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ABREVIATURAS

Abreviaturas

°C Grados centigrados

cat Gen que codifica parala cloranfenicol acetil transferasa
CAT Cloranfenicol Acetil Transferasa

cDNA DNA complementario d mRNA

CFI Factor de corte | (cleavage factor 1)

CFlI Factor de corte Il (cleavage factor I1)

CPSF Factor especifico de corte y poliadenilacion (cleavage and polyadenylation
specificity factor)

CstF Factor estimulador de corte (cleavage stimulation factor)

DEPC Dietilpirocarbonato

dNTP Deoxinucledtido trifosfato

DNA Acido desoxirribonucléco

DSE Elemento rio abajo (downstream element).
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ETS Enfermedades de transmision sexual.

Fig Figura

hnRNPs  Proteinas heterogeneas nucleares ribonucleares (heterogeneous nuclear
ribonuclear proteins)

Inr Elemento iniciador de latranscripcion
kb Kilobases

min Minuto

ug Microgramo

ul Microlitro

ml Mililitro
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RNA Acido ribonucléico ( ribonucleic acid)
MRNA RNA mensgjero (messenger ribonucleic acid)
TAE Amortiguador de Tris-acetato-EDTA
T.E. Amortiguador de TrissEDTA
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RESUMEN

RESUMEN.

Trichomonas vaginalis es un protozoario parésito de evolucion temprana y
agente etiologico de la tricomonosis, una de las enfermedades sexuales mas
comunmente transmitidas en humanos. Los mecanismos de expresién génica en este
parésito de evolucion temprana ain no han sido analizados a fondo. La mayoria de estos
estudios se han enfocado en promotores y secuencias regulatorias de la region 5'.
Nuestro laboratorio se hainteresado en estudiar 10s procesos que involucran laregion 3
particularmente el proceso de poliadenilacion.

En células eucariontes, los transcritos primarios sufren varios procesamientos
postranscripcionales entre ellos la adicién de una cola de poli (A) en su extremo 3
(poliadenilacion) que confiere estabilidad al transcrito, participa en e exporte del
mismo al citoplasmay en el proceso de traduccion.

El proceso de poliadenilacion es un area que no habia sido estudiada en T.
vaginalis. Recientemente nuestro grupo de investigacion realizé un estudio detallado de
las regiones 3' de varios cDNASs de diversos genes de T. vaginalis y se ha propuesto a
motivo UAAA como sefial de poliadenilacion.

Esta sefial esta ubicada a una distancia entre 11 y 30 nucledtidos rio arriba del
sitio de procesamiento, y se destaca que €l codon de término de la traduccion UAA casi
siempre forma parte de este motivo. Ademas, se propone gque la secuenciaY | (A)AAUU
sefidla e sitio de procesamiento. Otra region rica en Us rio abgo a sitio de
procesamiento podria estar implicada en este proceso.

En e presente trabajo se realizo € andlisis funcional de la sefial propuesta para
la poliadenilacion en T. vaginalis: € tetranucledtido UAAA. Se mutagenizaron todos y
cada uno de los nucledtidos gque forman esta sefial, ademas del nucledtido rio abajo y
adyacente a la misma. Para monitorear el efecto de las mutaciones se utilizo un vector
de expresion transitoria en T. vaginalis que contiene a gen reportero cat (que codifica
parala enzima cloranfenicol acetil transferasa), flanqueado por |as regiones reguladoras
5y 3' deun gen de actina. El efecto de cada mutacién se reflgj6 en ladisminucion de la
actividad enzimética de la proteina reportera. Por otra parte, se caracterizaron los
extremos 3 de los transcritos provenientes de parasitos transfectados con cada uno de

los pldsmidos mutantes
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en la sefial propuesta de poliadenilacion; encontramos que el proceso de poliadenilacion
se ve dterado a cambiar cualquier nucledtido de la sefial UAAA. Los resultados
obtenidos confirmaron que la sefial de poliadenilaciéon en T. vaginalis es €
tetranucletdtido UAAA.
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ABSTRACT

The protozoan parasite Trichomonas vaginalis is the aetiologic agent for
trichomonosis, one of the most common sexually transmitted diseases in humans.
Nevertheless, the detailed mechanis of gene expression have not been thoroughly
analyzed. Most studies have been focused on promoters and upstream regulatory
sequences. Our group has been interested in the mechanisms involved in the processing
of mMRNA transcripts on the 3’ end.

The precursor mRNA transcripts in eukaryotic cells are posttransciptionally
processed. Among these is the addition of a poly(A) tail at the 3' end, a processed
known as polyadenylation. This has been involved in the stability of the mRNA, the
exportation of MRNAS to cytoplasm and the initiation of trandation of mRNA into
protein.

The polyadenylation process in T. vaginalis has been recently approached by
our laboratory. Recently our research group proposed the motif UAAA as the
polyadenylation signal in T. vaginalis, by in silico analysis of the 3' regions of various
genes. This putative polyadenylation signal was found 11-30 nucleotides upstream from
the cleavage site. It is worth to note that the stop codon UAA is usually found as part of
this signal. Moreover the sequence Y |(A)AAUU is proposed to be the cleavage site.
One or several U-rich regions are also proposed to be located downstream from the
cleavage site.

In this work we performed a functional analysis of the putative polyadenylation
signal in T. vaginalis (UAAA). For this purpose we used a T. vaginalis transient
expression vector which contains the chloramphenicol acetyl-transferase (cat) reporter
gene flanked by 5 and 3 regulatory regions from a T. vaginalis actin gene. By
directed-mutagenesis we introduced mutations in the polyadenylation signal. The effect
of these mutations was evaluated by the biochemical activity of the reporter protein and
by determining the polyadenylation site of the mutant mMRNAs by 3' RACE.

Our data confirm that the polyadenylation signa in T. vaginalis is the
tetranucleotide UAAA.
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INTRODUCCION

1.1 Biologia de Trichomonas vaginalis.

1.1.1 Caracteristicas Generales.

1.1.1.1 Ciclo devida:

Trichomonas vaginalis es un parasito protozoario anaerobio que solo presenta un
estadio en su ciclo de vida, € trofozoito uninucleado (Fig 1A), parasita € tracto
urogenital en humanos no tiene huéspedes intermediarios ni vectores. La transmision de
la tricomonosis humana es de persona a persona mediante el contacto sexual con

personas infectadas.

1.1.1.2 Clasificacion Taxonémica.

Reino: Protista

Phylum: Protozoa.

Subphylum: Sarcamastigophora.
Clase: Zoomastigia.

Orden: Trichomonadida.
Familia Trichomonadidae.
Género: Trichomonas.

Especie: Trichomonas vaginalis

1.1.1.3 Formay Tamaio.

Este protozoario presenta cuatro flagel os anteriores, un flagelo recurrente
adosado ala membrana ondulante y un axostilo que es una estructura especializada del
citoesguel eto formada por microtubulos (Fig 2).

Los parésitos en cultivo presentan formas y tamarios variables, miden en
promedio de 10 a 20 um de largo por 7 um de diametro. Las formas ovoides y redondas
son las que predominan en cultivo liquido y en las secreciones vaginales. Las formas
ameboides aplanadas se encuentran en biopsias de pacientes, aungque algunas veces se

les encuentra
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también en cultivos, adheridos a las paredes de los tubos; estos parasitos ameboides se
desplazan lentamente sobre €l sustrato al que se adhieren. En su interaccion con células
del epitelio vaginal in vitro, los microorganismos de forma ovoide se transforman
morfol 6gicamente en formas ameboides en menos de tres minutos: forman lamelipodios
y son capaces de emitir pseudopodos que se interdigitan en diferentes sitios con la
membrana plasmatica de las células blanco, reduciendo € espacio intercelular en las
&reas de contacto (Arroyo y col., 1993; Arroyo, R. 2000) (Fig 1B)

Figura 1.Trofozoito de Trichomonas vaginalis, A) Forma ovoide, B) Forma ameboide del
parésito en contacto con una céluladel epitelio vagina (Tomado de Arroyo R. y col., 1993).

1.1.1.4 Citoplasma.

En € citoplasma de T. vaginalis se han identificado |as siguientes estructuras: 1)
aparato de Golgi muy bien definido, 2) reticulo endoplasmico, 3) sistema vacuolar rico
en fagosomas y fagolisosomas, 4) granulos paraxostilares y paracostales
(hidrogenosomas), 5) granulos de glucogeno, 6) ribosomas libresy asociados al reticulo
endopldsmico y 7) un citoesgqueleto muy complejo. Este organismo no posee
mitocondrias ni peroxisomas, en su lugar posee un hidrogenosoma en el cua se lleva a
cabo la generacion de ATP (Petrin y col., 1998). En algunos parasitos se pueden

encontrar particulas virales que poseen un genomade RNA de doble cadena.
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1.1.1.5 Nucleo.

El nacleo de T. vaginalis en interfase es piriforme, mide aproximadamente 4 x 5
um, se encuentra limitado por una envoltura nuclear con poros tipicos y contiene
granulos dispersos de cromatina. Se localiza en la porcion anterior y ventral izquierda
de la expansién capitular del axostilo. El nicleo contiene un nucleolo esférico pequefio,
rodeado de un &realibre de cromatina.

ST e AF

e BL

TN - - —Pp

= — == == UNM

Figura 2 Esquema generalizado del trofozoito del género Trichomonas donde se muestran varias
estructuras del parésito. Pelta (P), axostilo (AX), flagelos anteriores (AF), costa (C), flagelo y
filamento accesorio (F y ACC), flagelo recurrente (TF), membrana ondulante (UNM), cuerpo
basal (BL), cuerpo parabasal o golgi (PB) nucleo (N), granulos costales (hidrogenosomas, CG).
Tomado de: Marquartdt, W.C. y col. 2000.
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1.1.1.6 Numero Cromosdmico.
T. vaginalis es un organismo diploide y posee seis pares de cromosomas
(Yeong-Seng y col. 1997; Yeong-Seng y col. 1998). El tamafio del genoma de T.
vaginalis se estimaen 2.5 x 10" pb (Wang, A. Y Wang, C., 1985).

1.1.1.7 Metabolismo.

Trichomonas vaginalis es un organismo anaerobio facultativo, que carece de
mitocondria pero contiene un organelo rodeado por doble membrana denominado
hidrogenosoma, en donde se lleva a cabo e metabolismo de los carbohidratos. Los
hidrogenosomas se dividen de manera autdnoma por fision binaria, importan proteinas
postraduccionalmente y producen ATP. Estos organelos difieren de las mitocondrias ya
que carecen de genoma, de citocromos, del ciclo de los &cidos tricarboxilicos y de la
reaccion de fosforilacion oxidativa; en su lugar utilizan enzimas (piruvato-ferredoxina
oxidorreductasa e hidrogenasa) tipicamente restringidas a organismos anaerobios
(Mduller, 1993).

En & hidrogenosoma se identifico y analizo la B-SCS, una proteina tipicamente
localizada en la mitocondria de eucariontes superiores. Otros estudios realizados en este
pardsito han mostrado que en este organelo se encuentran proteinas relacionadas con la
mitocondria, 10 cual sugiere que este podria ser antecesor de la mitocondria de
eucariontes (Lahti y col., 1992; Roger y col., 1996; Germot y col., 1996).

T. vaginalis es un parasito obligado que no es capaz de sintetizar muchas
macromol éculas de novo, principalmente purinas, pirimidinasy lipidos. Por lo que debe
adquirirlos de las secreciones vaginales o mediante fagocitosis de células del huésped y
células bacterianas. El suero es primordial para el crecimiento de tricomonétidosin vitro
ya que provee de lipidos, acidos grasos, aminoacidos y trazas de metales (Petrin y col.,
1998).
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1.1.1.8 Tipo de reproduccién y mitosis.

T. vaginalis presenta una reproduccion asexual por medio de fision binaria
longitudinal. El tiempo de duracion aproximado de la mitosis en este organismo es de
45 minutos y puede ser dividido en cinco fases. profase, metafase, anafase temprana y
tardia, telofase tempranay tardiay citocinesis (Gomez-Conde, E. y col. 2000). Ribeiroy
colaboradores han propuesto recientemente que el axostilo y los flagelos de T. vaginalis
contribuyen de maneraimportante en la mitosis cerrada que presentan estos organi Smos:
sugieren gue estas estructuras participan en los cambios de forma del parésito durante
este proceso, en la contorsion de la region anterior, en la citocinesis. (Ribeiro, K.C. y
col. 2000).

1.2 Patogenicidad.

En el mecanismo de patogenicidad de T. vaginalis se han distinguido tres etapas
principales. 1) adhesion (citoadherencia) de los parasitos alas células blanco (células
epiteliales y eritrocitos), 2) efecto citopatico dependiente del contacto y mediado por la
secrecion de sustancias citoactivas y 3) fagocitosis de las células blanco.

La adhesion del parésito alas células del epitelio vaginal es un paso critico en la
patogénesis, ya que este contacto inicia la transformacion a una forma ameboide
seguida con la produccion de adhesinas. Este parasito tiene la capacidad de obtener
nutrientes via lisis de eritrocitos y puede evadir a sistema inmune ya que degrada
inmunoglobulinas G y A. También puede tener efectos citopéaticos por su capacidad

para secretar citotoxinas (Petriny col., 1998).

1.3 Importancia médica de Trichomonas. vaginalis.

Trichomonas. vaginalis es &l agente infeccioso responsable de la tricomonosis,
una de las enfermedades méas comunmente transmitida por contacto sexual, afectaa 170
millones de personas en el mundo anualmente de las cuales un 92% son mujeres (WHO,
2001).

Esta enfermedad produce dafio en los tejidos del tracto urogenital provocando
embarazos de alto riesgo (Cotch, M.F. y col. 1997), una mayor susceptibilidad a la
infeccién por e virus de la inmunodeficiencia adquirida ( Sorvillo, F. Y Kerndt,
P.1998), y
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predisposicion de algunas pacientes con tricomonosis a cancer cérvico-uterino (Vikki,
M.y col. 2000).

En México la tricomonosis se encuentra entre las veinte principales causas de
morbilidad. Los estados de mayor incidencia son: Veracruz, Oaxaca, Chiapas 'y Puebla,
el grupo mas afectado son las personas en edad reproductiva .entre 25 y 44 afios. Esta
enfermedad representa un serio problema de salud ya que ha mantenido un nimero de

casos similares durante el periodo de 2000-2003 (Vigilancia Epidemioldgica, SSA).

1.4 Descripcién de la enfermedad.

La tricomonosis humana es una enfermedad cronica no mortal, causada por el
protozoario Trichomonas vaginalis. En la mujer, € parasito coloniza principamente el
epitelio de la vagina 'y del exocervix. Los sintomas principales de la enfermedad son:
flujo vagina purulento verde amarillento y de olor fétido e irritacion vulvo-vaginal, en
algunos casos se presenta dolor en e vientre, en la espalda y a contacto sexual.
También se puede presentar eritema vagina y enrojecimiento cervical causado por
dilatacion capilar y puntos hemorragicos, conocidos como “cérvix de fresa’. Los
sintomas varian durante €l ciclo menstrual y se exacerban durante la menstruacion y el
embarazo. Sin embargo, del 25 a 50% de las mujeres infectadas son asintométicas. La
tricomonosis se ha identificado como un factor de riesgo en el embarazo, ya que puede
provocar parto prematuro, bajo peso neonatal e incremento en la incidencia de
endometritis postparto. En el hombre € parésito se aoja principalmente en la uretra,
aunque en algunas ocasiones también en la prostata y vesiculas seminales, originando
una tricomonosis asintomatica. Ocasionalmente la enfermedad presenta inflamacién de
lauretray puede llegar a ser causa de esterilidad (Arroyo, R., 2000; Meysich, K.1995).

Para e tratamiento de la tricomonosis se utliza e 5-nitroimidazol
(metronidazol) que se activa en los hidrogenosomas del parasito: donde se lleva a cabo
la reduccion del grupo nitro del metronidazol catalizada por la enzima piruvato
ferredoxina oxidoreductasa, formandose un intermediario citotoxico para el parésito que
reacciona con e DNA provocando que cese la division celular y ocurra la muerte de la
célula(Meysick y col., 1995; Lehker y col., 2000).
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1.5 Importancia biol6gica de Trichomonas vaginalis.
Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado de evolucion temprana.

Este parasito representa uno de los primeros organismos gue divergieron de linajes
eucari6ticos segun estudios comparativos tanto de secuencias de la subunidad grande de
RNA ribosomal (Baroin, A., y col. 1988) como de secuencias de la subunidad pequefia
de RNA ribosomal (16s-like rRNA) (Sogin, M.L., 1991) (Fig 3). El conocimiento de la
biologia de T. vaginalis podria proporcionarnos informacién acerca de la evolucion
molecular y celular en organismos de evolucion temprana.

Eukaryota

Chrysophytes

Brown algae
Chromophytes

Oomycetes Xanthophytes
Diatoms -
: Ciliates
Fungi Dinoflagellates
Apicomplexans
N R —=Red algae
Animals
—— Slime molds
Plants —_
H ———_Entamoebae
Eubacteria Green
algae ~ Amastigote
amoebae
\‘ Kinetoplastids > Protists
l uglenoids
\ Trichomonads
\ Microsporidians
Diplomonads )

Archaebacteria

Figura 3 Arbol filogenético construido con base en la similitud de las secuencias de la
subunidad pequefia de RNA ribosomal (16s like). Se muestran tres ramas principales:
eubacterias, arquebacterias y eucariontes. Trichomonas vaginalis se ubica entre |0os organismos
amitocondriados de las primeras ramificaciones de los eucariontes. Tomado de: Sogin, M.L.,
1991.
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1.6 Aspectos molecularesde T. vaginalis.

Organizacion génica.

Estudios realizados acerca de la estructura y expresion de algunos genes de
T. vaginalis han mostrado que l0s genes de este organismo se encuentran arreglados en
unidades de transcripcion sencillas. Recientemente se demostro la presencia de intrones
en algunos genes y la maquinaria de corte y empalme (splicing) en este parasito. La

posicion de los intrones encontrados esta conservada en genes ortélogos (Vanacova y
col., 2005).

Regulacién de la expresion génica.

El estudio de la expresion génica en T. vaginalis es aln incipiente y se ha
enfocado principalmente alaregion 5 en donde se localizan los elementos promotores
de la transcripcion. Hasta el momento solo una secuencia con actividad promotora de la
transcripcién ha sido caracterizada en T. vaginalis. Este elemento rico en pirimidinas,
conocido como elemento iniciador (Inr), rodea a sitio de inicio de la transcripcion de
todos los genes de T. vaginalis examinados y se localiza de 6 a 20 nuclettidos rio arriba
del coddn de inicio de la traduccién (ATG). El Inr de T. vaginalis posee una secuencia
altamente conservada: TCA.1Y (T/A) que comparte un fuerte parecido con € Inr de
metazoarios (T/CT/CANT/ATICT/C). El andlisis del elemento Inr de T. vaginalis ha
mostrado que es esencial para la transcripcion. No se han encontrado cajas TATA
tipicas de eucariontes a 25-30 nucledtidos rio arriba a los sitios de inicio de la
transcripcién (Quon, D.V.K. y col., 1994; Liston, D.R. y Johnson, P.J. 1999).

En este microorganismo, la transcripcion de los genes que codifican para
proteinas parece estar dirigida por la RNA polimerasa Il, que presenta caracteristicas
diferentes alas RNA polimerasas de eucariontes superiores. Estudios de transcripcion in
vitro han mostrado que la RNA polimerasa Il de T. vaginalis es resistente a altas
concentraciones de a-amanitina (50% inhibicion con 250 pg/ml), a diferencia de lo
observado con otras RNA pol 1l que son inhibidas 2-20 ng/ml. Esta resistencia parece
deberse a cambios en €l sitio probable de unidén a a-amanitina encontrados en la
subunidad grande de la RNA

12
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polimerasa Il de T. vaginalis. Uno de los hallazgos que apoyan la idea de que la RNA
polimerasa Il de T. vaginalis lleva a cabo la transcripcion de los genes que codifican
para proteinas, es la presencia de un cap en los extremos 5 de los MRNAS, lo cual no
sucede tipicamente en el proceso de transcripcion dirigido por las RNA polimerasas | y
[11 (Liston. D.R. y Johnson, P.J.1998).

Con respecto al procesamiento de los transcritos de T. vaginalis, € proceso de
poliadenilacion ha sido poco estudiado en este parasito. Algunos reportes han sugerido
que los motivos AAUAAA y AAUAA (utilizados en eucariontes superiores) podrian
funcionar como sefidles de poliadenilacion en este organismo, debido a que estas
secuencias se encontraron en las regiones 3' no traducidas de los genes de ferredoxinay
B-succinil coenzima A sintetasa (Lahti, C.J. y col. 1992). Sin embargo, estas propuestas
no presentan datos experimental es que las apoyen.

Recientemente, el grupo de investigacion de la Dra. Lopez-Villasefior ha
propuesto que la secuencia UAAA es la sefid de poliadenilacion paralos mRNAs de T.

vaginalis (Espinosay col, 2002) (ver seccion de antecedentes).
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2.1 Poliadenilacion de los mMRNASs en eucariontes superiores.

La sintesis de los RNA mensgjeros (MRNAS) en organismos eucariontes es un
proceso que requiere de varias etapas de procesamiento. Un paso critico comin para
virtualmente todos los transcritos primarios es la generacion de los extremos 3' maduros
y su subsecuente poliadenilacion. Las sefiales de poliadenilacion son requeridas para la
terminacién de la transcripcion por la RNA polimerasa |l y para la adicién de residuos
de adenilato en & extremo 3'OH (Whitelaw, E. y Proudfoot. N., 1986; Proudfoot, N.
1989; McCracken, S. y col., 1997). Esta cola de poli (A) es importante en el transporte
del mMRNA del nucleo a citoplasma (Eckner, R. y col., 1991), en € control de la
estabilidad del mRNA (Beelman, C.A. y Parker, R. 1995). La eleccién del sitio de
poliadenilacion puede influenciar la expresion génica, como en el caso de las células B,
en donde la diferenciacion de la cadena pesada de las inmunoglobulinas en su forma
membranal o en su forma secretada, es gobernado en parte a través del uso de sitios
alternativos de poliadenilacion (Wahle, E. y Kihn, U. 1997).

El proceso de poliadenilacion se lleva a cabo en dos reacciones. en la primera el
transcrito es cortado endonucleoliticamente, generandose dos moléculas; en la segunda
reaccion el sitio 3'OH generado en €l corte es poliadenilado, es decir se agregan de 150

a 200 residuos de adenilato de manera independiente de templado .

5 GpppG———— AAUAAA UUUUU 3
Procesamiento l
5 GpppG——————— AAUAAA OH + P—UUUUU 3
Poliadenilacion ! 150200
' —"~ I
5' GpppG——————— AAUAAA AAAAAAAAAAAA......... 3

Figura 4. Esquema del proceso de poliadenilacion en eucariontes superiores (Wahle; y Walter,
1996)
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2.1.1 Importancia dela cola de poli (A) en el mMRNA de or ganismos eucariontes.

El procesamiento en el extremo 3’ de los transcritos primarios de RNA requiere
la formacion de una cola de poli (A) para dar lugar a RNAS mensajeros maduros que
puedan ser traducidos. La cola de poli (A) controla el exporte nuclear, la estabilidad y la
traduccion del mRNA.

Estabilidad: El proceso de degradacion puede iniciarse por tres eventos. corte
endonucleolitico, remocion del cap del extremo 5’ y el acortamiento de la cola de poli
(A), en levadura se ha observado el acortamiento de la cola de poli (A) como primer
evento posteriormente se remueve e cap y estos mRNAs son digeridos
exonucleoliticamente en direccion 5'-3' por una exoribonucleasa o bien en direccion 3’ -
5" por el exosoma. La colade poli (A) confiere estabilidad al transcrito ya que es el sitio
de unién de varias proteinas (PABP) que lo protegen de la degradacion (Mangusy col.,
2003).

Exporte nuclear: La cola de poli (A) juega un papel importante en €l transporte
del mensgiero maduro del nucleo a citoplasma ya que los factores de transporte
(proteinas de union a RNA llamadas hnRNP) se unen a ésta para llevar a cabo €
transporte. Se ha observado que en ausencia de la sefial de poliadenilacion los
transcritos son retenidos en el nucleo debido a la falta de cola de poli (A) (Zhaoy cal.,
1999).

Traducibilidad: Participa en el proceso de traduccion del RNA mensgero a la
proteina correspondiente, ya que la proteina PABP se une a la cola de poli(A) del RNA
mensgjero y a factor de inicio de la traduccion el F4G que forma un complegjo ternario
con los factores de inicio de la traduccion elF4A y elF4E (Sachs, y coal., 2000), este
complgjo se une a cap del extremo 5 del mRNA mediante el factor elF4E. La
interaccion de la PABP con e factor elFAG permite la circularizacion del RNA
mensajero estimulando €l inicio de la traduccion (Wells y col., 2000) ya que facilita e
reclutamiento de los ribosomas en el extremo 5’ del mRNA (Fig 5). La union del factor
de terminacion de la traduccion eRF3 con la PABP es importante ya que forma una
estructura circular (loop) con e 3 UTR, lo que permite que en mRNASs con 3 UTRs
largos el ribosoma se libere eficientemente y sea reclutado en el extremo 5° del mMRNA

parael siguiente ciclo de traduccion. (Sonenberg y col., 2003)

16



ANTECEDENTES

Initiation
_- Ribosome

r A

Elongation

‘L@ Recycling

Figura 5. Modelo de circularizacion del RNA mensgjero. Modificado de: Sonenberg y col.,
2003

2.1.2 Sefiales de poliadenilacion en mamifer os.

En mamiferos son necesarios principal mente tres elementos para llevar a cabo el
proceso de poliadenilacion. El hexanucledtido AAUAAA, localizado en la mayoria de
los transcritos a una distancia de 10 a 30 nucledtidos rio arriba a sitio de
procesamiento, es una sefial altamente conservada para la poliadenilacion en mamiferos
y es esencial para e procesamiento de los extremos 3' de los mMRNAS. Se ha reportado
que la delecién del elemento AAUAAA suprime el procesamiento y la poliadenilacién
de los transcritos, mientras que las mutaciones puntuales en dicha secuencia consenso
reducen en gran medida la eficiencia del procesamiento en el extremo 3, la variante mas
frecuente es AUUAAA (Sheets, M. D., 1990).

Sin embargo, la sefial AAUAAA por s sola no es suficiente para inducir el
procesamiento y la poliadenilacion de transcritos. Un segundo elemento que juega un
papel importante en este proceso ha sido denominado elemento "downstream” (DSE) y
esta situado rio abajo del sitio de corte de los transcritos, a una distancia no mayor de 30
nucledtidos; su secuencia es pobremente conservada, pero han sido descritos dos tipos
de
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elementos: uno que consiste en una secuencia de por |0 menos cuatro o cinco uridinas y
otro que es una secuencia rica en GU vy tiene € consenso YGUGUUYY (Y=
pirimidina). Se ha visto que en algunos casos solo uno de estos elementos es suficiente
parala poliadenilacion; sin embargo, también se ha observado que si estan presentes |os
dos tipos de elementos se presenta un efecto de sinergismo (Gil, A. y Proudfoot, N.J.
1987). Mutaciones en este elemento disminuyen la eficiencia del procesamiento en €l
extremo 3’ y ladisminucién de ladistanciaentre el DSE y €l sitio de corte puede afectar
el procesamiento del transcrito.

La distancia que existe entre la sefial AAUAAA y e elemento "downstream” en
el transcrito determina una region dentro de la cual puede tener lugar € corte. Dentro de
esta region, existe preferencia para cortar en el extremo 3' después de un residuo de A,
se ha demostrado que el orden de preferencia para el sitio de corteesA > U > C>> G
frecuentemente después del dinucledtido CA, sugiriendo que este podria jugar un papel
en la seleccion del sitio de procesamiento (Chen, F. y col. 1995).

Por otra parte, secuencias denominadas el ementos "upstream” (USE) localizadas
rio arriba de la sefial AAUAAA pueden incrementar la eficiencia del procesamiento;
estas secuencias son ricas en Us y su mecanismo de accion es todavia controversial
(Wahle, E. y Kiihn, U. 1997).

2.1.2.1 Factoresinvolucrados en e proceso de poliadenilacion en mamifer os.

El factor especifico de corte y poliadenilacion (CPSF, cleavage and
polyadenylation specifity factor), se requiere como su hombre lo indica para €l corte 'y
la poliadenilacion; estd formado por 4 subunidades de 160, 100, 70 y 30 kDa; la
subunidad de 160 kDa reconoce el motivo AAUAAA independientemente de cualquier
estructura secundaria (Zhao y col. 1999), la funcién de las subunidades de 100 y 70 kDa
no se conoce y la subunidad de 30 kDa contiene 5 motivos de dedos de zinc, lo que
sugiere participaen launion al RNA (Colgany col. 1997).

El factor de estimulacion de corte (CstF, cleavage stimulation factor) esta
formado por tres subunidades de 64, 77 y 50 kDa. Es requerido para procesar de manera
eficiente los preemRNASs y para que se lleve a cabo la poliadenilacion. La subunidad de

64 kDaseune a
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regiones ricas en Us (DSE), localizadas en las regiones rio abajo del sitio de corte
(MacDonald, y col. 1994).

L os factores de corte CFI, CFIl y la enzima poli (A) polimerasa son requeridos
para €l corte endonucleolitico de los transcritos primarios, recientemente se reporté que
CFI regulala seleccion del sitio de poliadenilacion (Brown 'y col., 2003). La enzima poli
(A) polimerasa es la encargada de sintetizar la cola de poli (A); su funcién en la
reaccion de corte es desconocida pero se sugiere que estabiliza a complejo CPSF-RNA
(Wahle, y col. 1996).

La proteina de union a poli (A) (PABII, Poly (A) binding protein 1) es una
proteina nuclear con alta afinidad por poli (A). Una vez que se ha sintetizado una cola
corta de poli (A) esta proteina se une para formar un complejo cuaternario con CPSF,
PAPy e RNA. Este complejo momentaneo estabiliza la union de PAP a extremo 3’

formado favoreciendo la sintesis de la colade poli (A), (Bienhroth, y col., 1993).

2.1.2.2 Modelo para e procesamiento y poliadenilacion de mRNAs en mamifer os.
El paso inicia en e ensamblge del complgo funcional de corte y
poliadenilacion es probablemente el reconocimiento de las sefid es de poliadenilacion y
DSE en € transcrito primario por CPSF y CstF respectivamente, en un proceso asistido
por CFl. CPSF se une ala sefial AAUAAA mediante la subunidad CPSF-160 auxiliado
por CPSF-30 y posiblemente CPSF-100; CstF se une a DSE mediante la subunidad
CstF-64. Las interacciones individuales de CPSF y CstF con sus secuencias blanco son
débiles pero se estabilizan por la interaccion de los factores CPSF-160 y CstF-77. Un
ultimo componente en & complejo de iniciacion es la enzima RNA polimerasa Il (pol
1) (Hirose y col., 1998). La formacion estable del complejo de corte requiere el
reclutamiento de CFll, y PAP, se desconoce la interacciéon de CFl, y CFlly, con los
otros factores; la PAP probablemente interactia con CPSF-160. Cambios significativos
tienen lugar después del corte, se liberay degrada € producto de corte 3’ y se disocian
los factores CstF, pol 11, y los factores de corte CFl, y CFlly, .Lainteraccion de CPSF
con la sefiadl AAUAAA reclutala PAP, parallevar a cabo el proceso de poliadenilacion

sin embargo es necesariala
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union de PABII a complegjo CPSF-PAP para que se lleve acabo de forma répida y
eficiente la adicion de ~250 residuos de adenilato (Fig 6).

Cleavage complex

Cleavage

AAUAAA
OH 3

Spmmm mm UGUrich mm mmm3
PABII '\ Degradation

i CPSF @ :
j 160K N
@ AAUAAA

Poly (A) addition

*(§

Figura 6. Representacion del complejo de procesamiento y poliadenilacion en mamiferos. El
complejo de corte se forma a unirse CPSF ala sefidl AAUAAA y CstF alaregionricaen U o
GU. CPSF-160 interactta directamente con CpsF-77 y PAP. La posicion de CFl y CFlI es
hipotético. Después del corte el complejo queda unido al RNA y comienza a sintetizarse la cola
de pali (A) en presencia de PABII. (Modificado de Zhao, J., 1999).
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2.2 Proceso de poliadenilacion en protistas.

L os estudios sobre €l proceso de poliadenilacion en protistas son aun incipientes
y estareaccion solo se ha estudiado en algunas especies. Los datos que se tienen hasta €l
momento sugieren que los protistas no utilizan necesariamente la sefid de
poliadenilacion descrita en eucariontes superiores (AAUAAA) y se han reportado

distintas secuencias que podrian funcionar como sefiales de poliadenilacion en estos

organismos.
Especie Motivo Referencia
Giardialamblia AGTPUAA Que, X., 1996
Entamoeba histolytica UA(A/U)UU Bruchhausy col., 1993
Trypanosoma cruzi Ausente, proceso acoplado Texeira, SM.R., 1998.
atrans-splicing

Figura 7. Sefides de poliadenilacion en algunos protistas.

En Giardia spp se ha propuesto como sefid de poliadenilacién la secuencia
AGTPUAA y esta presente entre 6 y 19 nuclettidos rio abajo del codon de término de la
traduccion y entre 7 y 10 bases rio arriba del sitio de corte (Adam, R.D. 1991). Que y
colaboradores reportaron que los 3 UTRs de dos transcritos de ENC6 son inusual mente
largos y utilizan dos sefides de poliadenilacién: el motivo AGTAAA locaizado a 87 y
107 nucledtidos rio abajo del coddn de término de la traduccion; en este caso se utiliza
con mayor frecuenciala segunda sefia de poliadenilacion.

En Entamoeba histolytica se propone que € contenido de AT es mayor en las
regiones 3 UTR’s (alrededor del 80%) gue en las regiones codificadoras (~ 68%).
Mediante andlisis de diversos cDNAs y secuencias gendmicas se identificaron dos
regiones ricas en Us, unalocalizada entre 1 y 30 nuclettidos rio arriba del sitio de corte
(Bruchhaus y col., 1993), y la otra entre 3 y 30 nucledtidos rio abajo del sitio de
poliadenilacion (Lopez-Camarillo y col., 2005), no se encontrd una secuencia consenso
para € sitio de procesamiento de transcritos. La sefial consenso de poliadenilacion
UA(A/U)UU se encontré en 65% de los genes analizados y € 8% de ellos incluia €

codoén de término de la traduccion.
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En E. histolytica mediante andlisis in silico y expresion de mRNA se
identificaron 16 genes probables que codifican a los factores de corte y poliadenilacion
(L6pez-Camarillo y col., 2005). Se sugiere gue la maquinaria de procesamiento del
extremo 3' del preemRNA de E. histolytica esta en una posicién evolutiva intermedia
entre mamiferos y levaduras, ya que el modelo propuesto para €l procesamiento de
transcritos contiene proteinas homologas a los factores involucrados en el
procesamiento y poliadenilacion en mamiferos. Se identificaron 4 factores que no
presentan homologia con los factores descritos en mamiferos y levaduras que pudieran
contribuir a una eficiente reaccion de corte y poliadenilacion.

En los tripanosomatidos (Trypanosoma cruz, T. brucel y Leishmania) el proceso
de poliadenilacion no se modula por medio de secuencias consenso como en otros
eucariontes, sino por la localizacion del sitio aceptor de splicing (AG) que se encuentra
rio abagjo del sitio de poliadenilacion. Es decir en los tripanosomatidos |os procesos de
trans-splicing y poliadenilacion estan acoplados (Texeira, SM.R., 1998., UlluE., y cal.,
1996). En T. brucei experimentos con mutantes en donde se deletaron fragmentos de las
regiones intergénicas apoyan la importancia de estas regiones en la regulacion del trans-
splicing y la poliadenilacién. La presencia de una secuencia rica en polipirimidinas es
crucial, ya que e dinucledtido AG es usado como sitio aceptor de splicing solo s se
sitla rio abajo de la secuencia rica en polipirimidinas (Schurch, N. y col., 1994). Por lo
tanto la secuencia rica en polipirimidinas dirige la poliadenilacion rio arribay € trans-
splicing rio abajo, llevandose a cabo en primerainstancia la reaccion de trans-splicing.

2.3 Sefalesde poliadenilacion en T. vaginalis.

En el trabgjo de tesis de la Dra. Norma Espinosa, realizado en €l laboratorio de
la Dra. Imelda Lopez Villasefior, se analizaron de manera detallada las regiones
adyacentes a sitio de poliadenilacion en agunos transcritos de T. vaginalis. Se
estudiaron las regiones 3' no traducidas de 10 cDNAs de actinay de otros siete cDNAS
de diversos genesde T. vaginalis y se compararon con su secuencia genoémica. Con base
en este trabajo se ha propuesto que el motivo UAAA es |la secuencia que actia como
sefid de poliadenilacion y se ubica a una distancia entre 11 y 30 nucleétidos rio arriba

del sitio de procesamiento del
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transcrito. Se destaca que € codon de terminacion de la traduccion UAA casi siempre
forma parte de este motivo. Se propone también que e motivo UAAA no es suficiente
para dirigir e proceso de poliadenilacién en este organismo y es necesaria la secuencia
Yi(A)o-gAAUU para sefialar el sitio de procesamiento del transcrito; en esta secuencia
laflechaindicael sitio de corte del transcrito por lo que el elemento AAUU se localiza
rio abgjo y adyacente a sitio de corte y poliadenilacion. Otra region rica en Us,
localizada rio abajo del sitio de procesamiento del transcrito, podria estar implicada en
este proceso (Fig 8). Se propone también que en T. vaginalis e motivo UAAA se
selecciond evolutivamente para sefidar tanto e fin de la traduccion como el
procesamiento de transcritos en €l extremo 3', acoplando asi |os dos procesos; se sugiere
también que esta secuencia pudo haber originado la sefiall AAUAAA utilizada como
sefia de poliadenilacion en eucariontes superiores (Espinosa N. y col. 2002).

S bien en € trabgo de la Dra. Espinosa se propusieron las secuencias que
pudieran actuar como sefides para el procesamiento y poliadenilacién de los mMRNAs de
T. vaginalis, hacia falta probar la funcionalidad de las mismas para demostrar su papel

en el proceso de poliadenilacion.

snnee s e UAAA MYJ«(A) 03AAUU e J = = -

Sefial de poliadenilacién Sefial de
(incluye al coddn de término de procesamiento
la traduccion UAA)

Figura 8. Sefiales propuestas para la poliadenilacién en T. vaginalis (Espinosay col., 2002).

Existen dos reportes que apoyan las propuestas realizadas para las sefiaes de
poliadenilacion en T. vaginalis:

1) En € gen tvcpl2 que codifica para una proteasa de cisteina del tipo papaina,
se encontro la sefid propuesta para la poliadenilacion UAAA gue incluye el codén de
término de la traduccion, situada 18 nucledtidos rio arriba del sitio de corte representado
por el motivo AAAUU. Se describe también la region rica en Us rio abajo al sitio de
corte (Ledn-Sicariosy col., 2004).
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2) En los genes tvlegu-1 y tvlegu-2 que codifican para asparaginil
endopeptidasas del tipo de las cistein proteinasas, se observo la sefial propuesta para la
poliadenilacion UAAA (que no incluye el codon de término de la traduccién) situada a
16 nucledtidos rio arriba del sitio de corte. En el gen tviegu-1 el Ultimo nucledtido antes
de la cola de poli (A) no es una pirimidina, sino una purina (G) (Ledn-Félix y col.,
2004).

Si comparamos las sefiales propuestas de poliadenilacion en T. vaginalis, con las
descritas para eucariontes superiores, encontramos que ambas sefidles de
poliadenilacion estan situadas a la misma distancia del sitio de corte, es importante
destacar que en eucariontes superiores, e codén de término de la traduccion es
independiente de la sefid de poliadenilacion, mientras que en T. vaginalis € codon de
término de la traduccién casi siempre esta incluido en la sefial propuesta de
poliadenilacion, es interesante observar que la sefial propuesta para T. vaginalis se
encuentra contenida en la sefiad de eucariontes superiores. En cuanto a motivo
propuesto como sitio de corte ambos contienen una pirimidina seguida de una adenina,
sin embargo en T. vaginalis se propone € motivo novedoso AAUU rio abgo vy
adyacente al sitio de corte, en ambos organismos esta presente una region ricaen U's o

GU rio abgjo a sitio de corte

UAA (1030 nt)l
Metazoarios: —] UAG USE AAUAAA DSE
UGA CA
U-rich Sefial de uuuuu
poliadenilacién YGUGUUUYY

Trichomonas UAAA (1029 nt)l DSE [~

vaginalis Y(Aq.9 AAUU

(propuestas) Sefial de poliadenilacién _ _ Uuuuu...
(incluye codén de término  Sefial de procesamiento
de la traduccion UAA)

Figura 9. Comparacion de las sefiales de poliadenilacion en eucariontes superioresy las sefial es
propuestas para T. vaginalis. USE (Upstream Element), DSE (Dowstream Element), la flecha
sefiala e sitio de corte del transcrito.
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2.4 Genes Reporteros.
Los genes reporteros son una excelente herramienta utilizada para identificar y
analizar elementos regulatorios de l0s genes en un organismo de interés.

La metodologia de DNA recombinante permite unir la secuencia regulatoria de
interés a un gen reportero 0 marcador, para ser acoplado en un vector de expresion.
Dicho vector se introduce en las células apropiadas, donde la expresion del gen
reportero es detectada por la identificacion de mRNA, o bien por la actividad catalitica
de la proteina reportera. Una caracteristica de |os genes reporteros es que la actividad de
la proteina reportera debe diferenciarse de la actividad de las proteinas propias del
hospedero. La mayoria de los métodos de deteccién son sensibles, especificos,
cuantitativos, reproduciblesy rapidos.

La estructura de una region regulatoria puede ser analizada utilizando
promotores en los cuales se introducen mutaciones particulares dentro de la secuencia
en estudio; la capacidad de las mutantes para expresar al reportero es medida y
comparada contra la actividad nativa (es decir, la secuencia origina no mutada).

Uno de los genes reporteros mas usados en el andlisis de elementos regulatorios
es € gen cat, que codifica por la enzima Cloranfenicol acetil transferasa (CAT) (Fig
10). Esta enzima modifica de manera covalente a cloranfenicol transfiriéndole un grupo
acetilo del acetil CoA en la posicién C3 donde se encuentra el grupo hidroxilo primario
del cloranfenicol. El producto de esta reaccion, 3-acetil cloranfenicol, sufre un rearreglo
en e cua el grupo acetilo se transfiere a C1 formando el 1-acetil cloranfenicol; este
rearreglo permite que se lleve a cabo un segundo ciclo de acetilacion a C3, dando como
resultado el 1,3-diacetil cloranfenicol. El cloranfenicol modificado de esta manera
carece de actividad bactericida ya que es incapaz de unirse ala peptidil transferasaen el
centro de los ribosomas procarioticos e inhibir el proceso de traduccion. Se puede medir
la actividad de CAT mediante varios ensayos usando procedimientos y equipo de uso
comun en los laboratorios (ver material y métodos). La actividad de CAT es muy
estable; su vida media es de 50 horas y se mantiene su actividad después de que la
transcripcion se ha reducido. CAT es una enzima procaridtica, por lo tanto no tiene
actividad competitiva endégena en células de mamiferos; ademés esta enzima es muy

estable 10 que representa una gran ventagja para ser utilizada como molécula
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reportero. En este trabgjo de tesis se utilizd a cat como reportero molecular. Ademés de
cat, otros reporteros se han desarrollado para incrementar la sensibilidad de deteccion y
expandir €l rango de lineas celulares que pueden ser usados como hospederos. Cada uno
de los reporteros utiliza un método diferente de deteccion y tiene diferente tiempo de
vidamedia. Dentro de estos genes reporteros podemos encontrar 10s siguientes:

El gen luc codifica para la proteina luciferasa, que produce luciferina en
presencia de ATP. Para medir la actividad de este gen se requiere un luminémetro o un
contador liquido de centelleo con un contador simple de fotones. La vida media de la
luciferasa en células transfectadas es corta, de aproximadamente 3 horas.

La proteina fluorescente verde (GFP, green fluorecent protein) y sus variantes
obtenidas por ingenieria génetica, son un buen sistema reportero no enzimatico. GFP es
Gnica entre varias proteinas emisoras de luz, autofluorescentes, que no requieren
cofactores exdgenos o sustratos independientes para su actividad. Su presencia es
detectada mediante la medicién de la absorbancia en la longitud de onda apropiada; €l
sistema utiliza un método de medicidn no invasivo para monitorear la expresion del gen
reportero en las células transformadas. Sin embargo la sefia fluorescente no es
amplificada por lo tanto la deteccion requiere que la expresion de GFP sea dirigida por
promotores 0 elementos regulatorios muy fuertes. GFP es muy utilizado en €

seguimiento del transporte, localizacion y destino de las proteinas blanco.

26



ANTECEDENTES

Secuenciadel gen cat

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

ATGCGAGAAAAAAAT CACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA
M E KK I T GY TTWVDI S QS HR K E

CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGT TCAGCTGGAT
HFEAFOQSVAQCGCTVYNOTVOQLD

ATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGT TTTATCCGGCCTTTATT
I T AF L KTV K KNI KHIKFY P A F I

CACATTCTTGCCCGCCTGATGAAT GCTCATCCGGAAT TCCGTATGECAAT GAAAGACGGET
HI1I L ARL MNAMHWPEVFIRMAMKD G

GACCTGGTGATATGCGATAGT GTTCACCCTTGT TACACCGT TTTCCATGAGCAAACTGAA
EL VI WDSVHWPZCYTVFHEOQTE

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
T F S S L WS EYHDUDUFIRQFL HI Y

TCGCAAGAT GT GCCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGCGT TTATTGAG
S QbDVACYGENLAYFUPKGF I E

AATATGTTTTTCGICTCAGCCAATCCCTGCGTGAGT TTCACCAGI TTTGATTTAAACGT G
NMFFVSANZPWYVSFTSF DL NV

GCCAATATGGACAACT TCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGEECAAATATTATACGCAAGEC
AANMDNZFFAPVFTMGIKYYTOQSG

GACAAGGTGCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGECT TCCAT
DKVL MPLAI QVHMHAYVCDGTFEFH

GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAA CAGGGCGEEECGTAA
V GR ML NEL Q QY CDEWQG GG A *

OligoCAT 10 5'3
OligoCAT11 53
Oligo CAT 20 3'5%

Figura 10. Secuencia del gen cat donde se muestra la ubicacion de los oligos especificos
CATI10, CAT11, CAT 20y CAT 21 utilizados en |a parte experimental .
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2.5 El vector de expresion pAC22cat-1.

En e laboratorio de la Dra. Lopez Villasefior se han construido vectores para la
expresion de genes reporteros en T. vaginalis (trabgjo desarrollado por LIBB Jessica
Guzman). Uno de estos vectores es €l pAC22cat-1: contiene €l gen cat que codifica para
la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) flanqueado por las regiones 5’ y 3
intergénicas de un gen de actina; en la region 3' se encuentran contenidas las sefiales

propuestas para el cortey poliadenilacion de transcritos.

b-lactarmasa

3 UTE
pACI2CAT-1

5278hp

.,

Epnl promotor T w,
Apal
Dra II T3 Promotor
Ecc0l102 1
Tha ., : (ofvi Eco EI

Sall e [

heel 3 UTE

Hind IT Hea I

Clal eo FI st1
B
splia I oo BV
Hind III

Figura 11. Vector de expresion pAC22cat-1 contiene a gen cat flanqueado por las regiones 5’ y
3 deactinade T. vaginali .
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Secuenciaparcial del vector pAC22cat-1.

5" GGIGGECGECC

ATGAAGACCG
TTTTGTGATG
TGTTCAATAT
TGAAAAGATA
ACTTTTTTAG
CCAAAAATTT
AGGACATTTT
CAAGCGTAAT
AGAATAAAAA
TTTATAAAAC
AAAATTTTGA
AGCAAAATTG
GAAAATTTGA
GATTAAAAAA
GITGICTAAA
AAAAAATCAC
AGGCATTTCA
CCTTTTTAAA
TTGCCCGCCT
TGATATGGGA
CATCGCTCTG
ATGTGGCCGTG
TTTTCGICTC
TGGACAACTT
TGCTGATGCC
GAATGCTTAA
CTTAAACAAT
TA GGAA
GTACCCTGAA
CTAATTAAAG
AACACTTGAT
AAGTAAATTA
TAAGITAATC
TACTCGITGA
TCCAAGICTT
TCTCTATCCA
TTTGCATTTT
ATCTCAACGA
TTGIGCTGGT

GCTCTAGAAC
TAGCGAAATC
TGTCGGCATA
TGATCTAAAC
GACGAACTAT
CGAAGACGTA
ATGITTTGGG
CGTAATCAAA
TTCGAAATGG
TTTTATGAAT
ATTTTGTAGT
GAGCAATTGA
GCCAGATATA
TCTTTGAGGA
ATTAAGAAGG
GAAGTGAAAT
TGGATATACC
GICAGITGCT
GACCGTAAAG
GATGAATGCT
TAGTGITCAC
GAGTGAATAC
TTACGGTGAA
AGCCAATCCC
CTTCECCCCC
GCTGGCGATT
TGAATTACAA
TTCGGTATAA
ATCACTTCAT
CATTTCTTTT
TGCCTGATTT
AATTGIGTAT
AATTATTCTT
AATTTATTAA
CCATTCCAAT
CGTAGTGAGC
AAGGACTTGA
CGCATTCCTT
ATGACAGCAA
CCTTGACTTT

TAGTGITTTT
AATCTATCAG
TGCTAAAAAA
ATAAAATCAA
CTTTTGOGTT
GTTTTTCGAC
GAACTTAAAC
TAACAGATTT
GTAAGATAAT
GGTTCTTTGA
TCAGTGCAAT
TTGGAATAAA
ATATCGGAAA
AAATATTCCG
GACTTAGATG
GATTGGAATG
ACCGTTGATA
CAATGTACCT
AAAAATAAGC
CATCOGGAAT
CCTTGTTACA
CACGACGATT
AACCTGGCCT
TGGGTGAGTT
GTTTTCACCA
CAGGTTCATC
CAGTACTGOG
TATATTTCAA
TAATATTGTG
CCAATATGAT
GCATTGTATT
TATTCCTTGT
CATCAAATCA
TAAAAATACA
CTTCTTTAGA
AATCTGTGAG
AATTGGTCTA
CATCATATAA
TCTCTTGTAC
GTCGCTGTTT

ATATATAATT
AATATGTCAG
GTTAAATAAT
TATATAACAG
ACTATAATTC
ATAATATTTT
GAATGTCAGA
GTAACTTATA
ATCGTGATGT
TATGAATACC
CAATATTTGT
GATATAGAAA
TAAAATGACA
GAAACCACAT
TCCTGGTTAT
TTAACTTCAT
TATCCCAATC
ATAACCAGAC
ACAAGITTTA
TCCGTATGEC
CCGITTTCCA
TCCGCCAGIT
ATTTCCCTAA
TCACCAGITT
TGGGCAAATA
ATGCCGTCTG
ATGAGTGGCA
AATTAACTAA
TTTTAATGGT
TTTTACCTTT
CTTTAACTAT
TGATTTAAAA
TAGAGATAAA
AATTTAAATA
ACATTGAGAA
TATGAGCTAG
GGAATTCCAG
TCATTTTCGT
TCCTCGTACG
TCGITTGAGC

ATTTCGACGG
GCACTGCCTA
TGTGATTGGA
TAACAATCAA
GAATGATATC
TGAATAACGA
ATATTGGAAA
TGTACGITTA
CTGATGIGAA
ATTCATGATA
GAATTGICAA
ATATATTTAT
TCACTTCACA
ATATATGTAT
AAATTTTGAG
TTCATTTTCT
GCATCGTAAA
CGITCACGCTG
TCCGECCTTT
AATGAAAGAC
TGAGCAAACT
TCTACACATA
AGGGITTATT
TGATTTAAAC
TTATACGCAA
TGATGCCTTC
GGEECEEEECG
CCTTTTTTCT
TTATATGTGA
CACCAAATAC
ACATAATTCGA
GAATATCTTT
CTAAAACAAG
ATACAAAATA
GITGAGGATC
AGTCGTCAGA
AAACATCAAT
GGCTCAATCT
ATCTCTTGTA
TGAATTCGAT

ANTECEDENTES

AGCTTAGCAA
TTCTCATTAT
CACTTTTAGA
ATAGTGITTA
ATATTTTTTA
TATAGITTCT
AAAAATTATG
ATTCTGAAAT
ATTAGTAAAA
ATCGITATAA
ATTTATTCTC
TGATAGAAAT
TTGTCCCTTT
AATATCGAAA
GACTCTAACC
GCCATGAACA
GAACATTTTG
GATATTACGG
ATTCACATTC
GGTGAGCTGG
GAAACGTITTT
TATTCGCAAG
GAGAATATGT
GI'GGCCAATA
GGCGACAAGG
CATGTCGGCA
TAAGAGCTCA
TTAGTGAACC
CCAATACGAT
AAGTATCATG
ATCAATCAAT
TGATATTTTG
ACATTTATAG
CTAATTGAAT
AATTCCTTCA
TCTATTGTCA
AGGAACGATG
ATCATCGGTIT
GCTCAACCTG
ATCAAGCTTA3’

Figura 12. Secuencia parcial del vector pAC22cat-1. En color rosa se muestra la region 5
intergénica de actina, en azul la region codificadora del gen cat, en negro la secuencia que une
este gen con laregion 3' intergénica de actina representada en rosa ( inicia con € codén de paro
de actina TAA( subrayado) que forma parte de la sefial propuesta para la poliadenilacién), en
rojo la sefial propuesta para la poliadenilacion (TAAA), con doble subrayado la sefid propuesta
para dirigir € procesamiento (Y4( A) o.sAAUU) de los transcritos, en cursivas la region rica en
U’srio abgjo del sitio de procesamiento, subrayado en negro €l sitio de corte para la enzima Sst
| y enlosextremos 5y 3' representadas en negro algunas bases del vector p-bluescript 11.
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2.5.1 Funcionalidad del vector pAC22cat-1 en T. vaginalis.

Durante €l desarrollo de mi tesis de licenciatura corroboré la funcionalidad del
vector pAC22CAT-1 ya que a introducirlo en T. vaginalis mediante electroporacion el
gen cat se transcribe y se traduce en el parésito y € producto proteico (CAT) posee
actividad enziméatica. Determiné las condiciones Optimas de transfeccion de T. vaginalis
que son: 50 ug de DNA plasmidico (pAC22cat-1), 1500 pF, 360 V y 13 Q en un
electroporador BTX; y un tiempo post-transfeccion de 22 horas para detectar 1a mayor
expresion de CAT.

Se determiné € sitio de poliadenilacion de los transcritos del gen reportero cat
mediante amplificacion répida de los extremos 3 de cDNA de cat, la clonacion y
secuenciacién de los mismos. Encontramos que la poliadenilacion de los transcritos cat
se lleva a cabo en e mismo sitio donde se procesan los RNAs mensgjeros de actina (Fig
13), lo que sugiere que la region 3 UTR de actina contiene las sefiales que dirigen el
procesamiento y la poliadenilacion de |os transcritos, mientras la region codificadora no
parece estar involucrada en e procesamiento de |os mismos.

Por lo tanto el vector pAC22cat-1 es un modelo conveniente para estudiar la

funcionalidad de las seflales propuestas para la poliadenilacion de transcritos en

T. vaginalis.
cDNA deactina 5' . . . CACOGCAAGTGCTTCTAAACAATTTCGGTATAATATATTT( 3
cona2 TOPO3-CAT 5 ... GOGTAAGAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTIG N
Clona16 TOPO3-CAT 5' ... GCGTAAGAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTT .3

Figura 13. Comparacion de las sefiales de poliadenilacién de los cDNAs de cat y actina.

Se muestra en rojo la sefial de poliadenilacién propuesta para T. vaginalis, rojo y subrayado €l
coddn de término de la traduccion de acting, en azul y subrayado el codén de término de la
traduccion del gen cat, en verde la Ultima base antes de la cola de poliadeninas, en amarillo la
cola de poliadeninas, en rosa actinay en azul cat.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipdtesis.

El tetranucledtido UAAA es la sefial de poliadenilacion de los RNA mensajeros
en Trichomonas vaginalis. Por o tanto mutaciones en esta sefia ateraran € proceso de

poliadenilacion.

3.2 Objetivo general.

» Determinar la funcionalidad de la sefial propuesta para la poliadenilacion de los

RNAs mensgjeros de T. vaginalis utilizando el vector pAC22cat-1.

3.3 Particulares.

» Mutagenizar € codon de término de la traduccion del gen reportero cat

(UAA — UAG).

» Redlizar mutaciones puntuales en la sefial propuesta para la poliadenilacion
(UAAA) enT. vaginalis.

» Determinar el estado de poliadenilacién de los transcritos provenientes de pérasitos
transformados con los plasmidos mutantes en la sefial propuesta de poliadenilacion

y, S es€l caso, €l sitio donde se lleva a cabo dicho proceso.
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METODOLOGIA

4.1 Cultivo de Trichomonas vaginalis.

Los parasitos del aisado CNCD147 (donado por la Dra. Rossana Arroyo del
CINVESTAV, IPN), se cultivaron en tubos de vidrio de 10 ml con tapa de roscaa 37°C, en
medio TYM (trypticase-yeast extract-maltose) (apéndice A), suplementado con 10% de
suero de cabalo (GIBCO) previamente inactivado a 56°C por 30 min. Para €
mantenimiento del cultivo se realizaron subcultivos cada 2 dias, tomando como inéculo

inicial 0.5 x 10° paréasitos por ml.

4.2 Transformacion de Escherichia coli.

Se crecio un cultivo de la cepa E. coli IM109 en 30 ml de medio LB a 37°C durante
toda la noche con agitacion (5,000 rpm). Al dia siguiente se inocularon 30 ml de medio LB
con 1/100 del cultivo anterior, se incubaron a 37°C con agitacién (5000 rpm) hasta que
alcanz6 una densidad Optica de 0.5 a A =550 nm; en este punto las células se mantuvieron
en hielo durante 10 minutos, para después centrifugarse a 5,000 rpm en un rotor Sorvall
SS34 durante 5 minutos. Las células se resuspendieron en la mitad del volumen original
(15 ml) de una solucion fria de CaCl, 100 mM y se incubaron en hielo por 15 minutos.
Terminada la incubacién se centrifugaron las células a 5,000 rpm (Sorvall SS34) por 5
minutos. Las células se resuspendieron en 1/15 del volumen original (2 ml) de una solucién
fria de CaCl, 100 mM y se incubaron en hielo por lo menos 30 minutos 0 mas; terminada
esta incubacion se tomaron 200 ul de células en un microtubo de 1.5 ml y se agregaron
aproximadamente 50 ng del DNA que se desea transformar en un volumen no mayor a
10 pl, se incubaron en hielo durante 30 minutos. Terminada la incubacién se les dio a las
células un choque térmico a 42°C por 45 segundos y se regresaron a hielo, para agregarles
800 ul de medio LB e incubarlos a 37°C por 45 minutos.

En cagjas de LB + ampicilina (100 ug/ml) se siembran 1/10 (100 pl) y 9/10 de las
bacterias transformadas, para sembrar 9/10 se centrifugaron los 900 ul de bacterias durante
20 segundos a 14,000 rpm en una microfuga y el boton celular se resuspendio en la gota
residual de medio después de desechar el sobrenadante. Las cgjas se incubaron a 37°C
durante toda la noche.
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4.3 Obtencién de DNA plasmidico (mini- preparacion).

Se tomo con un palillo estéril una colonia de las bacterias transformantes, se colocd
en tubos de vidrio estériles con tapa, que contenian 3 ml de medio LB con el antibidtico
apropiado y se incubaron a 37°C durante toda la noche con agitacion (5,000 rpm). Se
transfirio 1.5 ml del cultivo bacteriano a microtubos de 1.5 ml, se centrifugd a 12,000 rpm
durante 30 seg., se retird el sobrenadante y se coloco e cultivo restante en e mismo tubo y
se volvio a centrifugar en la misma forma. Se retiro el sobrenadante, el boton celular se
suavizo mediante agitacion en vortex, se agregaron 100 ul de solucion | fria (50 mM
glucosa, 25 Mm Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8) y se mezclo en vortex nuevamente.
Se agregaron 200 ul de solucién |1 recién preparada (0.2 N NaOH, 1%SDS), se mezclo €
contenido invirtiendo € tubo en 5 ocasiones y se incubé en hielo durante 5 min. Se
agregaron 150 pl de solucién 11 fria (6 ml de acetato de potasio 5M, 1.1 ml de &cido
acético glacial y 2.85 ml de agua bidestilada estéril), se mezclo en vortex suavemente y se
incub6 en hielo durante 5 min. Después se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min., se
transfirio el sobrenadante a un microtubo limpio y se agregaron 250 pl de fenol y 250 ul de
cloroformo, se mezcl6 en vortex, y se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min. Se transfirié
la fase superior, sin tomar la interfase, a un tubo limpio y se agregaron 500 ul de
cloroformo, se mezcl6 en vortex y se centrifugé igual que en el paso anterior. Se transfirié
nuevamente la fase superior a un tubo limpio y e DNA se precipité con 1 ml de etanol
absoluto, se mezcld en vortex y se incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Por
altimo se centrifugdé a 12,000 rpm durante 5 min., se retiré el sobrenadante y se lavo €
botén de DNA con etanol al 70% frio, se volvié a centrifugar, se retiro la solucién de
lavado y €l boton de DNA se seco al aire durante 5 min. EIl DNA plasmidico se resuspendio
en 50 pl de amortiguador TE [Tris 10 mM, EDTA 0.2 mM] con RNAsa (20 pug/ml), se

incubd a 37°C durante 30 min. y se guard6 a-20°C.
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4.4 Preparacion de DNA de plasmidos (midi-prep).

Seredlizd e cultivo del plasmido de interés con 75 ml de medio LB + el antibidtico
apropiado y se incubd a 37°C toda la noche. Al siguiente dia € cultivo se centrifugo a
6000 rpm (Sorvall GSA) por 15 minutos a 4°C, se desechd e sobrenadante y e botédn
celular se resuspendid en 4 ml del amortiguador P1 plasmid midi kit QIAGEN (50 mM
Tris-Cl pH 8, 10mM EDTA, 100 mg/ml RNAsa A), posteriormente se le agregaron 4 ml
del amortiguador P2 plasmid midi kit QIAGEN (200mM NaOH, 1% SDS), mezclando por
inversion 4 6 5 veces y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. Terminada la
incubacion se adicionaron 4 ml del amortiguador P3 plasmid midi kit QIAGEN (3 M
KCOOH pH 5.5) frio, se mezclé inmediatamente por inversion 4 6 5 veces 'y se incubo en
hielo por 15 minutos. Se centrifugd a 13,000 rpm (Sorvall SS-34) durante 30 minutos a
4°C. El sobrenadante se coloco en otro tubo y se centrifugd nuevamente por 15 minutos en
las condiciones anteriores, terminada la centrifugacion se tomo una muestra de 240 ul del
sobrenadante que se guardd para analizar posteriormente una alicuota de este en un gel de
agarosa al 1%.

Cinco minutos antes de que terminara la centrifugacion se equilibré la columna
(QUIAGEN-tip 100) agregandole 4 ml del buffer QBT plasmid midi kit QIAGEN (750
mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15% isopropanol, 0.15% x-100), vaciandose la columna
por gravedad. El sobrenadante ya centrifugado por segunda vez se pasd a través de la
columng; se recibio e eluido en un tubo conico de 50 ml, de este eluido se tomé una
muestra de 240 ul que se guardd para su andlisis posterior en un gel de agarosa a 1%.

Se lavo la columna con 10 ml del amortiguador QC plasmid midi kit QIAGEN (1 M
NaCl, 50mM MOPS pH 7, 15% isopropanol) dos veces, cada eluido se recibio en un tubo
conico de 50 ml y se tomé una muestra de 400 pl que se analiz6 en un gel de agarosa a
1%. El DNA se eluy6 de la columna con 5 ml del amortiguador QF plasmid midi kit
QIAGEN (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-Cl pH 8.5, 15% isopropanol), y se recibio €l eluido
en un tubo para rotor SS-34, se guardd también una muestra de 100 pl de este eluido para
analizar. EI DNA eluido de la columna se precipitd con 3.5 ml de isopropanol a
temperatura ambiente, se mezclé vigorosamente y se centrifugd a 11,000 rpm (Sorvall SS-

34) a4°C por 30 minutos. Terminada la centrifugacion se elimino el sobrenadante que se
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guardd en un tubo cénico de 50 ml; el boton se lavd con 2 ml de etanol a 70% a
temperatura ambiente y se centrifugd inmediatamente a 11,000 rpm (Sorvall SS-34) por 10
minutos a 4°C, el sobrenadante se decanté con mucho cuidado para no perder € boton de
DNA, este se secO d aire por 5 6 10 minutos'y se resuspendié en 250 ul de H,O bidestilada
estéril. El DNA se guardd en un microtubo de 1.5 ml a-20°C.

4.5 Mutagénesis.

Se utilizd d Quikchange site-directed mutagénesis Kit (Stratagene). Esta
metodologia consta de 4 pasos. 1) Disefio de oligonucledtidos para la mutacion deseada, 2)
Replicacion del DNA plasmidico utilizando los oligonuclettidos del paso 1 y la DNA
polimerasa PfuTurbo, 3) Digestion del DNA parental con la enzima Dpn | que corta
especificamente DNA metilado y hemimetilado, 4) Transformacion de células XL1-Blue
supercompetentes con e DNA mutante.

1) Disefio de oligonucledtidos. Se disefiaron dos oligonucledtidos complementarios
gue contuvieran la mutacion que se deseaba realizar ala mitad del mismo; con unalongitud
de 25 a 45 bases , un contenido minimo de G+C ~ 40%, y una Tm (melting temperature)
>a’78°C.

2) Reaccidn de mutagénesis: En un microtubo se colocaron

Solucion [] final enlareaccion
-Amortiguador de reaccion 10X 1X

-DNA templado 20 ng/ul 50 ng
-Oligonucledtido #1 (100ng/ul) 2.5ng/ ul
-Oligonucledtido #2 (100ng/ul) 2.5ng/ ul
-dNTPs mix (10mM) 0.2mM

38 ul H,O bidestilada estéril. Se afiadio 1 ul DNA polimerasa PfuTurbo (2.5 U/ul) .La
reaccion se llevd a cabo en un volumen total de 50 ul y consistio de 30 segundos 95°C, 12
ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 55°C, 10 minutos 40 segundos a 68°C vy
finalmente dos minutos a4 °C.
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3) Transcurrido el tiempo del programa de PCR se agreg6 1 pl de la enzima Dpn |
(10U/ul). Se incubd la reaccion a 37°C durante 1 hora. Terminada la incubacion se llevo a
cabo la transformacion de las células XL 1-Blue.

4) Se tomo un tubo con 50 ul de células XL 1-Blue competentes y se agregaron 2 pl
de la reaccién de mutagénesis. Se mezcl6 e incubd en hielo durante 30 min. Lareaccién se
incubo a 42°C durante 45 segundos y se coloco en hielo durante 2 minutos.

Se afiadieron 500 pl de medio NZY™ precalentado a 42°C para la recuperacion. Se
pasaron las células transformantes a un tubo cénico de 15 ml y seincub6 lareaccion a37°C
durante 1 hora con agitacion ~200-250 rpm. Transcurrido el tiempo se platearon las células
en dos cgjas de LB+ Ampicilina (100ug/ml), y se incubaron a 37°C durante por |0 menos
16 horas.

4.6 Cinética de crecimiento del aisado CNCD147 de T. vaginalis.

Para realizar esta curva partimos de un pool de medio TYM pH=6.2 (apéndice A)
+ 6% de suero de caballo (GIBCO) y un inéculo de 100,000 célulag/ml, los cultivos se
realizaron en tubos de vidrio con tapa de rosca estériles. Se preparo el pool de acuerdo alos
tubos necesarios para readlizar lecturas cada cuatro horas, hasta cubrir un periodo de 72
horas de manera que se utilizara un tubo para cada lectura.
Las células se despegaron de las paredes del tubo, se homogenizé perfectamente y se tomd
una alicuota de 100 pul que se afadié a un microtubo que contenia formaldehido para una
concentracion final de 3.5% en PBS (amortiguador salino de fosfatos), se mezclé muy bien
y se mantuvo 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se cargaron 10 ul de la
mezcla anterior en las dos ventanas del hemocitémetro y se contd en el microscopio de luz,
de esta forma se obtuvo el nimero de parasitos/ml, este procedimiento se realiz6 para cada

unade las muestras por duplicado.
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4.7 Transfeccién de Trichomonas vaginalis.

Para el cultivo inicial de T. vaginalis, se preparé un tubo de cultivo que contenia 6
ml de medio TYM pH=6.2, 0.6 ml de suero de caballo inactivado por caentamiento
(GIBCO BRL), y un inéculo de ~500,000 células; se incubd a 37°C durante 24 horas. A
partir de este cultivo se inocularon 3.7x10° parasitos en una botella (Nunc) con capacidad
de 260 ml; en cada botella se colocaron 50 ml de medio TYM pH=6.2, 5ml de suero de
caballo (GIBCO BRL); seincubaron a 37°C durante 24 horas.

Con este cultivo se inocularon las botellas (Nunc) necesarias para | as transfecciones
aredlizar, ya que para cada transfeccion se necesitan 2.4x10° parésitos.

Pasado el tiempo de incubacién, los cultivos se juntaron en un frasco estéril de 1000
ml, se mezclaron perfectamente y se tomaron 100 ul del cultivo para contar €l nimero de
parésitos. El resto del cultivo se centrifugdé a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C en un rotor
GSA (SORVALL). Se desech6 € sobrenadante y el paguete celular se resuspendio
suavemente en 20 ml de solucion Zimmerman fria. Las células se transfirieron a un tubo
para rotor SS-34 y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El paquete
celular se resuspendié en solucion de Zimmerman suficiente para llevar a una
concentracion final de 600,000 células/ul y se colocaron en hielo. Las células de T.
vaginalis se transfectaron mediante electroporacion. Para la electroporacion se utilizaron
celdas (electroporation cuvette plus, 2 mm Gap, BTX) con 400 ul de células preparadas
como ya se describio, 50 ug del pldsmido a transfectar en un volumen no mayor a 50 pls.
Como control negativo se redlizd otra electroporacion en iguales condiciones, pero
utilizando una solucion de T.E. [TrissEDTA] 10/02 mM. Las celdas se incubaron en hielo
por 5 minutos.

La electroporacion se llevé a cabo con € BTX electroporation system, electro cell
manipulator 600. Las condiciones iniciales fueron un pulso a 1,500 uF, 360 V y
13 Q. Después de electroporadas las células se dgaron a temperatura ambiente por 5
minutos, a continuacion cada electroporacion se transfirid a una botella de cultivo de 260
ml de capacidad con 30 ml de medio TYM pH=6.2 y 3 ml de suero de caballo, preincubada
a37°C. Las botellas se incubaron a 37°C durante 22 horas.
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4.8 Preparacion del extracto proteico.

Los extractos proteicos se obtuvieron de los cultivos de T. vaginalis transfectados
por electroporacion (secc.4.6) e cultivo se dividié en dos para preparar RNA tota y €l
extracto proteico de la siguiente manera: Del volumen total del cultivo de T. vaginalis se
transfirieron 15 ml del cultivo electroporado a un tubo cénico de 15 ml. Este se centrifugo a
3,000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendié
en 1 ml de solucion TEN ( Tris40 mM pH=8, EDTA 1 mM pH=8y NaCl 15 mM, estéril),
subiendo y bagjando con una micropipeta. La pastilla resuspendida de cada muestra se
transfirio a un microtubo nuevo de 1.5 ml y se centrifugd en una microcentrifuga a 3,000
rom durante 15 segundos a 4°C. Se retir0 el sobrenadante con una micropipeta y se
resuspendié cada pastilla en 500 pl de solucién TEN. Se centrifugd en una microcentrifuga
a 3,000 rpm durante 15 segundos a4°C y se desechd el sobrenadante.

Finalmente el paguete celular se resuspendié suavemente en 75 ul de Tris 25 mM
pH=8, subiendo y bajando con la pipeta. Las células se lisaron con 3 ciclos de congel acion-
descongelacion en nitrégeno liquido. Inmediatamente después del Ultimo ciclo, los tubos se
incubaron a 37°C durante 5 minutos, y se repitieron dos ciclos mas de congelacion-
descongelacion. A continuacion |os tubos se incubaron a 65°C por 10 minutos, se mezcl6 el
lisado con la punta de una pipetay se centrifugé en una microcentrifuga a 14,000 rpm por
10 minutos a 4°C. Los tubos se mantuvieron en hielo, los extractos proteicos se alicuotaron

en microtubos con 25 pl de extracto cada uno y se guardaron a—70°C hasta ser utilizados.

4.9 Extraccion de RNA total a partir de parasitos transfectados.

Para la extraccion del RNA total se tomaron los 15 ml del cultivo electroporado
restantes y se colocaron en un tubo cénico (Nalgene) de 15 ml, se centrifugé a 3,000 rpm
durante 10 min. a4°C en una centrifuga clinica. Se desechd €l sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 1 ml de PBS (amortiguador salino de fosfatos) preparado con H,O DEPC
estéril, se transfirié a un microtubo de 1.5 ml y se trataron de la siguiente forma: se
centrifugaron 1 min. a 14,000 rpm a 4°C, se desechd el sobrenadante y la pastilla se
resuspendié en 1 ml de TRIZOL (Invitrogen). Las células se lisaron mediante pipeteo y €l

lisado se incubd 5 minutos a temperatura ambiente para disociar complejos
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nucleoprotéicos. Se agregd a cada tubo 0.2 ml de cloroformo, se mezcl6 por inversion 15
segundos, se incubd 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 14,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. El RNA se precipit6 de la fase acuosa con 0.5 ml de alcohol
isopropilico, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé a 14,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se elimind y se lavo el botén de RNA con 1 ml
de etanol al 75% (H,O DEPC). El botén de RNA se secd y se resuspendio en 30 uls de
H,O/DEPC.

Paravalorar laintegridad del RNA setom6 1 pl de lamuestrade RNA+ 4 ul de H,O DEPC
+ 2 pl de amortiguador de carga 6X para RNA, se calenté a 60°C durante 10 minutos, se
incubo en hielo 5-10 min para después cargarse en un gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X
preparado con H,O tratada con DEPC, €l gel se corri6 a 80 volts durante 1 hora. El resto del
RNA se guarda a-70°C hasta ser utilizado.

4.10 Ensayo para medir la actividad enzimatica de la cloranfenicol acetil transferasa
(CAT).

En este ensayo deben tomarse en cuenta todos |os lineamientos para el manejo de
material radioactivo.

Se prepara el stock de [*H]-cloranfenicol 0.2uCi/ul (apéndice C) y se diluye auna
concentracion de 0.01uCi/ul. También se prepara N-Butiril-CoA 2.5mM en acetato de
sodio 10 mM pH=5.

Para el ensayo CAT se utilizaron los extractos proteicos de T. vaginalis (secc.4.8) y
se incluyeron los siguientes controles negativos y positivos
Controles negativos:
1.-Tris25 mM
2.-Extracto proteico de células transfectadas con T.E 10/02 mM.

Controles positivos:

1.-Enzima CAT 0.016 U/ml
2.-Enzima CAT 0.008 U/ml
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Todos los reactivos y las muestras se colocaron en hielo antes de comenzar el ensayo.

La mezcla maestra para 8 reacciones se preparo de la siguiente forma:

Solucion. [ ] final enlareaccion
-160 pl [*H] Cloranfenicol (0.01 uCi/pl) 0.2 uCi
- 80 ul N-Butiril-CoA 2.5 mM 0.25 mM
- 80 ul Tris 1M, pH=8 100 mM

- 80 ul Agua bidestilada estéril.

- 400 pl Volumen final.

Se prepararon las siguientes reacciones.
1. 50 ul de Tris 25 mM pH=8 (control negativo de la reaccidn).
2.48.9 ul de Tris 25 mM pH=8 + 1.12 nl delaenzima CAT dilucion 1:1000 en
Tris 25mM (0.008U) [control positivo de lareaccion].
3.47.8 ul de Tris 25 mM pH=8 + 2.24 nl delaenzima CAT dilucion 1:1000 en
Tris 25 mM (0.016U) [control positivo de lareaccién].
4. 45 pul de Tris25 mM pH=8 + 5 pul del extracto proteico de T.E(control negativo de
transfeccion)
5. 45ul de Tris25 mM pH=8 + 5 ul del extracto proteico preparado en la seccion 4.6

para cada el ectroporacion realizada.

A cada tubo se le agregaron 50 pl de la mezcla maestra para tener un volumen
final de 100 pul. Se incubaron los tubos a 37°C durante 2.5 horas. Terminado el tiempo
de incubacion se extrgo € cloranfenicol diacetilado mediante una extraccion con
xileno; para esto se agregaron alos tubos 240 ul de xileno, se mezclaron en vortex muy
bien y se centrifugan a 14,000 rpm durante 2 minutos, se tomaron 180 ul de la fase
organica (superior) y se colocaron en un nuevo tubo marcado con un asterisco. Se
realizo otra extraccion, agregandole 210 ul de xileno alos tubos con la reaccion original
y se realizd e mismo procedimiento anterior, ahora se tomaron 200 pls de la fase

organicay se colocaron en |os tubos marcados con un asterisco para un volumen final
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de 380 pls. A los tubos con 380 pul de xileno se les agregaron 250 ul de Tris 25 mM
pH=8, se mezclaron en vortex por 30 segundos y se centrifugaron 2 minutos a 14,000
rpm; se tomaron 330 pl de lafase organicay se colocaron en nuevos microtubos, a estos
tubos se les agregaron 300 ul de Tris 25 mM pH=8 se mezclaron en vortex muy bien'y
se centrifugaron a 14,000 rpm por dos minutos, se tomaron 300 ul de lafase organicay
se colocaron en viales que contenian liquido de centelleo. Las muestras se leyeron en un

contador de centelleo previamente normalizado en el canal de tritio (ver resultados).

4.11 Cuantificacion de Proteina.

Para reportar la actividad de CAT /ug de proteina se cuantifico la cantidad de
proteina en los extractos mediante el método de Bradford (Bradford, M.M. 1976). Se
utilizé una curva patron de albumina sérica bovina a diferentes concentraciones (0.5, 1,
1.5, 2, 2.5, 3 hasta 10 ug /ml).

En un microtubo de 1.5 ml se colocaron 5 ul de lamuestra a cuantificar + 795 pl
de agua bidestilada estéril. A estos tubos se les agregé 200 ul del reactivo Azul de
Coomasie (Biorad), se mezclaron en vortex vigorosamente por 30 segundos, y se
incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos. Las muestras se leyeron en €
espectrofotdbmetro a 595 nm, antes de que transcurriera una hora de redizada la
reaccion. Los datos de la curva patron se graficaron para interpolar las lecturas de las

muestras.

4.12 Purificacion del RNA poli (A)+.

A partir del RNA total de T. vaginalis se purificé el RNA poli (A)+ utilizando €l
Quick Prep Micro mRNA purification kit (Amersham Pharmacia Biotech). En este
procedimiento se utilizo unaresina[oligo(dT) cellulosa] para separar el RNA poli (A)+.
Se partié de 2.2 ug de RNA total de T. vaginalis resuspendidos en 30 pls de H,O
DEPC; se adicion6 0.4 ml de amortiguador de extraccion [Quick Prep Micro mRNA
purification kit (Amersham Pharmacia Biotech)], 0.8 ml del amortiguador de elucién
[Quick Prep Micro mRNA purification kit (Amersham Pharmacia Biotech)] 1 ul de
oligo (dT) cellulosa, se mezcldé suavemente por inversion durante 3 minutos, se
centrifugd a 14,000 rpm por 10 segundosy se elimind el sobrenadante. Laresina se lavo
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cinco veces de la siguiente manera: se resuspendié en 1 ml del amortiguador de alta sal
[10Mm Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.5 mM NaCl] se centrifugd a 14,000 rpm por
10 segundos y se elimind e sobrenadante. Posteriormente la resina se resuspendié en 1
ml del amortiguador de baja sal [10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.1 M NaCl]
por inversion, se centrifugd a velocidad maxima por 10 segundos y se eliminé €
sobrenadante; este procedimiento se repitid 2 veces.

Laresina se resuspendié en 0.3 ml del amortiguador de bagja sal, setransfirié ala
columna (microspin column) que se coloca dentro de un microtubo y se centrifugé a
velocidad méxima (14,000 rpm) durante 5 segundos. Este proceso se realizo dos veces
mas, utilizando 0.5 ml del amortiguador de bagja sal y tubos nuevos.

El RNA poli (A)+ se eluy6 de la resina de la siguiente manera: La columna se
colocd en un microtubo de rosca, y se le agregé 0.2 ml del amortiguador de elusion a
65°C, la columna se centrifugd a velocidad maxima durante 5 segundos, y se guardé el
eluato que contiene el RNA poli (A)+. La columna se lavo con 0.2 ml de amortiguador
de elusién a65°C y serepitio € procedimiento anterior.

El RNA se cuantifico por espectrofotometria de la siguiente manera: el RNA se
diluy6 1:1000 en amortiguador de elusion, en un volumen total de 1000 pls. En una
celda de cuarzo se leyé la absorbancia a A=260 nm y A=280 nm. La concentracion de
RNA se calcul6 utilizando laférmula:

1 D.0.260 = 40 ug RNA/m
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4.13 Amplificacién rapida de los extremos 3'de cDNA (3" RACE)

Latécnica de 3' RACE incluye los procesos de: @) sintesis de cDNA a partir de
RNA poli (A)+, b) amplificaciéon del extremo 3' del cDNA del gen mediante PCR y c)
clonacion del producto de PCR purificado.

a) Sintesisde cDNA de T. vaginalis.

Se colocaron en un microtubo:

Solucion [] final en lareaccion.
-RNA pali (A) + 1.5-71 ng/pl
-oligonucledtido AP 28.5 ng/ul
-dNTPs mix 0.7mM

-H,O DEPC cbp 7 ul

Estareaccion seincubo a 65°C durante 5 min. y se colocd en hielo 1 min, el tubo

se centrifugd en unamicrocentrifugay se agregaron:

Solucién [] final enlareaccién
-Amortiguador First Strand (Invitrogen) 05X

- DTT (Invitrogen) 0.005 M
-SuperScript™I11 RT (Invitrogen) 100 U

Se mezclé con pipeta subiendo y bajando, se incub6 durante 15 min a 42°C. y
30 min a 50°C. La enzima se inactivo durante 15 minutos a 70°C. Posteriormente €l
RNA se degradd con 1 U de RNAsa H (Invitrogen) a 37°C durante 35 minutos, se
centrifugd en una microcentrifugay se guardé a-20°C.
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b) Amplificacién delos extremos 3' de cDNAsde CAT por medio de PCR.

En un microtubo de 0.5 ml para PCR estéril se colocaron

Solucion [] final en lareaccion
-cCDNA deT. vaginalis 1.5l
-Amortiguador PCR (SIGMA) 1X

-dNTPs (Invitrogen) 0.6mM

-MgCl, (SIGMA) 3mM
-Oligonucledtido AUAP-B 80 pmol
-Oligonucledtido CAT 10 80 pmol

-H,0 bde cbp 49.5 ul

Se agregaron 0.5 ul de la enzima Taq polimerasa (donada por €l Dr. Jaime
Ortega, CINVESTAYV). La reaccion se llevd a cabo en un volumen total de 50 ul y
consistio de 30 ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 2 min. de acoplamiento

a42°Cy 3 min. de extensién a 72°C, seguidos por 5 min. de extension a 72°C.

Para realizar una segunda amplificacion del cDNA de CAT (PCR anidado, o

“nested”), se colocaron:

Solucion [] final enlareaccion
-Producto de la primera amplificacion 0.5 ul
-Amortiguador PCR (SIGMA) 1X

-dNTPs (Invitrogen) 0.6mM

-MgCl; (SIGMA) 3mM
-Oligonucledtido AUAP-B 80 pmol
-Oligonucledtido CAT 11 80 pmol

-H,0 bde cbp 49.5 ul

Se agregaron 0.5 ul de laenzima Taq polimerasa (CINVESTAV). Lareaccion se

llevd a cabo en un volumen total de 50 ul y consistio de 35 ciclos de 1 minuto de
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desnaturalizacion a 94°C, 1 min. de acoplamiento a 55°C y 1 min. de extension a 72°C,
seguidos por 5 min. de extension a 72°C. Los productos de PCR se verificaron en un gel
deagarosaa 1.5 % en TAE 1X

c) Ligacién del producto de PCR en e vector TOPO (Invitrogen).

La clonacion en el vector TOPO se basa en la reacciéon que se lleva a cabo entre la
enzima topoisomerasa | del virus de la Vaccinia'y el DNA del vector plasmidico, la
enzima corta después de la secuencia 5'- CCCTT de cada una de las cadenas del DNA
(en este sitio se ligara el producto de PCR) y se forma un enlace covalente entre €l
grupo3’ fosfato del sitio de cortey el residuo de tirosina (Tyr 274) de |la topoisomerasa.
Este enlace es atacado por € grupo 5 hidroxilo de la cadena de DNA liberando a la
enzima, haciendo eficiente la clonacién del producto de PCR con el vector. Se puede
transformar en células quimicamente competentes o bien en células electrocompetentes.
El vector TOPO tiene en su genoma al gen ccdB gue es un gen letal de E. cali, este gen
esta unido al C terminal del fragmento LacZa y a ligarse e producto de PCR se inhibe
la expresion de dicho gen, permitiendo crecer Unicamente a las colonias recombinantes
representando de esta forma una gran aternativa para la clonacion de productos.

Se clonaron los productos del PCR anidado, de la siguiente manera: En un
microtubo de 0.5 ml se colocaron 2 ul del producto de PCR anidado, 0.5 ul de la
solucion diluida de sal (1:4) (Invitrogen), y 0.5 ul del vector TOPO. La mezcla se
incubd por 15 minutos a temperatura ambiente para que se llevara a cabo la ligacion.
Posteriormente se agregaron 2 ul de la reaccion anterior a un vial de células
competentes (E.coli ya incluidas en el kit) mezclandose ligeramente. Las células se
transfirieron a una celda para electroporacion de 0.1 cm de diametro, se electroporaron a
2.46 Kvoalts, y se recuperaron inmediatamente en 250 pl de medio SOC. La mezcla se
transfirio a un tubo conico (Falcon) de 15 ml y se incub6 a 37 °C por una hora con
agitacion a 500 rpm.

Después de la incubacién se plated 1/10 (30 wl) y 9/10 (270 upl) de cada
electroporacion en cgjas de medio LB sblido + kanamicina (50 ug/ml) y las cajas se

incubaron a 37°C todala noche.
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4.14 Southern blot
En esta técnica se hibrida e DNA (los productos de PCR de la primera
amplificacion y el PCR anidado) con una sonda radiactiva de un fragmento de la region
codificadorade €l gen cat..
Se prepard un gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X, con un grosor aproximado de
6 mm, se utilizé como marcador de peso molecular A Hindlll, se cargaron los productos
de PCR obtenidos para la primera y segunda amplificacion, € gel se corrio a 80 volts
durante una hora, se tifi6 con bromuro de etidio durante 10 minutos y se destifid 20
minutos en agua bidestilada. Se coloc6 una regla fluorescente junto al gel de forma que
coincidiera el 0 de la regla con la parte inferior del pozo, se tom6 una fotografia para
posteriormente inferir el tamafio de las bandas que den sefial. Se hizo una muesca en la
parte superior derecha del gel. Posteriormente se transfirio e gel a un recipiente para
realizar |os pasos de:
a Depurinizacion: seincub6 el gel en 250 ml de HCI 0.25 N durante 7 minutos. Se
descart la solucion y se repitio este paso unavez mas.
b. Desnaturalizacion: se incubd el gel en 250 ml de solucién desnaturalizante
durante 15 min. Se descartd la solucion y se repitid este paso unavez mas.
c. Neutralizacion: seincubd el gel en 250 ml de solucién de neutralizacion durante

30 minutos. Se descartd la solucién y se repitio este paso.

Para transferir el DNA a una membrana de nylon Zeta probe GT (BIORAD), se
cortd la membrana del tamafio del gel, se colocé sobre € gel y para permitir la
transferencia se coloco sobre esta un papel whatman del mismo tamario y una cama de
toallas de papel, con un peso encima. Se utilizo la solucion de transferencia (apéndice )
y se dgj6 transfiriendo durante 16 horas.

Después de la transferencia, se marcaron los pozos del gel en lamembrana, y se
corto la esquina correspondiente que se cortd en € gel. La membrana se lavé con
agitacion suave en SSC 2X (apéndice ¢) durante 10 minutos, y se dej6 secar durante 1
hora. EI DNA se fijo a la membrana con luz UV utilizando una energia de 120,000
pJem?n un equipo UV crosslinker (Stratagene); la membrana se prehibridé durante
por lo menos 2 horas en solucién de prehibridacion (apéndice c) a 40°C. Se deseché la

solucion de prehibridacion y se le agreg6 la sonda radiactiva.
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La sonda para hibridar la membrana, se preparé de la siguiente forma: utilizando
el kit comercial Rediprime™ 11 (random prime labelling system) [Amersham pharmacia
biotech], 50-100 ng de DNA se llevan a un volumen de 45 pul con H,O bidestilada
estéril, se desnaturalizan por calentamiento a 95°C durante 5 minutos en un bafio de
agua hirviendo, se pasan a higlo durante 3' y se centrifugan a velocidad maxima en
microcentrifuga por 30 segundos.

El DNA desnaturalizado se agregé a tubo de labelling mix mezclandolo
suavemente hasta que el color fue uniforme, se centrifugd nuevamente a la misma
velocidad y se agregaron 15uCi de a[*P] dCTP homogeneizando perfectamente la
reaccion, se incubo por 10 minutos a 37°C. Se par6 la reaccion agregando 5 ul de
EDTA 0.2M, posteriormente se le agregaron 50 ul de solucién T.E 10/02 mM.; se pasd
esta mezcla por una columna de sephadex G50 para quitar la marca radiactiva libre, no
incorporada alareaccion.

La sonda se desnaturalizd con 10 ul de NaOH 3N durante 5 minutos a
temperatura ambiente, se transfirié a hielo con aguay se neutralizé con 10 ul de HCI 3N
y 5ul de Tris 1M pH=7.4. La sonda desnaturalizada se mezcl6 con 5 ml de solucion de
prehibridacion.

La solucion de prehibridacion de la membrana se desechd y se le agregaron los 5
ml de la sonda radiactiva. Los filtros se hibridaron durante un tiempo equivaente a 2
Cot 1/2, donde Cot 1/2 = 2(1/X) (Y/5) (Z/10); X= Peso en ug de la sonda, Y= tamafio
en kb de la sonda, y Z= volumen de hibridacion en ml (Cot Y2 es el tiempo en € que la
mitad de las moléculas de la sonda se unen alas moléculas del DNA blanco).

Pasado e tiempo de hibridacion, la membrana se lavd durante 15 minutos a
temperatura ambiente con una solucion 2X SSC y 0.5% SDS; la membrana se
monitoreo con un contador geiger y se lavo dependiendo del fondo radiactivo. La

membrana se expuso en pelicula Hiperfilm (Amersham Biosciences) durante 24 horas.

4.15 Seleccion de clonas positivas mediante hibridacion.
Las colonias que se obtuvieron en las cajas de medio LB + kanamicina se
parcharon por duplicado en cgjas de medio LB + kanamicina (50 ug/ml) de la siguiente

manera: se coloco una plantilla cuadriculaday numerada bajo |a caja petri y en cada uno
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de los cuadros se sembro una colonia distinta, mediante el uso de palillos estériles. Las
cagjas se incubaron a 37°C por 24 horas. El duplicado de cada caja se guard6 a 4°C para
recuperar las clonas positivas. La transferencia de colonias a filtros para hibridacion se
hizo de la siguiente manera:

Se cortaron filtros de nitrocelulosa del tamafio de la base de la caja petri; se
colocd un filtro sobre una caja petri, evitando que quedaran burbujas de aire, durante un
minuto sobre las colonias parchadas; se marcaron los filtros con tinta para saber su
orientacion. Los filtros se transfirieron sucesivamente en |as siguientes soluciones. SDS
al 10% (5 min), NaOH 0.5 M (5min), NaCl 1.5 M (5 min). Los filtros se dejaron secar a
temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente se fij6 el DNA utilizando una energia
de 120,000 pJcm? en un equipo UV crosslinker (Stratagene). A continuacion los filtros
se lavaron con una solucion 5XSSC, 0.5% SDS y 1mM EDTA, para eiminar
completamente los restos celulares. Se degjaron secar |os filtros por aproximadamente 1
hora a temperatura ambiente.

Los filtros se prehibridaron durante dos horas en 10 ml de la solucion de
prehibridacién (apéndice ), en un horno de hibridacion (Amersham Life Science).

La sonda para hibridar los filtros, se preparé de la misma forma que la utilizada
en el Southern blot (seccion 4.14).

La solucion de prehibridacion de los filtros se desech6 y a los filtros se les
agrego la sonda radiactiva. Los filtros se hibridaron durante un tiempo equivalente a 2
Cot 1/2. Pasado €l tiempo de hibridacion, los filtros se lavaron 2 veces durante 15
minutos a temperatura ambiente con una solucion 2XSSC y 0.5 % SDS; los filtros se
monitorearon con un contador geiger y se lavaron las veces necesarias para reducir €l
fondo radiactivo. Los filtros se expusieron durante toda la noche en pelicula Hiperfilm

(Amersham Biosciences).
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4.16 Northern blot.

El RNA extraido de los parasitos transformados con € pldsmido de interés se

separ6 de acuerdo a su peso molecular en un gel desnaturalizante de agarosa con
formaldehido a 1.75%, (peso/volumen), (apéndice €). Las muestras de RNA se
prepararon de la siguiente forma: Se colocaron en un microtubo estéril 500 ng de RNA
total, 2.5 ul de agua bidestilada tratada con DEPC, 1.55 ul de MOPS 5X, 2.72 ul de
formaldehido y 6.8 pul de formamida.
Las muestras de RNA y los marcadores de bajo y ato peso molecular (0.16-1.77 kb
RNA Ladder. GIBCO) se incubaron durante 15 minutos a 65°C y se pasaron a hielo.
Posteriormente se les agreg6 4.5 ul de amortiguador de carga 6X para RNA (0.25% azul
de bromofenol, 0.25% xilencianol, 30% glicerol, 1.2% SDS y 60 mM de fosfato de
sodio pH=6.8) y se carg6 en €l gel. El gel se corrié 3 horas a 80 volts posteriormente se
cortd la parte donde se cargaron los marcadores de peso molecular y una muestra del
RNA, se tifid con bromuro de etidio en agua DEPC. El resto del gel se transfirié a una
membrana de nylon (nitran, Schleider & Schuell) durante 17 horas con una solucion
10X SSC. Después de la transferencia la membrana se dgj0 secar a temperatura
ambiente durante 1 horay € RNA se fij6 a la membrana con luz UV utilizando una
energia de 120,000 pJecm? en un equipo UV crosslinker (Stratagene).

Posteriormente la membrana se prehibrido durante dos horas a 42°C con 5 ml de
solucion de prehibridacion [ 50% (v/v) formamida, 5X SSC, 50 mM trissHCL pH= 7.4,
5X solucion Denhart’s, 1% (peso/volumen) SDS], pasadas las dos horas se desecho la
solucion de prehibridacion y se agreg6 la sonda homéloga de cat. La hibridacion se
realizo durante 15 horas a 42°C. Posteriormente la membrana se lavo con una solucion
2XSSC, 0.5% SDS a temperatura ambiente, y se expuso toda la noche en pelicula

Hiperfilm (Amersham Biosciences).
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5.1 Curvade crecimiento de Trichomonas vaginalis.

Con € fin de optimizar las condiciones experimentales y tener la certeza de
trabagjar con parasitos en fase logaritmica se realiz6 una curva de crecimiento de T.
vaginalis (seccion 4.6), ya que no existen reportes sobre la cinética de crecimiento en

funcion del tiempo de este parasito. Los resultados se muestran en lafigura 14.

Curva de crecimiento Trichomonas vaginalis
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Figura 14.Cinética de crecimiento de T. vaginalis en funcién del tiempo.

Como se observa en la gréfica la fase logaritmica se sitlia entre 1x10° y 1x10°
pardsitos/ml, por lo que decidimos utilizar cultivos que tuvieran una densidad de

aproximadamente 1 x 10° parasitos/ml para redlizar € ensayo de transfeccion (seccion
4.7).

5.2 Mutagénesis del codon de término delatraduccion del gen reportero cat.

Es importante destacar que en €l vector que utilizamos pAC22cat-1 e codon de
término de la traduccién del gen reportero cat se localiza de manera independiente de la
sefid propuesta para la poliadenilacion, y estos dos elementos se encuentran separados
entre si por 10 nucledtidos (ver figura 15).
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En €l trabajo desarrollado durante mi tesis de licenciatura en el laboratorio de la
Dra. Imelda Lépez determiné el sitio de poliadenilacion de los transcritos del gen
reportero cat, expresados a partir del vector pAC22cat-1 que contiene las regiones rio
arriba y rio abgjo a la region codificadora de un gen de actina (Fig 10). Nuestros
resultados muestran que los MRNA de cat se poliadenilan en € mismo sitio que los
MRNAS de el gen de actina (Fig 13), lo que sugiere que laregion 3 UTR de este gen es
capaz de dirigir e procesamiento (poliadenilacion) del transcrito de un gen reportero de
manera andlogaal procesamiento de los transcritos del parasito.

El primer objetivo de este proyecto fue mutagenizar el codén de término de la
traduccién original del gen reportero cat (TAA) dada su cercania y similitud con la
sefiad propuesta de poliadenilacion TAAA.

Se decidié cambiar €l codon de término de la traduccién de cat TAA (Fig 15)
presente en un 99% de los MRNASs de T. vaginalis, por €l codon de término TAG
(también llamado ambar) presente en un 1% de los MRNAS del parasito. Dicho cambio
se readlizd mediante mutagénesis dirigida (seccion 4.5) utilizando como templado el
vector pAC22cat-1. Los oligonucledtidos utilizados fueron |os siguientes:

Oligo CATSTOP3: 5 GGCAGGGCGGGGCGTAGGAGCTCACTTAAAZ
Oligo CATSTOP4: 5 TTTAAGTGAGCTCCTACGCCCCGCCCTGCCS'.

5 Ii_n:— cat TAAGAGCTCACT TAAA = YA ) AAT T TTT T Tre0e 3
[
> it cat  TAGEAGCTCACT TAAA———=YIA o AATT=TTTTT..003’

Figura 15. Esquema del cambio realizado por mutagénesis dirigida. En rosa se muestran las
regiones intergénicas 5° y 3' de actina (esta ultima contiene las sefidles propuestas para la
poliadenilacion y € procesamiento de transcritos en T. vaginalis), en azul se muestra el gen cat
con el cambio de codon de término de la traduccion en negritas, en amarillo el promotor de T.
vaginalis, y en negro la secuencia que une el gen cat con laregién 3' de actina.

Se obtuvieron 120 clonas de la construccion mutante y se eligieron 10 clonas a azar
para extraer plasmido (minipreps) de cada una, de estas seleccionamos 2 clonas: la

clona5 cat-ambar y la clona 10 cat-ambar, las cuales se mandaron secuenciar con los
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oligos CAT10y CAT 20 (ver figura10) a Instituto de Fisiologia Celular, UNAM en un

secuenciador automatico. Las secuencias obtenidas son |as siguientes:

pAC22cat ATGAACAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA 60
ambar 5 ATGAACAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA 60
ambar 10 ATGAACAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA 60

pAC22cat CATTTTGAGGCATTTCAGICAGITGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGAT 120
anbar 5 CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGAT 120
ambar 10 CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGT TGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGAT 120

pAC22cat ATTATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGECCTTT 180
ambar 5 ATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATT 180
ambar 10 ATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATT 180

pAC22cat CACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGT 240
anbar 5 CACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGT 240
ambar 10 CACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGT 240

pAC22cat GAGCTGGTGATATGGGATAGTGI TCACCCTTGI TACACCGT TTTCCATGAGCAAACTGAA 300
ambar 5 GAGCTGGTGATATGGGATAGTGT TCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAA 300
ambar 10 GAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAA 300

pAC22cat ACGITTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATAT 360
ambar 5 ACGITTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATAT 360
ambar 10 ACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATAT 360

pAC22cat TCGCAAGATGIGGECGTGI TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAG 420
ambar 5 TCGCAAGATGTGGCGTGT TACGGTGAAAACCTGGECCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAG 420
ambar 10 TCGCAAGATGTGGCGTGT TACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAG 420

pAC22cat AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTG 480
ambar 5 AATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTG 480
anbar 10 AATATGTITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGITTCACCAGTTTTGATTTAAACGTG 480

pAC22cat GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC 540
ambar 5 GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC 540
ambar 10 GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGC 540

pAC22cat GACAAGGT GCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGI CTGTGATGECTTCCAT - 600
ambar 5 GACAAGGTGCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGECTTCCAT 600
ambar 10 GACAAGGTGCTGATGCCGCTGGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT 600

pAC22cat GICGGCAGAATGCTTAATGAAT TACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGGCGGEEECETAA 660
ambar 5 GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGT GGCAGGGCGGGEECETAg 660
ambar 10 GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGT GGCAGGGCGEGEECETAY 660

pAC22cat GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA 720
ambar 5 GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA 720
ambar 10 GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA 720

Figura. 16. Alineamiento de las secuencias de los pldsmidos mutantes ambar con la secuencia
de pAC22cat-1. Se muestran encerradas en un rectangulo las bases diferentes: en azul el cambio
deseado en el coddn de termino de la traduccion y en amarillo los cambios encontrados en la
region codificadora. En negro la secuencia que une €l gen cat con la regién 3' de actina (en
color rosa), con doble subrayado la sefiadl propuesta para la poliadenilacién, subrayada la sefial
propuesta para el procesamiento de los transcritos y en cursivas la region rica en Us rio abgjo
del sitio de corte.
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En la secuencia se observan dos cambios en la region codificadora del gen cat
ademés del cambio deseado en e codon de término; ocurre un cambio de base de C—G
que se traduce en un cambio de aminoacido de serina (TCG) a triptofano (TGG) en la
posicion 47 y un segundo cambio de base C—T por un codén sindénimo para valina en
la posicion 585.

Se ha reportado que en €l sitio activo de la enzima CAT estan involucrados los
residuos His-195, Arg-18 y Tyr-25 los cudes son altamente conservados (Ledlie y
col.,1988). En este caso €l cambio de aminoacido que se observa (Serl6 — Trp) no
participa en e sitio activo por lo que pudiera no afectar la actividad de la proteina
reportera. Es necesario determinar la actividad bioquimica de CAT expresada a partir
del vector pcat-ambar (CAT ambar) y compararla con la actividad CAT expresada a
partir del vector pAC22cat-1, para determinar si el cambio de aminoacido modifico la

actividad de laenzima.

5.2.1. Actividad enzimatica dela proteina CAT ambar.

Para saber si los cambios de codén (TCG—TGG; TCT—-TTT; y UAA—UAG)
afectaron la actividad enzimatica de la proteina reportera CAT se realizo la transfeccion
de células de T. vaginalis en fase logaritmica, con los vectores pcat- ambar 5, pcat-
ambar 10 y como control positivo de la transfeccion y de la actividad CAT se utilizé el
vector parental pAC22cat-1 conforme al ensayo descrito en la seccion 4.7.

Se realizo la extraccion de proteina de los cultivos transfectados (seccién 4.8), y
se determind la actividad bioquimica de la proteina CAT como se describe en la seccion
4.10.

L os resultados de las actividades enzimaticas se muestran en lafigura 17. Como
se observaen lagréfica, laactividad CAT obtenida con los dos plédsmidos pcat-ambar es
muy semejante a la actividad CAT obtenida con e plasmido parental pAC22cat-1, |o
que indica que €l cambio en & coddn de término de la traduccién de cat y los cambios
observados en la region codificadora no modificaron la actividad de la proteina

reportera (Fig 17).
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Actividad enzimatica de CAT
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Figura 17. Actividad CAT promedio de ensayos independientes (n=2), de parésitos
transfectados con los plasmidos pcat-ambar 5 y pcat-ambar 10 comparada con la actividad de
parésitos transfectados con el vector pAC22cat-1.

5.2.2 Determinacioén del sitio de poliadenilacion de los transcritos cat-ambar .

Para determinar € sitio donde se lleva a cabo la poliadenilacion de los
transcritos cat expresados en parésitos transfectados con los plasmidos pcat-ambar 5 y
pcat-ambar 10, se realizd la amplificacion rgpida de los extremos 3 de cDNA (3
RACE). Se utiliz6 RNA poly (A)+ extraido de las transfecciones realizadas. El esqguema
de esta técnica se muestra en la figura 18. Se espera un producto de ~560 pb para la

primera amplificacion y de ~ 500 pb para el producto anidado.
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AAAMAAAAAAAAAAMAA 3 MRNA

l Transcriptasa reversa

2 . Degradacion del RNA

31

3 TTTTTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGG 5' Oligo AP

AAAAAAAAAAAAAAAAA 3" MRNA

3. PCRinicial para amplificar cat
Oligo CAT10
5—3
3

4 . PCR anidado (Nested PCR) para cat

5
3!
Oligo CAT11
5 —3
” 5
5. Clonacion 2

TTTTTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGG 5° cDNA

TTTTTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCEG 5' cDNA

TTTTTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGOGCACCEG 5'

<— 3’ CATGATCAGCTGOGCACCGGCCTAGG 5 Oligo AUAP-B
l Tag polimerasa

«— 3’ CATGATCAGCTGCGCACCGGCCTAGG 5' Oligo AUAP-B
AAAAAAAAAAAAAAAAAGT ACT AGT CGACGCGT GGCCGEATCC 3’
[TTTTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCT GCGCACCGGGGATCC 5

AAAAAAAAAAAAAAAAAGT ACTAGT CGACGCGT GBCCGEATCC 3’
TTTTTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCT GCCGCACCGGCCTAGG 5

Figura 18. Esquema del proceso de amplificacion répida de los extremos 3 de cDNA

(3 RACE).
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5.2.3 Clonacion delos productos amplificados por 3 RACE y andlisisde las clonas.

Los productos del ensayo 3 RACE para pcat-ambar 5 y pcat-ambar 10 se
clonaron en el vector TOPO; se obtuvieron 125 y 113 colonias respectivamente. Se
eligieron 8 colonias a azar de cadaligacion y se extrajo plasmido.

L os plasmidos se checaron en un gel de agarosaa 1% en TAE 1X y se eligieron
2 clonas, una de cada ligacion para secuenciarlas con e oligo CAT11 (10 pmol/ul) en €
Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

Las secuencias 3 UTR de los mRNAS de cat expresados a partir de pcat &mbar
5y pcat- &mbar 10 se ainearon en laregion 3 UTR del mRNA de cat expresado a
partir del vector parental pAC22cat-1 (Fig 19).

pAC22cat-1 5’ ... GOCGTAAGAGCTCACT TAAACAATTTCGGTATAATATATTT )
pcat- &mbar 5 5’ ... GOCGTAGGAGCTCACT TAAACAATTTCGGTATAATATATTT )
pcat- &mbar 10 5’ ... GCGTAGGAGCTCACT TAAACAATTTCGGTATAATATATTT K

Figura 19. Alineacion y comparacion de las secuencias del extremo 3' UTR de los cDNASs de
cat expresado a partir de el plasmido parental (pAC22cat-1) y de los plasmidos pcat-ambar 5y
pcat-ambar 10. Se muestra en negritas el cambio de coddn de término de la traduccion de cat,
en rosa la region 3 UTR de actina, subrayada la sefial propuesta para la poliadenilacién
(TAAA), en verde la Ultima base diferente de A presente antes de la cola de poliadeninas
(amarillo).

Como se ve en la figura 19 los mMRNAS cat-ambar se poliadenilan en el mismo
sitio que los transcritos de pAC22cat-1. Por lo tanto € cambi6 en el coddn de término
de la traduccion de cat no altero € sitio de poliadenilacion de los MRNAS. Para realizar
los ensayos de mutagénesis dirigida de la sefial propuesta para la poliadenilacion
(UAAA) en Trichomonas vaginalis podrén utilizarse cualquiera de los dos plasmidos
anteriores. Elegimos e plasmido pcat-dmbar 5 para utilizarlo como herramienta
experimental en la demostraciéon funcional de la sefial de poliadenilacion, y en o

sucesivo nos referiremos aél como plasmido parental.
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5.3 Mutagénesis de la sefial propuesta para la poliadenilacion en T. vaginalis

Se ha propuesto que la sefia utilizada por Trichomonas vaginalis para llevar a
cabo el proceso de poliadenilacién de los RNAs mensajeros es € tetranucledtido UAAA
gue en la mayoria de los casos incluye a codon de término de la traduccion UAA
(Espinosa y col., 2002). El objetivo principal de este trabajo es demostrar la
funcionalidad de esta sefial mediante ensayos de mutagénesis dirigida, utilizando el
vector pcat-ambar 5 (seccidn 5.2) como plasmido parental.

Se realiz0 mutagénesis dirigida (seccion 4.5, ver apendice D para los
oligonucledtidos utilizados), del tetranucledtido UAAA y se generaron 6 plasmidos
mutantes. Para facilidad en la nomenclatura los plasmidos mutantes se nombraron de
acuerdo a la(s) mutaciones generadas. En la primera construccién se sustituyeron 1os
cuatro nucledtidos de la sefid de poliadenilacion por la secuencia GCCC; a
continuacion se cambié cada una de las posiciones de la sefia propuesta para la
poliadenilacion dando lugar a los plasmidos GAAA, TCAA, TACA y TAAC. Para
corroborar que la sefial propuesta se compone de 4 bases, se sustituyé la base (C) rio
abajo y adyacente a la sefial de poliadenilacion para obtener el plasmido TAAAG.
Células competentes de E. coli, se transformaron con los plasmidos mutantes y se
obtuvieron varias colonias. Se €igié a azar una colonia de cada transformacion, se
obtuvo plésmido y se secuenci6 para verificar la presencia de la mutacion deseada. Se
utilizaron los oligos CAT11y CAT20 (ver figura 10), que permitieron secuenciar € gen
cat completo y susregiones5’ y 3’ adyacentes.

Como se puede observar en la figura 20 se obtuvieron todos los plasmidos con
las mutaciones deseadas en la sefia propuesta de poliadenilacion. No se encontrd

ningun otro cambio en laregion codificadora de cat.
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Parental TAAA TGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCT TCCATGTCGCCAGAATCCTTAATG 620
GCCC  TGGECGATTCAGGTTCATCATGCCGI CTGTGATGGCT TCCATGT CGGCAGAATGCTTAATG 620
GAAA  TGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCT TCCATGT CGGCAGAATGCTTAATG 620
TCAA TGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGCCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATG 620
TACA TGCCGATTCAGGT TCATCATGCCGTCTGTGATGGECTTCCATGTCGGCAGAATCCTTAATG 620
TAAC TGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGT CTGTGATGCCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATG 620
TAAAG TGCCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGECTTCCATGTCGGCAGAATCCTTAATG 620

Parental TAAA AATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGGCGGEGEECGT AGGAGCTCACTITAAAGAATTT 680
GCCC  AATTACAACAGTACT GCGAT GAGT GGCAGGEGECGEEECGTAGGAGCTCACT|GCCCOAATTT 680
GAAA  AATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGGCGEGEECGTAGGAGCTCACTIGAAACAATTT 680
TCAA AATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGEGCGEEECGTAGGAGCTCACTITCAACAATTT 680
TACA AATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGGCGGEGEGECGTAGGAGCTCACTITACACAATTT 680
TAAC AATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGEGCGEEECGTAGGAGCTCACTITAACOAATTT 680
TAAAG AATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGGCGGEGEGECGTAGGAGCTCACTITAAAGAATTT 680

Parental TAAA CGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGAAAT 740
GCCC CGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTIGAACCTATTTTGGAAAT 740
GAAA  CGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGAAAT 740
TCAA CGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGAAAT 740
TACA CCGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGAAAT 740
TAAC CGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGAAAT 740
TAAAG CCGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGAAAT 740

Figura 20. Alineamiento de la secuencia de los plasmidos mutantes en la sefial propuesta de
poliadenilacion con e plasmido parental. En azul se muestrala region codificadora del gen cat,
(incompleta), subrayado en azul el codén de término de la traduccion de cat, en rosalaregion 3'
del gen de actina, encerrada en un rectangulo rojo la sefial propuesta de poliadenilacién y las
mutaciones de la misma; en rosa subrayado se muestra la sefia propuesta de procesamiento y en
cursivas laregion ricaen Uslocalizada rio abajo del sitio de corte.

5.3.1 Actividad enziméatica de CAT en parasitos transfectados con los diferentes
plasmidos mutantes en la sefial propuesta de poliadenilacién.

Para determinar el efecto funciona de cada una de las mutaciones en la sefial
propuesta de poliadenilacién se transfectaron parasitos en fase logaritmica con cada uno
de los 6 plasmidos mutantes (seccion 4.7). Como control positivo de la transfeccién se
utilizé e plasmido parental, y como control negativo se transfectaron parésitos con
solucion amortiguadora T.E. sin DNA. Las transfecciones se realizaron en cuatro
ensayos independientes y en las mismas condiciones experimentales.

Se realizé la extraccion de proteinas de los parasitos transfectados con cada uno
de los plasmidos mutantes (seccidn 4.8) y se determiné la actividad enzimética de CAT
(seccion 4.10).

En lafigura 21 se muestra el promedio de la actividad enzimatica de CAT con la

respectiva desviacion estandar.
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Figura 21. Actividad bioquimica de cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT) en cultivos de T. vaginalis
transfectados con los plasmidos mutantes en la sefid propuesta de poliadenilacién comparada con la
actividad de parasitos transfectados con el plasmido parental (TAAA).

Al comparar las actividades de CAT obtenidas de parésitos transfectados con €l
plasmido parental (TAAA) y los pldsmidos mutantes en la sefial propuesta de
poliadenilacion, observamos que la actividad para los plasmidos mutantes GCCC,
GAAA, TCAA, TACA y TAAC cae avaoresdeentreel 10y e 15% con respecto ala
actividad dada por €l plasmido parental y estos valores son semejantes a los obtenidos
en las transformaciones sin DNA. En contraste, para €l plasmido TAAAG en donde se
cambié € nucledtido rio abajo adyacente a la sefid propuesta de poliadenilacion, la
actividad detectada equivale al 100% de la parental. Estos datos muestran que cualquier
cambio en € tetranucledtido TAAA se reflgga en una disminucion del 90% de la
actividad de la proteina reportera.

Nuestra hipétesis de trabajo es que e tetranucledtido UAAA es la sefid de
poliadenilacion y que las mutaciones en esta secuencia ateran e proceso de
poliadenilacion en T. vaginalis. Para confirmar nuestra propuesta analizamos los
transcritos de cat y su estado de poliadenilacién en células transfectadas con los

plasmidos anteriores. Los resultados se muestran a continuacion.
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5.3.2 Deteccion del transcrito cat en e RNA de células transfectadas con los
plasmidos mutantes.

Para determinar la presencia e integridad del RNA mensajero de cat en parasitos
transfectados con € plasmido parental y con los pldsmidos mutantes en la sefia
propuesta de poliadenilacion, se realizé un ensayo tipo Northern blot con RNA total, y
se utilizd una sonda homdloga de cat (fragmento de 420 pb EcoRI/Sstl del plasmido
pAC22cat-1) (Fig 22 A). No se logro6 observar una banda de ~700 pb (tamafio esperado
para el mensajero de cat) sino solo un barrido en cada unade las muestras o cua podria
significar que el RNA estaba degradado. Como control lavamos €l filtro y lo hibridamos
con una sonda homdloga de actina (Fig 22 B). En esta ocasion se observé claramente la
banda de ~1.3 kb que corresponde al mensgjero de actina. Por lo tanto el RNA del filtro
estaba integro y la ausencia de una sefial definida con la sonda de cat probablemente se
deba a que la cantidad de mensagjeros del reportero es muy baja y no es posible
detectarl os con este método.

A B
1 2 S 6L Su6 i et e 3 T4 5 s 65T

<4+—— 1.3kb

0.7 kb——p

e -

Figura 22. Andlisis por Northern blot del RNA total extraido de parasitos transfectados con diferentes
plasmidos. Se cargaron 5 pg por carril del RNA extraido de parésitos transfectados con los siguientes
plasmidos: 1: plasmido GFP(control negativo de hibridacion); 2: parental (TAAA); 3: GCCC; 4: GAAA;
5: TCAA; 6: TACA y 7: TAAC. Panel A: Sonda: fragmento de 420 pb EcoRI-Sstl del gen cat. B)
membrana presentada en lafigura A lavaday rehibridada con una sonda de actinade T. vaginalis.
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5.3.2.1 Deteccion del transcrito cat mediante RT-PCR.

Y a que no fue posible detectar |a presencia del RNA mensgjero de cat mediante
el ensayo de Northern blot, decidimos amplificar por RT-PCR laregion codificadora del
MRNA de cat, ya que con esta técnica es posible detectar cantidades muy pequefias de
RNA. Se utilizd RNA total de parasitos transfectados con e plasmido parental y con los
plasmidos mutantes. Para €l ensayo se utilizaron oligonucledtidos especificos del gen
cat que se anclan en laregion codificadora, como se muestra en la figura 23. El cDNA

se sintetizd con € oligonucledtido CAT21.

ler PCR 465 pb

e N
CAT 10I ICAT 21
Region 5’ Actina cat Region 3’ Actina mMRNA de cat
CAT 12_]1 |CAT 20
.

J
PCR anidado 257 pb

Figura 23. Productos de amplificacion esperados para el RT-PCR del mRNA de cat, utilizando
los oligos especificos CAT10, CAT11, CAT20y CAT21.

L os productos obtenidos para el PCR inicial y para el PCR anidado se separaron
electroforéticamente en un gel de agarosa a 1% en TAE 1X. Para corroborar que los
productos amplificados correspondian a cat se hibridaron con una sonda homdloga para
este gen (Fig 24). En el primer PCR no se observan bandas de amplificacion por tincién
con bromuro de etidio (Fig 24 A, gel superior) sin embargo se observa una sefia tenue
de hibridacion parael RT-PCR de células transfectadas con el pléasmido parental (Fig 24
B, carril 2).

En e PCR anidado se logro detectar la presencia del transcrito cat en el RNA
total de parasitos transfectados con el pldsmido parental y con los plasmidos mutantes
en la sefia propuesta de poliadenilaciéon (Fig 24). Estos datos muestran que la baja
actividad de CAT no se debe ala ausencia del transcrito, probablemente sea el resultado
de un proceso de poliadenilacion deficiente y por lo tanto en una baja produccion de

proteina.
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Figura 24. Andlisis de los transcritos de cat mediante RT-PCR. A) Gel de agarosa a 1% tefiido
con bromuro de etidio. Se cargaron 5 pl de los productos del RT-PCR ( gel superior) y del PCR
anidado (gel inferior). Se analizd el RNA obtenido de paréasitos transfectados con los siguientes
plasmidos: T.E. carril 1y 9; parenta carril 2 y 10; GCCC carril 3y 11; GAAA carril 4y 12;
TCAA carril 5y 13; TACA carril 6y 14; TAAC carril 7y 15. Marcador de peso molecular (A
Hindlll) carril 8 y 16. B) Southern blot del gel presentado en el panel A.

Sonda: fragmento de 420 pb EcoRI-Sstl del gen cat.

En los experimentos mostrados hasta aqui hemos analizado €l efecto que tienen
las mutaciones en la sefia propuesta de poliadenilacion sobre la actividad de la proteina
reportera. Para relacionar la disminucion de la actividad enzimatica con las mutaciones
introducidas es necesario conocer el estado de poliadenilacion de los transcritos cat
mutantes en la sefial propuesta de poliadenilaciéon y, si es e caso, €l sitio donde se

agregalacolapoli (A).
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5.3.3 Amplificacién de la region 3 de los transcritos cat mutantes en la sefial
propuesta de poliadenilacion UAAA.

Para determinar si se poliadenila € mMRNA de cat expresado en los parasitos
transfectados con los plasmidos mutantes: GCCC, GAAA, TCAA, TACA, TAAC y
TAAAG, seredlizo el ensayo de amplificacion rapida de los extremos 3' del cDNA (3
RACE). Para este ensayo se utilizd RNA poli (A)+ extraido de las transfecciones
realizadas con cada uno de los pldésmidos mutantes. El esquema de esta técnica se
muestra en la Fig 18. Para la primera amplificacién se espera un producto de ~570 pb y
parael PCR anidado se espera un producto de ~510 pb.

En la primera ronda de amplificacion del ensayo 3 RACE de cat se obtuvieron
varias bandas de amplificacién, de las que se distinguen tres bandas mayoritarias de
500, 800 y 1800 pb aproximadamente; la banda que nosotros esperabamos es de
aproximadamente 570 pb (Fig 25 A gel superior). En la segunda ronda de amplificacion
(PCR anidado) se obtuvieron también productos de amplificacion de varios tamafios;
aunque se ven enriquecidas las bandas de ~500 y 800 pb. Para saber si algunos de estos
productos de amplificacién corresponden a cat, serealiz6 un analisis por Southern blot.

El gel del panel A se transfirié a una membrana de nylon y se hibrid6 con una
sonda especifica para cat (Fig 25 B). En la primera ronda de amplificacion (panel
superior) solé se observé sefial de hibridacion en los productos de RT-PCR de RNA
aislado de células transfectadas con el plasmido parental TAAA y con TAAAG (Fig 25
B membrana superior). En la segunda ronda de amplificacion se observd hibridacién
para todos los casos, sin embargo las bandas mejor definidas son |as obtenidas para los
plasmidos parental y TAAAG. El barrido que se observa en el resto de las
amplificaciones pudiera ser € resultado de una poblacion de mRNAs de tamafio
heterogéneo (Fig 25 B gel inferior).
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9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 25. Andlisis de los transcritos de cat mediante 3' RACE. A) Gel de agarosa a 1% tefiido
con bromuro de etidio. Se cargaron 5 ul de los productos de la primera amplificacion (gel
superior) y del PCR anidado (gel inferior). Se anaiz6 e RNA obtenido de parésitos
transfectados con los siguientes plasmidos: T.E. carril 1y 9; parental carril 2y 10; GCCC carril
3y 11; GAAA carril 4y 12; TCAA carril 5y 13; TACA carril 6 y 14; TAAC carril 7 y 15;
TAAAG carril 8 y 16. Marcador de peso molecular (A Hindll1) carril M. B) Southern blot del
gel presentado en €l panel A. Sonda: fragmento de 420 pb EcoRI-Sstl del gen cat.

Se obtuvieron productos de amplificacion para los RNAs-cat mutantes en la
sefidl propuesta de poliadenilacion, 1o cua sugiere que podrian estar poliadenilados,
quiza en menor proporcion que los RNAs cat parental y TAAAG. Probablemente por
ser menos abundantes no se logré detectarlos en la primer ronda de amplificacién. Seria
necesario realizar PCR’s cuantitativos 0 semi-cuantitativos para conocer la cantidad de
transcrito cat en los RNAs mutantes y compararla con la cantidad de transcrito cat

parental.
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5.3.4 Clonacion delos productos amplificados por 3' RACE.

Para determinar e sitio de poliadenilaciéon de los transcritos cat mutantes, se
ligaron los productos completos del PCR anidado (obtenidos para cada una de las
mutantes) con el vector TOPO (seccion 5.3.3). Se obtuvo un gran nimero de colonias
transformantes que se hibridaron con una sonda homéloga de cat, para identificar
aquellas que contenian secuencias relacionadas con € gen reportero. Se obtuvieron las

siguientes clonas:

Ligacion No. de colonias positivas a la hibridacion.
TOPO-GCCC
TOPO-GAAA
TOPO-TCAA
TOPO-TACA
TOPO-TAAC

TOPO-TAAAG

OOl PR~ [O

Un gjemplo de la sefial de hibridacién que se obtuvo se muestraen lafigura 26.

S %ﬂ- -

Figura 26. Sefial es positivas obtenidas para las clonas TOPO-TAAAG.

Para descartar algun falso positivo de la hibridacién en colonia, los plasmidos
extraidos de las clonas positivas se analizaron mediante Southern blot, para lo cud se
digirieron con la enzima EcoRI que libera &l inserto del vector TOPO y se hibridaron

con la sonda especifica de cat (datos no mostrados).
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5.3.5 Secuenciacion y andlisisdelas clonas 3' RACE-mutantes de la sefial
propuesta de poliadenilacion .

Las clonas positivas identificadas en la seccidn anterior se secuenciaron en e
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM en un secuenciador automatico con el
oligo CAT11. Los resultados se muestran de dos maneras. 1 esquematica 'y después en
alineamiento. Para su comparacion las secuencias de cada una de las clonas se alinearon
con la secuencia del plasmido parental, primero entre clonas provenientes de la misma
mutante (GCCC, GAAA, TCAA, TACA, TAAC, y TAAAG), posteriormente se
alinearon entre si las secuencias que no estan poliadeniladas, y por Ultimo las secuencias
gue tienen cola de poli (A). En la figura 27 se muestra un esquema de los transcritos
cat-mutantes comparados contra la secuencia parental para dar una perspectiva global
del andlisis posterior de las secuencias.
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Transcrito primario ¢ i —3
y cDNA parental ¢ AAAAAAAAAAAAAAAA
$ 1ann)
o AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
O = 3 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
GCCC ® 1
{ — o
D - AAAAAAAAAAAAAAAA
> 3 3 <~ AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAA
AAAAAAA
@ GAAA . AAAAAAAAAAAAAAA
l -
y
TCAA - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
- AAAAAAAAAAAAAAAA
{) TACA .
9 ! [T AAAAAAAAAAAAAAAA
) [ AAAAAAAAAAAAAAAA
J= AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAA
TAAC
1
€ AAAAAAAAAAAAAAAA
& AAAAAAAAAAAAAAAA
& TAAAG 5
& AAAAAAAAAAAAAAAA

-— Region codificadora del gen cat

Secuencia que une el gen cat con la regién 3’ de actina

Sefial propuesta para la poliadenilacion UAAA ( contiene al codén de término de la traduccion UAA de actina)
Cambio en los cuatro nucleétidos de la sefial propuesta para la poliadenilacion (GCCC)

Cambio en la primera posicion de la sefial propuesta para la poliadenilacion (GAAA)

Cambio en la segunda posicién de la sefial propuesta para la poliadenilacion (TCAA)

Cambio en la tercera posicién de la sefial propuesta para la poliadenilacion (TACA)

Cambio en la base adyacente y rio abajo de la sefial propuesta para la poliadenilacién (TAAAG)
Regioén rica en Us

Seniala el sitio donde se procesa el transcrito parental

Secuencia TAAA

Cola de poliadeninas

P ielocves e

z

Figura 27. Esquema de los transcritos cat- mutantes en la sefial propuesta de poliadenilacion
comparados con el cDNA del plasmido parental.

Como se observa en el esguema, existen diferentes sitios de procesamiento para
los transcritos incluso provenientes de la misma mutante, solo los transcritos
provenientes de la mutante TAAAG se poliadenilan en el mismo sitio que es € sitio
donde se procesa el plasmido parental, ademas en algunos se observan residuos de
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Adenilato y en otros no; este comportamiento pudiera ser consecuencia de un proceso

deficiente de poliadenilacion.

5.3.5.1 Alineacion de clonas provenientes de las misma mutante.

En e andlisis de secuencias que se presenta en las secciones siguientes se
muestra en azul la region codificadora del gen reportero cat a partir del codon ATG de
inicio de la traduccion, en negritas €l coddn de término de la traduccion de cat (TAG),
en café la secuencia que une la region codificadora de cat con laregion 3’ intergénica
de actina, en rosa la region intergénica de actina, encerrada en cuadro rojo se muestra la
sefial propuesta de poliadenilacion y las variantes obtenidas de ésta mediante
mutagénesis dirigida, laflecha verde indica el sitio donde se procesa €l transcrito TAAA
parental, en color amarillo se muestra la cola de poliadeninas, subrayada la secuencia
del oligonucledtido AUAP-B utilizado para la amplificacion por 3 RACE, con doble

subrayado €l sitio EcoRl, y el guion indicalafalta de un nucleotido.

Alineamiento clonas 3'- GCCC

parental  ATGAACAAAAAAATCACTGGATATACCACCGT TGATATATCOCAATCGCATCGTAAAGAA
=Y oo o e
<11 c o o o e
TAGCOC = - = mmmmmmmm il
LGOCC = mmmmmmmmm e iioioiooo.
o o e
L6GOOC = - = mmmmmmmmm o m il

parental  CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGT TCAGCTGGAT
=Y oo e
<151 o o o e
TAGCOC === mmmmmmm il
LGOCC = mmmmmmmmm e eeioiooo.
o o e
L6GOOC = m = mmmmm o m o m oo

parental  ATTACGGOCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCOGGCCTTTATT
=Y c oo
<121 € oo o
LAGOCC == mmmmmmm o m e eaiaoiioo-
1 c oo o
2 c o o
L6GOCC == == mmmmm o mm il

parental  CACATTCTTGOOCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAAT TCCGTAT GGCAATGAAAGACGGT
=Y c oo
<11 € oo o
T o o
1 c oo o
2 c o o
L6GOCC == === mmmm il
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par ent al
49GCCC
36GCCC
14GCCC
ifceee
48GCCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36GCCC
14GCCC
1GCce
48GCCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36GCCC
14GCCC
1GCcC
48GCCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36CGCCC
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36CGCCC
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36CGCCC
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36GCCC
14GCCC
1GCCcC
483CCC
16GCCC

par ent al
49GCCC
36GCCC
14GCCC
1GCcC
483CCCC
16GCCC
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GAGCTGGTGATATGGGATAGTGT TCACCCTTGT TACACCGT TTTCCATGAGCAAACTGAA

ACGITTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
........................ TACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
........................ TACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
........................ TACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
........................ TACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
........................ TACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
........................ CACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT

TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GTTACGGT GAAAACCT GGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GTTACGCT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GTTACGGT GAAAACCT GGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGCTGAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGCGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TCTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG

GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATAGAAAGAGAGAAGG
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGTAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC

GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT CTGT GATGGCTTCCAT
G G GG GTACTAGT CGACGCGT GGCCGGAT
CACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECTCGTATTCAGGT CTCCATCCATGTCCGTATTG

GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCT TCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT

GTCGGCAGAATGCTTAAT GAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGEOGTAG
CCAAGGGCGAATTC - - - - - = = = = = = s m o e e oo e e oo e oo

GTCGGCAGAATGCTTAAT GAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGEOGTAG
GTCGGCAGAATGCT TAATGAAT TACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGGOGTAG
GTCGGCAGAATGCTTAAT GAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGGEOGTAG
GTCGGCAGAATGCT TAATGAAT TACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGGOGTAG

GAGCTCACTITAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

GAGCTCACTIGCCOCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTIGCCOCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTIGCCOCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTIGCCOCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
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par ent al GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGT TTTAATGGT TTATATGTGACCA
<] c oo
<] € o o
14GCCC GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGTGACCA
1GOCC GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGT GACCA
48GOCC GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGTGACCA
16GCCC GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGTTTATATGT GACCA
par ent al ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG
<] c oo
<] € oo oS
14GCCC ATACGATGTACCCT GAACATTTCTTTTCCAATATGAT TTTTACCT TTCACCAAATACAAG
1GOCC ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG
48GCCC ATACGATGTACCCT GAACATTTCTTTTCCAATATGAT TTTTACCT TTCACCAAATACAAG
16GCCC ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCT TTCACCAAATACAAG
par ent al TATCATGCTAATTAAAGT GCCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATACATAATTGAATC
<] c oo
<] € o o
14GCCC TATCATGCTAATTAAAGT GOCTGATTTGCATTGTATTCTTT

1GOCC TATCATGCTAATTAAAGT GOCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACT

48GCCC TATCATGCTAATTAAAGT GOCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATACATAATTGAATC
16GCCC TATCATGCTAATTAAAGT GOCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATCCATAATTGAATC

parental  AATCAATAACACTTGATAATTGTGTATTATTCCTTGTTGATTTAAAAGAATATCTTTTGA
/7Y o'

BBG0CC = - m e m e e e e eeeaaiaaas
14GCCC GTACTAGTCGACCCG GBCCGGATCCAAGGERCGAATTG -~ - == - mmmm oo oo oo -
1G6Cce GTACTAATCCACGCCG: - - - === == === == - = e e
48GCCC AATCAATAACACT TGATAATTGTGTATTATTCCTTGGTGATTTAAAAGAATATCTTTTGA
16GCCC AATCAAAAACCCTTGG TGGGGGAATTATTCCCTGGTGAATT TCTT

parental  TATTTTGAAGTAAATTAAATTATTCTTCATCAAATCATAGAGATAAACTAAAACAAGACA
/7Y o'

<151 o oo
TAGCOC === mmmmmmm il
£ c'o @ o e
48GOCC T GTACTAGT TCGACGOGT GGOOGGAT CCAAGGGOGAATTC

16GCCC TTTGATTTTTGGAAGT GTTCTTGTTCCAACOGGGGOCGGAT

Como se observa en e aineamiento anterior cinco de las seis clonas analizadas
tienen regiones ricas en A, la clona 36 no tiene cola de poli A y termina en la base 563
de laregion codificadora del gen cat. En las clonas 14, 1, 48 y 16 que presentan cola de
poli A, no se observa un patron de poliadenilacién definido ya que se poliadenilan entre
180 y 260 bases rio abajo del sitio donde se procesa € parental. La clona 49 se
poliadenila en la base 527 de la region codificadora de cat. La Ultima base diferente de
A gue se observa antes de la cola de poli A es la base pirimidica timina en todas las
clonas poliadeniladas. Ninguno de los transcritos analizados se procesa en e mismo
sitio que los transcritos provenientes del pléasmido parental.

En las clonas 16 y 49 se observan secuencias cortas de varias adeninas (A)
situadas solo bases antes de la cola de poli A. En dos de la clonas analizadas (14 y 1

GCCC) podria funcionar como sefial de poliadenilacion el motivo TAAA (subrayado),
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situado a 29 y 33 nucledtidos respectivamente rio arriba del sitio donde se procesaron

dichas clonas, sin embargo a pesar de que es el mismo motivo no se poliadenilan en €l

mismo sitio, y no se observa laregioén rica en U’s propuesta para que se lleve a cabo €l

proceso de poliadenilacion.

El cambiar todos los nucledtidos de la sefial propuesta de poliadenilacion

(GCCC) afecta e procesamiento y poliadenilaciéon de transcritos en el reportero cat.

Este proceso se vuelve deficiente y errético, por 1o que los transcritos cat de esta

mutante pudieran no ser exportados al citoplasma o bien degradados rapidamente lo que

se reflga en la cantidad de proteina CAT-GCCC producida ya que la actividad

observada de la proteina CAT disminuye avalores del 10% respecto al parental.

Alineamiento clonas 3'- GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

ATGAACAAAAAAAT CACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA

ACGITTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGCCAGI TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
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14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

par ent al
14GAAA
10GAAA
16GAAA
24GAAA

RESULTADOS Y DISCUSION

TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GTTACGGT GAAAACCT GGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGCGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGITTCACCAGITTTAAG

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGCGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGCGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG

GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGECAAATATTATACGCAAGGEC

G GTACT AGT CGACGCGT GGCCGGAT CCAAGGGUGAAT T- - - == - == - === = = -
GCCAATATGGG GAAGAG GTACTAGICGTACCTCGGTGCGCGITACTAGTIG
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGEGEC GTA

GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC

GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT CTGT GATGGCTTCCAT

CTAGTCGACGCGT GECCGERATCAAGGEGCGAAT T- - == - s s s o e e e e e e e oo
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCT TCCAT

GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGEECGTAG

GTCGGCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG

GAGCTCACT|ITAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

GAGCTCACT|IGAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

GIGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGITTTAATGG TTTATATGIGACC

GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGT TTTAATGGGT TTATATGTGACC

AATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAA

AATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTC- CCAAATACAA

GITATCATGCTAATTAAAGTGCCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATACATAATTGAAT

GIATCATGCTAATTAAAGTGCCTGATTTGCATTGTATTCTTTA- CTATCCATAATTGAAT

CAATCAATAACACTTGATAATTGTGTATTATTCCTTGIT. . .

CAATCAATA-C
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En e aineamiento anterior observamos que las clonas 14, 10 y 16 tienen
regiones ricas en A en la region codificadora del gen cat entre las bases 450 y 520, en
caso de traducirse estos mMRNASs darian lugar a una proteina truncada no funcional. De
la misma forma que en dos de las clonas GCCC, en las clonas 10 y 14 GAAA se
observan secuencias cortas adicionadas con residuos de A antes de la cola de poli A que
en ambos casos es de solo 5 residuos de adenilato. La ultima base diferente de A que se
observa en el cDNA en la clona 14 es timina, en la clona 10 guaninay en la clona 16
citosina. Ninguno de los transcritos analizados provenientes de esta mutacién se procesa
en el mismo sitio que €l transcrito parental.

En laclona 10 existe un motivo TAAA (subrayado) situado a 23 nt rio arriba del
sitio de corte del transcrito que pudiera funcionar como sefial de poliadenilacion, sin
embargo no esta presente la regién rica en U’s propuesta para que se lleve a cabo €
proceso de poliadenilacion.

En la clona 24 |a Ultima base |eida pertenece alaregion 3’ intergénica de actina
por lo tanto es necesario continuar secuencidndola para conocer su estado de
poliadenilacion.

Como observamos €l cambio en la primera posicion de la sefid propuesta parala
poliadenilacion (GAAA) afecta el proceso de poliadenilacion, se vuelve deficiente y no
se lleva a cabo en todos los transcritos. Este hecho se ve reflgjado en la produccion de
una menor cantidad de enzima CAT ya que los transcritos CAT- GAAA pudieran no ser
exportados a citoplasma o bien ser degradados réapidamente y por lo tanto la actividad

enzimética de la proteina CAT-GAAA cae avalores del ~10% respecto al parental.
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Alineamiento clonas 3'- TCAA

parental  ATGAACAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA
7 .- N

parental  CATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGAT
TATCAA oo e e e e i

parental  ATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGT TTTATCOGGCCTTTATT
0 .Y

parental  CACATTCTTGOCCGCCTGATGAATGCT CATCCGGAAT TCCGTATGGCAAT GAAAGACGGT
TATCAA oo e mm e e e e

parental  GAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAA
TATCAA  comeemmocei e GAGCCTTGTC- - - COGTTTTC- ATGAG- - - ACTGAA

par ent al ACGITTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
14TCAA - CGITTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGCCAGT TTCTACACATATAT

par ent al TCGCAAGATGTGGCGT GTTACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
14TCAA TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

par ent al AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
14TCAA AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGTI TTTGATTTAAACGTG

par ent al GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
14TCAA GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATATTATACGCAAGGEC

par ent al GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCTTCCAT
14TCAA GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCT TCCAT

par ent al GTCGGCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
14TCAA GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEGEECGTAG

par ent al GAGCTCACTITAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
14TCAA GAGCTCACTITCAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

par ent al GIGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGI TTTAATGGT TTATATGTGACCA
14TCAA GTGAACCTATTTTGGAAATC GIACTAGTCGACGCGIGEC

parental  ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG
14TCAA CGGAT CCAAGGEOGAAAT T- - - - - = = = = === m o e o e o e o e oe e

En el caso de esta mutante fue muy dificil obtener clonas para €l producto del 3’
RACE de cat y solo se tiene una secuencia. En este alineamiento observamos que la
clona 14 TCAA se poliadenila 45 bases rio abajo del sitio donde se procesa el parental,
la Ultima base diferente de A gque observamos antes de la cola de poli A es una citosina.
No se observa algin motivo que pudiera utilizar como sefia aternativa de

poliadenilacion.
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Alineamiento clonas 3’ - TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16 TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16 TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16 TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16 TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16 TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16 TACA
28TACA
20TACA

par ent al
10TACA
12TACA
16TACA
28TACA
20TACA

ATGAACAAAAAAAT CACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGCCAGT TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCCCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GGATACCACGACGATTTCCGCCAGT TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
- CGTTTTCATCCCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT

TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GTTACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GTTACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGCGTGAGI TTCACCAGTI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCTATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGEGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
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par ent al GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC

10TACA GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
12TACA GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
16 TACA GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
28TACA GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
20TACA GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC

par ent al GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCAT

10TACA GACAAGGT GCCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGECTTCCAT
12TACA GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT
16TACA GACAAGGT GCCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGECTTCCAT
28TACA GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT
20TACA GACAAGGT GCCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGECTTCCAT

par ent al GTCGCCAGAATGCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG

10TACA GTOGGCAGAATGCTTAATGAAT TACAACAGTACTAGT CGACGC- TGGCCGGAAAGGGOGA
12TACA GTOGGCAGAATGCTTAAT GAAT TACAACAGTACTAGT CGACGOGT GGCOGGAT CCAAGEG
16TACA GTCGGCAGAATGCTT GTACTAGT CGACGCGT GGCCGGATCCAAG
28TACA GTOGGCAGAATGCTTAAT GAAT TACAACAGTACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGGECGTAG
20TACA GACGGCAGAATGCTTAATGAAT TACAACAGTACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGGGCGTAG
parental  GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
10TACA ATTC - - - - e
12TACA CGAATTC - - = b m o m o e e e e e
16TACA GGOGAATTG - - - = = = === mm mm e e e e
28TACA GAGCTCACTITACACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTGAG
20TACA GAGCTCACTITACACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
par ent al GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGTTTATATGTGACCA
TOTACA = s s mm o m s m il
I2TACA = mm o mm o mm e iioioiooo.
T6TACA = s s s m s m o m il
28TACA GTACTAGT CGACGOGT GBCCGGATCCAAGGGOGAATTC - - - - - - - - -
20TACA GTGAACCTATTTTGGGAATCACTTC GTACTAGTCGACGOGT GGGC
par ent al ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG
TOTACA = s s mm s m o m il
I2TACA o mm o mm s m il
T6TACA = o m o m s s m o m il
28TACA = s o sl
20TACA COGATOCAAGGBBCGAATTC: - - < = - = = = = m e e o e e ome e

En € aineamiento de las clonas provenientes de la mutante en la tercera
posicion de la sefial propuesta para la poliadenilacion observamos que 3 clonas tienen
cola de poli A sin embargo no se poliadenilan en e mismo sitio; la clona 16 se
poliadenila dentro de la region codificadora del gen cat (base 614), las clonas 28 y 20
se poliadenilan a 21 y 49 nuclebtidos respectivamente rio abajo del sitio donde se
procesa € parental. No se observa algin motivo que pudieran utilizar como sefia
alternativa de poliadenilacion. Ninguno de los transcritos analizados para esta mutante
se procesa en e mismo sitio en el que se procesa el parental.

El dltimo nucledtido diferente de A que se observé en el cDNA enlaclona 20 es

citosing, y enlasclonas 16 y 28 timina

79



RESULTADOS Y DISCUSION

En la clona 28 se observa la insercion de guaninas que interrumpen la cola de
poli (A) deigual forma que sucede enlas clonas 14y 10 GAAA y 49 GCCC.

Las clonas 10 y 12 no estan poliadeniladas y se lee hasta el nucledtido 534 de la
region codificadora del gen cat. En estas clonas e oligonucledtido AP
(5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTITTIT-3) con e cud se
sintetizo el cDNA pudo haberse pegado de manera inespecifica a la region codificadora

del gen cat ya que se tienen 5 bases continuas (subrayadas en € oligonucledtido AP)
que son complementarias a las bases 535- 539 de la regién codificadora del gen cat.
Estas clonas probablemente no estén poliadeniladas y quiza durante €l ensayo 3 RACE
el oligonucledtido pudo haberse unido en € lugar donde existia complementariedad y
generar asi un producto inespecifico en laamplificacion.

Observamos que a cambiar la tercera posicion de la sefia propuesta de
poliadenilacion (TACA), € proceso de poliadenilacion se vuelve deficiente,
probablemente por esta razdn la actividad enzimatica de la proteina reportera CAT-

TACA disminuye avalores de ~10% respecto a parental.
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Alineamiento clonas 3’ - TAAC

par ent al
48TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

par ent al
48TAAC
11TAAC
1TAAC
5TAAC
44TAAC

ATGAACAAAAAAAT CACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTCATCGCT CTGGAGT GCCTACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT

TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGEGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGITTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTTGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGCGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
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par ent al GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC

48TAAC GCCAATATGGAC GT- CTAGT CGACGCGTGECCGGATCCAC
11TAAC GCCAATATGGACAACTTCTTTGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
1TAAC GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
5TAAC GCCAATATGGACAACT TCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
44TAAC GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC

parental  GACAAGGTGCTGATGCCGCTGGOGATTCAGGT TCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCAT
48TAAC ATTCTTGOCCGOCTGr - - - = = = = = = = = mmmm e e e e

11TAAC GACAAGGTGCTGATGCCGCT G GTACTAGT CGACGCGTGECC
1TAAC GACAAGGT GCCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGECTTCCAT
5TAAC GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCT TCCAT
44TAAC GACAAGGT CCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGECTTCCAT

parental  GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACT GCGATGAGT GGCAGGGCGGGECGTAG
ABTAAC  mmmmmmmmm e mm e

11TAAC GGATCCAAGGGEOGAATTC - = = = - = = = = = = = mmmm e e o me oo
1TAAC GTCGGCAGAATGCT TAATGAATTACAACAGT ACT AGT CGACGCGT GGCCGGATCCAAGGG
5TAAC GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACTAGT CGACGCGT GGCCGGAT CCAAGGG
44TAAC GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACTAGT CGACGCGT GGCCAGATCCAAGGG
par ent al TAANCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
48TAAC ~ ~-mmme--- e b
11TAAC  =coomm--- g
1TAAC OGAATTC - = = = b = mmm o m e e e e e e e e
5TAAC OGAATTC |- = = = F = = = == mmmm e e e e e e e
44TAAC 0 I o S

En los transcritos correspondientes al cambio en la cuarta posicion de la sefial
propuesta de poliadenilacién (TAAC), observamos que solo dos de las clonas tienen
cola de poli A, ambas dentro de la region codificadora del gen cat. La Ultima base
diferente de A que se observa antes de la cola de poli A es unacitosinaen laclona48y
timina en la clonall. En la clona 11 TAAC se observa la insercion de una guanina
dentro de la colade poli A de formasimilar alo que se observo en las clonas 49 GCCC,
10y 14 GAAA. Ninguno de los transcritos analizados para esta mutacion se procesa en
el mismo sitio que el parental.

En la clona 48 se observa una secuencia TAAA a una distancia de 20
nucledtidos del sitio donde se procesa esta clona, pero no se observa la region rica en
U’ s propuesta para que se lleve a cabo €l proceso de poliadenilacion.

Las clonas 1, 5y 44 no estan poliadeniladas y terminan 26 bases antes del
codon de término del gen cat, de igual forma que las clonas 10 y 12 TACA. En este
caso también el oligonucledtido AP pudo haberse pegado de forma inespecifica a la
region codificadora del gen cat.

Al cambiar la cuarta posicion de la sefial propuesta de poliadenilacion (TAAC) y

de igual formaque sucedi6 al cambiar las otras posiciones de la sefial, el proceso de
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poliadenilacion se vuelve deficiente y se reflgja en la disminucion de la actividad

enzimética de la proteina CAT-TAAC avalores de ~15% respecto al parental.

Alineamiento clonas 3'- TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

par ent al
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG

19TAAAG

ATGAACAAAAAAAT CACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCT CTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT

TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCT GGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG

GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATATTATACGCAAGEC
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par ent al GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCTTCCAT
13TAAAG GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT
23TAAAG GACAAGATGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTTCAT
2TAAAG GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT
19TAAAG GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT

par ent al GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEEGECGTAG
13TAAAG GTCGGCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
23TAAAG GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEGEGECGTAG
2TAAAG GTCGGCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
19TAAAG GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEEGECGTAG

par ent al GAGCTCACTT TTTCCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTITTA
13TAAAG GAGCTCACTT TTTCGGTATAATATATTTC GTACTAGT
23TAAAG GAGCTCACTT TTTCGGTATAATATATTTC GIACTAGT
2TAAAG GAGCTCACTT TTTCGGTATAATATATTTC GTACTAGT
19TAAAG GAGCTCACTT TTTCGGTATAATATATTTC GIACTAGT

par ent al GIGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGI TTTAATGGT TTATATGTGACCA
13TAAAG CGACGCGT GBCCGGATCCAAGGECGAATTC - - === === === mmmm s e mmmm e e oo o - -
23TAAAG CGACGCGT GBCCGGATCCAAGEECGAATTC - - - == === === m e e e e mmmm e e oo oo o -
2TAAAG CGACGCGTGECCCGATCCAAGGEECGAATTC - - = - == == mm s e mm e e e e o oo
19TAAAG CGACGCGT GBCCGGATCCAAGEECGAATTC - - - == === === m e e e e mmm e e oo oo o -

Todos los transcritos provenientes de la mutante cat-TAAAG (en la que se muto
la base rio abajo y adyacente ala sefial propuesta de poliadenilacion), se poliadenilan en
el mismo sitio que los transcritos del parental (indicado por la flecha), es importante
recordar que la actividad obtenida para esta mutacion es del 100% respecto a parental,
lo que sugiere que la sefial propuesta de poliadenilacion se delimita a tetranucledtido
UAAA vy esta secuencia es la sefia de poliadenilacion utilizada en Trichomonas
vaginalis.
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5.3.5.2 Andlisisdelas clonas no poliadeniladas.

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36CCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

ATGAACAAAAAAAT CACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCT CTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCT CTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
ACGTTTTCATCGCT CTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATAT

TCGCAAGATGT GGCGT GTTACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGAT GTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
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par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

par ent al
36GCCC
10TACA
12TACA
1TAAC
5TAAC
44TAAC
24GAAA

RESULTADOS Y DISCUSION

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGEGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGEGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG

GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGTAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACT TCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACT TCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCCAAATATTATACGCAAGEC

GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCTTCCAT
CACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECTCGTATTCAGGTCTCCATCCATGT CCGTATTG: - - - -

GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT CTGT GATGGCT TCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT CTGT GATGGCT TCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT CTGT GATGGCTTCCAT

GTCGCCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTAGT CGACGC- TGGCCGGAAAGGGECGA
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACTAGT CGACGCGT GGCCGGATCCAAGEG
GTCGCCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT AGT CGACGCGT GGCCGGATCCAAGEG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACTAGT CGACGCGT GGCCGGATCCAAGEG
GTCGCCAGAATGCCTTAATGAATTACAACAGT ACT AGT CGACGCGT GGCCAGATCCAAGEG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEEGECGTAG

GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

GAGCTCACT|GAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

GIGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGI TTTAATGGT TTATATGTGACCA

GIGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGI TTTAATGGT TTATATGTGACCA

AATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAA

AATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAA
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parental - GTATCATGCTAATTAAAGTGOCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATACATAATT- GA
<157 ¢ & o ooy Py
LOTACA oo mmm o m e e
7 17X
ITAAC oo mmmm o mm o m e
BTAAC = oo mm i m e
AATAAC  mmmmmmmmm e m e e
24GAAA AGT ATCATGCTAATTAAAGT GCCTGATTTGCATTGTATTCTTTA- CTATCCATAATTTGA

parental  ATCAATCAATAACACTTGATAATTGTGTATTATTCCTTGTT. ..
36GOCC == - m - mmmmme e
LOTACA = mm s ool
I2TACA o mmmmm i me e
ITAAC s ommm e el
BTAAC = mmmmmm e
o
24GAAA ATCAATCAATA- G- == = = = w == mmmmmmme e e

Como se puede observar en e aineamiento anterior de las clonas que no
presentan cola de poli (A), los transcritos tienen diferentes longitudes y pareciera existir
un sitio de termino preferencial del transcrito dentro de la region codificadora ya que 5
de los 7 transcritos analizados terminan en la misma base. Sin embargo esto podria
deberse a una complementariedad parcial del oligonucledtido AP con la region
codificadora del gen cat. En la clona 24 no logramos observar la secuencia del oligo
AUAP-B.
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5.3.5.3 Andlisisde las clonas poliadeniladas.

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16 GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48CGCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

ATGAACAAAAAAATCACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATCGCATCGTAAAGAA
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Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC
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CACATTCTTGCCCGCCTGATGAAT GCTCATCCGGAAT TCCGT AT GGCAAT GAAAGACGGT

ACGTTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGT TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGECAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGCCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGI TCCTACCACGACGATTTCCGCCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GGATACCACGACGATTTCCGCCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGCCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGCCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCCCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCCCTCTGGAGT GCCTACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GAATACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCCCTCTGGAGT GACTACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
- - - TTTTCATCGCTCTGGAGT GTCCACCACGACGATTTCCGGCAGI TTCTACACATATAT
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Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

RESULTADOS Y DISCUSION

TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GTTACGGT GAAAACCT GGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GTTACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGT GGCGT GT TACGGT GAAAACCTGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGCT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GTTACGGT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGCGT GT TACGGT GAAAACCTGCCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG
TCGCAAGATGTGGECGT GTTACGCT GAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAG

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGITTCACCAGITTTAAG

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGCGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGITTCACCAGI TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGICTCAGCCTATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG

AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TCTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGITTTGATTTAAACGTG
AATATGITTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGI TTCACCAGT TTTGATTTAAACGTG

GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
G GTI'ACTAGT CGACGCGT GCCCGGATCCAAGEECGAATT- - - - - - - - - - - - - - - -
GCCAATATGCGG GAAGAG GTACTAGTCGTACCTCGGTGCGCGT TACTAGTG
GCCAATATGGAC GT- CTAGT CGACGCGT GECCGGATCCAC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGEEC GTA
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATAGAAAGAGAGAAGG
GCCAATATGGACAACTTCTTTGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGCCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACT TCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGEC
GCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCAT GGGCAAATATTATACGCAAGEC
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Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

RESULTADOS Y DISCUSION

GACAAGGT GCCTGATGCCGCTGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT CTGTGATGECTTCCAT

ATTCTTGCCCGCCT G = = = = = = = === e e e e e e e e e e e e e e
CTAGTCGACGCGTGGCCGGATCAAGGECGAATT- - = = === == mmmmmmmmm e e e e o

G G GG GTACTAGT CGACGCGT GBCCGGAT
GACAAGGTGCTGATGCCGCT G GTACTAGI CGACGCGTGECC

GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCT TCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGAT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTTCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGAT TCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCT TCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGECGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT
GACAAGGT GCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGTGATGGCTTCCAT

GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEGEGECGTAG

GTCGCCAGAATCCTT GTACTAGT CGACGCGT GGCCGGATCCAAG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEEGECGTAG
GTCGCCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEGEGECGTAG
GTCGCCAGAATGCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEGEGECGTAG
GTCGGCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
GACGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEEGECGTAG
GTCGGCAGAATCCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEGEGECGTAG
GTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGEECGTAG
GICGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGECGEEGECGTAG

GAGCTCACTTAAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA

GECGAAT TG - - s s s s s m e s oo e

GAGCTCACTTAAAGAATTTCGGTATAATATATTTC GIACTAGT
GAGCTCACTTAAAGAATTTCGGTATAATATATTTC GTACTAGT
GAGCTCACTTAAAGAATTTCGGTATAATATATTTC GIACTAGT
GAGCTCACTTAAAGAATTTCGGTATAATATATTTC GTACTAGT

GAGCTCACTTACACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTGAG

GAGCTCACTTCAACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTTACACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTGCCCCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTGCCCCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTGCCCCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
GAGCTCACTGCCCCAATTTCGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTA
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Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16 TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

Par ent al
14GAAA
10GAAA
48TAAC
16GAAA
49GCCC
11TAAC
16TACA
13TAAAG
23TAAAG
2TAAAG
19TAAAG
28TACA
14TCAA
20TACA
14GCCC
1GCCC
48GCCC
16GCCC

RESULTADOS Y DISCUSION

GIGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGI TTTAATGGT TTATATGTGACCA

CGACGOGT GBOOGGAT CCAAGGGCGAATTC - - - = = == = == == mcmmmmmcaoco oo
CGACGOGT GGOCGGAT CCAAGGGCGAAT TG - - - = - = = === mm e mm e mme e e oo
CGACGOGT GEOOGGAT CCAAGGGCGAAT TG - - - = = == = == == m s mmm e mmeco e o
CGACGOGT GGOCGGAT CCAAGGGCGAAT TG - - - = - = = = == mmmmm e mme e oo
GTACTAGT CGACGOGT GGCOGGAT CCAAGGGOGAATTG - - - - - - - - -
GTGAACCTATTTTGGAAATC GTACTAGTCGACGCOGTGGC
GTGAACCTATTTTGGGAATCACTTC GTACTAGTCGACGOGTGEGC
GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGTGACCA
GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGTGACCA
GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGTGACCA
GTGAACCTATTTTGGAAATCACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGT TTATATGTGACCA

AATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAA

ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG
ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTT- ACCTTTCACCAAATACAAG
ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG
ATACGATGTACCCTGAACATTTCTTTTCCAATATGATTTTTACCTTTCACCAAATACAAG

- GTATCATGCCTAATTAAAGTGCCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATACATAATT- GA

TATCATGCTAATTAAAGTGCCCTGATTTGCATTGTATTCTTT.
TATCATGCTAATTAAAGTGCCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACT.
TATCATGCTAATTAAAGTGCCCTGATTTGCATTGTATTCTTTAACTATACATAATTGAATC
TATCATGCTAATTAAAGTGCCTGATTTGCATGGAATTCTTTAACTATCCATAATTGA- TC
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parental  AATCAATAACACTTGATAATTGTGTATTATTCCTTGTTGATTTAAAAGAATATCTTTTGA
TAGAAA oo m o m ot m il
0 - e
3 Y e
TEGAAA = s m o m sl
=T ' o e
TITAAC = oo m o mm s m o m ol
L6TACA = mm o mm o mm el
I - Y e
23TAAAG = s o e eieaeiooiooo.
73 7Y T e
- s
28TACA = o s o sl
TATCAA m s m o mm o m el
20TACA = o s st il
14GCCC GTACTAGTCGACCCG- GBCOGGATCCAAGBGOGAATTC: - - = - < = =< = c o e -
1G0CC GTACTAATCCACGODG: - - - < - = = === === mm e mmmmmmmmemca oo eo s
48GOCC AATCAATAACACTTGATAATTGTGTATTATTCCTTGGTGATT- AAAAGAATATCTTTTGA
16GCCC AATCAAAAACCCTTGG TGGGGGAATTATTCOCTGGTGAATT TCTT

parental  TATTTTGAAGTAAATTAAATTATTCTTCATCAAATCATAGAGATAAACTAAAACAAGACA
TAGAAA oo m o m sl
TOGAAA = s s mm e iiiioiooo.
ABTAAC = mmmmmm il
TEBGAAA = s m o m il
=T o o e
TITAAC s oo m o mmmmm e e il
T6TACA = oo m s s mm o m il
IBTAAAG = - = s = oo mmm o m il
23TAAAG = s o e eiiiaiooiooo.
73 7Y T e
1 s
28TACA = o m o s el
TATCAA = s s mm e e iiiooiooos
20TACA = oo st il
T o' o s
£ c'o o e
48GCCC T GTACTAGT TCGACGOGT GGOCGGAT CCAAGGGCGAATTC: - - -
16GCCC TTTGATTTTTGGAAGT GTTCTTGT TCCAACCGGGGECOGGAT

Al analizar las clonas que presentan cola de poli A, observamos que Unicamente
las clonas provenientes del plasmido TAAAG se procesan en € mismo sitio donde se
procesa el plasmido parental.

En algunas clonas se identificd la secuencia TAAA (subrayada), que pudiera ser
utilizada como la sefia de poliadenilacion. Sin embargo se observa que estos transcritos
se poliadenilan en distinta posicion relativa a esta sefial TAAA.

Es importante recordar que en nuestro grupo de trabajo se ha propuesta que rio
abajo a la sefia de poliadenilacion existen dos sefidles consenso: la secuencia Y|
AAUU(10-30 nt rio abajo) que sefiala el sitio de corte, y una secuenciaricaen U'srio
abajo del sitio de corte. En los sitios de poliadenilacion de los transcritos anteriores no

Se observan estas otras sefiales propuestas para €l procesamiento de transcritos.
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5.4 Discusion

Los resultados obtenidos de la mutagénesis dirigida en la sefial propuesta de
poliadenilacion (UAAA) de Trichomonas vaginalis muestran claramente que €l proceso
de poliadenilacién se afecta a cambiar cualquiera de las posiciones del motivo UAAA.
No se observa un efecto menor para alguna posicion en particular, en todos |os casos se
observan transcritos con diferentes sitios de poliadenilacion e incluso transcritos no
poliadenilados. Algunos se poliadenilan dentro de la region codificadoradel gen cat que
en caso de traducirse producirian proteinas truncas, se observan también transcritos
poliadenilados en distintas posiciones de la region 3 intergénica de actina que en
ningln caso corresponde a sitio de procesamiento del parental. En ambos casos los
transcritos pudieran no ser exportados al citoplasma o bien ser degradados rapidamente.
Es importante recordar que se tiene una poblacion heterogénea de transcritos
poliadenilados y no poliadenilados, de cualquier forma el resultado es la produccion de
una cantidad menor de proteina CAT, por esta razon se observa la disminucion de la
actividad enzimatica de la proteina CAT de cada mutante a valores de ~ 15% respecto a
parental.

Si asumimos que la maguinaria de corte y poliadenilacién en Trichomonas
vaginalis, consta de los mismos factores (CPSF, CstF, CF | y Il, PAP, PABP) y se
comporta de manera similar al descrito para eucariontes superiores, se puede explicar €l
comportamiento al azar del proceso de poliadenilacién, ya que al cambiar el motivo de
unién del factor CPSF (la sefia de poliadenilacion), no se formaun complejo de cortey
poliadenilacion estable, ya que € primer paso en dicho proceso es €l reconocimiento de
la sefid de poliadenilacion por el factor CPSF, para posteriormente reclutar €l resto de
los factores involucrados; como consecuencia de que e factor CPSF no se una de forma
estable a su secuencia blanco los transcritos primarios pudieran ser procesados en
distintos sitios a propuesto en T. vaginalis ya que € sitio de procesamiento esta dado
por € posicionamiento de los factores CPSF y CstF mas que por reconocer una
secuencia especifica, y dar lugar a diversos sitios de poliadenilacion.

Para el pldsmido TAAAG en € que se cambid la base rio abgjo y adyacente ala
sefid propuesta de poliadenilacion observamos que |os transcritos se poliadenilan en el
mismo sitio que e pldsmido parental, es decir €l proceso de poliadenilacion es eficiente

y sereflgjaen la actividad enzimética de la proteina del 100% respecto a parental, |o
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cua nosindica que la sefial de poliadenilacion en Trichomonas vaginalis es UAAA y se
delimita a estas cuatro bases. No realizamos ningin cambio rio arriba de la sefia de
poliadenilacion UAAA ya que el codon de término de la traduccién esta contenido en
dicha sefial por lo tanto antes de la misma puede encontrarse cualquier nuclebtido
formando parte de un coddn para cualquier aminoacido.

Con los datos anteriores hemos confirmado que la sefial de poliadenilacion
utilizada en T. vaginalis es UAAA que puede o no incluir el codén de término de la
traduccion y esta situada a una distancia de 11 a 30 nuclettidos rio arriba del sitio de
corte de los transcritos de forma similar alo descrito para eucariontes superiores.

La propuesta de nuestro grupo es que €l coddén de término de la traduccion UAA
haya sido seleccionado evolutivamente como semilla de la sefidl de poliadenilacion en
un ancestro del lingje eucaridtico. Esto podria reflgjar una estrategia de evolucién
temprana para sefialar €l fin de una region codificadora 'y e sitio de procesamiento de

transcritos en e extremo 3'.
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6. CONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS
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Conclusiones.

1.- El vector de expresion utilizado en este trabgjo (pcat-dmbar) es una
herramienta Gtil para analizar 1a funcionalidad de las sefiales propuestas para el proceso

de poliadenilacion en Trichomonas vaginalis.

2.- Se demostrd que la sefial de poliadenilacion en Trichomonas vaginalis es el
tetranucledtido UAAA. En lamayoria de |os casos esta secuencia puede incluir a codon

de termino de latraduccion UAA.

3.- El cambio en cuaquiera de los cuatro nucledtidos de la sefid de
poliadenilacion atera el proceso de poliadenilacién de los RNA mensgeros de

T. vaginalis.

Per spectivas.

Ahora que se demostré que el tetranucledtido UAAA es la sefid de
poliadenilacion utilizada en Trichomonas vaginalis, es necesario caracterizar €l
complejo de corte y poliadenilacion a nivel de los factores proteicos involucrados en
este proceso vital para el parésito y de gran importanciaa nivel evolutivo del que solo se

tiene conocimiento a nivel de eucariontes superiores.
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APENDICE A

8.1 Apéndice A

MEDIO DE CULTIVO PARA Trichomonas vaginalis.

MEDIO TYM (Trypticase-yeast extract-maltose).

Composicion:
-Triptona......ooovv v e e 10.0
-Extracto delevadura...................................5.0g
-Maltosa. ... v 250
-L-cisteina........ccoceeiiiiiii e .05 0
-ACido @sCOrDICO. .. ....uv e, 01g
-Fosfato de potasio dibasico (KH,PQOy)...............0.4 g
-Fosfato de potasio monobésico (KoHPO,)..........04 g

Se disuelven los componentes en agua bidestilada, se gjusta €l pH a 6.2, se afora a
500 ml y se esteriliza a 15 psi durante 15 minutos. Antes de usarse se suplementa con

10% de suero de caballo inactivado.

104



APENDICE B

8.2 Apéndice B

Medio L B-agar.

STHPLONAL .. e e e 10.0g
-Extracto de levadura...............................5.0 g
-Clorurode sodio.............coveiveevvene. 5.0 g
-NaOH I0M ... e 0.3 ml
STASIMPH 8. 10.0 ml
-Selectagar...........ocoeeiiiiiiiiiie e en 2150 @

Disolver en 800 ml de agua bidestilada, gjustar €l volumen a1 litro y esterilizar.

Medio LB liquido
-Triptona.....o.oov e viviiieee e 2. 100

-Extractode Levadura................cccoeeinn. 5¢0
SNACH .. 59
-NaOH 10M ... e e, 0.3ml
STASIM PH =8 10 ml

Disolver en 800 ml de agua bidestilada, gjustar €l volumen a1 litro y esterilizar.

Medio SOB
STHPtoONa..... e e 2 %0
-Extractode Levadura...............ccooviiiiiiiinnnns 05%
-Cloruro de Sodio........cooevvviiiiiii e 10 mM
-Cloruro de POtasio..........ccvvevvevieie e, 2.5mM

-Cloruro de Magnesio............cocveevvevvevenenn . 10mMM
-Sulfato de Magnesio...................cccevevvenn.. 10MM
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Medio SOC

-Medio SOB......covii i 10ml
-GlucosalM......ooviiiiii . 200

Medio NZY +

SNACH .. 59
M GSO i e 29
-Extracto delevadura...........ccocooeeeeieienincncncne 59
-Peptonade caseina........ccccceeveeveeceeveece e, 10g

APENDICE B

Disolver en 700 ml de agua bidestilada, gjustar €l volumen a1 litro y esterilizar.
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APENDICE C

8.3 ApéndiceC
T.E[10/0.2 mM] (Tris- EDTA)
Se debe tener una concentracion final en la solucion del0 mM de Tris pH= 74y

0.2mM de EDTA.

Solucién I: (100ml).

-Glucosa.......................50mM
-TrigHCl pH=8............... 25mM
-EDTApH=8................. 10mM

Nota: Preparar a partir de los stocks ya estérilesy ponerlo en un frasco estéril.

Solucion 11: (5ml)

-NaOH 0.2N

-SDS 1%

Nota: Preparar a partir de los stocks ya estériles y ponerlos en un matraz estéril.

Solucién 111: (100ml)

-AcetatodepotasioSM........ocooviiiii 60ml
-Acido acético glacial concentrado................. 11.5ml
-Aguabidestilada estéril ... 28.5ml

Nota: Preparar a partir de los stocks ya estériles y ponerlos en un frasco estéril.

TAE 50X

-Trishase.....ccovvviviie i, 12109
-Acido acético glacid .................. 28.55 ml
-EDTAOS5MpH=8 ..................50ml

Se gusta el volumen a 500 ml.
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APENDICE C

TBE 5X

STrisHC . 5409
-Acido borico.............cceeenin... 2759
-EDTAOSM....cooiii 20.0ml

Disolver en 750 ml de agua bidestilada y gjustar €l volumen a 1 litro, esterilizar por
autoclave

PBS ( Amortiguador Salino de Fosfatos). pH= 7.4

SNACT e 4g

K Gl et 0.1g
-Na2HPO,.. 724
KHoPOu v 12¢g

Se afora con agua destiladaa 500 ml y se gjustael pH a7.4

Soluciéon Zimmer man

Para preparar 1 litro

-KH2POq4......ovveiivviivieeenn....0.2040 g
-NaCl e 7.7100 g
-KCl i 2.0.5900 g
-NapHPOg4.....o e 11..... 11300 g
-(CH3;COO),Mg ........................0.1070 g
-(CH3COO).Ca..........................0.0142 g

Segusta e volumenallitroy el pH= 7.4y se esteriliza.

Solucion TEN
Tris 40 mM, EDTA 1 mM, NaCl 15 mM se puede preparar a partir de los stocks con
los gue se cuente en € laboratorio de manera que las concentraciones citadas sean las

gue prevalescan en la solucién final.
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APENDICE C

Stock de cloranfenicol °H.

Se deben seguir los lineamientos para el manegjo de sustancias radiactivas.

Cloranfenicol tritiado (°*H.) 0.2 uCi/ pl

Se toman con mucho cuidado 125 pl del vial original de cloranfenicol *H ( 250 pCi/ pl)
y se agregan a 480 ul de etanol absoluto, ademas de 40 ul de cloranfenicol sin marcar

(50 mg/ ul) se mezclan muy bieny se guardaa-20°C..
Cloranfenicol 50 mg/ ul sin marcar.
Pesar 100mg de cloranfenicol y se disuelven en 2 ml de etanol a 50%, se mezclany se

guardaa—20°C.

Solucién desnaturalizante ( 500 ml )

Solucién de neutralizacion (500 ml )
-Tris’/HCl 2M pH=7.5.. ... 125 ml

Solucién detransferencia;

NHAOH. M
SNaOH. ..., 0.02N

Solucion Denhart’s

-Ficoll 400... ... 1%
-Polivinilpirrolidona....................1%
-Albuminaséricabovina............... 1%.
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APENDICE C

20X SSC (Sodium Chloridal Sodium Citr ate)
NaCl, Citrato de sodio, pH 7.0
Disolver:

Se gustael pH con HCI

Solucion de hibridacion
-Formamida................................50% v/v

“THS e en22.50 MM pH=7.4
-Denhardt's............coecvvevveeen. . BX
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APENDICE D

8.4 Apéndice D
Mutacién Oligos utilizados
CATSTOP 3
UAA — UAG [5 GGCAGGGCGGGGCGTAGGAGCTCACTTAAATZ]

CATSTOP4
[5 TTTAAGTGAGCTCCTACGCCCCGCCCTGCC3']

TAAA — GCCC

CATSTOP 13
[5 TAGGAGCTCACTGCCCCAATTTCGGTATAAT]
CATSTOP 14
[S TTATACCGAAATTGGGGCAGTGAGCTCCTATZ]

TAAA — GAAA

CATSTOP5

[5 GCGTAGGAGCTCACTGAAACAATTTCGGTAZ']
CATSTOPG6

[5 TACCGAAATTGITTCAGTGAGCTCCTACGC3']

TAAA — TCAA

CATSTOP7
[5 CGTAGGAGCTCACTTCAACAATTTCGGTAT3I]
CATSTOPS8
[5 ATACCGAAATTGITGAAGTGAGCTCCTACG3']

TAAA — TACA

CATSTOP9
[5 GTAGGAGCTCACTTACACAATTTCGGTATAZ]
CATSTOP10
[5 TATACCGAAATTGTGTAAGTGAGCTCCTACT]

TAAA — TAAC

CATSTOP11
[5 TAGGAGCTCACTTAACCAATTTCGGTATAAZ]
CATSTOP12
[S TTATACCGAAATTGGTTAAGTGAGCTCCTAZ]

TAAAC — TAAAG

CATSTOP15

[5 AGGAGCTCACTTAAAGAATTTCGGTATAATI]
CATSTOP16

[ ATTATACCGAAATTCITTAAGTGAGCTCCT3]

L as bases subrayadas corresponden alos cambios que se desean realizar en el DNA

parental.
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APENDICE E

8.5 Apéndice E
Preparacion del gel desnaturalizante para el Northern blot

Se disuelve 1 gramo de agarosa en 73 ml de agua bidestilada tratada con DEPC, se
disuelve calentando a 60°C aproximadamente, se agregan 10 ml del amortiguador 10X
05 M MOPSy 0.01 M EDTA pH=7, 16.2 ml de formadehido a 37%, se mezcla
perfectamente y se vierte a la camara de electroforesis para RNA, se degja solidificar

durante 2 horas a temperatura ambiente.
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