).

Sm: Sitio de unién a las proteinas spliceosomales comunes. Los detalles se explican

en el texto.



Madhani y cols. (1990) identificaron 13 posiciones en el U6 de
Saccharomices. cerevisiae que son sensibles a mutacion puntual dando
fenotipos letales o condicionalmente letales. Nueve de éstas estan
localizadas en dos secuencias altamente conservadas. Sin embargo, otras
mutaciones en el resto de la secuencia no tuvieron ningun efecto en la

viabilidad de las mutantes ni tampoco en el splicing, aun en bases invariantes.

Tabla 2. Diferencias entre U6 snRNA y demas snRNAs que participan en el
procesamiento de intrones tipa pre-mRNA (U1, U2, U4 y US snRNA).

-

Caracteristica U6 snRNA Otros snRNAs
spliceosomales
Transcripcion RNA Polimerasa lll RNA Polimerasa I
cap v monometil fosfato |2,2,7 trimetil Guanosina

Sitio de unién a proteinas

(Sm) Carece Presente

Rango de 98 a

112 nucleétidos Variable

Conservacion en tamano

Muy conservado en su| Conservacion solo en
region intermedia pequenas regiones )

Conservacion en secuencia
\

U4 snRNA y U6 snRNA se encuentran en el mismo snRNP y apareadas
en dos hélices por 22 pares de bases, de las cuales 6 pertenecen al grupo
de bases sensibles a mutacion (Benjamin et. al., 1989; Fabrizio & Abelson,
1990 y Madhani et. al., 1990). Sin embargo, al restaurar la complementaridad,
cambiando las bases correspondientes en U4, no se suprime el fenotipo
mutante. Por si mismas estas mutaciones en U4 son completamente viables.
Ademas, se ha encontrado excelente correlacion entre la desnaturalizacion

U4/U6 snRNA y el evento de corte en el sitio 5 del intron (Madhani &
14



Guthrie, 1992). De aqui se ha sugerido que U4 funciona como un RNA
antisentido que regula el estado de actividad de U6 snRNA. En experimentos
de entrecruzamiento (cross-linking) se pudo observar que las interacciones
que se llevan a cabo durante el ensamblaje del spliceosoma y durante el
splicing son cambiantes (Wassarman & Steitz, 1992). U6 no solamente se
aparea con U4, sino que U6 snRNA se mantiene apareado por 7 residuos
nucleotidicos al sitio 5’ del intrén y por un nimero variable de nucleétidos

a U2 snRNA, antes y después del corte del exén 5 (Wise, 1993 y Wolff &
Bindereif, 1993). Ademas, la primera de estas dos interacciones substituye
el apareamiento del intron con U1 snRNA (comparar Figuras 3 y 5). Es
interesante notar que la secuencia ACAGAG, altamente conservada en U6 y
muy sensible a mutaciones puntuales, participa de este apareamiento (Sawa
& Shimura, 1992). Esto puede implicar que mientras que U1 snRNA establece
la localizacion de la region 5’ del intron, U6 snRNA esta involucrado en la
seleccion especifica del sitio de corte (Kandels-Lewis & Séraphin, 1993).
Ademas debe notarse que las estructuras secundarias formadas por las
interacciones de U6 snRNA con U4 y U2 snRNA son excluyentes entre si
(Wolff & Bindereif, 1993; Fortner et. al., 1994 y Figura 4). Todos estos
aspectos sugieren que es el cambio en la interaccion de U6 lo que desencadena

el procesamiento de los intrones tipo pre-mRNA en el spliceosoma.

Otro hecho que sugirié la importancia de U6 snRNA en el splicing es
la presencia de un intrén de tipo pre-mRNA en el gene que codifica para U6
snRNA del género Squizosaccharomices (Tani & Ohshima, 1989 y Reich &
Wise, 1990) y Rhodosporidium dacryoidum , asi como cuatro intrones en el
de Rhodotorula hasegawae (Tani & Ohshima, 1991). Estos intrones se
encuentran localizados en las regiones altamente conservadas y sensibles

a mutaciones (Fabrizio & Abelson, 1990). Existe la hipdtesis de que estos
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Figura 4. Modelos de estructuracion e

interacciones alternativas de U6 SnRNA CON e posic

U4 y U2 snRNA. El tallo grande de UG es
desnaturalizado totalmente cuando U6 sSnRNA
interacciona con U4 snRNA y sélo
parcialmente cuando interacciona con U2
snRNA. Los detalles de estas interacciones
son explicados en el texto.
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intrones son resultado de una aberracién en el procesamiento, ocurriendo
finalmente una reaccién inversa que llevo a la integracion del intron en U6.
Esto podria implicar que U6 es importante para la actividad catalitica del
complejo de procesamiento de pre-mRNA y que, probablemente, los sitios
de insercién de estos intrones se encuentran muy cercanos al sitio catalitico
del spliceosoma (Brow & Guthrie, 1989). Posteriormente, mediante un
sistema de mutacion en una region inmediatamente anterior al 5' de la
secuencia de interaccion con el intron y reconstitucion funcional en
nematodos, Yu y cols. (1993) descubrieron que U6 puede funcionar como
substrato en reacciones de cis- y trans-splicing, lo que sugiere que U6
puede ser utilizado como aceptor y aun como exon 5' cuando estas mutaciones
interfieren con la correcta localizacion del 5' del intron dentro del
spliceosoma. Ademas, este es el primer resultado de interaccién covalente
entre un U snRNA spliceosomal y un substrato de splicing y proveé evidencia

de un grado sorprendente de flexibilidad catalitica dentro del spliceosoma.

Asi, tomando en cuenta la conservacion de U6 snRNA a través de la
escala filogenética y convencidos de su importancia funcional en el
procesamiento de intrones tipo pre-mRNA, creemos que este gene es un
excelente candidato para cuestionarnos si en Entamoeba histolytica existe
un sistema molecular parecido al spliceosoma que en la actualidad esta

ampliamente distribuido entre metacariontes.
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Figura 5. Similitud estructural entre el procesamiento de
intrones (a) spliceosomales tipo pre-mRNA y (b) autocata-
liticos grupo Il. Nétese homologia entre las hélices (a) y los

dominios (b).




Objetivos

General:

Aislar y caracterizar el gene que codifica para el U6 snRNA de

Entamoeba histolytica.

Particulares:

a) Obtencion de una sonda para realizar la busqueda.

b) Clonar el gene que codifica para el snRNA U6 de

Entamoeba histolytica a partir de un banco genémico.
c) Obtener la secuencia nucleotidica de este gene y realizar
alineamientos y dendogramas con las secuencias de los genes

U6 snRNA reportados para otros organismos.

d) Determinar el numero de copias del gene U6 snRNA en el

genoma de Entamoeba histolytica.

e) Determinar si el gene se expresa.

f) Realizar un andlisis de la estructura secundaria del gene U6

snRNA.
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Material y Métodos.

Soluciones y amortiguadores.

El amortiguador TE usado para disolver DNA, consistié de Tris
hidroximetilaminometano (Tris base) 10 mM pH 7.6, y 3 posibles
concentraciones de trabajo para el quelante; acido etilendiaminatetracetato

disédico (EDTA), 1 mM, 0.1 mM o 0.01 mM.

El amortiguador TBE usado para las corridas de geles de acrilamida
se prepard en soluciones 10X mezclando 108 g de Tris base, 55 g de acido
boérico y 40 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 en un litro de agua bidestilada. La
concentracion final de trabajo fue Tris-borato 0.09 M, EDTA 0.002 M.

El amortiguador TAE usado para las corridas de geles de agarosa para
Soouthern blot se preparé en soluciones 50X mezclando: 242 g de Tris
base, 57.1 ml de acido acético glacial, 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 en un
litro de agua bidestilada. La concentracion final de trabajo fue Tris-acetato

0.04 M, EDTA 0.001 M.

La solucién estandar de acrilamida al 40 % se prepard de la siguiente
manera: a 100 ml de agua bidestilada se le agregaron 194.5 g de acrilamida
y 5.2 g de bis-acrilamida, se agité hasta disolver, y se afor6 a 500 ml con
agua bidestilada; la solucion se filtr6 a través de una membrana Milipore

de 0.45 um, y se guardé en un frasco ambar a 4.0 °C

La solucion de carga para geles de agarosa, consisti6 de azul de
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bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25 % y glicerol al 30 % en agua bidestilada.

La soluciéon de carga para geles desnaturalizantes de poliacrilamida
se preparé con formamida 90 %, EDTA 20 mM pH 8.2, azul de bromofenol

0.05 % y xilencianol 0.05 %, en agua bidestilada.

La tincién de geles de poliacrilamida con nitrato de plata se realizd
de la siguiente manera: El gel fue lavado 20 minutos en solucion de etanol
al 50 % y acido acético 7 %. Después se lavé dos veces (10 minutos cada
una) en solucion de etanol 10 % y acido acético 1 %. Posteriormente se
lavé durante 25 minutos en solucion de nitrato de plata 12 mM y se
enjuagoé en agua 15 segundos. Se enjuag6é 30 segundos con solucion de
formaldehido 0.2 % y KOH 0.75 %. El revelado se realizé durante 2 minutos

en la misma solucion (nueva).

El amortiguador de fosfatos (PBS) 0.5 M fue preparado disolviendo
34.5 g de NaH,PO, H,0 y 67 g de Na,HPO, 7H,O en 900 ml de agua bidestilada,

se ajusto el pH a 7 y se aforé a 1000 ml con agua bidestilada.

La solucion 1000X de carbamicilina (un analogo mas estable de la
ampicilina) se preparé disolviendo un gramo en 5 ml de agua desionizada y
tetradestilada (concentracion inicial de 200 mg/ml), y se pasé por un
fitro Millipore de 0.45 um. La concentracion para seleccionar cepas

transformadas en cajas Petri con LB-agarosa fue de 100 pg/ml.

El amortiguador PEG 5X usado para la ligacion intracatenaria durante
la subclonacion consté de Tris HCI 250 mM, pH 7.6, MgCl, 50 mM, DTT 5
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mM, ATP 5 mM y PEG 8000 25 % (w/v).

La solucién amortiguadora SET 20X usada para los lavados posteriores
a la hibridacién se preparé mezclando 25 ml de NaCl 5 M, 7.5 ml de

Tris-HCI 1 M, pH 7.8 y 1 ml de EDTA 0.5 M en un volumen final de 250 ml.

La solucion amortiguadora SETS 2X usada para los lavados posteriores

a la hibridacion se preparé con SDS 0.2 % en SET 2X.

El amortiguador STE se preparé con NaCl 100 mM, Tris HCI 10 mM pH
8.0y EDTA 1 mM pH 8.0.

La solucion amortiguadora SM utilizada para diluir bacteriofagos fue
preparada con Tris HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, MgSO, 8 mM y gelatina

0.01 %. Esterilizado al autoclave y alicuotado en volumenes de 50 ml.

La solucion de deoxinucleétidos (dNTPs) usada para las reacciones de

amplificacion de DNA consistié de 2.5 mM de cada dNTP en TE pH 7.5.

La solucién de lavado para la determinacion de cuentas incorporadas
y totales en acidos nucleicos fue preparada con H,PO, 300 mM, Na,P,0, 200

mMy EDTA 1 mM.

La solucion desnaturalizante para la transferencia de placas de

bacteriéfago A consistio de NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M.

La solucién neutralizante para la transferencia de placas de
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bacteriéfago A consistio de NaCl 1.5 M y Tris HCI 0.5 M pH 8.0.

La solucién de lavado para la transferencia de placas de bacteri6fago

A consistié de Tris HClI 0.2 M pH 7.5 y SSC 2X.

El amortiguador SSC 20X fue preparado con NaCl 3 M y citrato de
sodio dihidratado 0.3 M. Se ajusté el pH a 7.0 con HCI 1 M.

La solucion Denhardt 100X utilizada para hibridacion se prepard
disolviendo 10 g de Ficoll 400, 10 g de Polivinilpyrrolidona y 10 g de
albumina de suero bovino en un volumen final de 1000 ml. Fue filtrada vy

almacenada en alicuotas de 25 ml a -20 °C.

La solucién de prehibridacion consistio de 30 ml de formamida, 2 ml
de solucién Denhart 50X, 25 ml de SSC 20X, 2.5 ml de Na,PFO, 1 M pH 7.0 y
10 ml de SDS 10 %. El volumen final fue de 100 ml.

La solucion de hibridacion consistio de sonda a concentracion final

de 10° cpm/ml en solucion de prehibridacion.

Medios y Cepas.

Las cepas de Entamoeba histolytica HK9 y HM1-IMSS se caracterizan

por presentar un zimodemo patégeno tipo Il (Said-Fernandez y col. 1988).

El cultivo para los trofozoitos de Entamoeba histolytica se llevo a

cabo en el medio de cultivo BYI-S-33 bajo condiciones axénicas, similar a
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las descritas por Diamond L. y col. (1968).

La cepa Escherichia coli XL1-Blue fue utilizada para la infeccién por
bacteriéfago A ZAP Il. El genotipo de esta cepa es sup E44 hsdR17 recAf

endA1 gyrA46 thirelAl lac F' [proAB' lacF lacZAM15 Tn10(tet’)].

La cepa Escherichia coli DH5a fue utilizada para la transformacion
con el plasmido pBluescript Il SK durante la subclonacion. El genotipo de
esta cepa es sup E44 AlacU169(¢80 lacZAM15)hsdR17 recAl endAl gyrA96
thirelAtl.

El cultivo de E. coli se realiz6 en el medio LB (Luria-Bertani). Preparado
como se describe a continuacion: a 950 ml de agua desionizada se agregaron
10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se agito
hasta que los solutos se disolvieron. Se ajusto el pH a 7.0 con NaOH vy se
llevé a un volumen final de 1000 ml con agua desionizada, después se
alicuoté a volumenes de 100 ml en matraces Erlenmeyer y se taparon con
tapones de algoddn y gasa. Se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a
15 libras/pulgada®. Para preparar medio LB sdlido se agregaron previamente

15 g de bacto-agar.

El medio NZY para titular el bacteriéfago A fue preparado disolviendo
5 g de NaCl, 2 g de MgSO,7H,0, 5 g de extracto de levadura y 10 g de
peptona de caseina. Se ajustd el pH a 7.0 con NaOH y se llevé a un volumen
final de 1000 ml con agua desionizada, se alicuoté a volumenes de 100 m!
en matraces Erlenmeyer y se taparon con tapones de algoddn y gasa. Se

esteriliz6 en autoclave durante 20 minutos a 15 libras/pulgada®. Para
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preparar medio NZY so¢lido se agregaron previamente 15 g de bacto-agar.

El medio YT 2X para la escision del plasmido pBluescript Il SK fue
preparado disolviendo 16 g de peptona de caseina, 10 g de extracto de
levadura y 5 g de NaCl. Se ajusto el pH a 7.0 con NaOH y se llevé a un
volumen final de 1000 ml con agua desionizada, se alicuoté a volumenes de
100 ml en matraces Erlenmeyer, y se taparon con tapones de algoddén y

gasa. Se esterilizé en autoclave durante 20 minutos a 15 libras/pulgada®.

Cuando se usé antibidtico, se dejé que el medio se enfriara hasta una
temperatura de aproximadamente 45 °C antes de agregarlo (debido a que el

antibiotico es termolabil).

El almacenamiento de cultivos de bacterias importantes se hizo
creciendo una colonia en LB liquido por 12 h y llevandola a una concentracion
final de 25 % de glicerol estéril. Alicuotas en tubos de 1.5 ml se guardaron

a -70.0 °C
Técnicas de electroforesis en gel:
Se utilizaron dos tipos de geles para electroforesis de DNA.

1) Geles de agarosa.Fueron preparados siguiendo el método descrito
por Sambrook J., et. al. (1989). Estos geles al 1 % o 1.5 % fueron utilizados
para la resolucién y cuantificacion de moléculas de DNA mayores de 100
pares de bases tales como: DNA cromosomico purificado de E. histolytica ,
plasmidos purificados de E. coli y productos de amplificacion obtenidos
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por PCR. A cada muestra se agregé 1 ul de solucién de carga por cada 10 pl
de volumen final. De manera regular se incluyeron marcadores de peso

molecular tales como 300 ng/carrii de escalera de 100 pares de bases

(Ladder 100, Gibco BRL) y/o 300 ng/carrii de DNA del bacteriéfago A
(Boerhinger) digerido con la endonucleasa de restriccion Hind Il (Boerhinger).
Los geles se corrieron a 100 volts (voltaje constante) en una camara de
electroforesis horizontal (BioRad, INC) sumergidos en amortiguador TBE
1X con bromuro de etidio a concentracién final de 0.5 pg/ml. Al término de
la electroforesis los geles fueron observados sobre un transiluminador de

luz ultravioleta de onda corta y fotografiados.

2) Geles de Poliacrilamida.Dependiendo del tipo de DNA, se
utilizaron dos tipos de geles de poliacrilamida, preparados como se describe

en Sambrook J., et. al. (1989).

a) Nativos. Se utilizaron al 10 % para la resolucion del fragmento
de amplificacion de 50 pares de bases obtenido mediante PCR con los
oligonucledtidos U6.1 y U6.2, y para los productos de digestion de las
clonas U6' con las endonucleasas de restriccion Mnl | y Hind Ill. A la
muestra se le adicioné 1 pul de solucion de carga y se corrio a 350 volts
(voltaje constante) en una camara vertical (Migthy small) con amortiguador
TBE 1X. Al término de la electroforesis el gel fue removido de los vidrios y
tenido con nitrato de plata o procesado para radioautografia, dependiendo
de si el DNA fue marcado previamente con «-[*?P]-dCTP durante la

polimerizacién.

b) DesnaturalizantesEstos geles se utilizaron al 20 % Urea 8 M
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para la resolucién de oligonucledtidos y RNA. Para geles de secuencia se
utilizaron en un rango del 4 al 6 %. En ambos casos, las muestras fueron
previamente desnaturalizadas a 95 °C durante 5 minutos e inmediatamente

pasadas a un bano de agua-hielo durante 5 minutos mas.

Purificacion de DNA deEntamoeba histolytica

Un inéculo de aproximadamente 10° células de Entamoeba histolytica
HM1-IMSS fue crecido hasta fase logaritmica en 200 ml de medio BYI-S-33.
El cultivo se cosechd por centrifugacion a 500 x g durante 10 minutos a 4
°C y las células se lavaron en amortiguador de fosfatos 0.5 M (PBS). Al
paquete celular se adicionaron 2.2 ml de sacarosa (100 mg/ml en EDTA 0.5
M), 400 pl de sarcosil al 20 % y 500 ul de proteinasa K (2 mg/ml en
solucion sacarosa-EDTA; preparada justo antes de usarla) y se incubd toda
la noche a 55 °C. Para realizar el gradiente de cesio, se ajusto el volumen
a 7.7 ml con TE y se adicionaron 8 gramos de CsCl. Después de disolver
suavemente por inversion se agregaron 300 ml de bromuro de etidio a 5
mg/ml y usando micropipeta de 1 ml con punta cortada, se paso la suspension
de DNA a dos tubos para rotor SW50.1 y se equilibraron con tolerancia de
0.02 g. El gradiente se formé por centrifugacion a 40,000 rpm durante 22

horas, a 22 °C y desaceleracién 0.

El tubo fue expuesto a luz ultravioleta y se identificé y marcod la
banda de DNA. Esta banda fue colectada con una jeringa estéril de aguja
gruesa. El bromuro de etidio se removio con volumenes iguales de isopropanol
y se separaron las fases por centrifugaciéon a 1000 rpm en un rotor JS-13
durante 15 minutos. Se agregaron 3 volumenes de etanol al 70 % (a
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temperatura ambiente) y se centrifugé por 30 minutos a 10000 rpm en
rotor JS-13 a temperatura ambiente. El precipitado se recuperd y se disolvid
en 2 ml de TE a 4 °C durante toda la noche. Se analiz6 1 pul de DNA en gel

de agarosa 1 %.

Purificacién de RNA deEntamoeba histolytica

Un inéculo de aproximadamente 10° células de Entamoeba histolytica
HM1-IMSS fueron crecidas hasta fase logaritmica en 200 ml de medio
BYI-S-33. El cultivo se cosechd por centrifugacion a 500 x g durante 10
minutos a 4 °C y las células se lavaron 2 veces por centrifugacion con
medio sin suero. Las ceélulas se lisaron con 1 ml de solucion de isotiocianato
de guanidina 5 M (en agua DEPC) homogenizando vigorosamente con vortex
durante 5 segundos. El lisado se centrifugé a 16000 x g durante 5 minutos
y a temperatura ambiente. El sobrenadante se recuperd y precipitd dos
veces a -20 °C por 45 minutos con 0.3 volumenes de etanol. La segunda
precipitacion se realizdo en 0.3 volumenes de etanol conteniendo 1 ml de
isotiocianato de guanidina 5 M. El precipitado se resuspendié en TE a 55 °C
por 30 minutos agitando ocasionalmente (vortex). Posteriormente se
realizaron dos extracciones con un volumen de fenol/cloroformo [1:1] vy
centrifugando 5 minutos a 16000 x g. La fase superior se precipitd con 0.1
volumenes de acetato de sodio 3 M pH 4.7 y 2.5 volumenes de etanol
absoluto. EI RNA resultante se resuspendio en TE/DEPC y se almacen¢ a
-20 °C. La cuantificacion de RNA se hizé con una dilucion 1:100 a D.O.,4, y
por electroforesis en gel de agarosa 1.5 % a 100 V. Por ultimo, la solucién
de RNA se pasé por una columna de oligo (dT),,-celulosa para separar las

fracciones de RNA poli A* y RNA poli A"
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Amplificacion del fragmento de 50 pb.

Para amplificar un fragmento de 50 pares de bases, correspondiente
a la region media del gene U6 snRNA, se realizé una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) a partir de DNA total de Entamoeba histolytica HK9. El
volumen de reacciéon fue de 100 pl. La reaccion consistio de 10 ng/ul de
DNA templado, 20 uM de cada oligonucleétido (U6.1: 5'-CAA ATT GAA ACG
ATA CAG AG-3' Tm = 54.8 °C y U6.2: 5'-TGG CCC CTG CAC AAG GAT GA-3'
Tm = 73.0 °C, Tani y Oshima, 1989), 25 uM de cada deoxinucledtido
(Boehringer), 10 ul de amortiguador para Taq DNA polimerasa 10X
(Boehringer) y 0.025 U/ul de Taqg DNA polimerasa (Boehringer). La reaccion
se hizo en un aparato de PCR Perkin Elmer Cetus 9600 durante 30 ciclos
bajo las condiciones siguientes: Desnaturalizacion a 92 °C durante 30
segundos, apareamiento a 42 °C durante 30 segundos y polimerizacion a 72
°C durante 45 segundos. Al finalizar los ciclos se permitio la extension de
los productos que pudieran quedar incompletos a 72 °C durante 10 minutos.
En este experimento se incluyeron dos reacciones bajo las mismas
condiciones. Una de ellas se utilizo como control positivo y consistio de la
amplificacion del fragmento de 50 pb a partir de 10 ng/ul de DNA total de
humano. La otra reaccion se utilizé como control negativo (sin DNA). Por
ultimo, 1 pl de los productos de amplificacion de cada una de las reacciones
fueron analizados por migracion en gel de poliacrilamida al 10 % a 350 V

(voltaje constante) y el gel fue tenido con la técnica de nitrato de plata.

Este fragmento se utiliz6 como sonda en la clonacion del gene U6
snRNA y en los experimentos de Northern y Southern blot. Para ello, se
modificé el protocolo en tres aspectos: 1) el DNA templado fue 1 ul del
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producto de amplificacion previo a partir de DNA total de E. histolytica,
2) la mezcla de deoxinucledtidos fue utilizada a concentracion final de 12

uM y careci6 de dCTP y 3) se anadié 0.33 puM (concentracién final) de

a- [*2P]-dCTP.

Utilizando una dilucién 1:25 de esta sonda se determind la actividad
especifica como sigue: Por duplicado se agregaron 20 pl de la dilucién a un
fitro 3MM circular de 24 mm y se dejaron secar al aire. Uno de estos
filtros se colocé en viales plasticos de 5 ml y se agregaron 5 ml de agua
tridestilada. El otro se lavo tres veces con 50 ml de (H,FO, 300 mM,
Na,P,0, 200 mM y EDTA 1 mM) y una vez con 10 ml de etanol absoluto
(ambos a -20 °C). Después de que se secaron, los filtros se colocaron en
viales de plastico de 5 ml y se agregaron 5 ml de agua tridestilada. En un
contador de centelleo Beckmmann se determinaron las cuentas por minuto
(cpm) en cada filtro, mediante el método de Cerenkov. El primer filtro
proporcioné las cuentas totales y el segundo las cuentas incorporadas. Los

resultados de actividad especifica se reportaron como cpm/ug de sonda.

Clonacion del gene U6 snRNA.

Genoteca:La busqueda del gene U6 snRNA se realizé en una genoteca
gendmica construida por el grupo del Dr. Ruy Pérez-Montfort (IFC, UNAM)
con fragmentos Eco Rl obtenidos por digestion parcial del DNA de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS y clonados en el bacteriofago AZAP II. El titulo de
esta genoteca es de aproximadamente 2.6 X 10'' recombinantes/ml y el

tamano promedio del inserto es de 3000 pares de bases.

31



Cultivo:Una colonia de E. coli XL1-blue se crecié hasta la fase
estacionaria en 5 ml de medio LB suplementado con maltosa 0.02 % vy
MgSO, 1 mM. Se lavé con MgSO, 10 mM por centrifugacién a 1000 x g

durante 7 minutos y se ajusté a D.O.g = 0.6.

Obtencién de placas de lisis800 pul de E. coli XL1-blue ajustado
aD.0.5,,=0.6 fueron infectados con aproximadamente 26000 bacteriéfagos
de la genoteca. Después de incubar durante 15 minutos a 37 °C y 250 rpm
se adicionaron 7 ml de medio NZY-agarosa 0.7 % y se vaciaron a una placa
de NZY. Estas ultimas se incubaron a 37 °C hasta que las placas de lisis

resultaron visibles (6-8 horas aproximadamente).

Transferencia:Las placas de lisis se refrigeraron al menos dos
horas y posteriormente se transfirieron por duplicado a filtros de
nitrocelulosa. El primer filtro se mantuvo en la placa durante dos minutos
y se marco con tinta china de tal forma que la marca quedara también en el
agar de la placa. El segundo filtro se mantuvo cuatro minutos sobre la
placa y fue marcado exactamente como el primero. Ambos filtros se
sumergieron en solucion desnaturalizante durante dos minutos, en solucion
neutralizante durante 5 minutos y en SSC 2X durante 30 segundos, en el
orden descrito. Posteriormente se secaron al aire y el DNA fue fijado a la

membrana en un horno de vacio a 80 °C durante dos horas.

Hibridacién:Previo a la hibridacién los filtros se humedecieron en
solucion SSC 2X y se incubaron a 37 °C en solucion de prehibridacion con
formamida al 30 % durante dos horas. Antes de adicionar, la sonda se
desnaturalizé a 95 °C durante 5 rﬁinutos y se coloco en bano de agua-hielo
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otros 5 minutos. El volumen de hibridacion fue de 50 ml. La hibridacion se
realizé a 37 °C durante doce horas. Tanto en la prehibridacién como en la
hibridacién la incubacion se realizé6 en agitacion constante a 100 rpm.
Posteriormente, los filtros se lavaron en solucion SET 2X a temperatura
ambiente durante 10 minutos, dos veces en solucion SETS 2X a 30 °C y 100
rpm durante 20 minutos y por ultimo 10 minutos en SETS 1X a 30 °C y 100

rom, después de lo cual se secaron al aire.

Recuperacion: Estos filtros fueron utilizados para realizar una
autorradiografia con pantalla de intensificacion durante tres dias a -70 °C.
Después de revelar se marcaron las posiciones de los filtros y se compararon
los duplicados. Solamente aquellas placas que resultaron positivas por
duplicado fueron recuperadas. Para ello se realizé un corte del pedazo de
agar en donde se encontraba la placa de lisis positiva y se sumergio en un
tubo eppendorf de 1.5 ml conteniendo 1 ml de solucion amortiguadora SM vy
20 ul de cloroformo. El tubo se agito suavemente por inversion para liberar
los bacteriofagos del agar. Estos fueron sometidos a una segunda y tercera
purificacion repitiendo todo el protocolo. Despues de la tercera purificacion

se recuperaron nueve clonas positivas (U6").

Escicién:AZAP |l contiene a su vez al plasmido pBluescript Il SK
(-). Es precisamente en el sitio Eco Rl de la region de policlonacion de este
plasmido donde se encuentra el fragmento Eco Rl del DNA de Entamoeba

histolytica HM1-IMSS.

Un cultivo de E. coli crecida en LB suplementado con maltosa y

magnesio se lavd y ajusté a D.O.,, = 1.0 como se describié anteriormente.
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200 pl de este cultivo se infectaron con aproximadamente 2 X 10°

bacteriéfagos AZAP Il positivos y 1 X 10° bacteriéfagos de ayuda (VCSM13,
derivado del bacteri6fago filamentoso f1) e incubados durante 15 minutos
a 37 °C. Después se adicionaron 5 ml de medio YT 2X y se incubé la mezcla
a 37 °C por tres horas con agitaciéon a 150 rpm. Posteriormente se sometio
el cultivo a 70 °C durante 20 minutos y se centrifugé a 4000 X g durante 5
minutos para recuperar el sobrenadante que contiene el fagémido pBluescript
Il SK empacado como bacteriéfago filamentoso. Por ultimo 10 pl de este
sobrenadante y 20 pl de una dilucién 102 fueron incubados a 37 °C con 200
ul de XL1i-blue (D.O.¢, = 1.0) durante 15 minutos y plaqueados en medio
LB/carbamicilina (100 upg/ml). Las colonias resultantes contienen el
plasmido pBluescript Il SK. Las colonias fueron caracterizadas por PCR vy

los plasmidos por digestion con endonucleasas de restriccion.

Purificacion de plasmido.

Para purificar los plasmidos de las nueve clonas seleccionadas con
la sonda de 50 pares de bases, se crecieron bacterias de E. coli XL1-blue
transformadas con el plasmido pBluescript II SK (-) en 50 ml de
LB/carbamicilina hasta saturacién. Los cultivos se lavaron en STE y se
centrifugaron a 1000 x g durante 7 minutos. La pastilla fue procesada con
el método de Plasmid SELECT-250 SPIN COLUMN (5 Prime -> 3 Prime, Inc.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El plasmido resultante se
linearizé con diferentes enzimas de restriccion (Boheringer) y se cuantifico

en gel de agarosa 1 %.

34



Digestién de DNA.

Mediante digestion con endonucleasas de restriccion fue posible
agrupar las clonas en dos grupos de acuerdo a la orientacion del inserto. La
restriccion se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
enzimas con que fueron cortados los plasmidos fueron: BamHI, Dral , EcoRl,

EcoRV, Mnll, Notl, Pstl, Sacl, Smal y Xbal (todas de Boheringer).

Subclonacidn.

Mediante el analisis de fragmentos obtenidos con enzimas de
restriccion se observé la posibilidad de remover un fragmento de
aproximadamente 2000 pares de bases, obtenido con Bam HI, sin afectar la
region codificante del gene U6 snRNA de Entamoeba histolytica. Para ello
se diluyeron (1:80) los productos de restriccion y se ligaron con T4 DNA
ligasa durante 12 horas a 15 °C en amortiguador PEG 1X (Ken'ichiro et. al.,
1986). Las moléculas resultantes se precipitaron a 4 °C con etanol absoluto
utilizando 1 pg de tRNA como acarreador, después de lo cual se lavaron
con etanol al 70 % y se resuspendieron en 10 pl de amortiguador TE.

La transformacion se realizé en células competentes de E. coliDH5¢
(preparadas por el método de permeabilizacion con cloruro de calcio). Para
ello se incubaron los 10 ul del producto de ligacion con 200 upl de las
células competentes durante 2 horas en bano agua-hielo. Inmediatamente
despues las células fueron incubadas a 42 °C durante 90 segundos y finalmente
se incubaron una hora en LB a 37 °C. 100 ul fueron plateados en placas de
LB/carbamicilina (100 pug/ml) y se incubaron a 37 °C durante 12 horas. La

seleccion de subclonas se realizé mediante la amplificacion de un fragmento
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de amplificacion con el par de oligonucleétidos U6.2-T3, como se describe

en el siguiente punto.

Sondeo directo por PCR.

Se procedié6 modificando el método descrito en McPherson y cols.
(1992). Las colonias se picaron y cada una se resuspendié en 100 pl de
agua tetradestilada estéril y se calenté a 95 °C por 15 minutos, al terminar
el tubo se agité y centrifugd para separar los residuos. Se anadieron 10 pl
de cada sobrenadante a tubos conteniendo 90 ul de una solucion previamente
preparada, de manera que las concentraciones finales de los solutos fueron:
amortiguador de reaccion para PCR 1X, dNTP’s 200 uM, oligonucledétidos
0.25 puM, Taq DNA polimerasa 0.025 U/ul (Boehringer). Se realizaron 30
ciclos en donde la desnaturalizacion fue a 94 °C por 30 segundos, el
apareamiento fue a 42 °C por 30 segundos y la polimerizacion fue a 72 °C
por 45 segundos. Los productos de reaccion se analizaron en geles de
poliacrilamida al 10 %. En todos los casos se incluyo como control negativo
una colonia de E. coli XL1-blue transformada con plasmido pBluescript Il
SK (sin inserto). Este protocolo se utilizdo para confirmar clonas U6" y

seleccionar subclonas.

Secuenciacidn.

Los experimentos de secuenciacion fueron realizados mediante el

método de terminacion de la polimerizacion enzimatica utilizando el fmol

Sequencing Kit de Promega Corporation.
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En cuatro tubos Perkin Elmer de 150 ul se adicionaron por separado
2 ul de la mezcla de deoxinucleétidos conteniendo el dideoxinucledtido

apropiado.

En un tubo eppendorff de 0.5 ml se adiciondé 1 pl conteniendo 100 ng
del plasmido purificado correspondiente, 5 pl de la solucion amortiguadora
para Taq DNA polimerasa 5X, 2 pl conteniendo 4 fmoles del oligonucleotido
correspondiente marcado en su extremo 5' con fluoresceina y se ajusté el
volumen a 16 ul con agua tridestilada estéril. Por dltimo se agregdé 1 ul de
Taq DNA polimerasa grado de secuenciacion (5 Ul) y la mezcla se agitdé con

la punta de la pipeta.

Se adicionaron 4 ul de esta mezcla a cada uno de los tubos conteniendo
la mezcla de nucledtidos. La reaccidon se realizd durante 25 ciclos en un
aparato Perkin Elmer Cetus 9600 bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, apareamiento a 42 °C
durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C durante 45 segundos. Al
finalizar los ciclos se permitio la polimerizacion a 72 °C durante 15

minutos.

Al terminar la reaccion, las muestras se transfirieron a tubos
eppendorff de 0.5 ml y se les adicionaron 6 ul de solucion de terminacion.
Los tubos se agitaron suavemente y se centrifugaron en una microfuga
Eppendorff para detener la reaccion. Posteriormente fueron incubados en
bafno maria a 95 °C durante 5 minutos e inmediatamente transferidos a

bano de agua-hielo.
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Las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida de 0.2 um
al 4 o 6 % urea 8 M y sometidas a electroforesis en la estacion de
secuenciacion Millipore Base Station bajo condiciones estandar. La primera
fotografia fue tomada después de 60 minutos de migracion y posteriormente

cada 10 minutos hasta completar 15 fotografias.

Cada fotografia fue analizada manualmente y los resultados fueron
integrados con la utileria Contig del programa GeneWorks. Ademas, la

estacion Millipore analizé6 automaticamente los resultados.

Los experimentos de secuenciacion se realizaron con los siguientes

oligonucleétidos fluoresceinados:

u6.1 5'-CAA ATT GAA ACG ATA CAC AG-3'
u6.2 5'-TGG CCC CIG CAC AAG GAT GA-3'
T3 5'-GCC TTA ACC CIC ACT AAA GG-3'
G 4 5'-GTA ATA (GA CIC ACT ATA GG-3'
SK 5'-QCT CTA GAA CTA GIG GAT C-3°

M13 Reverso 5'-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA-3'

A partir de los resultados de los oligonucledtidos U6.2 y T7 se
obtuvieron las secuencias complementarias con la utileria "Make
Complement" del programa GeneWorks. Estos resultados y los obtenidos
con los restantes oligonucledtidos fueron analizados con las utilerias

Contig y Align de GeneWorks.
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Southern Blot.

10 ug de DNA total de Entamoeba histolytica fueron digeridos con la

endonucleasa de restriccion Eco RI. Los productos de digestién se sometieron
a electroforesis, junto con 300 ng del bacteriéfago A digerido con Hind Il

como marcadores de tamano, en un gel de agarosa al 1 %. El gel se corrié
en una camara horizontal con solucién amortiguadora TAE 1X y bromuro de
etidio 0.5 pug/ml. Al término de la electroforesis, el gel se expuso a luz UV
y la posicion de los marcadores de tamano fue registrada en el mismo gel
con tinta china. EI DNA fue despurinizado en presencia de 250 ml de HCI
0.25 M durante 20 minutos, seguido de una desnaturalizacion con 250 ml

de NaOH 0.4 M durante 30 minutos en agitacion.

Se recortaron cuatro pedazos de papel filtro 3MM al mismo tamano
del gel. Dos de ellos se colocaron sobre la camara de electroforesis
conteniendo 300 ml de NaOH 0.4 M de tal manera que sus extremos estuvieran
en contacto con la solucion. El gel, previamente tratado, fue colocado
sobre el papel 3MM. Para impedir el flujo de liquido por las orillas se
rode6 el gel con parafilm. Sobre el gel se colocé una membrana de nylon
(Hybond N+, Amersham). Posteriormente se colocaron las otras dos piezas
de papel filtro 3MM sobre la membrana de Nylon. Se tuvo cuidado que en
ningun caso hubiera burbujas. Sobre estos filtros se coloco un paquete de
toallas de papel recortadas un poco mas pequenas que el papel 3MM, una

placa de vidrio y un peso de 500 g.

La transferencia de DNA se realizo durante 12 hrs. El paquete de

toallas de papel se reemplazé cuando se encontré humedo. Al término de la
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transferencia se separd el gel del filtro, se hidratd con agua, fue tefido
con bromuro de etidio y se observé a la luz UV para comprobar la transferencia.
La membrana de nylon se sumergié en NaOH 0.4 M durante 10 minutos en
agitacion constante a temperatura ambiente. Posteriormente, se colocd en
200 ml de solucién de Tris HCI 0.2 M pH 7.5, SSC 0.1X y SDS 0.5 % durante
10 minutos y agitacion constante. Enseguida se secd sobre papel filtro
3MM a temperatura ambiente. EI DNA se fij6 en un horno de vacio a 80 °C
por 2 horas. La prehibridacién, hibridacion y lavados fueron realizadas
como se describe en la seccién de la clonacion del gene U6 snRNA.
Posteriormente el filtro fue expuesto en una pantalla de Phosphorimager
(Molecular Dynamics) durante 12 horas y la imagen se compard con el gel

en que se habian registrado previamente los marcadores de tamano.

Northern Blot.

1, 10 y 30 pg de RNA poli A"y 700 ng de RNA poli A" se migraron en
un gel de poliacrilamida 20 % y urea 8 M. Como marcadores de migracion se
incluyeron 3000 cpm de un transcrito de 84 nucledtidos previamente marcado
con a- [**P]-CTP. Para asegurar una buena transferencia se incluyeron 3 ug
de tRNA en los carriles que se cargaron con el transcrito de 84 nucleétidos,
el RNA poli A* y 1 ug de RNA poli A". A cada muestra se le adicionaron 10
ul de solucion de carga con formamida al 90 %. El volumen final de carga
fue de 20 pl, las muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos y
la electroforesis se realizo6 a 350 V (voltaje constante) hasta que el azul
de bromofenol se encontrara a 2 cm arriba del limite inferior del gel.
Posteriormente, el RNA se transfiri6 a una membrana de nylon (hybond N*,

Amersham) utilizando una camara semiseca de electrotransferencia
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(Hoefer), a 0.8 V/cm? (corriente constante) durante 20 minutos. Después el
RNA se fij6 a la membrana mediante 2 pulsos de luz UV de 12 segundos
cada uno en un aparato Stratalinker (Stratagene) y posteriormente la
membrana se horneé a 80 °C durante 60 minutos. Simultdneamente, para
comprobar la eficiencia de transferencia, el gel fue recuperado y tenido
con nitrato de plata. Posteriormente fue expuesto a una pantalla de

Phosphorimager durante 12 horas.

La prehibridacion, hibridacion y lavados fueron realizadas como se
describe en la seccion de la clonacion del gene U6 snRNA. Posteriormente

el filtro fue expuesto en una pantalla de Phosphorimager durante 12 horas.

Andlisis computacional de las secuencias U6 snRNA.

Alineamientos: A partir de las bases de datos del Gene Bank y de Ia
recopilacién hecha por Shumyatsky (1992), se obtuvieron las secuencias

U6 snRNA de los siguientes organismos:

Protozoarios: T. thermophila y T. brucei.

Levaduras: R. dracoydium, R. hasegawae, S. cerevisiaey S. pombe.

Plantas: V. faba, T aestivum, Z. mays, S. tuberosum, L. esculentum vy
A. thaliana.

Animales: T. tridentans, A. lumbricoides, C. elegans, R. noruegus,

M. musculus, X. laevis, H. sapiens y D. melanogaster.

Para la construccion de alineamientos de similitud, las secuencias
nucleotidicas de estos organismos fueron analizadas con los programas
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Genalign y GeneWorks. El orden de las secuencias en los archivos de entrada
fue completamente aleatorio en ambos casos y los archivos de salida se
muestran en las figuras 14, 15 y 17. El alineamiento, construido con el
algoritmo de Needlenman-Wunsch del programa Genalign, fue analizado
manualmente y coloreado con el programa Canvas. Los dendogramas
presentados en las figuras 16 y 17 fueron construidos automaticamente a

partir de los alineamientos del programa GeneWorks.

Modelos de estructura secundaridas secuencias U6 snBNA de
Entamoeba histolytica, Saccharomices cerevisiae y Rhodospiridium
dracoydium fueron analizadas con el programa Mulfold (Zucker, 1989) y los
resultados visualizados con el programa RNA Loop Viewer (Gilbert, 1990).
A partir de los alineamientos construidos anteriormente, se extrapolaron
los datos de las bases que en Saccharomices cerevisiae interaccionan con
el extremo 5' del intron y con U2 snRNA. En un posterior analisis con el
programa Mulfold se impidioé la interaccion de estos residuos nucleotidicos

con el propdsito de simular la interaccion RNA-RNA.
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Resultados

Construccién de una sonda especifica para U6.

Hasta la fecha no se ha reportado ningun snRNA que pudiera estar
involucrado en el procesamiento de intrones tipo pre-mRNA en Entamoeba
histolytica. La base experimental de este trabajo radica en la amplificacion
de un fragmento de la region media del gene U6 snRNA de este organismo
(Figura 6) con los oligonucleétidos U6.1 y U6.2 (Tani y Oshima, 1989). Se
puede considerar que estos oligonucledtidos son universales debido a la
excelente conservacion de la region media del gene U6 snRNA (ver adelante)
y la amplificacion de fragmentos especificos en 32 de 35 organismos
(incluyendo H. sapiens, Figura 6a y Tani & Oshima, 1991), todos ellos
eucariontes con mitocondria. En los casos de S. pombe, R. hasegawae vy
R.dracoydium, los fragmentos de amplificacion no son de 50 pb debido a la
presencia de intrones en sus genes U6 snRNA (Tani & Oshima, 1991). El
fragmento de 50 pb amplificado a partir de DNA de Entamoeba histolytica
fue utilizado como sonda para la clonacién y caracterizacion del gene U6

snRNA. En la Figura 6b se muestra la secuencia nucleotidica de! fragmento.

Aislamiento y caracterizacién de clonas positivas para U6 ‘(U6

Después de 3 tamizados con la sonda de 50 pb se aislaron 9 clonas
con insertos de aproximadamente 2.5 Kb, a partir de una genoteca gendémica
de Entamoeba histolytica HM1-IMSS donada por el Dr. Ruy Pérez-Montfort.
Para corroborar que se aislaron clonas positivas (U6'), se realizé un analisis
de PCR con los oligonucleétidos U6.1 y U6.2, con los cuales se obtuvo el
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b

5"-CAAATTGAAACGATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTGCACAAGGATGA-3
-

<
3"-GTTTAACTTTGCTATGTCTCTTCTAATCGTACCGGGGACGTGTTCCTACT-5"
- v

Figura 6. Fragmento de 50 pb del gen U6 snRNA amplificado por PCR.
(a) Gel nativo de poliacrilamida al 10% tefiido con la técnica de
nitrato de plata. Carriles: 1) DNA total de H. sapiens (control
positivo), 2) DNA total de E. histolytica HM1-IMSS y 3) control
negativo de amplificacién. (b) Secuencia del fragmento amplificado.
Las flechas sefialan la secuencia de los primers y la direccit6n de la

extensioén.
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Figura 7. Caracterizacién de las clonas por amplificacidén en cadena de
la polimerasa (PCR). (a) Amplificacién del fragmento de 5@ pb con los
oligonucleétidos U6.1 y U6.2 (azul claro en c¢) a partir de extractos
celulares de E. coli XL1-Blue transformada con cada una de las 9 clonas

U6t (gel de poliacrilamida 10%, tefiido con nitrato de plata). +) Control
positivo (similar al de la figura 6), -) control negativo correspondien-
te a la reacciodn en presencia de extracto de E. coli XL1-Blue transfor-
mada con el plasmido pBluescript II SK (sin inserto). (b) Amplificacién
con cuatro pares de oligonucleétidos para definir tamafio y orientacién
del inserto de E. histolytica asi como la posicidn del gen U6 snRNA de
las clonas 1 y 2 (gel de agarosa 1%, tefiido con bromuro de etidio).
Carriles: M) Marcadores de tamafio (escalera de 100 pb) @) Control de
fondo (Extracto de la clona 1 sin amplificar), 1) amplificacién con oli-
gonucledtidos T3 y U6.2, 2) amplificacion con oligonucledtidos T3 y
U6.1 3) amplificacidn con oligonucledtidos T7 y U6.2 y 4) amplificacién
con oligonucleétidos T7 y U6.1. (c) Modelo lineal de las clonas 1 y 2
construido con la informacién obtenida en (b). Las lineas grises corres-
ponden a cada uno de los fragmentos indicados con flechas blancas.



fragmento del tamafno esperado (Figura 7a). La caracterizacion de las clonas
incluyé un andlisis de PCR con cuatro pares de oligonucleotidos (T3-U6.2,
T3-U6.1, T7-U6.2 y T7-U6.1) con el cual se determin6é el tamano y la
orientaciéon del inserto, asi como la posicion del gene U6 snRNA. En la
Figura 7b se muestran los fragmentos que son caracteristicos en cinco de
las nueve clonas. En la Figura 7c se muestra un modelo lineal que resume
estos resultados. Mediante analisis de digestion con enzimas de restriccion
que tienen multiples sitios de corte al interior del inserto de E. histolytica
se encontré que las 9 clonas son iguales y que solamente varian en la
orientacion del inserto con respecto al vector (plasmido pBluescript Il SK,
Stratagene). Esta idea es apoyada por el hecho de que se encontré un patron
unico cuando las clonas fueron digeridas con la endonucleasa de restriccion
Mnl | (Figura 8a). Sin embargo, al digerir con la endonucleasa Dra |, se
encontraron dos patrones alternativos de digestion (Figura 8b). Estos
resultados fueron corroborados mediante digestion con Bam HI. Esta enzima
tiene sitios de corte unicos en el inserto y en el vector. Asi, cuando un
grupo de clonas fue digerido con Bam HI se liber6 un fragmento de
aproximadamente 2 Kb (Figura 9, derecha), mientras que en el otro grupo
se libero uno de 332 pb (Figura 9, izquierda). Ademas se realizaron digestiones
con enzimas que no contienen sitios de corte dentro del inserto pero que si
tienen sitios Unicos dentro del vector y que por tal motivo linearizan el
plasmido (Figura 9b izquierda: carril 1; derecha: carriles 4-7). Por uitimo
las clonas fueron digeridas con Eco RI, liberando el inserto (Figura 9b
carriles 3). En la Figura 9a se muestran los mapas de los tipos de plasmidos
con el mismo inserto orientado en ambas direcciones y construidos a
partir de los resultados anteriores. A las clonas en las que el gene U6
snRNA se encuentra cercano al promotor T7 y liberan el fragmento de
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Figura 8. Ag_a’llisis de restriccion de las clonas 1, 2, 3 y 4 (carriles
correspondientes en los geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con nitrato
de plata). (a) Digestién con la endonucleasa de restricciéon con Mnl | y (b)
Digestién con la endonucleasa de restriccion con Dra |.
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Figura 9. (a) Clonas genémicas U6* de E. histolytica HM1-IMSS. Estos modelos fueron
construidos a partir de los datos de restriccion. (b) Analisis electroforético de
fragmentos de restriccién. Carriles: M) Marcadores de tamafio. Bacteriofago &
digerido con Hind lll. lzquierda (gel de agarosa 1.5%): 1) Digestién del plasmido con
Sma |; 2) digestion con Bam HI y 3) digestién con Eco RI. Derecha (gel de agarosa 1%):
1) Digestion del plasmido con Bam HI; 2) digestién con Eco RI; 3-7) digestién con
Not |, Pst |, Sac I, Sma | y Xba |, respectivamente y 8) plasmido superenrrollado. Las
flechas blancas indican el fragmento subrayado al exterior de los plasmidos.




aproximadamente 2 Kb mediante digestion con Bam HI, se les denomina
arbitrariamente positivas (+). Aquellas clonas con orientacién contraria,
en las que el gene U6 snRNA se encuentra cercano al promotor T3 y liberan
el fragmento de 332 pb mediante digestion con la endonucleasa Bam Hl, se

les denomina negativas (-).

Numero de copias y transcripcion.

Los resultados anteriores sugieren que Entamoeba histolytica contiene
una copia del gene U6 snRNA. Sin embargo, considerando las posibilidades
de sub-representacion de genes en la genoteca, se realizé un analisis de
tipo Southern (Figura 10a). En éste se utilizo también la sonda de 50 pb
para hibridar los fragmentos de digestion con la endonucleasa de restriccion
Eco Rl migrados a través de un gel de agarosa al 1 % y transferidos por
capilaridad a una membrana de nylon (Hybond). Con este experimento
encontramos una banda uUnica que migra arriba de 2322 pb y que coincide
perfectamente con el tamano del inserto en las clonas positivas (U6")
(comparar Figuras 9b y 10a), lo que sugiere que efectivamente se encuentra
un sola copia del gene U6 snRNA en el genoma de Entamoeba histolytica

HM1-IMSS.

Aun cuando en el presente trabajo no se realizan experimentos
funcionales, es posible afirmar que el gene U6 snRNA se expresa en Entamoeba
histolytica. Mediante experimentos de tipo Northern se detectd, a medida
que se aumentdé la cantidad de material por carril (1, 10 y 30 ug,
respectivamente), un transcrito en la fraccion de RNA poli A que tiene un
tamano aproximado de 100 nucledtidos (Figura 10b). La astringencia de la
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hibridacién y los lavados fueron lo suficientemente elevados para asegurar
que se detectd hibridacion especifica con la sonda de U6. Ademds, debe
notarse que la hibridaciéon fue altamente especifica pues el transcrito no
se encontréo en la fraccion de RNA poli A*, lo cual concuerda con los
resultados encoontrados en la expresion de U6 snRNA para otros organismos
(Brow & Guthrie, 1990). Estos resultados sugieren que el gene U6 snRNA de
este organismo es transcrito por la RNA polimerasa Ill. Asi, la transcripcion
del gene U6 snRNA no se aparta del esquema encontrado en los metacariontes

(eucariontes con mitocondria) (Eschenlauer et. al.,, 1993).

Subclonacién del gene U6 snRNA.

El sitio de digestion de BamHI que se encuentra inmediatamente
anterior al gene U6 snRNA en las clonas de orientacion (+) (Figura 11a) fue
utilizado para realizar una delecion de aproximadamente 2 Kb sin afectar
la secuencia del gene y con ésto acercarlo a los sitios que posteriormente
fueron utilizados para realizar los experimentos de secuenciacion (Figura
11). En la Figura 11b se senala con flecha blanca el fragmento de digestion
que fue ligado con la enzima T4 DNA ligasa y que resulto en la subclona
referida (Figura 11c). Debido a que la subclonacion se realizd sin aislar
previamente el fragmento (ver materiales y métodos), se requirio realizar
un analisis de PCR con los oligonucledtidos T3 y U6.2 para corroborar la
subclonacién. En la Figura 11d se muestran los resultados de tal analisis y
se observa que de 10 subclonas candidatas 9 amplificaron un fragmento

del tamano esperado.
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Figura 11. Subclonacién. (a) pBluescript Il SK/E. histolytica 2.5 kb (+). (b) Patrén
de restriccion con 1) Bam HI; 2) Eco Rl y 3) Sma I. La flecha blanca indica el
fragmento que fue utilizado para subclonar (ver materiales y métodos).
(c) Producto de subclonacién. pBluescript I SK / E. histolytica 0.3 kb (+).
(d) Amplificacion por PCR con oligonucleétidos T3 y U6.2 para corroborar
resultados de subclonacién. Cada uno de los carriles corresponde a un candidato
de subclonaciéon (ver materiales y métodos).



Secuencia del gene U6 snRNA.

A partir de dos clonas de 2.5 Kb con orientacion (+) y de la subclona
de 0.3 Kb se realizaron varios experimentos de secuenciacién con los
oligonucleétidos M13 Reverso, T3, SK, U6.1, U6.2 y T7. En la Figura 12 se
muestra la estrategia para tales experimentos y se puede observar que se
puso especial atencion a la region que contiene el gene U6 snRNA. En la
Figura 13a se muestra un ejemplo de uno de los geles de secuenciacion a
partir de una reaccién con el oligonucledtido T7 marcado en el extremo 5°
con fluoresceina y analizado por electroforesis digitalizada en la estacion
de secuenciacion Millipore Base Station. La secuencia que se encuentra a
la izquierda de este gel corresponde a la complementaria de una parte de
la secuencia de la Figura 13b. De forma similar se secuenciaron 421
residuos nucleotidicos en los cuales se resalta la secuencia que corresponde
al gene U6 snRNA de Entamoeba histolytica y los sitios de restriccion que
resultaron relevantes para el desarrollo de este trabajo. Los datos obtenidos
en cada uno de los experimentos de secuenciacion fueron comparados y

alineados con las utilerias "Contig" y "Align" del programa GeneWorks.

Alineamiento de secuencias U6 snRNA.

Las secuencias nucleotidicas del gene U6 snRNA de E. histolyticay la
de veinte organismos disponibles en las bases de datos, se analizaron con
dos programas de alineamiento para la determinacion de similitud de

secuencias.

El primer alineamiento se realiz6 con el algoritmo de Needleman-Wunsh
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Figura 13. Secuenciacién del fragmento gendémico U6 de
Entamoeba histolytica. (a) Gel de secuencia obtenido de una
reacciéon con oligonucleétido T7 marcado en el extremo 5'
con fluoresceina y corrido en la estacién de secuenciacién
millipore (ver material y métodos) Esta figura muestra
parte de los resultados experimentales de secuenciacién. La
secuencia a la izquierda de la autorradiografia es la
complementaria a un segmento de la secuencia en (b). A la
izquierda del gel se muestra la secuencia. (b) Secuencia
obtenida con los oligonucleétidos U6.1, U6.2, T3 y T7 (ver
figura 12). Se resalta el gen U6 snRNA de Entamoeba
histolytica. Se sefialan los sitios BamHI (subrayado grueso)
y EcoRI (subrayado delgado).



del programa Genalign. El archivo de entrada fue completamente aleatorio,
y el orden en que se presentan las secuencias en el archivo de salida esta
determinado por el algoritmo del programa (Figura 14). Los residuos que
tienen al menos un vecino idéntico son presentados en mayusculas. El
alineamiento fue revisado manualmente para resaltar las caracteristicas
mas interesantes. Las lineas debajo del consenso representan las regiones
de interaccién con el intrén (negra), con U4 snRNA (naranja) y con U2
snRNA (verde). Ademas, en color se muestran las regiones conservadas (el
azul fuerte indica cambios en las secuencias conservadas) y las cajas
encierran organismos que se encuentran mas relacionados entre si que con
los demas. En negro se resalta la secuencia ACAGAGA, totalmente conservada.
En rosa se muestra la region media del gene U6 snRNA. Esta region es muy
conservada a lo largo de la escala filogenética y a diferencia de los
eucariontes unicelulares, entre plantas y animales se presentan solo cambios
esporadicos. Por otra parte debe notarse que diferencias sutiles en las
secuencias U6 snRNA fueron suficientes para discriminar entre organismos
filogenéticamente mas cercanos. Tal es el caso de las secuencias U6
snRNA de plantas y animales que aun cuando tienen una extensa region de
homologia (rosa y amarillo) fueron agrupadas por separado. Las secuencias
que diferencian a las plantas estan sombreadas con rojo y las que diferencian
a los animales en azul claro. Los eucariontes unicelulares estan divididos
en dos grupos. En uno de ellos se encuentran las levaduras y en el otro los

protozoarios entre los cuales fue segregada Entamoeba histolytica.
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Figura 14.
secuencias de U6 snRNA de 21 organismos (incluyendo Entamoeba histolytica HM1-IMSS). Se muestran en colores las
regiones mas conservadas. En la parte inferior de la figura, se subrayan las secuencias que interaccionan con U4 snRNA
(naranja), con U2 snRNA (verde) y con el extremo 5' del intréon (negro grueso). Ademas, también se subraya la region que
corresponde al fragmento de 50 pb (negro delgado).
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Animales

Protozoarios

Alineamiento realizado con el algoritmo de Needlenman-Wunsch del programa Genalign. Se consideraron las



La secuencia de Entamoeba histolytica se diferencia ampliamente de
la de animales (ver regiones no sombreadas). Este hecho puede excluir la
posibilidad de que el gene U6 snRNA y posiblemente los restantes elementos
del spliceosoma, hayan sido adquiridos por transferencia horizontal en
algin momento de la interaccion hospedero-parasito. Es mas probable que
la amiba contara con su sistema de procesamiento de intrones aun antes

de que iniciara su vida como parasito de animales.

De acuerdo con el mismo alineamiento, Entamoeba histolytica es
mas parecida a los protozoarios que a cualquiera de los otros grupos. Sin
embargo, hay que considerar que tradicionalmente todos aquellos organismos
que no entran en los reinos bien definidos (Animalea, Plantae, Fungi o
Monera) se han clasificado entre protozoarios. Rhodotorula hasegawae, una
levadura, fue el unico organismo que se sale del esquema filogenético ya
que inexplicablemente la secuencia de su gene U6 hace que sea agrupado

junto con protozoarios.

El segundo alineamiento fue realizado con la utileria "Align" del
programa GeneWorks. Al igual que en el programa anterior, el orden de las
secuencias en el alineamiento (Figura 15) esta determinado por el algoritmo.
En este caso, el programa resalta las regiones conservadas. Ademas,
manualmente fueron encerradas las secuencias de las plantas y animales,
los cuales se encuentran mas relacionados entre si que con los demas (ver
adelante). En este alineamiento no es posible detectar, a primera vista, las
diferencias existentes entre las secuencias U6 snRNA. Sin embargo, este
programa tiene el potencial de construir automaticamente un dendograma
a partir de los resultados del alineamiento (Figura 16) (posibilidad que no
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Figura 16. Dendograma construido a partir del alineamiento de GenWorks
(figura 15). La distancia que separa dos organismos entre si es medida en el
plano horizontal, siendo irrelevante la separacion vertical.



tiene el programa Genalign). En el dendograma se puede apreciar la formacién
de una rama bien definida de animales, otra de plantas y por dltimo un
grupo heterogéneo de eucariontes unicelulares. Ademads, las ramas de
animales y plantas salen de una rama comun y las secuencias de los
organismos que las forman son mas parecidas entre si que con las de
eucariontes unicelulares. Asi, los resultados obtenidos con los dos programas
son esencialmente iguales en lo que respecta a la agrupacion de plantas y
animales. Sin embargo, este ultimo no pudo discriminar entre levaduras y
protozoarios. Para intentar obiener un dendograma (Figura 17b) en el que
se formen estos grupos, sin la posible interferencia de las secuencias de
plantas y animales, se realizé un alineamiento en el que se consideraron
unicamente las secuencias de los eucariontes unicelulares (Figura 17a) .
Sin embargo, este dendograma tampoco pudo hacer tal discriminacion. Por
ultimo se senalan con asteriscos las nueve posiciones que en levadura son
altamente sensibles a mutacion (ver Figura 15 e introduccion). Debe notarse
que éstas son altamente conservadas con la unica excepcion de un cambio

de la secuencia AGC por AAC en S. tuberosum.
Estos alineamientos, asi como los dendogramas, son los primeros

que se realizan en donde se incluyen todas las secuencias U6 snRNA

reportadas.
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correspondiente al alineamiento de (a). Ambos fueron construidos como se indica en las figuras 15 y 16.

17. (a) Alineamiento de secuencias U6 snRNA de eucariontes unicelulares. (b) Dendograma



Estructura secundaria de U6 snRNA.

Utilizando los programas Mulfold y RNA Loop Viewer se construyeron
un total de 45 modelos de estructura secundaria de U6 snRNA de Entamoeba
histolytica y 37 de Saccharomices cerevisiae . En la figura 18 se muestran
tres modelos para cada organismo. Los modelos a corresponden a las
estructuras oOptimas en solucién. Los modelos b corresponden al que
previamente ha sido reportado para el U6 snBRNA de H. sapiens (Wolff, T. &
Bindereif, A., 1993). Por L‘lltirrio, a partir de las bases de U6 snRNA que
interaccionan con el extremo 5' del intron y con U2 snBRNA en Saccharomices
cerevisiae se realizé un andlisis de estructuracion en el que se impidié el
apareamiento de estos nucleétidos para simular las condiciones en las que
se encuentra U6 al interior del spliceosoma (Figura 18, modelos c). En
estos modelos, los tallos en azul posiblemente reflejan parte de la estructura
funcional de U6, mientras que las bases en verde interaccionan con el
intrén y con U2 snRNA. Las implicaciones de estos modelos se describen en

la discusion.
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Figura 18. Modelos de estructuracion secundaria para U6 snRNA de (A) Entamoeba histolytica
y (B) Saccharomices cerevisiae realizados con los programas Mulfold y RNA Loop Viewer (ver
materiales y métodos). (a) Modelos 6ptimos, (b) modelos suboptimos y (¢) modelos Optimos
en el caso de que se impida la estructuracion de los nucleotidos comprometidos con el aparea-
miento U2/U6 snRNA y 5' del intron/U6 snRNA en el spliceosoma (verde). En azul se resaltan
los tallos que probablemente son formados en el spliceosoma. Los detalles de la figura se
explican en el texto.



Discusion

U6 snRNA en Entamoeba histolytica

La formacion del spliceosoma y el procesamiento de intrones tipo
pre-mRNA requiere de la participaciéon de los cinco U snRNA spliceosomales
y de un numero todavia no definido de proteinas. En este sentido, para
determinar si la maquinaria de procesamiento de intrones de Entamoeba
histolytica es igual al spliceosoma de los metacariontes (eucariontes con
mitocondria), es necesario determinar si cada uno de sus constituyentes
estan representados en la amiba. Sin embargo, teniendo en cuenta la cada
vez mas robusta idea de que U6 snRNA es la molécula mas intimamente
relacionada con la actividad catalitica en el spliceosoma junto con su
conservacion a lo largo de la evolucion eucarionte, sugerimos que esta
molécula resulta ser un excelente indicador de la presencia de toda la
maquinaria de splicing en Entamoeba histolytica. Los resultados de
amplificacion del fragmento de 50 pb a partir de DNA total, la obtencién
de clonas positivas, los analisis de Southern y Northern, la secuenciacion
y el analisis de alineamiento son concluyentes en el sentido de que el gene
U6 snRNA esta presente y se expresa en la amiba. Es importante puntualizar
que la evidencia disponible indica sin lugar a dudas que existe un gene U6
snRNA funcional en este organismo aun cuando no estamos en posicion de
afirmar que la maquinaria sea estrictamente _idéntica a la de los eucariontes

con mitocondria.

Por otra parte, a la fecha no se cuenta con ningun vector de
transformacion estable para Entamoeba histolytica, y aunque se ha logrado
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transformacién transitoria (Petri, 1994) y se esta trabajando sobre la
construccién de un vector de clonacién (Alagéon, 1994) y la metodologia de
transformacién, todavia nos tenemos que conformar con sistemas de
expresion heter6loga. Ademas, éstos se han restringido a vectores y sistemas
procariontes (v.g. lambda- E. coli). En este contexto, en el grupo del doctor
Alejandro Alagon se esta trabajando, paralelo al desarrollo de la tecnologia
de transformacion, en la construccion de una genoteca genomica de expresion
en levadura con DNA de amiba digerido con la enzima Mung Bean. Con los
resultados presentados en este trabajo pensamos que existen grandes
posibilidades de que los genes que tienen intrones tipo pre-mRNA sean
expresados correctamente en esta genoteca, cuando ésta sea expresada en

levadura.

Implicaciones filogenéticas de la presencia de U6 en

Entamoeba  histolytica.

Existe una polémica con respecto a la evolucion de los grupos de
intrones. Cavalier-Smith (1991) ha indicado que un punto clave en el
entendimiento del origen de intrones tipo pre-mRNA es si se encuentran o
no en eucariontes sin mitocondria (Archezoa). El ha argumentado que la
ausencia de intrones tipo pre-mRNA en genes que sistematicamente se
presentan entre eucariontes con mitocondria (Metacariota) y el parecido
estructural de éstos con los intrones autocataliticos grupo |l (presentes
sélo en genes mitocondriales) (figura 5) son indicios determinantes de que
los primeros aparecen en la evolucion después del evento endosimbidtico
que termin6é en la formaciéon de la mitocondria. Sin embargo, poco tiempo
después Lohia y Samuelson (1993) y el grupo de la Dra. Esther Orozco
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(comunicacién personal) descubrieron la existencia de intrones en Entamoeba
histolytica. Estos resultados junto con la presencia de U6 snRNA sugieren
que la aparicion de intrones tipo pre-mRNA es un evento anterior a la

formacion de la mitocondria.

Por otra pante, el hecho de que Entamoeba histolytica sea un organismo
parasitario, despliega una complicacion adicional: pudo separarse de la
rama principal eucariota antes de la obtenciéon de la protomitocondria, o
bien perder su mitocondria, sus peroxisomas y adquirir las caracteristicas
presentadas en la tabla 1, en el curso de su adaptacion al estilo de vida
parasitico (Bakker-Grunwald T. and Wdéstmann C., 1993). Asi, se ha especulado
que sus caracteristicas pueden interpretarse alternativamente como
arcaicas 0 como regresivas. En apoyo de la hipdtesis regresiva, se ha
publicado un arbol de distancias filogenéticas utilizando como molécula
marcadora a la subunidad pequena de RNA ribosomal (Sogin M.L. et. al,,
1986), en el que Entamoeba histolytica esta entre Euglena y Dictyostelium
(eucariontes con mitocondria). Sin embargo, existe la posibilidad de una
sobrevaloracion de estos resultados debido al elevado contenido de A + T
en el genoma de Entamoeba. En contraparte, utilizando las secuencias de
aminoacidos de la ubiquitina (Bakker-Grunwald T. and Wdéstmann C., 1993)
y del factor de elongacion 1a (Hasegawa M. et. al., 1993) como marcadores
en la elaboracion de arboles filogenéticos se ha sugerido que Entamoeba
histolytica se separa antes de la integracion de la protomitocondria (primera
hipétesis). Bakker-Grunwald y Wdstmann (1993) han senalado que es
necesario contar con un mayor numero de estudios que permitan localizar

mas certeramente la posicion filogenética de Entamoeba.
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En este contexto, si la hipotesis de Cavalier-Smith sobre la evolucion
de los intrones tipo pre-mRNA es acertada, la presencia de intrones y del
complejo de procesamiento en el que participa U6 snRNA, asi como la
posicién de la secuencia de U6 de Entamoeba histolytica en los alineamientos
y dendogramas presentados en este trabajo, pueden ser tomados como un
argumento a favor de que Entamoeba histolytica es un organismo moderno

que ha perdido su mitocondria y sus peroxisomas (hipotesis regresiva).
Estructura secundaria de U6 snRNA.

Durante la formacion del spliceosoma y el procesamiento de moléculas
precursoras de mRNA, U6 snRNA adopta diferentes estados conformacionales
que involucran la formacion y ruptura de interacciones por apareamiento
de bases con el extremo 5' del intron, U4 snRNA y U2 snRNA, asi como
interacciones intramoleculares. Mediante modelado de estructuras a partir
de secuencias U6 snRNA con los programas Mulfold y RNA Loop Viewer,
encontramos que la informacion contenida en la secuencia de esta molécula
en Entamoeba histolytica y Saccharomices cerevisiae es suficiente para
que adopten, al menos parcialmente, conformaciones que posiblemente
sean requeridas para realizar su actividad en el spliceosoma (Figura 18,
tallos en azul de los modelos b). Sin embargo, estas estructuras no son las
termodinamicamente favorecidas. Entre 45 posibilidades estructurales para
la secuencia de Entamoeba histolytica y 37 para la secuencia de
Saccharomices cerevisiae los modelos b corresponden a las estructuras
sub6ptimas numero 25 y 20, respectivamente, en orden de estabilidad.
Realizando ensayos de modificacion quimica/interferencia y analisis
mutacionales Wolff, T y Bindereif, A (1993) propusieron un modelo
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similar para el U6 snRNA de H. sapiens y propusieron que el tallo al
extremo 3' es esencial para iniciar la interaccion de apareamiento entre
U4 y U6 snRNA. Sin embargo, es interesante notar que la estructura 6ptima
obtenida con nuestro analisis es diametralmente distinta si consideramos
la conformacién de la region 3' (Figura 18, modelos a). Esto es congruente
con la idea de que se requiere la interaccion con otros factores para que
U6 snRNA adopte las conformaciones funcionales. En este sentido, a partir
de los alineamientos de las figuras 14, 15 y 17, se extrapolaron las bases
que en el spliceosoma de Saccharomices cerevisiae se encuentran
comprometidos en la interaccion con U2 snRNA y con el extremo 5' del
intron (Fortner, D. et. al., 1994) y se forzé el anadlisis impidiendo la
estructuracion de estos residuos nucleotidicos (Figura 18, nucledtidos en
verde de los modelos c¢). Ante esta condicion encontramos modelos 6ptimos
que contienen los dos tallos propuestos anteriormente (azul). Por otra
parte, a pesar de la conservacion de secuencias, el analisis no condicionado
para la secuencia U6 snRNA de R. dracoydium (Datos no presentados)
resulté en modelos en que el tallo 3' no fue formado; pero cuando se
condicion6é el analisis, los tallos 5' y 3' fueron perfectamente formados.
Todos estos resultados juntos refuerzan la idea de que estos tallos estan
presentes en las formas funcionales de U6 snRNA, es decir cuando se

encuentra en interaccion con los restantes componentes del spliceosoma.
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Conclusiones

Con los resultados presentados en este trabajo se puede concluir que

1. El fragmento de 50 pares de bases amplificado mediante PCR con
los oligonucleétidos U6.1 y U6.2 a partir de DNA total de Entamoeba
histolytica es especifico de la region media del gene U6 snRNA, teniendo
potencial utilidad en la busqueda de genes U6 snRNA de otros organismos

debido a la alta conservacion de secuencia en esta region del gene.

2. La presencia de una sola banda en el experimento tipo Southern
blot y la clonacién de un sélo tipo de inserto durante la busqueda del gene
son indicativos de que existe una sola copia del gene U6 snRNA en el

genoma de Entamoeba histolytica.

3. La presencia de un intrén en el gene cdc2 y el hecho de que el gene
U6 snRNA se expresa en Entamoeba histolytica por transcripcion con la
RNA polimerasa lll, sugieren que su sistema de procesamiento de intrones

tipo pre-mRNA es similar al de metacariontes (eucarionte con mitocondria).

4. Si la hipdtesis de que Entamoeba histolytica es un organismo
arcaico es acertada, la presencia del gene U6 snRNA que se diferencia de
la de animales en cuanto a secuencia es un indicador de que el sistema de
procesamiento de intrones tipo pre-mRNA es anterior al evento

endosimbiético que terminé en la aparicion de la mitocondria.

5. Si, alternativamente, la hipotesis de Cavalier-Smith sobre la
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evolucién de los intrones pre-mRNA es acertada, la presencia de intrones y
del gene U6 snRNA en Entamoeba histolytica puede ser tomada como un
argumento a favor de que este organismo ha perdido su mitocondria en el

curso de su adaptacion al estilo de vida parasitico.
6. El andlisis de estructuracion secundaria de U6 snRNA sugiere que

esta molécula adopta su conformacion funcional solamente cuando se

encuentra formando parte del spliceosoma.
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