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ABREVIATURAS

A - Adenina

Caja TATA - Secuencia de DNA (TATAAT) muy conservada, rica en adenina y
timina y que se encuentra 25 a 30 pb de la secuencia rio arriba del punto de
iniciacion de la transcripcion de muchos genes eucariontes.
C - Citosina

DNA - Acido desoxiribonucleico

DNAr - DNA ribosomal

G - Guanina

KB - Kilobases

NTS - Espaciadores no-transcritos

Pb - pares de bases

PM - Peso molecular

rinr - Iniciador ribosomal

RNA - Acido ribonucleico

RNAmM - RNA mensajero

RNAr - RNA ribosomal

RNAt - RNA de transferencia

Rx - Reaccion

snNRNA - RNAs pequefios nucleolares

snNRNP - Ribonucleoproteinas pequefas nucleolares

T - Timina

Tf - T. foetus

Tv - T. vaginalis

Tx - T. tenax

VIH - Virus de la inmunodeficiencia humana
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1.1 Breve descripcion general de los tricomonadidos. (Yarlett N, 2001).

Los tricomonadidos son organismos protozoarios variables en cuanto a tamafo:
de 5 a 25 um de ancho por 2.5 a 12.5 um de largo. El cuerpo es usualmente
piriforme con un final anterior redondeado y un final posterior punteado. Tienen
un ndcleo en la parte anterior del cuerpo y anterior al nucleo estd un
blefaroplasto que constituye la base de todos los flagelos; estd compuesto por
varios cinetosomas los cuales dan lugar a los flagelos anteriores que pueden ser
de tres a cinco. El flagelo recurrente emerge del canal periflagelar, se encuentra
anclado a los organelos locomotores y esta incorporado a la membrana ondulante
la cual se extiende casi a todo lo largo de la célula. En algunas especies, el flagelo

recurrente se extiende mas alla de la membrana ondulante como un flagelo libre.

Un axostilo tipo vara surge del blefaroplasto atravesando longitudinalmente a la
célula. La parte anterior del axostilo estd alargado, formando una estructura
sobre la cual se encuentra el ndcleo. Esta estructura se encuentra continua con la
pelta, formando asi el complejo pelta-axostilo, una estructura membranosa en
forma creciente, formada por dos laminas microtubulares. Esta estructura
refuerza la pared del canal periflagelar que es de donde emerge el flagelo
recurrente.

La costa es otro organelo que surge del blefaroplasto y que se supone da soporte
a la membrana ondulante. Su presencia diferencia a la familia Trichomanadidae

de otros parabasalidos.

En posicion dorsal al ndcleo se encuentra el aparato parabasal, el cual es una
estructura en forma de “V” compuesto por el cuerpo parabasal y dos filamentos
parabasales. De igual modo, tienen estructuras tales como reticulo endoplasmico
rugoso (rodeando al nucleo), aparato de Golgi, lisosomas y granulos de glicogeno
son visibles en micrografias de transmision electréonica. En la micrografia

electrdnica de la figura 1 se observan algunos de los organelos de T. vaginalis.
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Fig. 1.
transmision de T. vaginalis. Se observa

Micrografia electréonica de

el aparato de Golgi (G), un
hidrogenosoma (H), el axostilo (A) y la
costa (C). Tomado de Yarlett, 2001.

1.2 Clasificacion Taxondmica de los Parabasalidos.

Trichomonas Trichomonas Tritrichomonas

vaginalis tenax foetus
Reino: Protista Protista Protista
Subreino: Dimastigota Dimastigota Dimastigota
Superphylum: Tetramastigota Tetramastigota Tetramastigota
Phylum: Axostylata Axostylata Axostylata
Clase: Parabasalea Parabasalea Parabasalea
Orden: Trichomonadida Trichomonadida Trichomonadida
Familia: Trichomonadidae  Trichomonadidae Trichomonadidae
Subfamilia: Trichomonadinae  Trichomonadinae Tritrichomonadinae
Género: Trichomonas Trichomonas Tritrichomonas
Especie: vaginalis tenax foetus
Los tricomonadidos estan clasificados como parabasalidos, en el phylum

axostylata que incluye todos los protozoarios que poseen un axostilo compuesto
por miles de microtubulos cuya funcién principal es darle movilidad a la célula.
Los parabasalidos son una clase heterogénea, sin embargo, todos ellos poseen
eritrocitos vy

cuerpos parabasales. Estos organismos fagocitan bacterias,




>°]

fragmentos celulares que pueden ser observados en las vacuolas fagociticas o

pinociticas.

Los hidrogenosomas son considerados como una mitocondria divergente y se
encargan de sustituir la funcion de las mitocondrias, aunque son menos eficientes

en la produccién de energia y ademas generan hidrogeno molecular como

desecho (Alderete et al., 2004).

1.3 Filogenia molecular de los parabasalidos.

La comparacion de las secuencias de RNA ribosomal de la subunidad menor,

indican que los tricomonadidos divirgieron en la base del tronco eucariético

después de

los diplomonadidos y microsporida pero antes de Euglenozoa

(Gunderson, et al., 1995), como se observa en la figura 2.

Eubacteria

Archaebacteria

Eukaryota

Chromophytes
Oomycetes
Diatoms

Chrysophytes

Brown algae
Xanthophytes

Ciliates
Dinoflagellates
Apicomplexans
Red algae 1
— Slime molds
Entamoebae

Amastigote
amoebae

Kinetoplastids - Protists
Euglenoids

Trichomonads

Microsporidians

Diplomonads )

Fig. 2. Arbol filogenético derivado de la similitud

entre las secuencias de

la subunidad menor del

RNAr. Tomada de Sogin ML, 1991.
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Diferentes caracteristicas bioquimicas y moleculares han sido utilizadas para
determinar las relaciones filogenéticas entre ordenes con los parabasalidos y
también para determinar la relacion de los parabasalidos con otros protistas
(Yarlett, 2001). Es por esto que se han utilizado diferentes marcadores
filogenéticos tales como las secuencias de la subunidad mayor y menor, asi como

diferentes proteinas.

Se ha considerado que los tricomonadidos por no tener mitocondria son
organismos simples. Sin embargo, el hecho de poseer un organelo sucesor a la
mitocondria sugiere que no son tan simples como parecen (Dacks JB et al., 2008)
y es por esto que se considera que el arbol filogenético derivado de las secuencias
de la subunidad menor de RNA ribosomal resulta “elitista” ya que las especies de
mamiferos y en particular Homo sapiens estan localizadas en la corona como si
fuesen lo “moderno” ya que permite asumir que a partir de un punto determinado

deja de haber evolucion.

En el arbol filogenético de la figura 3 se observa que no hay una raiz como tal y
describe un evento de “big bang” en el que todos los subgrupos de eucariotas se
encuentran a un mismo nivel. Las Trichomonas se encuentra en la rama Excavata

junto con L. major, T. brucei, E. gracilis y G. intestinalis.

Excavata Chromalveolata

Opisthokonta Rhizaria

Fig. 3. Arbol filogenético

Yeasts Ec Green algae .
Metazoa — Vascular plants igualitario” basado en AdI
/ Red algae et al. Figura tomada de
Eh .
Dd Archaeplastida Dacks JB, Walker G y Field
Amoebozoa MC. 2008
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1.4 Descripcion de los tres Tricomonadidos.

1.4.1 Trichomonas vaginalis.

Fig. 4. Micrografia electronica de T.
vaginalis. Estructura caracteristica: 4
flagelos anteriores (AF), flagelo
recurrente (RF) emergiendo del
canal periflagelar (PC) vy la
membrana ondulante (UM). Tomado
de: Yarlett N, 2001.

1.4.1.1 Estructura, Biologia y Fisiologia.

Trichomonas vaginalis es un protozoario microaerofilico con un requerimiento
menor a 0.25 pmol/L de oxigeno. La forma infectante de este tricomonadido, el
trofozoito, mide de 7 a 30 pm de longitud y de 5 a 15 um de ancho; presenta
cuatro flagelos anteriores y un flagelo recurrente que forma la membrana
ondulante, confiriendo a los parasitos motilidad espasmodica (Alderete et al.,

2004) (ver figura 4).

T. vaginalis reside en el tracto genitourinario humano y es transmitido
directamente por contacto sexual. Existe como trofozoito flagelado y no tiene
estadio de quiste, como resultado de esto, el parasito no puede sobrevivir fuera
del hospedero aunque se ha observado que bajo condiciones de estrés, puede

haber formacién de pseudoquistes (Abonyi, 1995).

Su reproduccion es asexual por fision binaria (Vanacova, et. al., 2003). La
caracterizacion de la mitosis en T. vaginalis ha demostrado la presencia de cinco
fases mitéticas: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis (Gémez-Conde,
et al., 2000).
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El tamafio de su genoma se estim6 mediante ensayos de cinética de reasociacion
como un genoma de 2.5 x 10’ pb y que mas del 50% contiene secuencias
repetidas (Wang y Wang, 1985). Sin embargo, recientemente fue publicado el
genoma del parasito (Carlton JM, et al, 2007) donde determinaron que su tamafo
es de aproximadamente 1.76 x 108 pb el cual parece exagerado considerando el

nivel evolutivo del parasito.

La observacion microscoépica de células en metafase ha permitido identificar seis
cromosomas en T. vaginalis que parecen ser haploides. Los cromosomas mas
largos son identificados precisamente por su tamafio; el segundo par de
cromosomas son mas pequefios que el primer par pero mas largos que los otros 2
pares y el tercer y cuarto par tienen tamafos similares entre si (Yuh YS, et al.,

1997). El contenido de G + C es de ~36% (Drmota and Kral, 1997).

1.4.1.2 Ciclo de Vida de Trichomonas vaginalis.

i
i

[§

{)

\ll Contacto sexaal i
I &:" “4 /-——\ ?
/ G\

A Estadio infective
A Estadio de diagnostico

i
| Trichomenas vaginalis

9 Diivizion por fision o Trofozoito en
binari

\ Trofozoito en inaria vagina o meta
secreciones vaginales
\ ¥ prostaticas
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Fig. 5. Ciclo de vida de T. vaginalis. Modificada de
http://www.tigr.org/tdb/e2kl1/tva/images/Trichomonas_LifeCycle.gif

Tal como se observa en la figura 5, el ciclo de vida de este paréasito consiste en la
transmision por contacto sexual por lo que en mujeres puede encontrarse en
vagina y uretra, mientras que en los hombres puede hallarse en uretra, prostata
y epididimo. Una vez que la infeccion se ha desarrollado y las condiciones del
medio son favorables para los trofozoitos de T. vaginalis, estos se dividiran

incrementando su numero.

1.4.1.3 Tricomonosis.

Trichomonas vaginalis causa tricomonosis, la enfermedad de transmision sexual
(ETS), no-viral, mas comun a nivel mundial (WHO 2001). Estd asociada con
vaginitis, uretritis y cistitis (Swygard H, et al., 2004). Por otro lado, esta
enfermedad ha tenido un alto impacto debido al aumento en el riesgo de la
transmision y de la infeccion por VIH, ya que la agresiva respuesta inmune
provocada por este parasito promueve la infiltracion de gran cantidad de
leucocitos (aun en pacientes asintomaticos) lo cual incrementa el numero de
células blanco disponibles y el acceso viral al torrente sanguineo (Sorvillo F, et
al., 2001).

1.4.1.4 Manifestaciones Clinicas.

En las mujeres, los periodos de incubacion van desde tres hasta 28 dias y la
sintomatologia (cuando se presenta) consiste en abundante descarga vaginal
espumosa y de color amarillo verdoso, prurito e irritacion. Otro signo clinico es el
llamado “cérvix de fresa”, detectado mediante colposcopia (Schwebke JR vy
Burgess D, 2004). Algunas mujeres presentan unicamente flujo escaso, y muchas
cursan como portadoras asintomaticas durante largos periodos de tiempo, aunque

los sintomas pueden aparecer en cualquier momento.
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Epidemiolégicamente, T. vaginalis puede co-existir con Neisseria gonorrhoeae y/o
Chlamidia trachomatis (Swygard H, et al, 2003). La tricomonosis esta
caracterizada por un aumento en el pH vaginal de 4 a 7 generado por el descenso
o eliminacion de algunas especies de Lactobacillus presentes como flora habitual
(Meysick K y Garber GE, 1995) y responsables del pH acido normal por la
produccion de peréxido de hidrégeno. Adicionalmente, la menstruacién crea un
ambiente adecuado para la reproduccion del parasito ya que le provee grandes
cantidades de hierro cuando su requerimiento es hasta 250 uM, lo cual aumenta
la habilidad de T. vaginalis para atacar el epitelio vaginal (Lehker MW, et al.,

1991).

En general, los hombres no suelen desarrollar sintomas, sin embargo, puede
manifestarse con uretritis la cual generalmente desaparece en diez dias. En
hombres con sintomatologia, se presentan descargas mucopurulentas o claras y
disuria asi como irritaciéon. Las complicaciones pueden resultar en prostatitis,
balanopostitis, epididimitis e infertilidad mientras que en mujeres estan
asociadas con erosion cervical, cancer cervical e infertilidad (Cudmore SL, et al.,
2004).

1.4.1.5 Tratamiento.

El tratamiento de eleccion es con metronidazol, que consiste en una sola dosis de
2 gramos via oral y tiene una efectividad del 97% (Lossick JG, 1980) y en
paralelo debe tratarse a la o las parejas de cada paciente. A pesar de crear
controversia el hecho de llevar a cabo el tratamiento en mujeres embarazadas,
no ha sido documentado ningun caso en el cual se atribuya una malformacion en
el producto debido a esto, aun cuando haya sido usado en el primer trimestre
(Schwebke JR y Burgess D, 2004).

Modo de accion. ElI metronidazol es una molécula pequefia la cual entra al
parasito por difusion pasiva. El farmaco por si solo es inactivo, pero es reducido

anaerobicamente en los hidrogenosomas por la enzima piruvato ferredoxina

9
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oxidoreductasa lo cual resulta en la formaciéon de un anién radical nitro que es
citotéxico. Se piensa que el radical nitro se une al DNA (especificamente en
residuos de timina y adenina), interrumpiendo o rompiendo las cadenas y
llevando a la célula a muerte celular (Cudmore SL, et al., 2004). Sin embargo,
hay casos en los que se presenta resistencia al tratamiento con metronidazol por
lo que se han identificado dos tipos de resistencia: aerdbica y anaerdbica
(Cudmore SL, et al., 2004).

En la resistencia aerdbica estan involucradas las rutas depuradoras de oxigeno y
ferredoxina. Estas rutas no estan implicadas en la resistencia anaerdébica, la cual
esta dirigida por la reduccion de la actividad de la piruvato-ferredoxin
oxidoreductasa (Cudmore SL, et al., 2004) y para los cuales el farmaco de

eleccion es el tinidazol en una sola dosis de 2 gramos via oral (Soper D, 2003).

10



Q INTRODUCCION

1.4.2 Trichomonas tenax.

Fig. 6. Micrografia electrénica
de barrido de T. tenax. La
estructura caracteristica: 4
flagelos libres (FL), axostilo
(AX) y la membrana ondulante
(MO). Tomado de: Ribaux CL,
1979.

1.4.2.1 Estructura, Biologia y Fisiologia.

Trichomonas tenax mide aproximadamente 7 um de longitud. Presenta cuatro
flagelos anteriores, la membrana ondulante abarca casi dos tercios del cuerpo y
no presenta flagelo recurrente. El cuerpo parabasal es elongado y prominente
(Noble E, et al., 1989) (ver figura 6). Se encuentra en la cavidad oral humana,
generalmente como comensal y solo en caso de compromiso inmunolégico se
puede asociar con Streptococcus mutans y causar gingivitis. (Alderete et. al.,
2004). El hallazgo de T. tenax en la cavidad bucal, es indicio de una higiene
deficiente y por lo tanto, su frecuencia aumenta de manera significativa en

aquellos pacientes que presentan problemas periodontales.

T. tenax se caracteriza por la ausencia de axostilo asociado a hidrogenosomas
(granulos paraxostilares) aunque si estan presentes los hidrogenosomas
asociados a la costa (granulos paracostales) (Yarlett N, 2001). Este organismo se
encuentra solamente como trofozoito y no tiene estadio de quiste, aun en
presencia de condiciones adversas. Al igual que en T. vaginalis, su reproduccion

es asexual por fision binaria.
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El gen de la subunidad menor de RNA ribosomal (cepa ATCC30207) fue
amplificado por PCR y el producto resultante de 1.55 Kb fue clonado en pUC18.
La secuencia mostré un contenido de G + C de 48% (Fukura K, et al., 1996), sin
embargo, desde esa fecha hasta ahora es lo Unico que se conoce acerca de la

secuencia del DNA ribosomal de este tricomonadido.
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1.4.3 Tritrichomonas foetus.

Fig. 7. Microscopia electrénica de barrido de
T. foetus. Tomada de Benchimol M, 2005.

1.4.3.1 Estructura, biologia y fisiologia.

Tritrichomonas foetus mide 20 um de longitud y 10 um de ancho; presenta tres
flagelos anteriores y un flagelo recurrente que forma la membrana ondulante con
tres a cinco ondas que le confieren un movimiento vibratorio caracteristico (Rae
DO y Crews JE, 2006) y que ademas se extiende a todo lo largo de la célula
(Yarlett N, 2001). Se distingue por una pelta pequefa sino ausente; la costa es
prominente y el axostilo es grueso con extensiones ventrolaterales desde su inicio
hasta la pelta (Yarlett N, 2001). En la figura 7 se observa una micrografia

electronica de T. foetus.

T. foetus se reproduce de manera asexual por fision binaria (Vanacova, et. al.,
2003). El tamano de su genoma se estimé mediante ensayos de cinética de
reasociacién como un genoma de 2.5 x 10’ pb con un contenido de G + C igual a

~31% (Wang y Wang, 1984) y tiene 5 cromosomas (Xu, Lun y Gajadhar, 1998).

T. foetus infecta el tracto genitourinario en ganado, causando asi tricomonosis
bovina. Tiene una distribucion a nivel mundial y causa significantes pérdidas
econOmicas atribuidas a la infertilidad o abortos (Tachezy J, et al., 2002). El
parasito es transmitido a través del prepucio de los toros a la vagina y utero de
las vacas durante el coito y su principal manifestacion clinica es el aborto durante
la primera mitad de la gestacion (Penedo-Carvalho K y Rocha-Gadelha AP, 2007).
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1.4.3.2 Manifestaciones clinicas.

Los efectos de la infeccién en los machos son limitados y asintomaticos, mientras
que los efectos clinicos negativos radican en las hembras. T. foetus se localiza en
las secreciones del pene, prepucio y uretra. Microscopicamente, el parasito no

invade el epitelio.

Una vez que una hembra ha sido infectada se desarrolla vaginitis leve la cual es
imperceptible por lo que el organismo tiene tiempo de invadir el Utero a través
del cérvix y una a dos semanas después colonizar por completo el tracto

reproductivo. (Xu, Lun y Gajadhar, 1998).

1.4.3.3 Tratamiento.

Desafortunadamente no hay un tratamiento efectivo para la tricomoniasis bovina,
aunque farmacos como ipronidazol y dimetridazol han sido utilizados (Penedo-
Carvalho K y Rocha-Gadelha AP, 2007). Sin embargo, no hay medicaciones
aprobadas ya que los medicamentos anteriores estan estrictamente prohibidos en

animales con fines de consumo humano (Xu, Lun y Gajadhar, 1998).
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2.1 El Ribosoma.

Las células se caracterizan por la complejidad de su estructura lo cual se
manifiesta en diferentes niveles de organizacion. La relacion estructura-funciéon
de los ribosomas resulta de gran interés, pues son los organelos destinados a la

sintesis de proteinas.

Fig. 8. Ribosoma eucaridtico tipico.
Modificada de Bruce A et al., 2002.

En la figura 8 se muestra el esquema de un ribosoma eucaridtico tipico; como se
observa, estad formado por cuatro moléculas de RNA ribosomal (28S, 18S, 5.8S y
5S) y mas de 70 proteinas; dos tercios de la masa total del ribosoma estan
formados por RNAr. De este modo, la estructura y funciéon de los genes que
codifican para RNA ribosomal (DNAr) es de especial interés ya que son transcritos
por la RNA polimerasa |, responsable de transcribir Unicamente estos genes
(Mandal RK, 1984).

El ribosoma esta formado por 2 subunidades, 40S y 60S. Estos complejos estan

definidos por sus coeficientes de sedimentacion aparentes [unidades Svedberg
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(S)]. La subunidad menor (40S) constituye el soporte sobre el que los RNAt se

unen a los codones de RNAmM correspondiente, ya que se encarga de unir el RNA
mensajero y el anticodon del RNAt correspondiente y es responsable de la
fidelidad de la traduccion al asegurar el apareamiento entre el coddon y el
anticoddon durante el proceso de codificacion (Doudna y Rath, 2002). Por su
parte, la subunidad mayor (60S) es la que se une al extremo terminal del RNAt y
se encarga de catalizar la formacion del enlace peptidico durante la sintesis de

proteinas (Garrett R, 1999).

Para la biosintesis de los componentes de los ribosomas son requeridas las 3 RNA
polimerasas (Sollner-Webb B y Mougey EB, 1991); los productos de cada una de
ellas constituyen los bloques necesarios para la formacion de la unidad estructural

y funcional. La RNA pol | sintetiza las moléculas ribosomales 28S, 18S y 5.8S. La

RNA pol Il produce los RNA mensajeros que codifican para la sintesis de las
proteinas ribosomales y la RNA pol Il sintetiza el RNA ribosomal 5S (Doudna y
Rath, 2002).

Los bloques necesarios para la construccion del ribosoma llegan al nucleolo como
particulas pre-ribosomales, cruzan el nucleoplasma, pasan a través de los poros
nucleares para finalmente ensamblarse en lo que constituye un ribosoma
funcional en el citoplasma, lo cual requiere una gran coordinacion entre varios de

los compartimentos celulares (Doudna y Rath, 2002).

2.2 El nucleolo.

La mayor funcién asociada con este organelo es la biogénesis del ribosoma, un
proceso que implica la transcripcion del DNAr, procesamiento del transcrito de
pre-RNAr y el ensamblaje del RNAr con las proteinas ribosomales (Mélése y Xue,
1995). De hecho, los genes ribosomales son los elementos centrales del nucleolo
y estan localizados en sitios especiales llamados regiones organizadores

nucleolares (NOR). Rodeando las NOR se encuentra una red de filamentos que
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forman el soporte estructural u organizacion para el arreglo del DNAr

transcripcionalmente activo y/o el ensamblaje y transporte de las subunidades
ribosomales (Hannan KM, 1998).

Se ha observado que el soporte nucleolar estad ausente en células en las cuales la
sintesis de rRNA se encuentra inactiva, tal como en ertirocitos nucleados y

espermatocitos (Reeder RH, 1990).

El tipico nucleolo consiste de 3 subestructuras que han sido nombradas de
acuerdo a su apariencia en microscopia electronica de transmision: 1) Centros
fibrilares (FC), 2) Componente fibrilar denso (DFC) y 3) Componente granular
(GC) (Hannan KM, 19998). En la figura 9 se muestra una micrografia donde se

pueden observar estas estructuras.

Fig. 9. Nucleolo de una célula de
raton fijado in situ. Las flechas
indican cromatina perinuclear
condensada. El centro fibrilar esta
sefialado con FC, el componente
granular denso con DFC vy el
componente granular con GC.
Figura tomada de Raska I. et al.,
2004.

Los centros fibrilares son regiones palidas en el centro del nucleolo. EI DNAr, la
RNA pol | y factores de trascripcion tales como UBF, SL-1 y topoisomerasa | han
sido localizados en la periferia de los centros fibrilares por lo que es aqui donde

son generados los transcritos de RNAr primarios.
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El componente fibrilar denso rodea a los centros fibrilares y se caracteriza por

contener fibrillas de 3 a 5 nm densamente empacadas y un alto contenido de
fibrilarina la cual es una proteina conocida por su asociacién con otras proteinas
requeridas en estadios tempranos del procesamiento de RNAr, tales como U3, U8
y U13 RNPs pequefios nucleolares (snRNP). Este es el lugar donde se lleva a cabo

la transcripcion de los genes (Hernandez-Verdun, 1991).

Finalmente, el componente granular se localiza en la periferia del nucleolo y
consiste de estructuras granulares con un diametro de 10 a 15 nm, algunas veces
organizadas en cadenas cortas. Los estadios tardios de maduracion de las
particulas precursoras de ribosomas, antes de ser exportadas al citoplasma han

sido localizados en esta region (Hannan KM, 1998).

2.3 Genes Ribosomales.

Como ya se ha mencionado, las moléculas ribosomales 18S, 5.8S y 28S son
transcritas por la RNA polimerasa I. En la mayoria de los eucariontes los genes se
encuentran arreglados en unidades repetidas en forma de “tadndem”. La
transcripcion del DNAr asi como el procesamiento de los RNAr ocurren en el

nucleolo (Hannan KM, 1998).

La transcripcion de los genes ribosomales se ha observado en algunas células
como oocitos maduros de insectos y anfibios (como Xenopus). Esta actividad ha
podido ser visualizada mediante micrografias electrénicas conocidas como “Miller
Spreads” donde gradientes de ribonucleoproteinas nacientes densamente
empacadas han sido observadas al emerger del DNAr, formando patrones
conocidos como “arboles de navidad” (White RJ, 2001) tal como se observa en la

figura 10.
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Fig. 10. Micrografia electronica de
una célula de ratén. ElI arbol de
navidad corresponde a un cistréon
ribosomal en actividad de
transcripcion. Las flechas indican el
extremo 57 de los transcritos recién
sintetizados. Figura tomada de
Raska I. et al., 2004.

Se ha observado que los genes pueden estar activos o inactivos, lo que se ha
propuesto en el modelo binario de los genes ribosomales (Reeder RH, 1999;
Grummt 1, 2003) donde cada gen es una unidad binaria que puede estar
encendida o apagada (Raska 1, et al., 2004). Se ha calculado que hay
aproximadamente una RNA polimerasa por cada 100 pb, elongandose asi
aproximadamente 30 nucledétidos por segundo. En seguida, el transcrito naciente
es procesado y ensamblado en ribosomas mientras estan siendo sintetizados

(White RJ, 2001).
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Fig. 11. “Miller Spreads” de genes ribosomales de levadura.
La flecha sefiala aquel gen expresado activamente. Los
triangulos sefialan cada unidad de DNAr. Figura tomada de
Raska I, et al., 2004.

En la figura 11 se observan tres genes de RNAr, donde solo uno de ellos es

transcripcionalmente activo.

2.4 Organizacion de los Genes de RNA Ribosomal.
Los genes de RNA ribosomal (DNAr) se encuentran organizados en unidades de
transcripcion separadas por unidades espaciadoras no-transcritas (NTS), también

llamadas regiones intergénicas. Las unidades de transcripcion de pre-RNAr
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corresponden a secuencias codificadoras correspondientes a las moléculas

maduras 18S, 28S y 5.8S (o sus equivalentes) y las secuencias de los
espaciadores transcritos externos e internos (ETS e ITS, respectivamente). Estas
ultimas son transcritas como parte de la molécula de pre-RNAr, sin embargo, son

perdidas durante la maduracion de las moléculas de rRNA (Mandal RK, 1984).

Genes de RNAr _
repetidos en e={H == - == == I

tandem - ~
- ~—

-
- H'--..,

L
Gen de RNAr =i ol

18S 5.8S 28S

Gen de RNAr

transcrito Promotor

Espaciadores transcritos externos
Secuencia codificadora de RNAr
Espaciadores transcritos internos
Espaciador no-transcrito externo

5 185 5.8S 288 3

OmO0OmE

RNA ribosomal e B

188 5.8S 28S

Fig. 12. Esquema general de los genes ribosomales y sus transcritos. Figura tomada
de Raska I. et al., 2004.

Como puede observarse en la figura 12, una unidad de transcripcion y su
correspondiente regiéon intergénica constituye una unidad repetida de DNAr. El
arreglo en tandem de estas unidades repetidas es la caracteristica basica en la
organizacion de los genes ribosomales en la mayoria de los organismos

eucariontes (Raska I, 2004).

2.5 RNA Polimerasas.
En los organismos procariontes, se encuentra un solo tipo de RNA polimerasa

encargada de sintetizar todo el RNA contenido en la célula. Sin embargo, en los
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organismos eucariontes hay tres tipos de RNA polimerasa: RNA pol I, RNA pol Il y

RNA pol Ill. Las tres RNA polimerasas difieren entre si en especificidad,

localizacion y susceptibilidad a inhibidores (Brown WM y Brown PW, 2002).

Las RNA polimerasas estan formadas por varias subunidades por lo que cada una
de ellas requiere distintos factores que le provean selectividad en su actividad
correspondiente para permitir que ocurra la transcripcion (Brown, et. al. 2002).
Por otro lado se ha descrito que las proteinas actina y miosina | nucleares estan

asociadas con el DNAr y son requeridas para la transcripcion (Grummt I, 2006).

2.5.1 RNA polimerasa .
Se encuentra localizada en el nucléolo donde se encarga de transcribir las

unidades repetidas de los genes de RNAr y es sensible a la a-amanitina.

El presente trabajo se encuentra estrechamente relacionado con la actividad de

esta RNA polimerasa, por lo que nos enfocaremos en ella mas adelante.

2.5.2 RNA polimerasa I1I.

Los precursores del RNA mensajero asi como varias moléculas pequefias de RNA
son sintetizadas por esta RNA polimerasa. Esta localizada en el nucleo y esta
formada por 12 subunidades. Al igual que la RNA polimerasa | es sensible a la a-

amanitina.
Los promotores de esta RNA polimerasa, por lo general contienen una “caja

TATA” alrededor de 15 a 25 nucledtidos rio arriba del sitio de inicio de la

transcripcion.
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2.5.3 RNA polimerasa IlI.

Se localiza en el nucleo y sélo es sensible a la a-amanitina en algunas especies.
Es la encargada de transcribir los genes de RNAr 5S, los genes de RNA de

transferencia (RNAt) y los genes de RNA pequeiios nucleolares (SNRNA).

Se han descrito dos tipos de promotores para esta RNA polimerasa: rio abajo de
los genes de RNAr 5S y de los genes de RNAt. Esta localizado en +55 respecto al
sitio de inicio de la transcripcion y es conocido como “Caja A”. En la posiciéon +80
a +90 se localiza una segunda secuencia conocida como “Caja B”. Ninguna de
estas dos secuencias corresponde a la de la “Caja TATA”. El segundo tipo se

localiza rio arriba de los genes de snRNA y en estos se encuentra la “Caja TATA”.

2.6 Transcripcion por RNA Polimerasa .

Los promotores para RNA pol | se caracterizan por la ausencia de la caja TATA y
la presencia de dos sitios clave: una region rica en G+C, localizada
aproximadamente de -45 a +20, y una segunda region rica en G+C llamada
elemento control rio arriba (UCE), ubicada aproximadamente de -180 a -107

respecto al sitio de inicio de la transcripcion (Brown, et. al. 2002).

La transcripcion se lleva a cabo esencialmente en 4 pasos: 1) iniciacion, 2) uniéon
al promotor, 3) elongacién y 4) terminacidon. La iniciacion incluye el ensamblaje
del complejo de pre-iniciacion en el promotor del gen, la isomerizacion del
complejo cerrado para formar un complejo de iniciacion abierto y finalmente, la

generacion del primer enlace fosfodiester (Hannan KM, et al., 1998).
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2.7 Descripcion de los elementos regulatorios en la region intergénica.

Repetidos de RNAr

185 58S 28S IGS 18S 5.88 288 IGS 18S 5.8 28S
1 N — i
Componentes en los espaciadores intergénicos
28S CORE
. Enhancers Enhancers UPE tisy 188

Term SP SP PT finr

Fig. 13. Organizacion general de las unidades de transcripcion de RNA pol I. El
sitio de inicio de la transcripcion esta indicado por tis. Figura tomada de Paule MR
y White RJ, 2000.

En comparacion a la transcripcion por RNA pol Il, pol | requiere menos factores
de transcripcion (Paule MR y White RJ, 2000). La transcripcion puede llevarse a
cabo con la simple union de un factor de union al promotor, sin embargo, el
“elemento promotor rio-arriba” (UPE), los elementos potenciadores (enhancers) y
el terminador proximal (PT) facilitan este paso. De aqui que la presencia de
diferentes elementos en la regidon intergénica estan involucrados en este proceso.
En la figura 13 se muestra un esquema general de los componentes de las
regiones intergénicas al que se hara referencia para la descripcion de los

elementos.

2.7.1 El promotor.

Es la secuencia necesaria y suficiente para la iniciaciéon de la transcripcion en la
mayoria de las especies. Contiene el iniciador ribosomal (rinr) la cual es una
secuencia rica en A-T alrededor de la posicion +1 que es parecida a la secuencia

de la caja TATA.
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2.7.2 Elemento promotor rio arriba, UPE.

Este es un elemento que ayuda al ensamblaje o estabilizacion del complejo
formado en el promotor, consiste de ~150 a 200 pb rio arriba de la posicion +1.
Estimula que se lleve a cabo la transcripcion, sin embargo, no es un

requerimiento absoluto para el inicio de la transcripcion.

2.7.3 Promotor espaciador.

La funcién de este promotor aun es desconocida, sin embargo, se ha demostrado
que los transcritos intergénicos generados son requeridos para establecer y
mantener una configuracion heterocromatinica en el promotor de los genes
ribosomales, lo cual podria revelar que estos transcritos sirven como control

epigenético del locus de DNAr (Mayer et. al., 2006).

2.7.4 Potenciadores.

En Xenopus laevis y Xenopus borealis, se han descrito arreglos de secuencias
repetidas de 60 y 81 pb intercaladas entre si y que se ha comprobado sirven
como dominios que unen factores de transcripcion esenciales para la activacion
del promotor (Caudy y Pikaard, 2002). Esto confirma la hipotesis de que los
potenciadores evolucionaron a partir de espaciadores promotores por duplicacion
repetitiva (Paule y White, 2000).

De igual forma, en X. laevis y X. borealis se han descrito dos importantes
regiones de secuencias repetidas conocidas como region O y regiéon 1 que
consisten en secuencias repetidas de 34 y 100 pb respectivamente. Se ha llegado
a la conclusibn que las regiones 0/1 son importantes enhancers de la
transcripcion quizd mas fuertes que los secuencias repetidas de 60/81 pb (Moss
et. al, 1980; Caudy y Pikaard, 2002) pero basicamente sirven para estimular la
transcripcion del DNAr. En la figura 14 se muestra un esquema de la organizacion

de los espaciadores intergénicos en Xenopus.
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185 58S 288 285 18S

X. laevis

28S ™ R-0 R1 PE 60/81pb  PE 60/81pb T3 Pr 18S

X. borealis

T2 R-0 R-1 R-2 PE PE T3 DIr

Fig. 14. Organizacion de los genes ribosomales y espaciadores intergénicos de
Xenopus. Tanto en X. laevis como en X. borealis, las secuencias repetidas de
la regiébn O comparten una secuencia idéntica al promotor. Las flechas indican
el sitio de inicio de la transcripcion. T2: terminador T2; R-0: regién 0; R-1:
region 1; R-2: regién 2; PE: promotor espaciador; 60/81pb: repetidos de 60 y
81 pb; T3: terminador T3; Pr: promotor génico. Figura tomada de Caudy A, et
al., 2002.

2.7.5 Terminador proximal.

Este elemento se localiza entre los potenciadores (enhancers) y el UPE y tiene
varias funciones entre las cuales destaca la protecciéon al promotor de polimerasas
“deambulantes”, remodelamiento de la cromatina sobre el promotor vy
posiblemente, plegamiento de las secuencias repetidos de rRNA en el nucléolo
(Paule MR y White RJ, 2000).

2.7.6 Elementos terminadores.

Esta regidn se caracteriza por contener secuencias repetidas y es reconocida por
una proteina de unidon a DNA que es esencial para la terminaciéon de la
transcripcion (Reeder RH, 1989). La transcripcion termina rio-abajo de la
secuencia del 28S y es mediada por TTF-1 (en ratén) o Reblp (en levadura). La
terminacion requiere la unidén de la proteina correspondiente a secuencias de DNA

especificas rio-abajo de la unidad de transcripcion (Paule MR y White RJ, 2000).
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2.8 Regulacion de la transcripcion del DNAr.

La regulacién de la transcripcion puede ser llevada a cabo basicamente por dos
mecanismos: 1) cambios en la estructura de la cromatina y 2) alteraciones en la
cantidad, localizacion o actividad de la RNA polimerasa I (Hannan KM, et al.,
1998).

2.8.1 Cromatina
Se ha reportado que la cromatina podria regular la actividad de los genes
limitando el acceso de los factores de transcripcion a sus sitios de union a DNA

correspondiente en el promotor (Grummt I, 2003).

Los elementos directamente implicados en el proceso de alterar la estructura de
la cromatina son UBF y TTF-1. Ensayos in vitro sugieren que la asociacion de UBF
con la cromatina ocasiona el desplazamiento de la histona H1, sin afectar al resto
de proteinas histonas, dejando al descubierto al promotor espaciador. Los
transcritos generados de la transcripcion por la unidon de polimerasas a este
promotor espaciador, llamados transcritos intergénicos contribuyen a la
estructura de la cromatina y subsecuente control epigenético del DNAr (Mayer C,

et al., 2006).

2.8.2 RNA polimerasa |

Estudios en los sistemas de transcripcion de Acanthamoeba castellanii han
revelado que la transcripcion disminuye cuando incrementa la cantidad de una
isoforma de la RNA polimerasa I, llamada PolA y la disminucion de la cantidad de
otra, la PoIB. La diferencia entre estas dos isoformas radica en la modificacion de
una de las subunidades de la enzima y/o en su asociacion con otros factores

asociados a la RNA polimerasa | (Hannan KM, et al., 1998).
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2.9 Descripcion del cistron ribosomal de los tres tricomonadidos.

2.9.1 El Cistréon Ribosomal de T. vaginalis.

ITS-1 ITS-2
Regidn intergénica 5.8S

| 16S M K 285

Fig. 15. Cistron ribosomal de T. vaginalis.

De acuerdo al tamafio del genoma de T. vaginalis, se ha calculado que hay
aproximadamente 10 copias del gen de RNA ribosomal (DNAr) y mide 6.3 Kb
(datos no publicados de nuestro laboratorio). Tiene un sitio de restriccion para
EcoRl y tres sitios para Hindlll donde los tamafos de estos fragmentos son 3619,

1379 y 1333pb.

A la fecha se conoce la secuencia completa del cistron ribosomal de este
tricomonadido; en la figura 15 se muestra el mapa correspondiente. En nuestro
laboratorio se construyd una biblioteca gendmica a partir de DNA total de T.
vaginalis (cepa CNCD147) digerida con EcoRIl y clonada en el sistema A Zap Il
(Strategene). Tras realizar un ensayo de hibridaciéon con una sonda de cDNA del
RNAr de T. cruzi, se obtuvo una clona con un inserto de 6.3Kb la cual
correspondia con el tamafo esperado por ensayos previos de Southern. El inserto
fue secuenciado y comparado con los datos reportados previamente en

“GenBank”.

El espaciador transcrito externo (ETS) define en su extremo 5° la posicién del
inicio de la transcripcion (tsp) el cual es un elemento interno de promotores de
polimerasa tipo I. Lo que se conoce hasta el momento respecto a T. vaginalis, es
el sitio de inicio de la transcripcion (tsp), trabajo realizado en nuestro laboratorio.
Para determinar el tamafo del espaciador transcrito externo se realizd un ensayo
de proteccién a ribonucleasas (RPA) con lo cual se determin6é aproximadamente la

posiciéon del tsp y posteriormente mediante una reaccion de “primer extension” se
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localizé el sitio de inicio de la transcripcidn en la secuencia 5" -GGGAAAGTTG-3~

al inicio de la secuencia del ETS (Lopez-Villasefior, et al., 2004).

Se ha observado que las regiones codificadores estan altamente conservadas en
secuencia y funcionalidad, sin embargo, las regiones intergénicas que son las que
contienen todos los elementos que regulan la transcripcion de estos genes

divergen rapidamente entre especies (Reeder RH, 1989).

En general, a pesar de la divergencia evolutiva, el tipo y arreglo de los elementos
reguladores ha estado conservado a pesar de no mantener precisamente la
misma secuencia. De aqui que la organizacion podria ser esencialmente la misma
para la mayoria de los eucariontes; sin embargo en T. vaginalis aun no se ha
descrito cual es el arreglo de la region intergénica y los elementos reguladores de

la transcripcion.

2.9.2 El cistron ribosomal de T. tenax.

La informacién disponible sobre este paréasito es escasa. De hecho, respecto al
cistron ribosomal de T. tenax se conoce muy poco. Sin embargo en la pagina de
NCBI, en el apartado Nucleotide, esta publicada la secuencia completa de la

subunidad menor (16S), trabajo realizado por el grupo de Goto N (1996).

2.9.3 El cistron ribosomal de T. foetus.

ITS-1 ITS-2

= 16S % 5.8S

Fig. 16. Mapa de la secuencia incompleta del cistron ribosomal de T. foetus.

Al igual que en T. vaginalis, se ha descrito en T. foetus que los genes que
codifican para las moléculas ribosomales, se encuentran arregladas en forma de

tdndem. De acuerdo al tamafio del genoma de T. foetus, se ha calculado que hay
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aproximadamente 12 copias del gen de RNA ribosomal (DNAr) y por ensayos de

Southern blotting se ha calculado que mide aproximadamente 6Kb (Chakrabarti,

et. al, 1991).

Hasta el momento, en T. foetus solo se han caracterizado los genes de la
subunidad menor y del 5.8S, trabajo realizado por Chakrabarti, et. al (1991). En
la figura 14 se muestra el mapa correspondiente a lo que se conoce de la
secuencia del cistron ribosomal de T. foetus. La subunidad menor mide 1571 pb
con un contenido G + C de 48.5% mientras que el 5.8S mide 159 pb con un
contendido G + C de 44%. Aunque su tamafio es menor en comparacion a los
18S eucaridticos, encontraron que la secuencia mantiene la estructura primaria y
secundaria comun entre todos las estructuras de RNA ribosomal de la subunidad
menor en eucariontes. Los ITSs son muy cortos (al igual que en T. vaginalis)
midiendo 80 y 64 pb respectivamente y su contenido en A + T es muy alto en

ambos, siendo 86% y 81% respectivamente.

Fig. 17. Estructura primaria Yy
secundaria de la subunidad menor
de T. foetus. Figura tomada de
Chakrabarti D, et al., 1992.
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Por otro lado, mediante un analisis tipo “Northern blot”, se ha sugerido que el

tamafo de la region intergénica es de aproximadamente 200 pb por el tamafio de
lo que corresponderia al tamafio del transcrito primario (5.8 Kb). De igual forma,
también se estimo6 que el tamafo de la subunidad mayor es de alrededor 2.5 Kb,

sin embargo aun falta por conocer la secuencia del RNAr 28S asi como la

secuencia de la region intergénica.
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CAPITULO I11

PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA
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Dado que los tricomonadidos son organismos de divergencia evolutiva muy
temprana, pueden ser utilizados como modelo para el estudio de estrategias
reguladoras de la transcripcion que pudieron haber aparecido desde el inicio de la
historia evolutiva de los eucariontes. En particular en este trabajo se estudiaran

los genes del cistron ribosomal, transcritos por la RNA polimerasa |I.

A la fecha, solamente se conoce la secuencia completa del cistron ribosomal de

T. vaginalis, y aun falta por conocer la secuencia del DNAr de T.tenax y T. foetus.

El propdsito de este trabajo es comparar la estructura del cistron ribosomal en
estos tres tricomonadidos para establecer similitudes y/o diferencias con la
estructura de las unidades transcritas por RNA pol I de organismos eucariontes

superiores.

La importancia de analizar estos genes en estos parasitos radica en que debido a

que son organismos de divergencia evolutiva temprana puede establecerse la

diferencia que existe con los eucariontes superiores.
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4.1 HIPOTESIS

Trichomonas vaginalis y Trichomonas tenax pertenecen al mismo género, por lo

que sus genes ribosomales podrian ser muy parecidos entre si y al compararlos

con los de Tritrichomonas foetus se observaran diferencias que estableceran su

correspondiente distancia evolutiva.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar y comparar las secuencias de los genes ribosomales (rDNA) de

Trichomonas vaginalis, Trichomonas tenax y Tritrichomonas foetus.
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4.3 OBJETIVOS PARTICULARES

e Amplificar la secuencia del cistron ribosomal (region intergénica y

codificadora) de los tricomonadidos T. vaginalis, T. tenax y T. foetus.

¢ Clonar tanto la region codificadora como la regién intergénica de los genes

ribosomales de los tres protozoarios.

e Secuenciar diferentes clonas aisladas de estas regiones.

e Comparar las secuencias obtenidas para establecer las principales

similitudes y diferencias entre ellas.

e Analizar la regiéon intergénica de T. vaginalis para conocer si tienen los

componentes caracteristicos de los transcritos de la RNA pol | en

organismos eucariontes superiores.
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Estrategia Experimental.
Cultivo de T. vaginalis y T. foetus.
Extraccién de DNA gendmico de T. vaginalis, T. tenax y T. foetus.
“Southern blot” gendmico.
Amplificacién por PCR.
i. Amplificacién de region intergénica.
ii. Amplificacion de region codificadora.
iii. Amplificacién de [regién intergénica + 28S].
iv. Hibridacién por Southern blot.
Clonacién en vectores de clonacion.
i. “Zero-blunt Topo”.
ii. “pGEM T-Easy”.
iii. Aislamiento de clonas.
iv. Hibridacién en colonia.
v. Extraccion de plasmidos (minipreps).
vi. Digestion con la enzima de restriccion EcoR1.

Purificacién del producto de PCR de la regidn intergénica de T. foetus.

G. Secuenciacion y analisis de secuencias.

52

. Analisis bioinformatico.

Metodologia.

5.2.1 Cultivo de células

5.2.1.1 Cultivo de T. vaginalis.

Las tricomonas se cultivan en medio TYM con Suero de caballo al 10%. Para esto,

se utilizan tubos de ensayo con tapdn de rosca con 6 mL de medio TYM + 0.6 mL

de suero de caballo. Se siembran diluciones de un cultivo anterior de 0.1 - 0.3

mL para que al dia siguiente estén en fase logaritmica.
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Los tubos se incuban a 37°C durante 22-24 horas inclinados en una gradilla para

gue las células se adhieran a la pared del tubo.

5.2.1.2 Cultivo de T. foetus.
Las tritricomonas se cultivan igual que las tricomonas pero usando un tubo con

tapdén de rosca con 5 mL de medio TYM + 0.5 mL de suero de caballo.

5.2.2 Extraccion de DNA gendmico de los tricomonadidos.

5.2.2.1 DNA de T. vaginalis. y T. foetus.

La extraccion se llevd a cabo a partir de un cultivo de Trichomonas vaginalis y
Tritrichomonas foetus (por separado) en fase logaritmica (~2.5 x 10° células/mL)
crecido en una caja de cultivo Nunc de 260 mL, con 50 mL de medio TYM y suero
de caballo inactivado al 10%. El volumen total del cultivo se separd en dos tubos
Corning de 50 mL en condiciones estériles.

Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se decantd cuidadosamente y se coloca en un recipiente de
desechos que sera esterilizado posteriormente. El botdn de células se resuspendid
en 20 mL de PBS pH 7.4, y se centrifugé una vez mas a 3000 rpm durante 10

min.

La solucion de lavado se decanta y el botdn de células se resuspende en 4mL de
PBS para separarlos en cuatro microtubos de 1.5 mL (8 tubos en total). Los tubos
se centrifugaron a 14,000 rpm durante un minuto; tras decantar el sobrenadante,

el botdn se resuspendid con el PBS remanente en el tubo.

Se agregaron 300 pL de amortiguador de extraccion y 300 pL de fenol a cada
tubo. Se agitd a velocidad moderada durante 30 segundos y se centrifugd a

14,000 rpm durante 3 min.
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La fase superior (sin interfase) se recuperd en otro tubo y se le afiadieron 300 uL

de fenol y 300 pL de cloroformo. Se agitd y centrifugd igual que en el paso
anterior. La fase superior nuevamente se recuperd y se le agregaron 500uL de

cloroformo, se agité y centrifugd de la misma forma.

La fase superior se precipita con 1mL de etanol absoluto y 40 pL de acetato de
sodio 3M a -20 °C toda la noche. Al otro dia los tubos se centrifugaron a 14,000
rpm durante 15 min. Se descart6 el sobrenadante y el botén se lavé con 1 mL de

etanol al 70% frio.

Se dejé evaporar el etanol 5 minutos y el DNA obtenido se resuspendio
cuidadosamente en 50 pL de TE y se ahadieron 0.5 yL de RNAsa (2mg/mL) y se

incubd 30 minutos a 37°C.

El DNA obtenido se revisé en un gel de agarosa, para lo cual se prepard en
amortiguador de corrida TAE 1x a una concentracién de 0.8%. La agarosa
preparada se calienta hasta licuarla, luego se coloca en el recipiente de la camara

disenado para solidificar los geles, y se deja enfriar ~ 20 minutos.

Siempre se carga como marcador de peso molecular, 10 pyL de A Hind III. Las
muestras de DNA se prepararon con 2 pL de amortiguador muestra en TAE 5x, 9
ML de agua y 1 pL de muestra de DNA para tener un volumen de 10 pL para
cargar el gel. La electroforesis se corrid a 80V por 1 hora en amortiguador TAE
1x.

Una vez terminada la electroforesis los geles se tifieron con bromuro de etidio en
TAE 1x durante 5 minutos. Se destifieron 5 minutos en agua destilada y se

observaron en el transiluminador para tomar la foto.
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5.2.2.2 Extraccidon de DNA gendmico T. tenax.

El DNA gendomico que se utilizé fue extraido por la Dra. Imelda Lépez en el
laboratorio del Dr. John Alderete. Para usarlo, solamente se centrifugd a
14,000rpm durante 15 minutos y se descartd el etanol. Finalmente se
resuspendié en 50 yL de TE, se le agregd 0.5 pL de RNAsa y se incubd a 37°C

durante 30 minutos para después conservarlo a -20°C.

5.2.3 “Southern blot” genémico.

a) Digestion del DNA con enzimas de restriccion.
Se digirieron aproximadamente 10ug de DNA gendmico de T. vaginalis, T. tenax y
T. foetus con las enzimas de restriccion EcoR1 y HindIII. Las reacciones se
prepararon en microtubos de 1.5 mL (1 tubo por cada organismo y un tubo por

cada reaccion de digestidn: seis tubos en total) como sigue:

Enzima Ingrediente | 7. vaginalis | T. foetus T. tenax

Agua bidestilada estéril 90uL 95uL 95uL

- Amortiguador REact3® 10x 15uL 15uL 15uL
3 DNA gendmico 30uL 25ul 25uL
D Enzima 10uL 10uL 10uL
Total 145uL 145uL 145,L

Agua bidestilada estéril 90uL 95uL 95uL

= Amortiguador REact2® 10x 15uL 15uL 15uL
T DNA genémico 30uL 25uL 25uL
T Enzima 10uL 10uL 10pL
Total 145uL 145uL 145uL

Al dia siguiente se agregaron otros 5 uL de la enzima correspondiente y se incubd

tres horas mas a 37°C.

Los DNA digeridos se extraen y precipitan como sigue: a cada tubo se le afiadio
50 pyL de TE, 100 pL de fenol y 100 pL de cloroformo. La mezcla se agita y

centrifuga por tres minutos a 14,000 rpm. La fase superior se mezcla con 200 pL
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de cloroformo, se agita y centrifuga del mismo modo. La fase superior se

precipita con 2.5 volumenes de etanol absoluto y 1/10 de acetato de sodio por

1hr a -20 °C. La precipitacion se centrifugd 15 minutos a 14,000 rpm.

El boton se resuspendid en 10uL de TE pH 7.4 y se le afadieron 4 pL de
amortiguador muestra. Se calentaron a 65°C durante 10 minutos y se colocaron

en hielo 5 minutos.

a) Preparacion y corrida del gel.

1. Se prepard un gel de agarosa al 0.8% en amortiguador TAE 1x.

2. Se cargo el DNA previamente digerido y resuspendido (14 pL).

3. El gel se corri6 a 80V por 3.5 hr. Se tifio con bromuro de etidio
(10mg/mL) en TAE 1x 10 minutos y destind 10 minutos en agua
bidestilada.

4. EI gel se transfirid a un recipiente apropiado para los pasos de

depurinizacién, desnaturalizacion y neutralizacion.

b) Preparacion del DNA para la transferencia.
Para despurinizar se incubd el gel en 250mL de HCI 0.25 N durante siete minutos.
Se descartd la solucidn y se repitidé la incubacidén. Posteriormente, se incubd en
250 mL de solucion de desnaturalizacion durante 15 minutos. Se descartd la
solucion y se repitié la incubacidn y finalmente se incub6 en 250 mL de solucion
de neutralizacion durante 30 minutos. Se descartd la solucidn y se repitié la

incubacion.

c) Transferencia del DNA a una membrana de nylon.
En la camara de transferencia (Blot Transfer System 11.14 Gibco BRL) se colocd
la solucién de transferencia. Posteriormente se montdé transferencia de la

siguiente manera:
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a. El papel Wattman y la membrana se humedecen previamente en la

solucién de transferencia.

b. En la base se colocé un papel Wattman de 23 x 11cm, encima se
colocé otro de 11 x 14cm y en seguida se colocd el gel volteado,
luego la membrana de nylon (Zeta Probe GT Genomic Tested
Blotting BoRad), otro papel Wattman de 11 x 14 cm y una torre de
toallas de papel. Sobre ellas va una cubierta plastica y una botella
de agua.

c. Entre las orillas del gel y el segundo Wattman se colocd parafilm

para asegurar que la transferencia se lleve a cabo a través del gel.

La transferencia se dejé durante toda la noche y una vez finalizada, marqué con

lapiz los pozos del gel en la membrana.

La membrana se lavé en solucion SSC 2x en agitacion suave durante 10 minutos
y se dejo secar al aire una hora. Finalmente el DNA se fijo en la membrana con

luz UV a 1200 pJ en un equipo “UV crosslinker” (Strategene).

d) Pre-hibridacion de la membrana.
La membrana se pre-hibridizé por tres horas en 10mL de solucién de hibridacién
a 37°C.

e) Preparacién de la sonda radiactiva [a>?P] dCTP de cistrén ribosomal de T.
vaginalis por "Random Primer”.
La sonda se prepard con el kit comercial: “Rediprime II Random Primer Labelling
System” (GE Healthcare).

El DNA a ser marcado (50 ng) se diluyé en un volumen final de 45 uL de TE.

> Region [intergénica+28S] de Tv: 4,600pb
> Regidn codificadora (16S + 5.8S) de Tv: 1,900pb
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Proporcion --- 4,600/1,900=2.42ng. Por cada ng de RC, hay 2.42ng de RI.

* Producto de amplificacion por PCR de la regidon intergénica + 28S de T.
vaginalis. [60ng/uL] Preparar dilucién 1/10 = 6 ng/uL. Se usaron 6 pL.
* Producto de amplificacion por PCR de la regidén codificadora de T. vaginalis.

[100ng/uL] Preparar dilucién 1/20 = 5ng/uL. Se usaron 3 pL.

El DNA se desnaturalizé por calentamiento a 93 °C por cinco minutos en bafio de
agua. Transcurrido el tiempo, la muestra se transfiri6 a hielo/agua durante 5

minutos.

La muestra se transfirid al tubo de reaccion del kit comercial sin mezclar. Se
afiadieron 10 pCi [a*?P]dCTP y se mezcld cuidadosamente mientras que la
solucion cambio de azul a morado cuando el liofilizado se ha mezclado y disuelto

por completo con la marca radiactiva. Se incubd 1 horar a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo, el DNA marcado se precipité afiadiendo 10 pg de tRNA (2
ML de tRNA 5 ug/pL), 2.5 partes de ETOH absoluto (125 pL), 1/10 partes de
acetato de sodio 3 M (5 pL) y dejando a -20 °C toda la noche. Se centrifugd 10
minutos a velocidad maxima. Posteriormente se descartd el sobrenadante y se

resuspendié en 100 pL de amortiguador TE.

Para desnaturalizar el DNA marcado se adicionaron 10uL de NaOH 3 N. Tras una
incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente se agregaron 10 pL de HCI 3 N
y 10 pL de Tris 1 M pH 7.4. Mantener en hielo.

f) Hibridacion.
La membrana se hibridd con la sonda, agregandola a la solucién de hibridacion
durante dos dias (2 Cot %2) a 37°C.
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. x: peso de la sonda (jg)
zZ

Cot %= 2(—) (%j (E) y: tamano de la sonda (Kb)
* z: volumen de hibridacion (mL)

El Cot 2 es el tiempo en el que la mitad de las moléculas de la sonda se unen a

las moléculas del DNA blanco.

g) Lavado de la membrana.
Finalizada la hibridacidon, la membrana se lavé con solucion 2x SSC/0.2% SDS
durante 10 minutos a 37°C. Tras monitorearse el fondo radiactivo, se repitid el
lavado. La membrana se expuso en pelicula “Hiperfilm” (Amersham Biosciences)

con pantalla intensificadora durante 24 horas a -70 °C.

5.2.4 Amplificacion por PCR.
Todas las amplificaciones llevadas a cabo fueron basadas en el mapa del cistrén

ribosomal de T. vaginalis. Estas regiones especificas amplificadas fueron:
a) Regidn intergénica de T. vaginalis.
b) Regidén 16S + 5.8S de T. vaginalis, T. tenax y T. foetus.

c) Regiodn intergénica + 28S de T. vaginalis, T. foetus y T. tenax.

En la figura 18 se muestra la localizacion donde se anclan los oligonucleétidos

para las amplificaciones correspondientes.

a. Oligonucleodtidos utilizados.

- — 32 -3 B—>
__________ ‘ 165 o] 285 |
=36 -3

Fig. 18. Mapa de localizacidon donde se anclan los oligonucleotidos utilizados para
las amplificaciones por PCR. Para la regién intergénica (A) se utiliza el par marcado
de color verde; para la regién del 16S + 5.8S (B) se utiliza el par marcado de color
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rojo y para la region intergénica + 28S (C) se utiliza el par marcado de color azul.

En la tabla 1 se muestran las secuencias de los oligonucleétidos, asi como su Tm
que determina la temperatura de alineamiento al templado al momento de la
amplificacion que en todos los casos fue DNA gendmico del parasito

correspondiente.

5: RTT1 (Tm = 47.1°C) 5°- ATT ACG TCC ACG ACC TGT -3°
31: 28sfn-RCTF (Tm = 49.9) 5-CTT CAGTTCAGC GGG TCT T -3°
32: 16SR-RCTF (Tm = 52.5°C) 5°- ATC CTG CCA AGG AAG CAC AC -3~
34: 28STf-Fnew (Tm = 49.9°C) 5’- AAG ACC CGC TGA ACT GAA G -3’
36: 16STf-R (Tm = 52.5°C) 5°- GTG TGC TTC CTT GGC AGG AT -3°

Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion.

Cada reaccién se preparé independientemente en un tubo de 600 pL
(previamente esterilizado con luz UV durante 5 minutos), tal como se describe en

la siguiente tabla (2).

A(\?jz(c:l:?énn Solucién Medium High 23:;5;'
1 H,O PCR 31.5uL 30uL 16uL
2 Amortiguador PCR 10x 5uL 5uL 2.5uL
3 dNTPs 10mM 3uL 3uL 1.5uL
4 MgCl, 50mM 3uL 4.5uL 1.5uL
5 Oligo A (200ng/uL) 3uL 3ulL 1.5uL
6 Oligo B (200ng/ulL) 3uL 3uL 1.5uL
7 DNA gendmico 1uL 1uL ---
8 Taqg DNA pol. 0.5uL 0.5uL 0.25uL
--- Vol. final 50pL 50uL 25 uL

Tabla 2. Programa insertado en el termociclador para |la
amplificacién de la region intergénica de T. vaginalis.

Una vez que se agregd el DNA gendmico a cada tubo (paso 7) se adicionaron
100uL de aceite mineral para PCR. Posteriormente se inicid el programa de
amplificacién y al transcurrir 8 minutos se adicion6 el volumen correspondiente de

la Taq DNA polimerasa (Promega) (paso 8).
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b. Programas insertados en el termociclador:
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5.2.4.1 Amplificacién de regién intergénica: T. vaginalis
Oligos utilizados: 5y 36. Tamano esperado del fragmento amplificado: ~1,700pb.

Paso Ciclo Condicioén Tiempo
1° Desnaturalizacion 90 °C 10 min
2° Desnaturalizacion 90 °C 1 min
3° Alineamiento 46.1 °C 1 min
40 Amplificacién 72 °C 4 min
5¢ Repeticion ciclo Irapaso 2 | 30 veces
6° Amplificaciéon 72 °C 10 min
7° Final 4 °C 20 hrs

Tabla 3. Programa insertado en el termociclador para la
amplificacién de la region intergénica de T. vaginalis.

5.2.4.2 Amplificacion de [regién 16S + 5.8S]: T. vaginalis, T. foetus y T. tenax.

Oligonucledtidos utilizados: 31 y 32. Tamafno esperado del fragmento
amplificado: ~1,900pb.
Paso Ciclo Condicioén Tiempo

1° Desnaturalizacion 90 °C 10 min

2° Desnaturalizacion 90 °C 1 min

3° Alineamiento 48.9 °C 1 min

40° Amplificacién 72 °C 4 min

5¢ Repeticidon ciclo Irapaso 2 | 30 veces

6° Amplificacién 72 °C 10 min

7° Final 4 °C 20 hrs

Tabla 4. Programa insertado en el termociclador para la
amplificacién de la regién codificadora de T. vaginalis, T.
foetus y T. tenax.

5.2.4.3 Amplificacion de regidon intergénica + 28S: T. vaginalis, T. foetus y T.

tenax.

Oligonucledtidos utilizados: 34 y 36. Tamafno esperado del fragmento

amplificado: ~4,600pb.
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Paso Ciclo Condicioén Tiempo

1° Desnaturalizacion 90 °C 10 min

2° Desnaturalizacion 90 °C 1 min

3° Alineamiento 48.9 °C 1 min

40° Amplificacién 72 °C 7 min

5¢ Repeticion ciclo Irapaso 2 | 30 veces

6° Amplificacién 72 °C 10 min

7° Final 4 °C 20 hrs

Tabla 5. Programa insertado en el termociclador para la
amplificaciéon de la region intergénica + 28S de T. vaginalis,
T. foetus y T. tenax.

Al finalizar la reaccion, los productos de la amplificacidon se extrajeron adicionando
100uL de cloroformo y se revisaron en un gel de agarosa 1% en TAE 1x cargando
en cada pozo 1 pL del producto de PCR correspondiente, 2 yL de amortiguador

muestra y 7 pL de agua bidestilada.

5.2.4.4 Hibridacién por “Southern blot”.

Se preparé un gel de agarosa al 0.8% en amortiguador TAE 1x y se cargd
aproximadamente 1 pg de cada uno de los productos de PCR obtenidos
anteriormente.

A partir de este paso se procedid indica el protocolo de “Southern blot” gendémico
(apartado 5.2.2).

5.2.5 Clonacién en vectores de clonacion.

5.2.5.1 “Zero-Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit” (Invitrogen).

La clonacién en este vector se basa en la reaccidn que se lleva a cabo entre la
enzima topoisomerasa I del virus de la Vaccinia y el DNA del vector plasmidico. La
enzima reconoce la secuencia 5°-CCCTT de cada una de las cadenas del DNA,
corta y se forma un enlace covalente entre el grupo 3 "-fosfato del sitio de corte y
el sitio activo de la enzima que es un residuo de tirosina (Tyr 274).
Posteriormente, este enlace es atacado por el grupo 5°-hidroxilo del inserto

liberando asi a la enzima, haciendo eficiente la clonacién del producto de PCR con
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el vector. Adicionalmente, el vector tiene el gen ccdB que es un gen letal de E.

coli; este gen esta unido al carbono terminal del fragmento LacZa y si hay
ligacion del producto de PCR se inhibe la expresion de dicho gen, permitiendo

crecer Unicamente a las colonias recombinantes.

Para llevar a cabo la ligacién del inserto se realizd la siguiente reaccién: en un
microtubo de 600uL, bajo campana se afadieron 2uL del producto de PCR
correspondiente, 0.5uL de la solucién diluida de la sal (1:4) y 0.5uL del vector
(10ng/uL). Para que se lleve a cabo la ligacion se incubo 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, 2uL de la reaccion de ligacion se transfieren al
vial de las células electrocompetentes E. coli del kit y se mezclaron con ligeros

golpecitos.

Las células se transfirieron a una celda para electroporacion fria, colocandolas
entre los electrodos. Se llevd a cabo la electroporacién de las células cargando el
aparato a 2.46 Kvolts y se did el pulso. Inmediatamente después se agregaron
250 pL de medio SOC a temperatura ambiente para recuperar las células.

Las células y el medio se colocaron en un tubo cénico de 15 mL y se incubaron
con agitacion vigorosa 1h a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo se procedidé a
platear. Se usaron 2 cajas de LB sélido + kanamicina (50 pL/mL) por cada
reaccion de ligacién. Se sembraron 30uL de cada transformacién a cada una de
las cajas correspondientes y el volumen restante (270 pL) en la otra caja. Las

cajas se incubaron a 37 °C toda la noche.

5.2.5.2 “pGEM®-T Easy Vector System” (Promega).

La clonacién en este vector se basa en que inicialmente esta digerido con EcoRV y
posteriormente le ha sido afiadido un residuo de timidina en posicion 3" a ambos
extremos. Algunas enzimas polimerasas como la Taq afaden un residuo de
desoxiadenosina al extremo 3" del producto amplificado lo que hace eficiente la

clonacion del inserto en el vector con ayuda de una T4 DNA ligasa.
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Adicionalmente, el vector contiene los promotores T7 y SP6 para la RNA

polimerasa y el gen lacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa. Puesto que
en las placas de agar se afiade IPTG el cual es un inductor, se une al represor
LacI y se lleva a cabo la transcripcion del gen lacZ. Ademas, a las cajas también
se les anade X-gal el cual es un sustrato para la B-galactosidasa, el cual al ser
hidrolizado por la enzima presenta un color azul. De esta forma, las clonas

recombinantes son facilmente identificadas por seleccion de color.

(Puesto que en las placas de agar se aflade IPTG y X-gal las clonas
recombinantes son facilmente identificadas por seleccién de color ya que el
primero es un inductor que se une al represor Lacl lo que permite que se lleve a
cabo la transcripcion del gen lacZ y el segundo es un sustrato para la B-

galactosidasa, el cual al ser hidrolizado por la enzima presenta un color azul.)

La reaccién de ligacidén se realizd en un microtubo de 600uL agregando: 5 pL de
amortiguador de ligaciéon 2x, 1 L del vector pGEM-T Easy (50ng/uL), 3 WL del
producto de PCR correspondiente y 1 yL de T4 DNA ligasa (3U/ uL). Tras mezclar
la reaccion se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Al transcurrir el tiempo, se
adiciond 2 uL de cada ligacién a tubos de 1.5 mL en hielo.

Posteriormente se agregaron 50 uL de células competentes JM109 del kit. Se
mezcld con ligeros golpecitos al tubo y se incubd en hielo durante 20 minutos. Se
dio un choque térmico a las células por 45-50 segundos en bafio de agua
exactamente a 42°C sin agitar. Inmediatamente, los tubos se regresaron a hielo
durante dos minutos. Se adicionaron 950 pL de medio SOC a temperatura
ambiente y la mezcla de células se transfirid a un tubo cdénico de 25 mL para

incubar 1.5 hora con agitacion a 37°C.

Se usaron 2 cajas de LB/ampicilina/IPTG/X-Gal por cada reaccién de ligacion. Se

sembraron 100 pL de cada transformacion a cada una de las cajas
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correspondientes y el volumen restante (900 pyL) en la otra caja. Se incubaron a

37°C toda la noche. De las colonias resultantes, solo se seleccionaron las blancas.

5.2.6 Aislamiento de clonas.

5.2.6.1 Hibridacion en colonia.

Se utilizaron 2 cajas de LB con el antibidtico adecuado (ver apéndice I) por cada
100 clonas. Una caja sirvié para la hibridacién y la otra como replica para
conservar las clonas. Cada una de las clonas obtenidas se sembrd con un palillo
en ambas cajas siguiendo el mismo patrén de lineas teniendo las cajas en la

misma orientacidn. Posteriormente las cajas se incubaron a 37°C toda noche.

Se cortaron 5 cuadros de papel Whatman (del tamafio de una caja Petri), asi
como los circulos necesarios de membrana de nylon (1 por cada par de cajas).
Cada uno de los cuadros se colocaron en cinco cajas Petri cuadradas y se les
afiadieron las siguientes soluciones (en estricto orden) de forma que el papel

quedara muy bien impregnado.

SDS 10 %

Solucién NaOH 0.5M/NaCl 1.5M
Solucion Tris 0.5M pH 7.4/NaCl 1.5M
Solucion Tris 0.5M pH 7.4/NaCl 1.5M
SSC 2x

moowy

Cada una de las cajas de un par se abrié (las réplicas se guardaron en
refrigeracion) y se le colocé una membrana de nylon (sin moverse una vez que se
hubo adherido) previamente identificada y orientada y se esperd 2 minutos a que
se adhirieran las colonias. Con ayuda de una pinza se despegd la membrana y se
colocd con las clonas adheridas hacia arriba en la caja A y se esperé 5 minutos.
Transcurrido el tiempo, la membrana se transfirié a la caja B por 5 minutos y asi
sucesivamente hasta la caja E. En cada una de las cajas restantes (C, D y E) se
esperd 5 minutos. Una vez que se termind el proceso, las membranas se dejaron

secar sobre un papel Whatman aproximadamente 20 minutos. Posteriormente el
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DNA se fijé en la membrana con luz UV a 1,200 ] en un equipo “UV crosslinker”

(Strategene).

Posteriormente, en una charola se colocaron 100 mL de solucidon de lavado donde
se sumergieron cada una de las membranas y con ayuda de un kleenex® se
retiraron los restos celulares presentes en la superficie. Una vez que se terminé el
proceso, se transfirieron con cuidado a otra charola y se enjuagd con la misma

solucién. Finalmente, las membranas se dejaron secar sobre un papel Whatman.

Se llevé a cabo la pre-hibridaciéon de las membranas durante dos horas en 10 mL
de solucion de hibridacién a 37°C. Transcurrido el tiempo se llevdo a cabo la

hibridacion de la membrana con la sonda radiactiva.

Finalmente, las membranas se lavaron con soluciéon SSC 2x/SDS 0.2% durante
15 minutos a temperatura ambiente para luego exponer en pelicula “Hiperfilm”
(Amersham Biosciences) con pantalla intensificadora durante 24 horas a -70 °C.
Se reveld en cuarto oscuro para elegir las clonas que hayan dado sefal de

hibridacion.

5.2.6.2 Extraccion de plasmidos (minipreps).

Una vez que se conocieron las clonas positivas que dan sefial de hibridacion, se
procedié a seleccionarlas. Cada una de las clonas deseadas se cultivaron en 5 mL
de medio LB con el antibidtico adecuado (ver apéndice I) en agitacion a 37 °C

toda la noche.

Con 3 mL del cultivo correspondiente se obtuvo un miniprep. Para esto 1.5mL del
cultivo se agregd en un microtubo de 1.5 mL y se centrifugé 30 seg. a 12,000
rpm, se desechd el sobrenadante y se volvieron a centrifugar 1.5 mL del cultivo
correspondiente.

El botdn se resuspendid en el sobrenadante remanente en el tubo y se agregaron

100 pL de solucion I fria y se mezcld en el vortex a velocidad moderada. Se
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agregaron 200 pL de la solucién II recién preparada y a temperatura ambiente.

Se mezcld invirtiendo el tubo seis veces. Con los tubos en hielo, se afiadieron 150
ML de la solucion III fria y se mezclé invirtiendo el tubo 6 veces para luego dejar
en hielo durante cinco minutos. Se centrifugd a 12,000 rpm durante cinco
minutos, se recuperd el sobrenadante y se le agregaron 250 pL de fenol frio vy
250 pL de cloroformo frio, se mezcl6 en el vértex a velocidad moderada durante
30 segundos y se centrifugé a 12,000 rpm durante tres minutos. Se recuperé la
fase superior y se agregaron 500 pyL de cloroformo frio, se mezclo y centrifugo
igual que en el paso anterior. La fase superior se transfiri6 a otro tubo y se le
agregd 1 mL de etanol absoluto a temperatura ambiente. Se dejo precipitando 2

horas a temperatura ambiente.

Se centrifugd 10 minutos a velocidad maxima, se desechd el sobrenadante y el
boton se lavd con 700 uL de etanol al 70% frio. Se dejo secar el pellet 10 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente, el pellet se resuspendié en 50 uL de RNAsa
(20 pg/mL) vy los tubos se incuban a 379C durante 30 minutos. Los minipreps

obtenidos se revisan en un gel de agarosa 0.8%.

5.2.6.3 Digestidon con la enzima de restricciéon EcoR1.
Para liberar el inserto del pladsmido y confirmar que se encuentra en el vector asi

como su tamafio, se procede a realizar una reaccion de digestidon con EcoR1.

Para esto, a un tubo se le afadieron: 3uL del plasmido a digerir, 1 pL de
amortiguador REact3® 10x, 1 pL de la enzima y 5 pL de H20 bidestilada estéril.
Se incuba a 37°C durante toda la noche.

Las digestiones se revisaron en un gel de agarosa 1% cargando el producto de la
digestién con 4 pL de amortiguador muestra y se corrieron en amortiguador TAE
1x a 80v durante 1.15 hora.
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5.2.7 Purificacion de productos de PCR.

Para purificar el producto de PCR de la regidn [intergénica + 28S] de T. foetus se

utilizé el kit “Sistema de extraccion de geles” de Marligen (Bioscience).

En un gel de agarosa 0.8% en TAE 1x se cargaron 10ug del producto de PCR de

la regidon [intergénica + 28S] de T. foetus y se corrié a 60 v durante 2.15 hora.

Cada uno de los fragmentos de interés se corté con una navaja y cada uno se
colocd en un tubo de 1.5 mL. Se determind el peso del gel cortado y en base a
esto se adicionaron 30 uL de amortiguador solubilizador de geles (L1) por cada 10
mg de gel. Posteriormente cada uno de los tubos se incub6é a 50°C durante 20

minutos.

En cada uno de los tubos de 2 mL se colocd una columna a la que se transfirid el
contenido de los tubos del paso anterior. Se centrifugé a 12,000 rpm durante un
minuto y se descarté el filtrado. Se afiadieron 500 pyL de amortiguador L1 a cada
cartucho y tras una incubacién de un minuto a temperatura ambiente se
centrifugd a 12,000 rpm durante un min y una vez mas se descarto el filtrado.

Se adicionaron 700 puL de amortiguador de lavado (L2) al cartucho y se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12,000rpm durante
un minuto, se descarté el filtrado y se centrifugd una vez mas durante 1 min para
remover amortiguador de lavado remanente en la columna. Finalmente, la
columna se colocé en un tubo de 1.5 mL y se adicionaron 20 uL de amortiguador
TE (previamente calentado a 65°C). Se incubd 1 min a temperatura ambiente y

posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm durante dos minutos.

5.2.8 Secuenciacion y analisis de secuencias.
Los electroferogramas fueron revisados en el programa “Chromas” para
corroborar que cada nucledtido perteneciera al pico correspondiente.

Posteriormente se usé el programa “"DNAMAN” para la identificacién de oligos de
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amplificacién asi como analisis de secuencia y finalmente con el programa

“ClustalX” y “BioEdit” se llevaron a cabo las alineaciones correspondientes para
obtener los arboles filogenéticos y el porcentaje de identidad de cada clona

respecto a la secuencia del cistron ribosomal de T. vaginalis.

Con el programa “VectorNTI” (Invitrogen Corporation) se llevé a cabo la

construccion de mapas.

5.2.9 Analisis bioinformatico.

Puesto que no se obtuvo la regidon intergénica del cistron de T. foetus y de T.
tenax no se pudo llevar a cabo la comparacién de estas secuencias para
establecer las diferencias o similitudes correspondientes, sin embargo, otro de los
objetivos consisti6 en determinar si esta regién contiene los componentes

caracteristicos de los transcritos de RNA pol I.

Para esto, se utilizéd la herramienta “Blast” de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y el programa "DNAMAN".
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6.1 Extraccion de DNA gendmico de T. vaginalis, T. tenax y T. foetus.

Para analizar la integridad y la concentracion del DNA gendmico de los 3
parasitos, se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en

amortiguador TAE 1X (figura 19).

PM Tv Tx Tf

Fig. 19. Analisis del DNA gendémico
en gel de agarosa al 0.8% en
amortiguador TAE 1x. PM: Marcador

23,130 pb
9,416 pb de peso molecular [DNA gendmico
g:ggg: de lambda digerido com Hindlll
(M/Hindl111)]; Tv: DNA genémico de
%30%27%{’, T. vaginalis; Tx: DNA gendémico de
T. tenax; Tf: DNA gendmico de T.
foetus. En cada pozo se cargd una
564 pb mezcla que contenia 1uL del DNA
correspondiente, 2uL de
amortiguador muestra y 7uL de
agua.

Como puede observarse el DNA genémico de T. vaginalis se obtuvo sin
degradacion aparente. Por el contrario el DNA de T. tenax se encuentra
parcialmente degradado, lo cual puede deberse probablemente a contaminacion
por DNAsas. Por su parte el DNA de T. foetus se observa en gran cantidad al

compararlo con los otros y con una degradacion minima.

6.2 Southern blot gendmico de DNA obtenido de los 3 tricomonadidos.

Mediante un analisis por “Southern blot” se puede determinar el tamaro
aproximado de una unidad del cistron ribosomal considerando que los genes
ribosomales se encuentran organizados en tdndem. Para esto, se llevd a cabo la
digestion del DNA gendémico de cada tricomonadido con EcoRIl y Hindlll en
reacciones independientes para asi poder hacer un analisis hibridando con la
sonda heterodloga del cistron ribosomal de T. vaginalis que se mencionard mas

adelante (ver apartado 6.4). Para realizar la sonda se utilizaron los productos de
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PCR de region [intergénica+28S] y de region [16S+5.8S] de T. vaginalis (ver

apartado 5.2.3, inciso €). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 20.

EcoRL HindIT
—

Fig. 20. A) Andlisis de DNA gendmico
PMTy TETx v T Tx Regtol RAURLENEARLEL] IS vaginalis (Tv), T. foetus (TH y T

tenax (Tx) digerido con EcoRIl vy

Hindlll. EI DNA se someti6 a
electroforesis en un gel de agarosa al
6.2.1 Deduccion del niumero de sitios de restriccion para EcoRl y Hindlll en el

0.8% en amortiguador TAE 1x. PM:
|u marcador de peso molecular
-' . #1 (M/Hindlll). En cada pozo se carg6 5ug

9416
6,557

4361

Wl

con las enzimas de restriccion
indicadas y 4puL de amortiguador
muestra. B) Southern blot del gel
mostrado en el panel A. Sonda:
Cistron ribosomal de T. vaginalis.

g
!

(10uL) del DNA gendémico
-‘ . l correspondiente previamente digerido

cistron ribosomal de los tres tricomonadidos.
Se sabe que en la secuencia del cistron ribosomal de T. vaginalis hay 1 sitio de
restriccion para EcoRI y 3 sitios para Hindlll. A continuaciéon, en la figura 21 se
muestra un mapa en el que se puede observar el tamafo de los fragmentos que

se obtienen al llevar a cabo la digestion con la enzima de restriccion Hindlll.

I r) ,,,,,,, { 165 ' qgs‘ 285 ‘

- A A
~ " H—-"

3619 pb 1379 pb 1333 pb

Fig. 21. Mapa de la ubicacidon de los sitios de restriccion para Hindlll en la secuencia
del cistron ribosomal de T. vaginalis.
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Notese que los dos fragmentos pequefios son practicamente del mismo tamafo

por lo que en la hibridacion por “Southern blot” a la altura de 1,400 pb es

probable que se encuentren estos dos fragmentos.

A continuaciéon se muestra el patron de bandas obtenido (figura 22) a partir del

experimento anterior (fig. 20).

EcoRI HindIII

Tv TF Tx Tv Tf Tx

Fig. 22. Patron de bandas
f— f— — obtenido en la hibridacién por
Southern blot de la figura 25.

En la tabla 6 se presenta el nUmero de sitios de restriccion que se deduce a partir

del patréon de bandas obtenido y presentado anteriormente.

. . Digestién con Digestién con
Tricomonadido 9 g .
EcoRlI Hindl11
L 1 sitio de 3 sitios de
T. vaginalis . s
restriccion restricciéon
2 sitios de 1 sitio de
T. foetus ., .
restriccion restriccion
2 sitios de 2 sitios de
T. tenax ., .,
restriccion restriccion

Tabla 6. Sitios de restriccion en la secuencias del cistron

ribosomal de los tres tricomonadidos.
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6.2.2 Determinaciéon del tamafo del cistron ribosomal de los tres tricomonadidos.

Para calcular el tamafo aproximado de los fragmentos obtenidos tras realizar las
digestiones correspondientes, se grafico la distancia recorrida por cada uno de los
fragmentos del marcador de peso molecular y por medio de una linea de
tendencia central de tipo exponencial se obtuvo la ecuacion de la recta en la cual

se extrapolaron los datos obtenidos de las sefiales A-J (apéndice 3).

Grafico 1
~
25100 4
g 20100 ~ y = 96439¢ 05386
2 R? = 0.9925
[ il
2 15100
{=]
o
= 10100
plmy
©
£ 5100 -
'_
100
2
Distancia recorrida (cm)
- /

En la tabla 7 se muestran los tamafios aproximados obtenidos a partir la ecuaciéon

obtenida en el grafico 1. Por otro lado, como puede observarse en los tres
tricomonadidos se observan distintos patrones de restriccion. Sin embargo, en
general el tamafio de su cistron ribosomal es semejante, aunque puede verse que

el cistron de T. foetus es ligeramente menor al de T. vaginalis y T. tenax.

Enzima | T. vaginalis T. foetus T. tenax
B: 4,700pb D: 3,800pb
A: 6,200pb
EcoRl PP 1 - 1,300pb | E: 2,500pb
6,200pb 6,000pb 6,300pb
F: 3,800pb I: 5,000pb
H: 6,200pb
Hindl11 | G: 1,300pb PP 1 3. 1,300pb
6,400pb 6,200pb 6,300pb

Tabla 7. Tamaho aproximado de los fragmentos
obtenidos en el Southern blot (fig 25).
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6.3 Analisis in silico y amplificacion por PCR.

El primer objetivo consisti6 en amplificar el cistron ribosomal de T. foetus y de T.
tenax mediante PCR a partir de DNA gendmico. Para esto, con base en la
secuencia del cistron ribosomal de T. vaginalis y de los oligonucledtidos existentes
en el laboratorio, usando el programa “DNAMAN” se buscaron aquellos que
también se anclaban en la secuencia accesada de T. foetus (GenBank M81842)
para amplificar las regiones de interés que se mencionan en seguida.
Posteriormente, asumiendo que T. tenax y T. vaginalis son muy parecidos entre

si, se realizaron las amplificaciones bajo las mismas condiciones.

Las regiones especificas amplificadas usando DNA gendmico como templado,

fueron:

a) Region intergénica de T. vaginalis.
b) Region [16S+5.8S] de T. vaginalis, T. tenax y T. foetus.

c) Region [intergénica+28S] de T. vaginalis, T. foetus y T. tenax.
En la siguiente figura (23) se muestra la localizacibn de anclaje de los

oligonucledtidos para las amplificaciones correspondientes y en seguida, en la

misma figura, el fragmento amplificado.
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Fig. 23. Mapa del cistréon ribosomal de T. vaginalis. Se ha marcado con color el lugar
donde se anclan los oligonucledtidos utilizados para las amplificaciones por PCR. (A)
Para la regiéon intergénica se utiliza el par marcado de color verde; (B) para la region
del [16S+5.8S] se utiliza el par marcado de color rojo y (C) para la region
[intergénica+28S] se utiliza el par marcado de color azul.

6.3.1 Amplificacion de la region intergénica del cistron ribosomal de T. vaginalis.

Para llevar a cabo la amplificacion de la region intergénica del cistron ribosomal
que en T. vaginalis mide aproximadamente 1,700 pb se wusaron los
oligonucledétidos marcados de color verde (par 5 y 36 en la figura 23). Esta
amplificacion soélo se realizé para T. vaginalis para confirmar el tamafio de la

region intergénica.
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23,130 pb

9,416 pb
A 344
4,361 pb

535 b

564 pb

Fig. 24. Analisis de los
productos de PCR de la regién
intergénica de T. vaginalis en
gel de agarosa al 1.0% en
amortiguador TAE 1x. PM:
10uL A/Hindlll; 1) Control sin
DNA; 2) Rx PCR MgCl, 3mM
3) Rx PCR MgCl, 4.5mM. En
cada pozo se cargd una
mezcla con 1ulL del producto
de PCR correspondiente, 2uL
de amortiguador muestra y
7uL de agua. Rx: reaccion.

Como puede observarse en la figura 24, el producto de PCR obtenido mide

aproximadamente 1,700 pb por lo que se deduce que se amplificé la region

deseada.

6.3.2 Amplificacion de la region [16S+5.8S] del cistron ribosomal.

23,130 pb

A

4,361 pb

g i

564 pb

Fig. 25. Andlisis de los productos de PCR de region [16S+5.8S]
en los 3 parasitos en gel de agarosa al 1.0% en amortiguador
TAE 1x. PM: 10uL A/Hindlll; 1) Control sin DNA Tv; 2) Rx PCR
MgCl; 3mM 3) Rx PCR MgCl; 4.5mM 4) Control sin DNA Tf; 5) Rx
PCR MgCl, 3mM 6) Rx PCR MgCl, 4.5mM 7) Control sin DNA Tx;
8) Rx PCR MgCl, 4.5mM. En cada pozo se cargé una mezcla con
1uL del producto de PCR correspondiente, 2ulL de amortiguador

T. vaginalis

T. tenax T. foetus

muestra y 7uL de agua. Rx: reaccion.
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Para la amplificacion de la region del [16S+5.8S] que mide aproximadamente

1,900 pb se utilizaron los oligonucleétidos marcados de color rojo (par 31y 32 en
la figura 23). Esta amplificacion se realiz6 con el DNA de los 3 parasitos y los
resultados se muestran en la figura 25. Todos los productos de amplificacion
tienen un tamafo aproximado de 1,900pb de acuerdo al marcador de peso
molecular. Estos resultados muestran que la region codificadora [16S+5.8S] de

los tres tricomonadidos tiene un tamafio muy semejante.

6.3.3 Amplificacion de la region [intergénica+28S] del cistron ribosomal.
T. vaginalis T. foetus T. tenax

23,130 pb

2alept

4,361 pb

338 Bb

564 pb

Fig. 26. Andlisis de los productos de PCR de [region
intergénica+28S] en los 3 parasitos en gel de agarosa
al 1.0% en amortiguador TAE 1x. PM: 10uL A/Hindlll;
1) Control sin DNA Tv; 2) Rx PCR MgCl, 3mM 3) Rx
PCR MgCl, 4.5mM. Producto ~4,600pb. 4) Control sin
DNA Tf; 5) Rx PCR MgCl, 3mM Varias bandas. 6) Rx
PCR MgCl, 4.5mM 7) Control sin DNA Tx; 8) Rx PCR
MgCl, 4.5mM. Producto ~4,600pb. En cada pozo se
cargo 1ulL del producto de PCR correspondiente, 2ulL de
amortiguador muestra y 7uL de agua. Rx. reaccion

Para la amplificacion de la region codificadora 28S y la region intergénica (que
mide aproximadamente 4,600 pb) se utilizaron los oligonucleétidos marcados de

color azul (par 34 y 36 en la figura 23). Esta amplificacion también se realizd con
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el DNA de los 3 parasitos. Como puede observarse en la figura 26 el producto

amplificado de T. vaginalis mide aproximadamente 4,600pb por lo que se
esperaria un tamafo similar con el DNA de los otros 2 parasitos.

Por su parte, la banda de amplificacion de la region [intergénica+28S] en T.
tenax es similar a la de T. vaginalis en tamafno (~4,600 pb), sin embargo,
también se alcanzan a ver dos bandas de menor intensidad a la altura de ~0.6Kb
lo cual podria ser producto de amplificacién inespecifica, ya que se utilizaron

oligonucledtidos heterdlogos.

Sin embargo, en la amplificacibn con DNA de T. foetus se observan
aproximadamente 7 fragmentos que van desde ~0.5Kb hasta ~4.5 Kb. Esto podria
ser indicativo de que la amplificacion de esta region con los oligonucledtidos
utilizados es inespecifica tomando en cuenta que se trata de oligonucledétidos
heterdlogos. Es importante mencionar que esta reaccion se repitié al menos 5
veces bajo diferentes condiciones de amplificacion y siempre se obtuvieron los
mismos resultados. En la secciéon 2.9.3 se menciona que en el trabajo de
Chakrabarti, et al. deducen por medio de ensayos tipo northern blot que el
tamafio aproximado del RNAr 28S es 2.5 Kb. Por medio de la amplificacion por
PCR pudo haberse comprobado el resultado obtenido mediante el ensayo tipo

northern, sin embargo no fué posible.

6.3.4 Tamafo aproximado del cistron ribosomal de los tricomonadidos.

Por medio de los resultados obtenidos anteriormente se puede deducir el tamafio
aproximado del cistron ribosomal de los tres tricomonadidos. A continuacion en la
tabla 8 se muestra el tamafio de los fragmentos que componen el cistron

ribosomal de T. vaginalis con el cual pueden comparase los resultados obtenidos.
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Fragmento Tamarno real conocido
Region intergénica 1,690 pb
Regién [16S+5.8S] 1,877 pb
Regién 28S 2,764 pb
Total 6,331 pb
Tabla 8. Tamarfio del cistron ribosomal de T.
vaginalis

6.4 Hibridacion por “Southern blot” de los productos de PCR.

Una vez que se llevaron a cabo las amplificaciones de las regiones [16S+5.8S] e
[intergénica+28S] (apartado 6.3) se decidi6 realizar una hibridacion por
“Southern blot” con una sonda del cistron ribosomal de T. vaginalis para
corroborar que los fragmentos amplificados a partir del DNA gendmico de T.
foetus y T. tenax correspondan al cistron ribosomal, el cual se ha asumido que es
de un tamarno similar al de T. vaginalis. En la figura 27 se muestran los resultados

obtenidos.
Tw TE Tx

——

tPM1 2 3 4 5 6 7 8 9

9516pb — |
6,557pb — [

Fig. 27. A) Analisis de diferentes productos de PCR en los 3 parasitos en agarosa
al 0.8% en amortiguador TAE 1x. PM: 10uL A/Hindlll; 1) Regidon Intergénica de Tv
(MgCl; 4.5mM); 2) Region Intergénica de Tv (MgCl, 4.5mM) 3) Region Intergénica
+ 28S de Tv 4) Regiéon 16S + 5.8S de Tv; 5) Region 16S + 5.8S de Tf (MgCl,
3mM); 6) Region 16S + 5.8S de Tf (MgCl; 4.5mM); 7) Region Intergénica + 28S
de Tf; 8) Region 16S + 5.8S de Tx; 9) Region Intergénica + 28S de Tx. En cada
pozo se cargd 1ulL del producto de PCR correspondiente, 2uL de amortiguador
muestra y 7uL de agua. B) Southern blot del gel. Sonda: Cistréon ribosomal de T.
vaginalis.
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Como puede observarse en el panel B, en todos los productos de PCR la

hibridacion es positiva por lo que se deduce que los fragmentos amplificados
corresponden al cistron ribosomal. Sin embargo, en el carril 7 se encuentra el
producto de amplificacion de la region [intergénica+28S] de T. foetus; es
interesante observar que de todos los fragmentos amplificados solamente 4 son
los que dan sefal de hibridacion con la sonda heterdloga por lo que se deduce
que solo éstos corresponden al cistron ribosomal de T. foetus. Estos fragmentos
van de ~2.0 a ~4.3 Kb y recuérdese que el tamafio aproximado esperado es de
4.6Kb. Estos datos sugieren que la amplificacion de la region [intergénica+28S]

de T. foetus fue poco especifica debido al uso de oligonucleétidos heterdélogos.

Al observar la tabla 8 puede deducirse que se han llevado a cabo las
amplificaciones correspondientes ya que en las amplificaciones mostradas en este
apartado se obtienen tamafos parecidos a los mostrados en esa tabla para T.
vaginalis y T. foetus. Sin embargo, en el caso de T. foetus la amplificacion de la
region [intergénica+28S] produjo varias bandas, por lo que probablemente se

traté de una reaccion poco especifica.

6.5 Clonacién de los fragmentos amplificados por PCR en el vector Zero
Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen) y en el vector pGEM®-T
Easy Vector System (Promega).

Para poder secuenciar los fragmentos amplificados por PCR es necesario clonarlos

y posteriormente transformar el plasmido resultante en células competentes de E.

coli para asi poder multiplicar los plasmidos. El siguiente paso a seguir consistio

en clonar los productos de PCR en vectores de clonacion. Para esto, se usaron 2

tipos de vectores: “Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit” (Invitrogen) y “pGEM®-T

Easy Vector System” (Promega) los cuales ya se describieron en el capitulo 5 (en

el apéndice 4 se muestran los mapas correspondientes).

En la tabla 4 se muestran los productos de PCR que se clonaron en el vector

TOPO®. De las clonas obtenidas, se eligieron 12 al azar para la preparaciéon de
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plasmidos (minipreps). Una vez que se obtuvieron los plasmidos correspondientes

se realiz6 una digestion con EcoRIl para liberar el inserto y asi determinar su

tamanfo. En la figura 28 se muestra un ejemplo.

Tamano Tamano
Productos de PCR Clonas .
Vector inserto esperado
clonados selecc.
(pb) (pb)
Reqion 1 —
egion Intergénica de TVRI-10 ~ 1,700 1.700
Tv (Rx. 1)
Regién Intergénica de
Zero Blunt® 9 9 TvRI-18 ~ 1,700 1,700
TOPO® Tv (Rx. 2)
Regién 16S + 5.8S de
3519pb TfRC-11* ~ 1,900 1,900
( pb) Tf. (RX. MgCl, 3.5mM)
Region 16S + 5.8S de
TfRC-24* ~ 1,900 1,900
Tf. (RXx. MgCl, 4mM)

Tabla 9. Clonacién en el vector Topo®. Clonas con las que se realiz6 el
andlisis de secuencia.

Fig. 28. Andlisis de minipreps y su
respectiva digestion con EcoRI, en
agarosa al 1.0% en amortiguador
TAE 1x. PM: 10uL A/Hindlll; 1) 1uL
del miniprep clona TvRI-10 + 2uL
de amortiguador muestra y 7uL de
agua; 2) 10uL de la reaccion de
digestiéon miniprep clona TvRI-10 +
4uL de amortiguador muestra. La
banda alta corresponde al vector
TOPO® (3519pb) y la segunda al
inserto.

Una vez que se clonaron los productos de PCR de menor tamafo se procedid a
clonar los de mayor tamafio como lo son las regiones intergénicas + 28S de T.
foetus y T. tenax. Para esto, se utilizaron los dos vectores de clonaciéon (TOPO y
pGEM-T) y conociendo la dificultad para obtener clonas con insertos de mayor

tamanfno, aquellas que se obtuvieron se parcharon para realizar un ensayo de
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hibridacion en colonia utilizando como sonda el cistron ribosomal de T. vaginalis.

Después se seleccionaron algunas de aquellas que dieron sefal positiva. En la
figura 29 se muestra un ejemplo de un experimento de hibridacién en colonia en

el que se parcharon 110 colonias.

-

Fig. 29. Analisis de hibridacién en
colonia. En esta autorradiografia
son visibles 12 sefiales por lo que
se deduce que las clonas
correspondientes contienen el
inserto de interés. La sefial que se
encuentra al lado izquierdo del
asterisco corresponde al control
positivo. Sonda: Cistron ribosomal
de T. vaginalis.

En la tabla 5 se muestra el nimero de clonas que dieron sefial positiva en
experimentos similares al mostrado en la figura 29 y aquellas que fueron
seleccionadas de acuerdo a la intensidad de la sefial de hibridacion para
preparacion de plasmidos. Cabe sefalar que la seleccion se llevd a cabo tras
confirmar la hibridacion con la sonda heteréloga mediante una hibridacion por
Southern blot de las digestiones con EcoRl de los plasmidos previamente

preparados.
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YA BENM1 2 3 4 5

Fig. 30. A) Analisis de minipreps de
el clonas que contienen un inserto de region
3 _ : [16S+5.8S] digeridos con EcoRIl, en

-
-2gcfs

agarosa al 0.8% en amortiguador TAE 1x.
PM: 10uL A/Hindlll; 1) Clona 1; 2) clona
2; 3) clona 3; 4) clona 4; 5) clona 5; 6)
clona 6; 7) clona 7; 8) clona 8; 9) clona 9;
10) clona 10. En cada pozo se cargé 10uL
de la reacciéon de digestion del miniprep de
la clona correspondiente + 4uL de
amortiguador muestra. La banda alta que
se observa al nivel entre 2,355 y 4,361 pb
del marcador de PM corresponde al vector
pGEM (3015pb) y la de menor tamafio
: corresponde al inserto. B) Southern blot
B del gel mostrado en el panel A. Sonda:
Cistréon ribosomal de T. vaginalis.

En la figura 30 se muestra un ejemplo de algunos minipreps que se digirieron con
EcoRI y posteriormente se realizé una hibridacion por Southern blot. Aquellos que

dieron sefal fueron elegidos para analisis de secuencia.

Cl T A
Productos de PCR . onas que Clonas _amano
Vector dieron senal ] inserto
clonados L seleccionadas
positiva (pb)
® -RI + 28S de Tf (Rx. 4) 4 pTfBRI-4* ~ 1500
pGEM™-T
., pTtxRC-5* ~ 1,900
Easy -Regién 16S + 5.8S de Tx 16 TERC-11* 600
(3015pb) P
-Rl + 28S de Tx 1 pTtxRI-1 ~ 600
P -RI + 28S de Tf (Rx. 4) 20 TfBRI-11 ~ 1500
r
TfCRI-1 ~ 600
Blunt® -R1 + 28S de Tf (Rx. 5) 20
TfCRI-16 ~ 1500
TOPO®
-RI + 28S de Tx 16 TtxRI-1* ~ 600

Tabla 10. Clonas con las que se realiz6 el analisis de secuencias.

En las tablas 3 y 4 solamente se muestran aquellas clonas con las que se

realizaron los analisis de secuencia. En el apéndice V se muestran todas aquellas
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clonas secuenciadas. Todas las clonas seleccionadas fueron mandadas a

secuenciar a partir de sus extremos tanto con el oligo M13-Reverse como con el
oligo M13-Forward. Aquellas clonas marcadas con un asterisco se secuenciaron

también con un oligo interno a partir de la secuencia obtenida con M13-Reverse.

6.6 Purificacion de los productos de PCR de la region [intergénica +
28S].
Los 4 fragmentos de T. foetus que mostraron hibridacion con la sonda heteréloga
del cistron ribosomal de T. vaginalis se purificaron de un gel de agarosa al
observar que no se obtuvieron clonas con inserto de esta region. Los 4
fragmentos que muestran hibridacién con la sonda heterdloga de T. vaginalis (ver
figura 24, carril 7) fueron aquellos que se purificaron. En la figura 31 se muestran
los fragmentos purificados, sin embargo, al intentar clonarlos en el vector TOPO®

no se obtuvieron clonas que tuvieran insertado alguno de los fragmentos

purificados.
23,130 pb
9,416 pb Fig. 31. Fragmentos purificados de
6,557 pb e .
4,361 pb amplificacion por PCR de la region
intergénica + 28S de T. foetus que
%r%%%gg dan sefial de hibridacion con la

sonda heteréloga de cistron
ribosomal de T. vaginalis. Agarosa
0.8% en TAE 1x. PM: AMHindlll; 1)
5uL fragmento A; 2) fragmento B
5uL; 3) 5uL fragmento C; 4) 5uL
fragmento D.

564 pb

A pesar de que el proceso de clonacion resulta relativamente sencillo es muy
importante que la reaccion sea la adecuada para que se lleve a cabo

exitosamente. Es por esta razén que quiza sea debido a la concentracién que se
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encontraba cada fragmento purificado lo que no permitié la adecuada clonacion

en el vector TOPO.

6.7 Analisis de secuencias.

A continuacion en las figuras 32, 33 y 34 presento los mapas de los fragmentos
que fueron clonados alineados con la secuencia del cistron ribosomal de T.
vaginalis asi como la identidad de cada clona respecto a la secuencia T. vaginalis.
Las barras de color (verde, rojo o azul) corresponden a la secuencia de la clona
indicada, mientras que el porcentaje sefiala la homologia con la secuencia contra
la que fue comparada. (Rev) indica el oligonucledtido por el que se inicio la
reaccion de secuenciacion fue M13-reverse, mientras que (Fw) indica el

oligonucleétido M13-forward.

6.7.1 Amplificaciones de region intergénica.

5.85

—_— .} 165 B H 285

98.7%
96.2%

TvRI-10 (Fw} =

TVvRI-18 (Rev) =

Clonas con inserto de T. paginalis
TvRI-18 {Fw)

Figura 32. Mapa de las clonas de region intergénica.

6.7.2 Amplificaciones de region [16S + 5.8S].

5.85
R ] 165 | E| 28S |
TRC-11 (Fy) 0., _SETR_ TOR TRCI1 (Rey) Clanas oo inserto de T. foetus
TIRC-24 (Fi) ciorte S54% T TRC-24 (Rev)
TARC-5 (ReV) i, iR N85 TURC-5 {Fw) Clonas can inserto de T. fenar
con )
TXRC-11 {Rev) o, W% __ TxRC-11 (Fw)

Figura 33. Mapas de las clonas de la region del 16S, 5.8S e ITSs.
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6.7.3 Amplificaciones de region [intergénica+28S].

5.85

. — 165 HH 285

r 71.2%

TIBRI-4 (Fi]
TRBRI-11 (Rev) el A e TPRRI-11 (Fw)
Clonascon osesin do . fctur 3 TRCRI-1 (Fw) =—iie
| TRCRI-16 (Rev) —S0EN
p TxRI-1 (R+F) 260%
Clonas con inserto de T. femex { TXRI-1 [Rev) 96 8%

Figura 34. Mapas de las clonas de la region [intergénica+28S].

Como puede observarse en la figura 34 no se logré conocer la regiéon intergénica
del cistréon ribosomal de T. tenax y T. foetus, son las secuencias de mayor interés
conocer. De acuerdo a esto, en T. foetus el mayor problema radic6 desde un
principio en la amplificacion por PCR y en T. tenax en la clonacion en los vectores
quiza probablemente por el tamafo del fragmento el cual es de aproximadamente
4,600pb.

En el apéndice 6 se encuentran las secuencias asi como las alineaciones
correspondientes de todas las clonas mostradas en las figuras 32, 33 y 34 de este

apartado.

6.7.4 Obtencion de arboles filogenéticos.

Finalmente, con las secuencias obtenidas se obtuvieron arboles filogenéticos con
base en las secuencias incompletas de la region 16S y de la region 28S y con
base en la secuencia completa del 5.8S sin los ITSs. Los numeros de acceso a las
secuencias del resto de los organismos se consultaron en la base de datos “The
European ribosomal RNA database”
(http://biocinformatics.psb.ugent.be/webtools/rRNA/) y se obtuvieron de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en el apartado “Nucleotide”.
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Sulfolobus sp. Sulfolobus sp.
G. lamblia G. bamblia

A. thaliana

- A. thalione

M. musculus
S. terevisue

5. rereisue
E. histolylica

¥. histolylice
T. vaginalis

TFO-I1
TxQ-11

T 21
TFQ-11 Q5
Q24 Te-11
Tx (-5 T. maginalis

Figura 35. Arbol filogenético obtenido al Figura 36. Arbol filogenético obtenido al
alinear las secuencias del extremo 3~ del alinear las secuencias del extremo 5 del
rRNA 16S. rRNA 16S.
T. vaginalis A. thaltang
S. cerevisac
Tz Q11
E. histolylica
Q11 -
Sulfolobus sp.
Q24
pGTx Q-1
E. histolytica
TeQ-1
A. thuliumu 7. vaginalis
rQi1
G lamiblia
04
S. cereisaz Q-1
Figura 37. Arbol filogenético obtenido al Figura 38. Arbol filogenético obtenido al
alinear las secuencias del rRNA 5.8S. alinear las secuencias del rRNA 28S.
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En general, puede observarse que las secuencias de T. vaginalis y T. tenax son

mas cercanas entre si que las de T. foetus.

Cabe mencionar que el hecho de comparar y alinear con secuencias de otros
organismos para obtener relaciones filogenéticas lo realicé para establecer
claramente la diferencia que hay entre los organismos. Sin embargo no olvide

considerarse que las secuencias aun no estan completas.

6.8 Analisis bioinformatico de la secuencia del cistron ribosomal de T.
vaginalis.

6.8.1 Analisis de la region intergénica.

La region intergénica de T. vaginalis que incluye el espaciador transcrito externo

(ETS) mide aproximadamente 1,700 pb. La secuencia se inserté en la pagina de

NCBI en el apartado “Blast” para tener un pardmetro de comparacion con otros

organismos, sin embargo, este analisis no encontré identidad alguna con

secuencias de otros organismos.

75



CAPITULO VII

CONCLUSIONES

FQ UNAM

76



1)

()

3)

FQ UNAM

Se logré amplificar, clonar y secuenciar parte de la region codificadora
del cistron ribosomal de T. foetus y T. tenax y con base en las

secuencias obtenidas se realiz6 el analisis comparativo correspondiente.

De acuerdo a los resultados obtenidos queda clara la cercania
filogenética entre T. vaginalis y T. tenax. Esto demuestra que T. foetus
no es el parasito mas cercano evolutivamente a T. vaginalis lo cual esta
relacionado con la similitud entre ambas secuencias. Schwebke JR y
Burgess D (2004) afirman que la respuesta causada por T. foetus en el
tracto reproductivo es muy similar a la causada por T. vaginalis. Sin
embargo, es claro que a pesar de que ambos parasitos sean causantes
de una enfermedad de transmision sexual la relacion filogenética entre

ellos no es tan cercana como la relacién entre T. vaginalis y T. tenax.

De acuerdo a los resultados obtenidos es claro que la amplificacion por
PCR de la region intergénica de T. foetus resultdé ser muy inespecifica y
la clonacién no se pudo llevar a cabo. Quiz4d pudo haberse logrado la
clonaciéon de los insertos purificados mayores a 2Kb utilizando otro
vector como el “TOPO® XL PCR Cloning Kit” (Invitrogen) ya que éste

sirve para clonar insertos mayores a 1Kb.
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Por otra parte, no puede dejar de considerarse que pudo haber
amplificacion inespecifica en el caso de T. foetus, pues varias de las
clonas obtenidas contienen un inserto que aunque haya dado sefal de
hibridacion con la sonda heteréloga, no correspondia al tamafio esperado

para el cistron ribosomal.
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Terminar de secuenciar las clonas de la region Intergénica de T. vaginalis,

asi como las de la region 16S + 5.8S de T. foetus.

Hacer una biblioteca gendmica de T. foetus y T. tenax para asi tener los
fragmentos que dan sefial de hibridacion generados al digerir el DNA

gendémico con EcoRl.

Realizar ensayos de retardos para identificar la funcionalidad de la region

promotora del cistron ribosomal de T. vaginalis, T. foetus y T. tenax.

Completar el analisis comparativo de las secuencias y tratar de identificar el

promotor y los elementos regulatorios de la transcripcion para la RNA

polimerasa | en los tres tricomonadidos.
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APENDICE |
10.1 Preparacion de marcador de peso molecular.

Como marcador de peso molecular para la electroforesis en geles de agarosa se
utiliz6 DNA genémico de lambda (48,502 pb) digerido con Hindlll. Para esto se
procedié como sigue:

La concentracion requerida para usarse como marcador de peso molecular es de
100ng/uL. Si el DNA de lambda tiene una concentraciéon de 500ng/uL, para
preparar un mililitro de marcador, se digirio una alicuota de 200uL del stock de
DNA gendmico para la reaccion de digestion. Esto es,

_ &V, _(100ng/uL)(10004L)
stock C SOOng/luL

stock

=200uL

Una vez conociendo este volumen se procede a realizar una reaccion de digestion
con Hindlll. Para esto, a un tubo se le afadieron: 415uL de agua bidestilada,
70uL de amortiguador REact2® 10x (Invitrogen), 200uL del DNA genémico de
lambda (GibcoBRL) y 15uL de la enzima (Invitrogen) que corresponden a 150U.
Se incubdé a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente el tubo se incubd en
hielo durante 5 minutos y se le agregaron 300uL de amortiguador muestra. El
tubo se calenté a 65°C durante 10 minutos y luego en se puso en hielo 5
minutos. Finalmente se centrifugdé 10 segundos a velocidad maxima. Se conserva
a -20°C.

23,130 pb —§ " § 47650 ng

9416 pbp —f 4 14.13ng Fig. 38. Andlisis del DNA gendmico

6557 pb —REd 135.19ng . . .
4361pb — ™  8991ng de lambda digerido con Hindlll en

gel de agarosa al 0.8% en
%’,3022%51}; === ﬁ:%% amortiguador TAE 1x. Se cargaron
10uL del marcador de PM. En el
lado izquierdo de Ila figura se
presenta el peso aproximado de los
fragmentos mientras que en el lado
derecho el peso aproximado de
cada fragmento.

564 pb —» 11.62 ng
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El DNA gendmico de lambda digerido con Hindlll se utiliz6 como marcador de
peso molecular en todos los geles de agarosa que se presentaran mas adelante.
Por esto y para fines practicos se le llama A/HindlIl.

Puesto que se conoce el tamafo y peso aproximado de cada fragmento, no solo
es util como marcador de peso molecular, también lo es para determinar la
cantidad de DNA cargado si se considera que en 10uL de marcador hay 1ug de
DNA de lambda.
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APENDICE I1
10.2 Soluciones utilizadas.

Medio TYM. Para preparar 500mL de medio:

Peptona 10 g

Extracto de levadura 59

Maltosa 25¢g
L-Cisteina 0.5¢g
Acido ascérbico 0.1g
KH2PO4 0.449g
KoHPO4 0.449g
Agua bidestilada 450mL

1. Ajustar el pH a 6.2 con HCI, aforar a 500mL y esterilizar en autoclave por 20
minutos.

2. Conservar en refrigeracion.

Medio LB liguido. Para preparar 500mL de medio:

Peptona 5¢g

Extracto de levadura 2.5¢g
Cloruro de sodio 25¢g
NaOH 10M 150uL
Tris 1M pH 8 5mL

1. Aforar a 500mL y esterilizar en autoclave por 20 minutos.
2. Conservar a temperatura ambiente.

PBS (Solucién de sales de fosfato). Para preparar 1L de solucion:

Cloruro de sodio 849

Cloruro de potasio 0.2¢g
Na;HPO, 1.44 g
KH2PO,4 0.2g
Agua bidestilada 800mL

1. Ajustar el pH a 7.4 con HCI, aforar y esterilizar en autoclave por 20 minutos.
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2. Conservar a temperatura ambiente.

TAE 50X. Para preparar 50mL:

Tris 121 g
Acido acético glacial 2.85mL
EDTA 5mL

1. Aforar a 50mL y esterilizar en autoclave por 20 minutos.
2. Conservar a temperatura ambiente.

TE (Amortiguador Tris-EDTA). Para preparar 100mL:

Tris 10mM 1mL de Tris 1M
EDTA 0.2mM 40ulL de EDTA 0.5M

1. Aforar a 100mL con agua bidestilada y esterilizar en autoclave por 20 minutos.
2. Conservar a temperatura ambiente.

HCI 0.25 ----- 500mL

A 250mL de H,O bidestilada adicionar 10.4mL de HCI y llevar al aforo.

Solucion de desnaturalizacién ----- 500 mL

NaCl 43.83g | Disolver el NaCl en 250mL de H>O bidestilada, adicionar el

NaOH 10N 25mL | volumen correspondiente de NaOH 10N y llevar al aforo.

Solucién de neutralizacién ----- 500mL

Tris/HCI 2M pH 7.5 | 125mL | Disolver el NaCl en 250mL de H,O bidestilada,

NacCl 87.66g | adicionar el volumen correspondiente de Tris/HCI

2M vy llevar al aforo.

Solucion de transferencia (NH4sAc 1M, NaOH 0.02N) ----- 1000mL
Acido acético 17.4M 57.5mL | A 500 mL de H,O bidestilada, adicionar el
Hidroxido de amonio 7.1M | 140.8mL | volumen correspondiente de las soluciones
NaOH 10N 2mL indicadas y llevar al aforo.
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Solucién de hibridaciéon ----- 30mL
[Stock] [Fina 10mL El volumen a.r.)rep_e}rar debe ser suficiente
] para su utilizacion, por lo cual es
Tris IM pH 7.4 | 50mM 0.5mL conveniente prepararla en un tubo Falcon
Denhardt™s 100x 5X 1mL y aquel volumen que sobre puede
Formamida 50% 5mL conservarse a -20°C. Es importante
SDS 10% 1% 1mL adicionar cada solucion en el orden
SSC 20x 5x 2.5mL indicado en la tabla para evitar la
precipitacion del SDS.
NaOH 3N ----- 1mL

A 700 uL de H;0O bidestilada estéril adicionar 300 uL de NaOH 10N.

A 744.4 L de H,0 bidestilada estéril adicionar 255.6 uL de HCI fumante.

» Clonacién en pGEM.

% Solucién stock Ampicilina (100mg/mL)
Disolver 100mg de Ampicilina sédica en 1mL de agua estéril. Conservar a -20°C.
La concentracion final en cada caja debe ser 100 ug/mL.

% Soluciéon stock IPTG (100mM)
Disolver 1.2g de IPTG en 50mL de agua estéril. Esterilizar por filtracion en
campana y recubrir con papel aluminio. Conservar a 4°C. La concentracion final
en cada caja debe ser 0.5mM.

% Solucién stock X-Gal (50mg/mL)
Disolver 100mg de 5-Br-4-Cl-3-indol-p-D-galactosidasa en 2 mL de N,N-dimetil-
formamida. Recubrir con papel aluminio y conservar a -20°C. La concentracion
final en cada caja debe ser 8ug/mL.
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% Medio SOC

Triptona 2%
Extracto de
.5%
levadura
Cloruro de
. 10mM
sodio
Cloruro de
. 2.5mM
potasio

Disolver y esterilizar en autoclave. Afiadir Mg®" 20mM
(stock Mg®* 2M) y Glucosa 20mM (stock Glu 1M).

El Mg®* 2M (MgCl,.6H,0 1M/MgS0,4.7H,0 1M) y la Glucosa
1M se esterilizan por filtracion.

Guardar en tubo Falcon de 50mL y conservar a -20°C.

Antibiético adecuado:

- Clonacidén en topo: Kanamicina 50ug/uL.
- Clonacién en pGEM T-Easy: Ampicilina 100ug/puL.

» Soluciones para minipreps

Solucién |I. Para preparar 100mL

Glucosa 50mM ------------ 5mL de Glucosa 1M
Tris-HCI pH 8, 25 mM ---- 2.5mL de Tris-HCI 1M
EDTA pH 8 10 MM ------—-- 2mL de EDTA 0.5M
H-O bidestilada estéril --- 90.5mL

Solucioén 1l. Para preparar 5mL

NaOH 0.2N -----—--—=--—o-- 0.2 mL de NaOH 5M

SDS 1% ---------==—mmmmo—- 0.5mL de SDS 10%

H>O bidestilada estéril --- 4.3mL
Solucion 1ll. Para preparar 100mL

Acetato de potasio 5M --- 60mL

Acido acético glacial ------ 11.5mL

H->0O bidestilada estéril --- 28.5mL
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APENDICE 111
10.3 Calculo del tamafo aproximado de las sefales de hibridacion.

1. Medir la distancia de las bandas del marcador de peso molecular
A/Hindlll tomando como cero la altura del pozo de carga.

Distancia | Tamano | Cantidad
(cm) (pb) (ng)
3.0 23,130 | 476.50
4.2 9,416 194.13
4.8 6,557 135. 19
5.6 4,361 89.91
6.85 2,322 47.87
7.2 2,027 41.79
9.7 564 11.62

2. Con estos datos, se graficdo en Excel y posteriormente se agregd una linea
de tendencia central de tipo exponencial para asi obtener la ecuacidén con
la que se calculd el tamafo aproximado de las sefales de hibridacion
donde “x” corresponde a la distancia (cm) a la que aparece cada sefal.

Grafico 1
g I
25100 -+
g 20100 -+ y = 06439e0-5386x
£ R? = 0.9925
q" —
£ 15100
(@]
©
‘5 10100
bl
]
£ 5100 -
}_
100 : ‘ ‘ —
2 4 6 8 10
Distancia recorrida (cm)
- %

3. En la ecuacion obtenida se sustituyen los resultados obtenidos para
obtener los tamafos aproximados.
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APENDICE 1V

10.4 Vectores de clonacion.

a) Zero-Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen). 3519 pb.

C e Blunt PCR Product

) i | Xba ) Dram Apsl
Il 1 I

pCR"-Blunt lI-
TOPO”

3519 bp

Uafweuen

b) pGEM®-T Easy Vector System (Promega). 3015 pb.

Xmnl 2009
Scal 1890

Amp’

\Naei 2707
f1 ori

pGEM™-T Easy lacZ
Vector
(3015bp)

ori

171

Apal
Aatll
Sphl
BstZl
MNcol
BstZl
Notl
Sacll
EcoRl

Spel
EcoRli
Notl
BstZl
Pstl
Sall
Ndel
Sacl
BstXl
Nsil

T SP8

1 start

14
20
26
31
37
43
43
49
52

64
70
77
77
88
90
97
109
118
127
141

1473VAQS_BA
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APENDICE V

10.5 Oligonucledtidos de secuenciacion.

APENDICES

Nombre Secuencia Clonas secuenciadas
TvRI-10 TfCRI-7
TvRI-18 TfCRI-16
TfRC-11 TtxRI-1
M13- TfRC-24 TfCRI-14
Reverse* 57- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3~ TfBRI-5 TtxRC-5
TfBRI-9 TtxRC-8
TfBRI-11 TtxRC-11
TfBRI-12 TtxRI-1
TfCRI-1 TfBRI-4
TvRI-10 TfCRI-1
M13- TvRI-18 TtxRC-5
Forward™* 57- GTA AAA CGA CGG CCA G -3~ TfRC-11 TtxRC-11
TfRC-24 TtxRI-1
TBRI-11 TfBRI-4
16STf-Q4* 57- CCC GAG GGA TTA GGT CGA CGA -3~ TfBRI-4
28STf-Q11* | 5°- CCT ACC GTT ACC TTG TTA CGA C -3~ TfRC-11
TfRC-24
28STx-Q1* 57- AGT TCC TGA ACT TGC TTA GGG -3~ TtxRI-1
- - - TtxRC-5
16STx-Q5 57- GAC CAG TTC CAT CGA TGC CAT -3 TEXRC-11

* Estos oligonucledtidos son universales y por lo tanto sirvieron para secuenciar
ambos vectores utilizados.

* Estos oligonucleétidos fueron disefiados en base a la secuencia obtenida en la
reaccion con el oligonucleétido

M13-Rev.
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10.6 Secuencias y alineamientos.

APENDICE VI

Las secuencias de las clonas presentadas en las figuras 32, 33 y 34 del apartado
6.7 se muestran a continuacion. Todas las secuencias se encuentran en direccion
57— 37 y estan alineadas con la secuencia del cistron ribosomal de T. vaginalis
de la clona de nuestro laboratorio.

s Extremo 57 de la regioén intergénica.

Cistron-T.vag
CTTGTAAAC GAGT
TvRI1-18

Cistron-T.vag
TvR1-10
TvR1-18

Cistron-T.vag
TvR1-10
TvR1-18

Cistron-T.vag
TvRI1-10
TvRI-18

Cistron-T.vag
TvRI1-10
TvR1-18

Cistron-T.vag
TvRI1-10
TvR1-18

Cistron-T.vag
TvR1-10
TvRI1-18

Cistron-T.vag
TvR1-10
TvRI1-18

Cistron-T.vag
TvRI1-10
TvR1-18

Cistron-T.vag
TvRI-10
TvR1-18

Cistron-T.vag
TvR1-10
TvR1-18

ATTACGTCCA
ATTACGTCCA
ATTACGTCCA

TTTTTCAAGT
TTTTTCAAGT
TTTTTCAAGT

TAACTAAAAA
TAACTAAAAA
TAACTAAAAA

AACAAATACT
AACAAATACT
AACAAATACT

AAGGTATATC
AAGGTATATC
AAGGTATATC

TCACGTTTAT
TCACGTTTAT
TCACGTTTAT

GGG-AGACTA
GGG-AGACTA
GGGGAGACTA

AGG-ACGAAA
AGG-ACGAAA
AGGGACGAAA

GATATAC-GT
GATATACCGT
GATATACGTA

TAT-ATGA

CGACCTGTTG
CGACCTGTTG
CGACCTGTTG

GTAAGTGTCA
GTAAGTGTCA
GTAAGTGTCA

TACAATAATC
TACAATAATC
TACAATAATC

TAAGTATATA
TAAGTATATA
TAAGTATATA

TAAAAAACAT
TAAAAAACAT
TAAAAAACAT

ATCCACGGGC
ATCCACGGGC
ATCCACGGGC

ATCTAAGTC-
ATCTAAGTC-
ATCTAAGTCC

AACTATGTGA
AACTATGTGA
AACTATGTGA

AAGATATA-T
AAGATATA-T
AAGATATAAT

TTAGTGCTTC

TAT-ATGA$- |TTAGTGCTTC

TATTATGA

T--GAAAAAT
TTGAAAAAAT

‘I

T |TTGGGGCTTT

TTGACACAAA
TTGACACAAA

AGGTTCAGCT
AGGTTCAGCT
AGGTTCAGCT

CTTTTATATC
CTTTTATATC
CTTTTATATC

ATATAGGAAT
ATATAGGAAT
ATATAGGAAT

GGCTAACTAA
GGCTAACTAA
GGCTAACTAA

ATATCAAGTT
ATATCAAGTT
ATATCAAGTT

CGCTTTGGTA
CGCTTTGGTA
CGCTTTGGTA

TCCTATCAAA
TCCTATCAAA
TCCTATCAAA

TTTAGTTTCG
TTTAGTTTCG
TTTAGTTTCG

ACTATTCCCT
ACTATTCCCT
ACTATTCCCT

-GTATAACAT
CGTATA-CAT

ATG-CATTAT
ATGGCATTAT

TCGCTTCTAG
TCGCTTCTAG
TCGCTTCTAG

CACGGGCCGC
CACGGGCCGC
CACGGGCCGC

GAAAAAAGAT
GAAAAAAGAT
GAAAAAAGAT

TACACATACT
TACACATACT
TACACATACT

ACATAGTATT
ACATAGTATT
ACATAGTATT

GTCTTCCTAG
GTCTTCCTAG
GTCTTCCTAG

GTC-TATCAA
GTC-TATCAA
GTCCTATCAA

TCGG-TAAAA
TCGG-TAAAA
TCGGGTAAAA

ATAACTAAGA
ATAACTAAGA
ATAACTAAGA

TACAAATGAT
TACAAATGAT

ATCTCAGTGA
ATCTCAGTGA

GTTTCCAAAT
GTTTCCAAAT
GTTTCCAAAT

TATATGAGCA
TATATGAGCA
TATATGAGCA

ATTAAAGCGA
ATTAAAGCGA
ATTAAAGCGA

AAGCTTATAA
AAGCTTATAA
AAGCTTATAA

AAGCGTATAT
AGGCGTATAT
AAGCGTATAT

CAAAATCCAT
CAAAATCCAT
CAAAATCCAT

TTTTT
TT77T
TTTTT

CC-AAAAAAT
CC-AAAAAAT
CCCAAAAAAT

-FATATATAC
-TATATATAC
ATATATATTA
TCTCGAAAAA
TCTCGAAAAA

ATACTTAAGC
ATCCTTAAGC

ATTTTGGATT
ATTTTGGATT
ATTTTGGATT

TCAAATATAC
TCAAATATAC
TCAAATATAC

AAACTCAAAA
AAACTCAAAA
AAACTCAAAA

GTTTAGACTG
GTTTAGACTG
GTTTAGACTG

ATATGGAGTG
ATATGGAGTG
ATATGGAGTG

ACGAGTCGAA
A-AAGTCGAA
A-AAGTCGAA

TCGCCCTAAA
TCGCCCTAAA
TCGCCCTAAA

-ATATAAC-A
CATATAAC-A
CCTATAACCA

AAT-CGATTT
AAAACGATTT

TATCGAAATG
TATCGAA-TG
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< Extremo 3" de la region intergénica.

Cistrén-T.vag  CATATTCGAT GGTTTTAAGA GATACGAAAT TATTTTGGAA ATATAATATC TACACATAAG
TVRI-10  mmme e e e e e TAAG
TVRI-18 s e e e o CCCCTTAAGG
Cistrén-T.vag  TAGTATAAT- GTTACTACGT TTG-TAGTTT TTCGTTTT} TACC-ATATA
TVRI-10 TAGTATAATT GTTATTACGT TTGGTAGGTT TTTGGTTT] TACC-ATATA
TVRI-18 TAGTATAAT- GTTACTACGG TTGGGAGTTT TTCGTTTT] TACCCATATA
Cistron-T.vag CTTTT-GAAA ATC-AGAT-A ATTATTTTTT Af-JTCAAAT AG-TTGTCGT AGGTGGGC-A
TVRI-10 CTTTTTGAAA ATCCAGATTA ATTATTTTTT TATTTCAAAT AGGTTGTCGT AGGTGGGCCA
TVRI-18 CTTTT-GGAA ATTCAGAT-A ATTATTTTTT AFTFTCAAAT AG-TTGTCGT AAGGTGGGCA
Cistron-T.vag CATGT-ACGG A}-GTTATAA TCATAACTCC CC-ATGCT-C CACAACATTG -CCCATACAA
TVRI-10 CATGT-ACGG GAGGTTATAA TCATAACTCC CCCATGCTTC CACAACATTG GCCCATACAA
TVRI-18 CATGTTACGG A}-GTTATAA TCATAACTCC CC-ATGCTCC CACAACATTG CCCCATACAA
Cistrén-T.vag AGTTTGCTCf -BGGGACGCT TGTGTAT-GA GCAAGACGAA AAAA-TACCT GAAACTCGAC
TVRI-10 AGTTTGCTT¢ GBGGGACGCT TGTGTATTGA GCAAGACGAA AAAAATACCT GAAACTCGAC
TVRI-18 AGTTTGCTCY -BFGGGACGCT TGTGTAT-GA GCAAGACGAA AAAA-TACCT GAAACTCGAC
Cistréon-T.vag  TCC-ATCGAT TGAATTTTTG TAGACCGAAA AACATGACCT TTTGCTCCIT ATGGGAAAGT
TVRI-10 TCC-ATCGAT TGAATTTTTG TAGACCGAAA AACATGACCT TTTGCTCCE] ATGGGAAAGT
TVRI-18 TCCCATCGAT TGAATTTTTG TAGACCGAAA AACATGACCT TTTGCTCCE] ATGGGAAAGT
Cistréon-T.vag  TGCAAAACGA TTCCAGTTAT GAGTAAGCAT TTCTTACTAA ATCTAGCCGA GTCTGGTATA
TVRI-10 TGCAAAACGA TTCCAGTTAT GAGTAAGCAT TTCTTACTAA ATCTAGCCGA GTCTGGTATA
TVRI-18 TGCAAAACGA TTCCAGTTAT GAGTAAGCAT TTCTTACTAA ATCTAGCCGA GTCTGGTATA
Cistron-T.vag TA-FAACAGG GAGAATCACC TCCAGACGGC TGACGAGTTA ATATGTTACA TATTGATTCT
TVRI-10 TAACAACAGG GAGAATCACC TCCAGACGGC TGACGAGTTA ATATGTTACA TATTGATTCT
TVRI-18 TAACAACAGG GAGAATCACC TCCAGACGGC TGACGAGTTA ATATGTTACA TATTGATTCT
Cistrén-T.vag GTCTTAGATG TGCGAAATTA CAGCACGCGC TTATTTATAA TTTGGCATTA AACTTT-CGA
TVRI-10 GTCTTAGATG TGCGAAATTA CAGCACGCGC TTATTTATAA TTTGGCATTA AACTTTTCGA
TVRI-18 GTCTTAGATG TGCGAAATTA CAGCACGCGC TTATTTATAA TTTGGCATTA AACTTT-CGA
Cistrén-T.vag TGACTTCGCG TCATCATGTA TTATGGATAT TT-CAGTGGC ATCATAACAA GATACATTGA
TVRI-10 TGACTTCGCG TCATCATGTA TTATGGATAT TT-CAGTGGC ATCATAACAA GATACATTGA
TVRI-18 TGACTTCGCG TCATCATGTA TTATGGATAT TT-CAGTGGC ATCATAACAA GATACATTGA
Cistréon-T.vag  AAAAAGATCT TAATACATCT TTTTTAATCG CGATACTTGG TTGATCCTGC CAAGGAAGCA
TVRI-10 AAAAAGATCT TAATACATCT TTTTTAATCG CGATACTTGG TTGATCCTGC CAAGGAAGCA
TVRI-18 AAAAAGATCT TAATACATCT TTTTTAATCG CGATACTTGG TTGATCCTGC CAAGGAAGCA
Cistron-T.vag CAC

TVRI-10 CAC

TVRI-18 CAC
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[*°]

APENDICES
s Extremo 57 de la regién [16S+5.8S].
Cistron-T.vag ATCCTGCCAA GGAAGCACAC TTAGGTCATA GATTAAGCCA TGCAAGTGTT AGTTCAGG|--
TXRC-5 ATCCTGCCAA GGAAGCACAC TAAGGTCATA GATTAAGCCA TGCAAGTGTT AGTTCAGTET
TXRC-11 ATCCTGCCAA GGAAGCACAC TAAGGTCATA GATTAAGCCA TGCAAGTGTT AGTTCAGTET
TFRC-11 ATCCTGCCAA GGAAGCACAC TTCGGTCATA GATTAAGCCA TGCAAGTGTT AGTTCAGG|--
TFRC-24 ATCCTGCCAA GGAAGCACAC TTCGGTCATA GATTAAGCCA TGCAAGTGTT AGTTCAGG|--
Cistron-T.vag  TAACGAAACT GCGAATAGCT CATTAATACG CTCAGAATCT ATTTGGCGGC GACCAA-CAG
TXRC-5 TAACGAAACT GCGAATAGCT CATTAATACG CTCAGAATCT ATTTGGCGGC GACCAA-CAG
TXRC-11 TAACGAAACT GCGAATAGCT CATTAATACG CTCAGAATCT ATTTGGCGGC GACCAA-CAG
TFRC-11 CAACGAAACT GCGAACAGCT CATTAACACG CTCAGAATCT ACTTGGTGGC GACCTTTCAG
TFRC-24 CAACGAAACT GCGAACAGCT CATTAACACG CTCAGAATCT ACTTGGTGGC GACCTTTCAG
Cistron-T.vag GTCTTAAATG GATAGCAGCA GCAACTCTGG TGCTAATACA TGCGATTGTT TCTCCAGATG
TXRC-5 GTCTTAAATG GATAGCAGCA GCAACTCTGG TGCTAATACA TGCGATTGTT TCTCCAGATG
TXRC-11 GTCTTAAATG GATAGCAGCA GCAACTCTGG TGCTAATACA TGCGATTGTT TCTCCAGATG
TFRC-11 GTCTTATTTG GATAGCAGCA GTAATTCTGG TGCTAATACA TGCGATTGTT TCACTGAGT-
TFRC-24 GTCTTATTTG GATAGCAGCA GTAATTCTGG TGCTAATACA TGCGATTGTT TCACTGAGT-
Cistron-T.vag  TGAATTATGG AGGAAAAGTT GAGGCACGCC ATTCGACTGA GTGACCTATC
TXRC-5 TGAATTATGG AGGAAAAGTT GAGGCACGCC ATTCGACTGA GTGACCTATC
TXRC-11 TGAATTATGG AGGAAAAGTT GAGGCACGCC ATTCGACTGA GTGACCTATC
TFRC-11 TGAGAAACAG TGGAAAAGTT CGGGCACACC AATCGATTGA GCGACCTATC
TFRC-24 TGAGAAACAG TGGAAAAGTT CGGGCACACC AATCGATTGA GCGACCTATC
Cistron-T.vag A-GCTTGTAC TTAGGGTCTT TACCTAGGTA GGCTATCACG GGTAACGGGC GGTTACCGTC
TXRC-5 A-GCTAGTAC TTAGGGTCTT TACCTAGGTA GGCTATCACG GGTAACGGGC GGTTACCGTC
TXRC-11 A-GCTAGTAC TTAGGGTCTT TACCTAGGTA GGCTATCACG GGTAACGGGC GGTTACCGTC
TFRC-11 ATGCTAGTAC TTAGGGTCTT TACCTAGGTA GGCTATCACG GGTAACGGGC GGTTACCGTC
TFRC-24 ATGCTAGTAC TTAGGGTCTT TACCTAGGTA GGCTATCACG GGTAACGGGC GGTTACCGTC
Cistron-T.vag GGA-CTGCCG GAGAAGGCGC CTGAGAGATA GCGACTATAT CCACGGGTAG CAGCAGGCGC
TXRC-5 GGA-CTGCCG GAGAAG-CGC CTGAGAGATA GCGACTATAT CCACGGGTAG CAGCAGGCGC
TXRC-11 GGAACTGCCG GAGAAGGCGC CTGAGAGATA GCGACTATAT CCACGGGTAG CAGCAGGCGC
TFRC-11 GGA-CTGCCG GAGAAGGCGC CTGAGAGATA GCGACTATAT CCACGGGTAG CAGCAGGCGC
TFRC-24 GGA-CTGCCG GAGAAGGCGC CTGAGAGATA GCGACTATAT CCACGGGTAG CAGCAGGCGC
Cistron-T.vag  GAAACTTTCC CACTCGAGAC TTTCGGAGGA GGTAATG-AC CAGTTCCATT |-GGTGCCTTT
TXRC-5 GAAACTTTCC CACTCGAGAC TTTCGGAGGA GGTAATG-AC CAGTTCCATC [-GATGCCATT
TXRC-11 GAAACTTTCC CACTCGAGAC TTTCGGAGGA GGTAGTGGAC CAGTTCCATC |CEATGCCATT
TFRC-11 GAAACTTACC CACTCGAGAC TTTCGGAGGT GGTAATG-AC CAGTTACATG [TCAACCTTTT
TFRC-24 GAAACTTACC CACTCGAGAC TTTCGGAGGT GGTAATG-AC CAGTTACATG [TCAACCTTTT
Cistron-T.vag TGGTACTGTG GA--TAGGGG TACGG--TTT TCCACCGTAC C-GAAACCTA GCAGA}-dGG
TXRC-5 CGGTATTGTG GAATAGGGGG TACCAGTTTT TCCACTGTAC C-GAAACCTA GCAGARGAGC
TXRC-11 CGGTATTGTG GA-TAGGGGG TACAG--TTT TCCACTGTAC CCGAAACCTA GCAGARGAGG
TFRC-11 TGGTTGTTTG TA--TAGGAT TGCAC-TTTT -CCAGTGCAG TGGAAACCTA GCAGA|-AGG
TFRC-24 TGGTTGTTTG TA--TAGGAT TGCAC-TTTT TCCAGTGCAG TG-AAACCTA GCAGAL-GGG
Cistron-T.vag CCAGTCTGG} |TGCCAGC-AG CT-GCGGTAA TTCC-AGCT- CTGC-GAGTT TG{-LTCCAT
TXRC-5 CCAGTCTGGG | GCCCAGCCAG CTTGCGGTAA TTCCCAGCTT CTGCCGAGTT TGGTECCCAT
TXRC-11 CCAGTCTGGG | TGCCAGCAAG CT-GCGGTAA TTCC-AGCT- CTGCCGAGTT TGGC[TCCCAT
TFRC-11 CCAGTCTGGY | TGCCAGCCAG CT-GCGGTTA ATTCCAGCT- CTGC-GAGTT TGGTECCCAT
TFRC-24 CCAGTCTGGY | TGCCAGC-AG CT-GCGGT-A ATTCCAGCT- CTGC-GAGTT TGGTCCCAT
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Cistron-T.vag
TxXRC-5
TXRC-11
TFRC-11
TFfRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

A--TTGTTGC
AATTGGTTGC
A-TTGGTTGC
A-TTGGT-GC
A-TTGGTTGC

ACG-TATTTT
ATG-TATTTA
ATGGTATTTA

~AGTTAAAA-
—AGTTAAAAA
CAGTTAAAAA

TACGTTCACT
TACGTTCACT
AACCGTTCC-

-CGCC--GTA
-CGCCC-GTA
ACGCCCCGTA

-CGCTC-GTA

GTGAACAAAT
GTGAACAAAT

GTCTGAA--T
ATCTGAAATT
GTCTGAAATT

GTCCAGAACT

CAGGACGCTT
CAGGACGCTT

TGGCCAGC--
TGGCCAGC--
GGGCCAGCCA

--GCCTGCAA

AGAGTATGGC
AGAGTATGGC

APENDICES

AATGGTC-GT
AATGGTC-GT
AAGGGTCCGT

AGGCGTACGA

CACATGAATG
TACATGAATG

ACA-TCTGTT

ACTCAGCGCA
ACTCAG----

ACTTAA-—--

CGTTCACTGG

GGAAACAAAT

CAGGACCTTT

AGTGTATGGT

TTTAGGAATG

100



[*°]

APENDICES
s Extremo 3~ de la regién regiéon [16S+5.8S].
Cistron-T.vag  —-—--——-—= ———mmmmmm e ATCC TGCCAAGGAA GCACACTTAF $--TCATAGA
TXRC-5 mmmmmmmmmm mmmm ATCC TGCCAAGGAA GCACACTAAG $--TCATAGA
TXRC-11  mmmmmmmmme e
TFRC-11 TTCGATTCAA GGGCGAGAGT AGGAGTTTCC CACCGGATCA GAGACCCGGH TAGTTCCTAC
TFRC-24 mmmmmmme C AAGAGAACCC C---GGGGTA GTTTCCTTAE €--TTTAAAA
Cistron-T.vag TTAAGCCATG CAAGTGTTAG TTCAGG--TA ACGAAACTGC GAATAGCTCA TTAATACGCT
TXRC-5 TTAAGCCATG CAAGTGTTAG TTCAGTGTTA ACGAAACTGC GAATAGCTCA TTAATACGCT
TXRC-11 e o e
TFRC-11 TTAAACGATG CCGACAGGGG CTTGTC-TTT TTATGAGGGC AGGACCTT-A GGAG--AAAT
TFRC-24 CAGAATGACC GGACAAGGGG CTTGTCCTTT TTATGAGGGC AGGACCTTTA GGAGGAAAAT
Cistron-T.vag  CAGAATCTAT TTGGCGGCGA CCAAJAQGTC TTAAATGGAT AGCAGCAGCA ACTCTGGTGC
TXRC-5 CAGAATCTAT TTGGCGGCGA CCAAQAQGTC TTAAATGGAT AGCAGCAGCA ACTCTGGTGC
TXRC-11  mmmmmmmmme e e
TFRC-11 CATAGTTCTT GGGGCTCTGG GGAA-L-—-CT ACGGACC-GC AA-GGCTGAA ACTT-GAAGG
TFRC-24 CATATTTCCT GGGGCTCTGG GGGGAAQ-TT ACGGACCCGC AAAGGCTGAA ACTTTGAAGG
Cistron-T.vag  TAAT--ACAT GCGATTGTTT CTCCAGATGT GAATTATGGA GGAAAAGTTG AQCTICATCAG
TXRC-5 TAAT--ACAT GCGATTGTTT CTCCAGATGT GAATTATGGA GGAAAAGTTG ACCTC-TCAG
TXRC-11 oo e e N K
TFRC-11 AATT-GACGG --AAGGGCAC -ACCCAGGGG TG---GAGCT TG-TGGCTTT AA--[TTTGAA
TFRC-24 AATTTGACGG GAAAGGGCAC CACCCAAGGG GGTGGGAGCT TGGTGGGCTT AAAT[TTTGAA
Cistron-T.vag AGGCACGC-C ATTCGACTGA GTGACCTATC AGCTTGTACT TAGGGTCTTT ACCTAGGTAG
TXRC-5 AGGCACGC-C ATTCGACTGA GTGACCTATC AGCTAGTACT TAGGGTCTTT ACCTAGGTAG
TXRC-11 oo e
TFRC-11 TCAA-CAC-G GGGAAACTTA CC---AGGAC CAGATGTTTT T-AATGACTG ACAGGCTTCG
TFRC-24 TCAAACACCG GGGAAACTTA CCCAAGGAAC CAGATGTTTT TTAATGACTG ACAGGCTTCG
Cistron-T.vag GCTATCACGG G-{-{TAACG GGCGGTTACC GTCGGACTGC CGGAGAA@EE GCCTGAGAGA
TXRC-5 GCTATCACGG G-+-4TAACG GGCGGTTACC GTCGGACTGC CGGAGAAG-G GCCTGAGAGA
TXRC-11  mmmmmmmeee b
TFRC-11 GGTCTTTCAG G-ATATGACT TTTGGTGGTG CATGG-CCGT T-GGTGG}-T GCGTGGGTTG
TFRC-24 GGTCTTTCAG GGATATGACT TTTGGTGGTG CATGGGCCGT TTGGTGGET| GCGTGGGTTG
Cistron-T.vag  TAGCGACTAT ATCCACGGGT AG-CAGCAGG CGCGAAACTT TCCCACTCGA GACTT-TCGG
TXRC-5 TAGCGACTAT ATCCACGGGT AG-CAGCAGG CGCGAAACTT TCCCACTCGA GACTT-TCGG
TXRC-11 o
TFRC-11 A-CCTGTCAA GCGTTGATTC AGATAACGAG CGAGATTATC GCCAATTAAA TACTCGTTTC
TFRC-24 AACCTGTCAA GCGTTGATTC AGATAACGAG CGAGATTATC GCCAATTAAA TACTCGTTTC
Cistron-T.vag  AGGAGGTAAT GACC-AGTTC CATTGGTGCC TTTTGGTACT GTGGAT--AG GGGTAC--GG
TXRC-5 AGGAGGTAAT GACC-AGTTC CATCGATGCC ATTCGGTATT GTGGAATAGG GGGTACCAGT
TXRC-11 oo o
TFRC-11 TGTTTACAGA GATAGAGTTC TAATTGGGAC TCCCTGCGTA TCAAGCAGGA GGAAGAGGGT
TFRC-24 TGTTTACAGA GATAGAGTTC TAATTGGGAC TCCCTGCGTA TCAAGCAGGA GGAAGAGGGT
Cistron-T.vag TTTTCCACCG TACCGAAACC CCAGTCTG GTGCCAGf=3 AGCT-GCGGT
TXRC-5 TTTTCCACTG TACCGAAACC CCAGTCTG GGGCCCAGCE AGCTTGCGGT
TXRC-11 e e
TFRC-11 AGCAATAACA GGTCCGTGAT -TGCTCTG GGCTGCA}-1 CGCGCGCTAC
TFRC-24 AGCAATAACA GGTCCGTGAT -TGCTCTG GGCTGCA}-1 CGCGCGCTAC
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Cistron-T.vag
TxXRC-5
TXRC-11
TFRC-11
TFfRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxRC-5
TXRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

AATTCC-AGC
AATTCCCAGC

AATGTTAGGA
AATGTTAGGA

TCTGAA--TT
TCTGAAATTT
CGTAG---TT
TACCTAACGT
TACCTAACGT

CGCTTAGAGT
CGCTTAGAGT
CCCTTGGTAA
TCCCTTGTAA
TCCCTTGTAA

AAACAAGCTC
AAACAAGCTC
CACACCGCCC
CACACCGCCC
CACACCGCCC

TTTGACTCAT
TTTGACTCAT
CCGGATGCTT
ATCGGACCTT
ATCGGACCTT

TCAAGGGCGA
TCAAGGGCGA
AACAAGGTAA

AACAAGGTAA

ACGATGCCGA
ACGATGCCGA
T---AACTAA
TTTGTACACA
TTTGTA-ACA

CTTGGGCTCT
CTTGGGCTCT

TCGGGACCTT
ATCGGACCTT

ACACCAGG--
ACATCAGG--
TCCTCACAC-
GTAACAAGGT
GTAACAAGGT

T-CTGC-GAG
TTCTGCCGAG

TCAAAGAGA-
TCAAAGAGA-

GGCCAGCAAT
GGCCAGCAAT

AGTTGG-GAT
AGTTGG-GAT

ATGGCCACAT
ATGGCTACAT
ATTG-TGTGT
ATG--CGTGT
ATG--CGTGT

AATGAGAGCC
AATGAGAGCC
GGTCGGCTCC
GTC--GCTCC
GTC--GCTCC

GAGAG-AGAA
GAGAG-AGAA
ACGAGCAGAA
GCGAG-GAAA
GCGAG-GAAA

GAGTAGGAGT
GAGTAGGAGT
CGGTAGGTGA

CGGTAGGGTG

CAGGAGTTTG
CAGGAGTTTG
TACCAACTTC
CCCGGCCCGG
CACCGCCCCG

GGGGGAACTA
GGGGGAACTA

GCGAGGGAAA
GCGAGG-AAA

GGTGGAGCCT
GGTGGAGCCT
GATGAAGAAC
AACGGTAGGT
AACGGTAGGT

THITGCTCCAT
TITGCTCCCC

-4TGCTGTCC
-4TGCTGTCC

GGTCGTACGT
GGTCGTATGT
TGACGTTTGT
TGAGGATTGT
TGAGGATTGT

GAATGACTCA
GAATGACTCA
CAACAACGCA
CAACAGCGCG
CAACAGCGCG

ATT----GTT
ATAATTGGTT

TGAAAAGGCT
TGAAAAGGCT

GCAGTTA
GCAGTTAA
ACTCTTAA

AA

ATTTTTACGT
ATTTATACGT
ATTCAQ----
AATCAT----
AATCAT]----

TCACTGTGAA
TCACTGTGAA
41CGTCATGAA
41TCTCATGAA
TCTCATGAA

GCAGTATG
GCAGTATG
GTTGAAT-
GTTGAAT-
GTTGAAT-

ATCGGGGGTA
ATCGGGGGTA

GATCTATCTC
GATCTATCTC
ACCGATTGG
ACCGATTGG
ACCGATTGG

GCTGAGGCGA
TCTGAGGCGA
AGTGATTAAA
GGTAAT-AAA
GGTAATTAAA

ATCCAAC-AG
ATCCAAC-AG
ACCTGCC-G-
GTCAAAC-AG
GTCAAACCAG

TCA-TTTGTT
TCA-CTTGTT
TT--TTTATT
TCGGTTCCTT
TCG-CTCCCT

CGACCGCAAG
CGACCGCAAG
CATCA--AAA
GGTAATTAAA
GGTAATTAAA

GTGGCTTAAT
GTGGCTTAAT
GTGGCATAAT
GAACCTGCCG
GAACCTGCCG

AGGCGTCTAC
AGGCGTCTAC
TCACGT-TAT
TCACGT-ATC
TCACGTTATC

GATTAGAGAC
GATTAGAGAC

GCGCGGCGTT
GCGCGGCGTT

AATGGCAGAA
AGTGGCAGAA
AAT--CAAAA
ACCGAATTGG
ACCGATT--G

GCTGAAACTT
GCTGAAACTT
ATCAAGTCTC
T-CCACGTTT
TTCCACGTTA

AAGTCTTTGT
AAGTCTTTGT
ACGTCCCTGC
ACGTCCCTGC
ACGTCCCTGC

ATGACGA
ATGACGA
ATGAC
ATGAC
ATGACT|--

| OO
OOOOO

CTAGAGG--G
CTAGAGG--G
CTAGAGGAAG

TTAGAGGAAG

CCTGGTAGTT
CCTGGTAGTT

GAATAACGTC
GAAATACGTT

TCTTTGGAGA
TCTTTGGAGA
AC--TAATAC
GATGGACTTC
GATG-ACTCC

GAAGGAATTG
GAAGGAATTG
TAAGCAATGG
TTCTAGAGGA
TCTTAGAGGA

ACACGGGG-A
ACACGGGGGA
GCCGGAGTTG
GTTTCGTTAA
GTTTCGTTAA

APENDICES

-CGCC-GTAG
ACGCCCGTAA
ATTCCCCTAA
-CTCTCGCAA
-CTCTCGCAA

CAAATCAGGA
CAAATCAGGA
CCAQ--GAAT
CCAGQ---[AA
CCAGQ---[FAA

TTTCTTCCGA
TTTCTTCCGA
CCTTTTGGTA
CCTTT--GTA
CCTTT--GTA

GTGGAAT-AC
GTGGAAT-AC
GTGAAATCAC
GTGAAAT--T
GTGAAAT--T

TTTCTGTCGA
TTTCTGTCGA
GAGAAGTCGT
AAGGAGT---
GAGAAGTCGT

CCTACCTTAA
CCTACCTTAA
TCTAGTTTAA
CC--TGCCCT
CCCTTGCCCC

AATCATAGTT
AATCATAGTT
AATTATAAAT
GGTGAAATTA
GGTGAAAATT

ACGGAAGGGC
ACGGAAGGGC
ATGTCTTGGC
AGGAGAAGTC
AGGAGAAGTC

AACTTACCAG
AACTTACCAG
CATACATCAT
TAATTAC---
TAATTAC---
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Cistron-T.vag
TXRC-5
TXRC-11
TFRC-11
TFfRC-24

Cistron-T.vag
TXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

Cistron-T.vag
TxXRC-5
TxRC-11
TFRC-11
TFRC-24

GACCAGATGT
GACCAGATGT
GACAGGTTAA
AAACATATTT
AAACATATTT

GCATGGCCGT
GCATGGCCCT
GCATG-CGTG
TTTAGACCTT
TTTAGACCTT

CGAGATTATC
CGAGATTATC
TAAATAAATT
TAATGCGATA
TAATGCGATA

GGA-CTCCCT
GGAACTCCCT
CACATTGCGC
CACATTGCGC

TTTAGATGCT
TTTAGATGCT

TTTTTATGAC
TTTTTATGAC
TCTTTGAATG
TTTTAATGTC
TTTTAATGTC

TGGTGGTGCG
TGGTGGTGCG
TAACAGTACA
AGGCAATGGA
AGGCAATGGA

GCCAATTA--
GCCAATTTAT
ATAAGACAAA
AGCGGCTGGA
AGCGGCTGGA

GCGATTTTAG
GCGATTTTAG
GCCGTTTTAG
GCCGTTTTAG

CTGGGCTGCA
CTGGGCTGCA

TGACAGGCTT
TGACAGGCTT
CAAATTGCGC
TATAACTATT
TATAACTATT

TGGG-TTGAC
TGGGGTTGAC
ACA---TAAT
TGTC-TTGGC
TGTC-TTGGC

TTTACTTTGC
TTTACTTCGT
CTTACGTTGT
TTAGCTTTCT
TTAGCTTTCT

CAGGTGGAAG
CAGGTGGAAG
CTTGCTAGAA
CTTGCTAGAA

CGCGTGCTAC
CGCGTGCTAC

CGGGTCTTTC
TGGGTCTTTC
TAAACTT---
TATACAAAAT
TATACAAAAT

CTGTC-TAGC
CTGTC-TAGC
TTATAATAAT
TTCTTACA-C
TTCTTACA-C

CGAA—GTdCT
CTAA-GTQCT
CTGQTATACG
TT6q---—GA
TT6q----GA

AGGGTAGCAA
AGGGTAGCAA

CACGCATATA
CACGCATATA

AATGTTAGGA
AATGTTAGGA

AGGATATTGT
AGGATATTGC
-GGCTTCGGC
TAAACACATA
TAAACACATA

GTTGATTC--
GTTGATTC--
TCTTATTCTA
GATGAA--—-
GATGAA-——-

TCGGTTAAAG
TAGATGCAAG
CAGGAAGACC
CAAGTTCGAT
CAAGTTCGAT

TAACA-GGTC
TAACA-GGTC
TGTTACAGTA
TGTTACAGTA

TCAATAGGAC
TCAATAGGAC

APENDICES

TTTTGGTGGT
TTTTGGTGGT
T----GAGAA
ATCTAAAAAA
ATCTAAAAAA

AGCTAACGAG
AGCTAACGAG
AGCGAATAAG
GAACGTTGCA
GAACGTTGCA

TTCT-AATTG
TTCTTAATTG
CGCTGAACTG
CTTTGAA-TG
CTTTGAA-TG

CGTGATGCCC
CGTGATGCCC
ACCCATATTA
ACCCATATTA

TGCGAGCCTG
TGCAAAGCCG

ATTTAATACC
ATTTAATACC

AGAGGGTGCG
AGAGGCTGCG

AAATTCTCTT
AAATTCTCTT

CTACTCTTAT
CTACTCTTAT

TTTAAGCAAA
TTTAAGCAAA

AATCCCTAAC
AATCCCTAAC

AGAGCGGAAA
AGAGCGAAAA

GTAGTTGGGA
GTAGTTGGGA

AAGGGTTCTG
AAGGGTTCTG

TCTCATATAG
TCTCATATAG

GAAGACCCGC
GAAGACCCGC

TGAACTGAAG
TGAACTGAAG

ACAAATATGT
ACAAATATGT
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[*°]

APENDICES
% Extremo 57 de la regién [intergénica+28S].
Cistron-T.vag  AAGACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAA GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATTCCC
PTXRI-1 AAGACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAA GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATTCCC
TxRI-1 -—AACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAG GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATTCCC
TFBRI-4 AAGACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAA GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATACTC
TFBRI-1 AAGACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAA GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATACTC
TFCRI-1 AAGACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAA GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATACTC
TFCRI-16 AAGACCCGCT GAACTGAAGC ATCTCATTAA GCGGAGGAAA AGAAACTAAC TAGGATACTC
Cistron-T.vag TTAGTAAAGG CGATCGAAAA GGGAACAGCC CAACGTCTTA ATCCCGCAAG GGAAATGTAG
pTXRI-1 TGAGTAAAGG CGATCGAAAA GGGAAAAGCC CAACGTCTTA ATCCCGCRAG GGAAATGTAG
TxRI-1 TGAGTAAAGG CGATCGAAAA GGGAAAAGCC CAACGTCTTA ATCCCGCRAG GGAAATGTAG
TFBRI-4 ATAGTAAGTG CGACCGAAGA GAGTAGAGTT CGTCGACCTA ATCCCTQH-f GGAAATGTGG
TFBRI-11 TTAGTAAGTG CGACCGAAGA GAGTAGAGTT CGTCGACCTA ATCCCTCGH-f GGAAATGTGG
TFCRI-1 TTAGTAAGTG CGACCGAAGA GAGTAGAGTT CGTCGACCTA ATCCCTCH-f GGAAATGTGG
TFCRI-16 TTAGTAAGTG CGACCGAAGA GAGTAGAGTT CGTCGACCTA ATCCCTQH-f GGAAATGTGG
Cistron-T.vag TCG-GTTCAC CTATTGCACT GGTCTAAGTC AGATGGAATG CTGCGCGATT CAGAGTAAAA
PTXRI-1 TCT-GTTCAC CTATTGCACT GGTCTAAGTC AGCTGGAATG CTGTGCGATT CAGAGTAAAA
TxRI-1 TCT-GTTCAC CTATTGCACT GGTCTAAGTC AGCTGGAATG CTGTGCGATT CAGAGTAAAA
TFBRI-4 TTGAGAGGGC TTTTTGCCTT AGCGTAACTG GAGTCGAATC TCCGGCTATA AAGAGTTTAA
TFBRI-11 TTGAGAGGGC TTTTTGCCTT AGCGTAACTG GAGTCGAATC TCCGGCTATA AAGAGTTTAA
TFCRI-1 TTGAGAGGGC TTTTTGCCTT AGCGTAACTG GAGTCGAATC TCCGGCTATA AAGAGTTTAA
TFCRI-16 TTGAGAGGGC TTTTTGCCTT AGCGTAACTG GAGTCGAATC TCCGGCTATA AAGAGTTTAA
Cistrén-T.vag ACCAACCGCA AGCTTACGAT GGACCGGGGA GAGTCGGATA CTTTGAGAGT
PTXRI-1 ACCAACCGCA AGCTTACAGT GGGCAGGGGA GAGTCGGATA CTTTGAGAGT
TxRI-1 ACCAACCGCA AGCTTACAGT GGGCAGGGGA GAGTCGGATA CTTTGAGAGT
TFBRI-4 GCTATGGGCA AGCTA--$GT CCTTGTAAAC GAGTCGGGCA GCTTGAGAAT
TFBRI-11 GCTATGGGCA AGCTA--BGT CCTTGTAAAC GAGTCGGGCA GCTTGAGAAT
TFCRI-1 GCTATGGGCA AGCTA--$GT CCTTGTAAAC GAGTCGGGCA GCTTGAGAAT
TFCRI-16 GCTATGGGCA AGCTA--$GT CCTTGTAAAC GAGTCGGGCA GCTTGAGAAT
Cistron-T.vag AGTGTCTTAA GG-GGGTGGT ATGTCCCATC CAAGGCTAAA TAACGTGAGG AGACCGATAG
PTXRI-1 AGTGTCTTAA GG-GGGTGGT ATGTCCCATC CAAGGCTAAA TAAAGTGAGG AGACCGATAG
TxRI-1 AGTGTCTTAA GG-GGGTGGT ATGTCCCATC CAAGGCTAAA TAAAGTGAGG AGACCGATAG
TFBRI-4 GCTGCCTCAA GATGGGTGGT ACGCCCCATC CAAAACTAAA TACTGTAAGA AGACCAATAG
TFBRI-11 GCTGCCTCAA GATGGGTGGT ACGCCCCATC CAAAACTAAA TACTGTAAGA AGACCGATAG
TFCRI-1 GCTGCCTCAA GATGGGTGGT ACGCCCCATC CAAAACTAAA TACTGTAAGA AGACCGATAG
TFCRI-16 GCTGCCTCAA GATGGGTGGT ACGCCCCATC CAAAACTAAA TACTGTAAGA AGACCGATAG
Cistron-T.vag  ATTACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCTAAA ACAGAGGGTG bTTCC
PTXRI-1 ATTACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCTAAA ACAGAGGGTG bTTCC
TxRI-1 ATTACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCTAAA ACAGAGGGTG 5TTCC
TFBRI-4 AGCACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCCCAG ACGGAGAGAC bCGCC
TFBRI-11 AGCACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCCCAG ACGGAGAGTC 5CGCC
TFCRI-1 AGCACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCCCAG ACGGAGAGTC 5CGCC
TFCRI-16 AGCACAAGTA GTGTGAACGA AAGATGAAAA GAACTCCCAG ACGGAGAGTC \CATA
Cistron-T.vag  TGAACTTGCT TAGGGTTAAG GCT--ATTTA TAGTA-CCCG TCTTGAAAC- ACGGATTAGG
pTXRI-1 TGAACTTGCT TAGGGTTAAG GG@--ATTTA TCCTA-CCCG TCTTGAAACC ACGGATTAGG
TxRI-1 TGAACTTGCT TAGGGTTAAG GGE--JATTTA T----- CCTG CCAAGGAAGC ACAC----—-
TFBRI-4 TGAACTTGTC TAGGGTAACG TATTTATCTA ATACA-CCCG TCTTGAAAC- ACGGATTAGG
TFBRI-11 TGAACTTGTC TAGGGTAACG TAT[TTATCTA ATACA-CCCG TCTTGAAAC- ACGGATTAGG
TFCRI-1 TGAACTTGTC TAGGGTAACG CGTCACTTTA C---—-- CCA TACAGTGGCA ATAAGATAAA
TFCRI-16 TGGAAATATT ATGAATACAA TAATAATAAA TAGCAAAATA TATCAAAGTA ATATA-TACA
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Cistron-T.vag
pTxRI-1
TxXRI-1
TFBRI-4
TfBRI-11
TFCRI-1
TFCRI-16

Cistron-T.vag
PTXRI-1
TXRI-1
TFBRI-4
TFBRI-11
TFCRI-1
TFCR1-16

Cistron-T.vag
pTxRI-1
TxRI-1
TFBRI-4
TFBRI-11
TFCRI-1
TFCRI-16

Cistron-T.vag
pTxXRI-1
TxXRI-1
TfBRI-4
TfBRI-11
TFCRI-1
TFCRI-16

Cistron-T.vag
pTxRI-1
TXRI-1
TFBRI-4
TFBRI-11
TFCRI-1
TFCRI1-16

GAGTTTATCT
GAGTTTATCT
GAGTTTAACT
GAGTTTAACT
ACCTAGAGGG
TCGTAAAAGT

---CAACTGG
AGCCAACTGG

---[GTAGTGC
T--GTAGTGC

-—-[GTAGTAC
-——-[GTAGTAC
A--ATTAAAA
GCCATAAAAT

-CGTTTGCAT
GCATCAGCAT

G-AGTCTTTG
GGAGTCTTTG

G-AGTCTTTG
G-AGTCTTTG
ATACTCTTAA
GTTGCTCCAT

-GGCTACTGA
TGGCTATTGG

CAC-GTTAAC
CACCGTTAAC

CCTTATAAAG
CCTTATAAAG
TTT-ATTATA
CCATAATAAA

G--CATTACT
AGCCATTACT

TAAA-GGC
TAAAAGGC

-GTGAA-GGC
-GTGAAAGGC
TGAATACT
TTTTTTTC

G-ATAGGA--
GGATAGGGAC

APENDICES

GTAGAGAAAG
GTAAAAGAAA
GAAAGGAGAC
GAAAGGAGAC
TGGTTGATCC
GAGATGAAAC

CCCGAAAGGT
CCCGAAAGGT

---TGACTGG
---TGACTGG
CTGCCAAGGG
ATGTCGAAAA

GGTGAA--CT
GGTGAAACTT

-CATCTGCAT
-CATCTGCAT
-AAAGCACAC
-CATCCATAT

TTGCCTGCAC
TTGCCTGCCC

GGAGT-CTGA
GGAGT-CTGA
AAAGGGCCGA
ATGAAGAAGA

A---GGTTGA
A---AGTTGA

G--TACTACT
G--TACTACT
A---ATTCCC
GTCTGGAAGG

AGTCAGGGG-
AGTCAGGGGG

GTT---AG--
GGTTAGAA——
AGCCACCAAC
AACAGTAGTA

-AAACTCT-G
AAAACTCTTG

TTTGATACTT
CCCGAATGGA
TTGGCCGGCC
GTAAAATACT

ATGGA-GGAC
ATGGAAGGAC

GGTTGA--TC
GGTGAA--CT
CGTTTA--CC
ATTTAGTTCT

CGTACGGGTT
CGTACGGGTT

AGGTCGACCA
CGTTGGGCGT
TTTGGAGTAT
CGCTTGTGAA

ATCGAACCAC

CTGCCAAGGA
ATGCCTGCAC
TAGTGGGAAT
GGGATTGATC

-ATTGATGTG

A---GCACAC
A---GATCCG
T---CCGAAG
ATATACCATA

CAAATCATTT

AATCACTAGT
AAGTCAGAAG
CTCCGGTACC
AAAAGGGGAG

TTCTGATGTA

GGAATTCG-C
GAAACTCT-G
CAAGCTTTGG
GAATCCCTAG

GGTAAAGGTG

GGCCGCCTGC
ATGGAGGAAT
ATGCCATAGC
GTTATGATCC

CGAAAGACTC

TATTGommm = mmmmm oo o

TATGGGAGAG
TATTGATGTG

CTC-CCACGC
CAAATCATTT

GTTGGGATGC
GCTAAGATG-

CATAGCTTTG
--TGGGTATA

TTCTAT - oo m mm oo o

TAGTGGGCCC

CTAATAGCTG

CAGTTGTTAG

GTTTCCTCCG

CTTCTTTTTA

AAGCCTACTT

AGTTTGAGTA

CATCACTTTA

GTAATAGATC
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[*°]

APENDICES
s Extremo 3~ de la regién [intergénica+28S].
Cistron-T.vag  TAGCGATTAT CCAGGCTTGT ATCCTGGGGG CTGAT---GA GGAGTAGGG- ---TTTCTGG
TFBRI-11 —mmmmmmmmm o CTGGGGGG CTGATTGAAG GAAGTAAGGG GTTTTCTTGG
Cistron-T.vag  AC--AACTTA AA--CAGATC C-AGAGTTA- [GTCGA--TCC TAATCTCAAT AAT}-GGGAG
TFBRI-11 GCCAAACTTA AAACCAGTCC CCAGAGTTAA [GTCGGGTTCC TTAATCCGAT TAT[TTGEGGAG
Cistron-T.vag  AAAGGGAG-- TACAGTTGAT A--TTCTGTA ACTGACAACA GTTCGCGGCA ACGCAT--AC
TFBRI-11 AAAGGGGAAC TTCGGTTGAC JAT[TTCCGAG ACTAATGCTA TCATGTGGCA ACAACTTGGT
Cistron-T.vag TATTTTTCTC CGCCAATCTT -ATAC-CGTT GGTAGGGATC TCTTTCCTAC ATGACAGTAC
TFBRI-11 AATCTTTATC CGTCAATTCT GATACTCGGT GGTAGGGATC TCTTTCCTAT ATGACTCGGT
Cistron-T.vag  TAATACCCAG GGAAACTGGT CATCAGGCGA ACTGCGGCGT TCTGCTGGCA AAACATAGCT
TFBRI-11 ATGCGTCCTA GGAATCAGGT CAACTGGGGA ATAGCGATGT ATTTGAGGCA AACTGCAAAT
Cistron-T.vag TCGGTTATGT CAATGGCTAT TGGATTGGTC CATGAAGCGA AAAATAGTTT ACTGTGTCAC
TFBRI-11 TCGTTTGCAG CCTGGGCTAT TGGATTGATC CTTGAAGAGA GGATTACTTA GATAGTATAC
Cistron-T.vag  TCGTACCGAT AACCGCATCA GGTCTTCTAG GTAAGTAGCC TATGGCCATT GAGGCATGAT
TFBRI-11 CCGTACCGAT GACCGCATCA GGTCTCCTAG GTGAGAAGCC TATGGCCATT GAGGTGTGGT
Cistron-T.vag AGTTCAGGGA ATTCGGCCAA TTAGAGCTGT AACTTCGGGA TAAAGCTTGG CTCTGATGAA
TFBRI-11 AGTTCAGGGA ATTCGGCCAA TTGGAGCTGT AACTTCGGGA TAAAGCTTGG CTCTGATGGA
Cistron-T.vag AATCAGAACC GATTGTTACG CGGAGAGCCC AACTGTTTAA TAAAAACGTA GTGTCGCGCT
TFBRI-11 AATCAGAACC GATAGTTACA AGGAGAGCCC AACTGTTTAA TAAAAACTTA GTCTTGCGCT
Cistron-T.vag  GTGGTAGTAT AGCCAGTGAA CGCGACATGA ATCCTGJTCA GTGCTGTGTC TGTTAATATG
TFBRI-11 GTGCTCTTAT AGGCAGTGAA CGCAAGATGA ATCCTGOHCA AGGAAGCACA C--—-—---—-
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