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RESUMEN.

En el presente trabajo se identificd y secuencid la
regidén promotora de la unidad fundamental de transcripcién

de RNA ribosomal (RNAr) de Trypanosoma cruzi. La ubicacién

del sitio de inicio de la transcripcidn se realizé mediante
experimentos tipo Northern y ensayos de proteccidn con
nucleasa S1. Por medic de experimentos de "extensidn del
primero"” se determind que el primer nucledtido transcrito
corresponde a una G ubicada a 1768 pb del extremo 5' de la
regién codificadora del RNAr 185. Al alinear la secuencia
del promotor de RNAr de T. cruzi (de los nucledtidos -150 a
+20, considerando como +1 el primer nucledétido transcrito)
con los promotores ribosomales de otros tripanosomatidios
(T. brucei y C. fasciculata) no se encontraron bloques de
secuencias conservadas. Ademds, se compararon las
secuencias que flanquean el sitio de inicioc de la
transcripcién (de las bases -20 a +10) en varios grupos de
organismos eucariontes, encontrandose que entre los
tripanosomatidios se presentan las mayores diferencias.
Estos datos concuerdan con las observaciones llevadas a cabo
con secuencias de moléculas maduras de RNAr, del gen de B-
tubulina y de la histona H4, que sugieren que los
tripanosomatidios son un grupo de organismos gque durante la
evolucion se separé tempranamente del resto de los

eucariontes. Los resultados tambieén apoyan la conclusidén de

que dentro de la familia Trypanosomatidae se agrupan
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organismos genética y parasitoldgicamente muy distintos,
algunos de los cuales son, sin embargo, considerados como un
mismo género. Finalmente, se secuencid¢ todo el espaciador
transcrito externc del extremo 5' de la unidad de RNAr y se

obtuvo su probable estructura secundaria.



INTRODUCCTION

Generalidades del par#dsito.

Trypanosoma_cruzi es un parasito unicelular gue

pertenece a la familia Trypanosomatidae. En esta familia se
incluyen 9 generos, algunos de los cuales, como Crithidia y
Leptomonas, son parasitos de invertebrados. Phytomonas es
un género parasito de plantas. mientras que Leishmania y
Trypanosoma parasitan tanto a organismos vertebradaos como
1nvertebrados. Dentro de los tripanosomas se incluyen
especies africanas, como T._ brucei, vy especies americanas
como T, cruzi (McGhee y Cosgrove. 1980; Pereira, 1990).

En el hombre, T._ cruzi produce la entfermedad de
Chagas o tripanosomiasis americana, padecimiento que afecta
a mas de 20 millones de personas en Latinocamérica (Kahn et
al., 1991). En su fase crdnica., esta entfermedad se
manifiesta con alteraciones graves en el corazodn, esofago
y/a colopn, que pueden conducir a la muerte del individuo

(Dias, 1984; Kierszenbaum y Hudson, 1985).

El protozoarico es transmitido al hombre por mas de
110 especies de insectous hemipteros hematofagos, de la

familia Reduviidae, principalmente de los géneros Traatoma,

Rhodnius y Panstrongylus (Garcia y Azambuja, 1991). San

embargo, ¢sta no es la uUnica via de transmision, ya que hay



individuos gue se infectan por transfusion sangulnea, via

digestiva o en forma congénita (Dias, 1984).

A lo largo de su ciclo de vida, T._cruzi atravieza
por tres estadfos de desarrollo: amastigote, epimastigote y
tripomastigote (figura 1; Nogueara, 1986: Pereara 1990).
Los amastigotes son formas redondas gue poseen un flagelo
corto, y se replican dentro de las celulas del hospedero
vertebrado. Los epimastigotes son organismos ovoides, de 20
a 40 um de largo, que se localizan en el intestano del
insectco, en donde se replican extracelularmente. FEl
tripomastigote es el estadio que transmite la infeccion del
insecto al mamifero., aungque no es Caoaé de replicarse. Esta
forma tiene una longitud aproximada de 2% um, y se observa
en el recto del vector (tripomastigote metaciclico). y en la
sangre del mamifero infectado (tripomastigote prociclico o

de forma sanguinea).

La infeccién del huesped vertebrado puede iniciarse
cuando un insecto infectado ingiere sangre de este,
defecando al mismo tiempo y liberando tripomastigotes
metaciclicos en sus heces y orina (figura 1). Los
tripomastigotes entran al vertebrado por heridas de la pael.
como el mismo piguete del insecto, o por membranas mucosas.
Una vez en el hospedero vertebrado. 1os tripomastigotes
penetran en sus células y se diferencian en amastigotes. los

cuales se dividen repetidamente por tision binaria, dando



1 Epimastigote

2 Tripomastigote metaciclico
3 Amastigote

4 Tripomastigote prociclico

Figura 1 (icio de vida de Tryranosoma cruzi.



lugar nuevamente a tripomastigotes. Esta forma de
tripomastigotes se libera al torrente sanguineo por lisis
celular, pudiendo infectar a otras células. Si un insecto
hematéfago se alimenta con la sangre infectada. puede
ingerir tripomastigotes de ésta. Ya en el insecto, los
tripomastigotes se transforman en epimastigotes, los cuales
migran al intestino medio, en donde se dividen
repetidamente. En el recto, los epimastigotes se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos. Los
tripomastigotes son liberados en las heces del insecto, en
el momento en el gue éste repite una ingesta sanguinea de un

vertebrado (Nogueira, 1986; Pereira 1990).

Nuestro interés de investigacion en este protozoario
es fundamentalmente bdsico, dirigido a canocer la
organizacién y estructura del RNA ribosomal (RNAr}), asi como
a entender los mecanismos mediante los cuales se lleva a

cabo su sintesis y procesamiento.

Organizacién de los genes del RNA ribosomal .,

La mayoria de los organismos eucariontes contienen en
sus ribosomas dos moléculas grandes de RNA ribosomal, 185 y
285, y dos moléculas pequefias, 5.85 y 55. Los genes de las
moléculas 185, 5.85 y 28BS forman parte de la unidad
fundamental o cistrdn de RNAr (figura 2), y se transcriben

en un RNA precursor comun (40-473). Este precursor
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ribosomal incluye espaciadores transcritos internos y
externos, los cuales son eliminados para generar las

moléculas de RNAr maduras (Sollner-Webb y Tower, 1986).

Las ce¢lulas eucariontes presentan de 100 a 5000
copias de la unidad fundamental de transcripcién de RNAr,
organizadas en sucesiones lineales (arreglo en "tandem"), en
uno o varios cromosomas, © en elementos extracromosomales
(Reeder, 1990). Las copias de la unidad de transcripcion se
separan entre si por espaciadores intergénicos
(anteriormente denominados espaciadores no transcritos),
cuyo tamafio varia de 2 a 30 Kb (Sollner-Webb y Mougey,
1991). E1 complejo de la RNA polimerasa I (RNA pol 1) es el
encargado de la transcripcién del locus de RNA ribosomal.

La transcripcidén y el procesamiento del transcrito primario
se llevan a cabo en los centros fibrilares y el componente

fibrilar denso del nucleolo (Thiry. 1992).

Las regiones codificadoras para el RNA 58
generalmente no forman parte de la unidad de RNAr, sino que
constituyen un locus independiente, transcrito por la RNA
polimerasa de tipo III (Geiduscheck y Tocchini-Valentini,

1988).

Con respecto a los tripanosomatidios (T. cruzi, T.

brucei y C. fasciculata) se ha encontrado que su RNAr tipo

285 presenta un procesamiento atipico (Gray, 1981; Hernandez



et al., 1983). originandose dos moléculas grandes (245a y
24588) y cuatro moléculas pequerias (51, 82, 5S4 y S6; figura
3). EIl andalisis de las secuencias y las estructuras
secundarias de estas seis moléculas de RNAr ha permitido
establecer su analogia con los distintos dominios del RNA
285 tipico, encontrdndose, por ejemplo, que las maléculas
52, 56 y S84 son andlogas al dominio VII de la molécula 285
(White et al., 1986). Por otra parte, la molécula 53 es
equivalente al RNA 5.85 (Gémez et al., 1991) y la molécula
55 es analoga al RNA 58 de otros organismos (Hernandez-Rivas
et al., 1992). En los tripanosomatidios, como en la mayoria
de los eucariontes, el RNA 55 no forma parte de la unidad

fundamental de transcripcion (Herndndez-Rivas et al., 1992).

Dentro de la unidad de RNAr de los tripanoscomatidios
las regiones codificadoras de las 8 moléculas de RNAr
presentan una organizacidén compleja (figura 3), ya gque se
encuentran separadas por espaciadores transcritos, que son
eliminados al procesarse el RNA precursor (Hernandez et al.,

1988).

Uno de los principales intereses en el laboratorio
del Dr. Roberto Herndndez es estudiar cémo se regula la
sintesis del RNA ribosomal en T. cruzi, y como se coordina
su expresién con la de los otros componentes del ribosoma
(RNAr 55 y proteinas ribosomales). Como un primer paso para

realizar este tipo de estudios es necesario localizar y
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Figura 3. Representacion esquemdtica de las unidades de
transcripcion de RNA ribosomal de Saccharomyces

cerevisiae (parte superior) y Trypanosoma hrucei

(parte inferior),.



caracterizar la region promotora de la unidad de trans-

cripcidn de RNA ribosomal.

Estructura de las regiones promotoras de la unidad

fundamental de RNAr.

En varios organismos eucariontes, principalmente
vertebrados, ha sido ubicado el sitio de inicio de la
transcripcién, y ha sido caracterizada la region promotora
de la unidad de transcripcién de RNAr (Sommerville, 1984).
Mientras que los genes para las moléculas de RNAr presentan
secuencias muy conservadas entre diversos organismos, las
secuencias promotoras de su transcripcidn no presentan
similitud, salvo en especies muy relacionadas
filogenéticamente (Balzi et al., 1985). Resulta interesante
que los promotores de genes para RNAr no presenten elementos
conservados, como la caja TATA de los promotores de la RNA
polimerasa II (White y Jackson, 1992), o las cajas A y C de
las regiones promotoras de la RNA polimerasa tipo III

(Geiduscheck y Tocchini-Valentini, 1968).

El andlisis funcicnal de los promotores de RNAr en
vertebrados indica que, a pesar de las diferencias en
secuencia, estos promotores presentan una organizacion
estructural comun (Sollner-Webb y Mougey. 1991). Se ha
encontrado que el promotor de RNAr esta formado por dos

regiones distintas: el dominio central ("core domain”) y el
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dominio 'rio arriba" ("upstream domain”; Ishikawa et al.,,
1991). En células humanas, el dominio central se extiende
del nucledtide +20 al -45, incluyendo el sitio de inicio de
la transcripcidén (+1), y contiene secuencias esenciales para
el inicio correcto de la transcripcién. El dominio ‘rio
arriba" se localiza del nucleotido -107 al ~186, e incluye
secuencias que activan la transcripcion (figura 4; Bell et
al., 1988). La funcién del dominio "rio arriba"” se afecta
al modificarse su distancia u orientacidn con respecto al
dominio central, lo que sugiere que estas dos secuencias de
control operan en conjunto, para promover una eficiente

transcripcion por la RNA pol I (Bell et al., 1988).

Una configuracidén similar a la del prpomotor de RNAr
de humano se ha reportado para los promotores ribosomales de
otros oiganismos, como ratdén (Schnapp et al., 1991), rata
(Xie et al., 1991). Xenopus (Labhart y Reeder, 1989) vy
levadura (Young-Choe et al., 1992). En Acanthamoeba
castellanii la regidén promotora del RNAr es menos compleja,
componiéndose sélo de un dominio central. que se localiza

del nucledtido —-47 al +8 (Paule et al., 1991).

En vertebrados, se ha observado que dos factores
proteicos , UBFl ("upstrean binding factor”) y SL1
("selectivity factor"), son necesarios para que se lleve a

cabo la transcripcion de la unidad‘'de RNAr (Jantzen et al..



-186 . -107 -45 +20

DOMINIO "RIO ARRIBA*" DOMINIO CENTRAL

Figura 4, Estructura de la region promotora de ‘la
transcripcidén en la unidad de RNAr de humano. La
flecha que se presenta en el dominio central indica

el sitio de inicio de la transcripcidn,

11
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1990; Kuhn y Grummt, 1992). UBFl es capaz de unirse a los
dos dominios del promotor. Posteriormente SL1 interactua
con UBF1l, y el complejo resultante es reconocido por la RNA
pol I, inicidndose entonces la transcripcién (Bell et al.,

1988) .

Se ha demostrado que la transcripcidén del RNAr es
especie—especifica, es decir, que la maquinaria
transcripcional de una especie no es capaz de reconocer al
promotor de RNAr de otra especie, a menos de que sean
organismos muy emparentados (Grummt et al., 1982). Asi1
tenemos, por ejemplo, que extractos nucleares de humano no
dirigen la transcripcidn del DNA ribosomal de ratoén, y
viceversa. Esta selectividad de la transcripcidén estd
mediada por el factor S5L1, encontréndose que extractos
nucleares de humano transcriben eficientemente la unidad de
RNAr de raton al adicionarles el factor SL1 de ratodn

{Schnapp et al., 1991).

Por lo que respecta a los tripanosomatidios, ya ha
sido localizada la regidén promotora del RNAr en T, brucei

(White et al., 1986) y C. fasciculata (Grondal et al.,

1990), sin haberse encontrado una clara similitud en la
secuencia de ambos promotores {(Grondal et al., 1990). En
células transfectadas se han logrado expresar plasmidos

quiméricos gue.portan el gen reportero de cloranfenicol

acetil transferasa (CAT) bajo el control de la regién
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promotora de RNAr de T. brucei (Rudenko et al., 1991);:
haciendo deleciones en esta regidén, se ha encontrado que el
promotoxr abarca de los nucleétidos -258 a +10, lo que
sugiere la presencia de un dominio de control "rio arriba"
en el promotor de RNAr de T. brucei, =n analogia con otros
promotores eucariontes para la RNA pol I (Rudenko et al.,
1991; Zomerdijk et al., 1991). Otro hallazgo interesante es
que la regién promotora de RNAr de C, fasciculata no es

funcional en células de T. brucei, lo que sugiere gue en la

familia Trypanosomatidae la transcripcién del RNAr también

es especie—especifica (Zomerdijk et al., 1991)

En esta tesis se presenta la caracterizacién de 2106
pb del espaciador génico del cistrén de RNAr de I, cruzi, vy
la ubicacidén de un probable sitio de inicio de 1la
transcripcién. Los hallazgos aquil descritos se comparan con

secuencias andlogas publicadas para otras especies.



OBJETIVO GENERAL.

Dado nuestro interés en estudiar como se sintetiza el
RNA ribosomal en T. cruzi, y cémo se regula su sintesis, el
objetivo del presente trabajo es localizar y caracterizar la
regidén promotora de la unidad fundamental de transcripcion

de RNA ribosomal de T. cruzi.

OBJETIVOS PARTICULARES.

— Localizar el sitio de inicio de la transcripcidén de la

unidad de RNA ribosomal de T. g¢ruzi.

— Obtener la secuencia nucleotidica de la regién promotora
de la unidad de transcripcion de RNAr, y del espaciador

transcrito externo del extremo 5' de esta unidad.

— Comparar el promotor de RNAr de T. cruzi con otros pro-

motores para la RNA polimerasa I ya caracterizados.

~ Obtener la estructura secundaria probable del espaciador
transcrito externo del extremo 5' de la unidad de RNAr

de T. cruzi.

14



MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo y extraccién de dcidos nucleicos de Trypanosoma

cruzi

1.1 Cultivos celulares.
El presente trabajo se llevé a cabo con epimastigotes

de la cepa C4 de Trypanosoma cruzi, aislada en el estado de

Jalisco. En el experimento tipo Southern se trabajd,
ademds, con las cepas Yuc H4, Peru y Silvio X10, aisladas en
Yucatdn, Peru vy Brasil, respectivamente. Los cultivoes
fueron mantenidos a 280C en medio de infusién de higado y
triptosa (medio LIT), suplementado con suero bovine fetal al

10% (Camargo, 1964).

1.2 Extraccién de RNA total.

Los cultivos celulares fueron cosechados en la fase
media del crecimiento logaritmico, centrifugando a 6000 rpm,
por 10 min., en el rotor G5A (Sorvall), a 49C (temperatura
mantenida a lo largo de toda la purificacion).
Posteriormente las células fueron lavadas dos veces en PBS
(NaCl 0.13 M, KCl! 2.68 mM, NapHPQO4 10 mM, KHpPO4 1.7 mM, pH
7.4) y fueron congeladas en nitrogeno liquido. Despues, al
paquete celular se le adicionarcon 10 volumenes de una
solucién que contiene isoticocianato de guanidina 5 M, EDTA
25 mM, Tris 20 mM pH 7.6, sarcosil 2% y betamercaptoetanol

0.1 % (considerando que 1 g de célulus ocupa un volumen de 1

15
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ml). Este homogenado se descongeld¢ a temperatura ambiente,
agitando vigorozamente con agitador eléctrico (vortex). EI
material fue centrifugado a 13,000 rpm, por 20 min. en el
rotor HB4 (Sorvall), y el sobrenadante fue precipitado con
0.025 volumenes de dcido acético 1 My 0.75 volumenes de
etanol. Posteriormente se centrifugd a 9,000 rpm, durante 10
min., en el rotor 5334 (Sorvall) y el precipitado fue
resuspendido en 10 ml! de solucién 2 (hidrocloruro de
guanidina 6 M pH 7.5, EDTA 25 mM y betamercaptoetanol 11.2
mM). Esta suspencidén fue precipitada adicicnando 0.05
volumenes de dcido acético 1 M y 0.5 volumenes de etanol;
enfriando a -209C por 30 min., y fue centrifugada a 9,000
rpm, durante 10 min. en el rotor $534. El precipitado
obtenido fue resuspendido en 7 ml de solucién 2, y vuelto a
precipitar come en el paso anterior. El precipitado fue
ahora disuelto en 5 ml de solucién 2, y vuelto a precipitar
como en el paso anterior. Esta vez el precipitado fue
disuelto en 3 ml de Tris-HCl 10 mM (pH 7.5), EDTA 1 mM, NaCl
0.3 My SD5 1%, y precipitado con 2 volumenes de etanol. EI
botdén obtenido (RNA total) fue resuspendido en 5 ml de agua
tratada con dietilpirocarbonato (DPC), y fue exXtraido 3
veces: con fenol, fenol-cloroformo (1:1), y cloroformo. EIl
precipitado final fue resuspendido en 500 ul de agua tratada
con DPC, y la concentracién del RNA fue determinada leyendo
ein el espectrofotémetro a 260 y 280 nm (1 D.O. a 260 nm = 40

ug/mi).
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1.3 Extraccién de DNA total

Los cultivos celulares fueron cosechados igual que
para la purificacién del RNA. Posteriormente las células
fueron lavadas dos veces en 5SSC 1X (NaCl 0.15 M y citrato de
sodio 0.015 M). El ultimo precipitado se resuspendié en 2
ml de SE frio (NaCl 150 mM, EDTA 100 mM, pH 8.0).
Posteriormente se adiciond sarcosil para una concentracion
final de 0.5%, y 500 ug/ml de pronasa (preincubada a 37¢C
por 1 h), incubando 1 h a 500C. Después se agregd® RNAsa A
para obtener una concentracién final 100 pg/ml, y se incubd
1 h mds a 50QC. Se agregd nuevamente pronasa (misma
cantidad adicionada anteriormente) y se incubd a 50eC por 30
min. mds. Los acidos nucleicos se exXtrajeron 3 veces: con
fenol, fenol-cloroformo (1:1), y cloroformo. Se dializo 2
veces contra 1 litro de TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0 y EDTA 1
mM pH B8.0),por 2 horas. E! DNA fue precipitado con 2.5
volumenes de etanol y 0.1 volumenes de LiCl 8 M. El
precipitade fue disuelto en 500 ul de 6,6,0.2 (Tris-HCl 6
mM, NaCl 6 mM y EDTA 0.2 mM). La concentracion del DNA fue
estimada en un espectrofotémetro a 260 y 280 nm (1 D.O. a

260 nm = 50 ug/ml).
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2. Preparacién de plésmidos y marcaje de fragmentos de DNA

2.1 Recuperacién de DNA de geles de agarosa de bajo punto
de fusién.

E1 DNA digerido fue fraccionado por electroforesis en
geles de agarosa de bajo punto de fusién al 1%, en TBE
(Tris—-H(Cl 5.4%, acido bérico 2.74% y EDTA 0.,46%), con
bromuro de etidio 0.5 ug/ml. Con una espatula se cortdé el
fragmento del gel que contenfa la banda de DNA de interés y
se colocéd en un tubo eppendorf. Posteriormente se agregdé un
volumen de TNE 2X (Tris-HC! 0.02 M pH 8.0, NaCl 0.2 M y EDTA
2 mM pH 8.0) y se calentd a 652C por 5 min. El DNA se
extrajo dos veces con fenol y dos veces con éter y se
precipite con 2.5 volumenes de etanol y 0.1 volumenes de

acetato de sodio 3 M (pH 4.9).

2.2 Ligacicnes.

Los fragmentos de DNA purificados fueron ligados en
el pldasmido pUC18, que es un vehiculo de clonacidn que
presenta un enlazador multiple (polalinker) que contiene
sitios de corte para 13 endonucleasas de restriccion
diferentes (Yanisch~Perron et al., 1985). Este plasmido
porta el gen de B-lactamasa, que confiere resistencia a
ampicilina., lo gue permite la seleccion positiva de las
células transformadas.

Las reacciones de ligacidén se llevaron a cabo bajo

las siguientes condiciones: 0.1 ug de inserto, 0.1 ug de



19

vector, 10 unidades de ligasa (Amersham}, 1 ul de ATP 10 mM
y 4 ul de buffer de ligasa 5X (Tris-HC1 0.33 M pH 7.5, MgCljp
33 mM y DIT 50 mM), en un volumen de 20 ul, ajustado con

agua. Las reacciones se llevaron a cabo a 142C, durante 18

horas.

2.3 Preparacién y transformacién de células competentes de
la cepa MC1061 de E, coli.

Se dejé crecer toda la noche un cultivo de la cepa
MC1061 de E. coli, a 37¢C. Posteriormente se realizd una
dilucidén 1:80 de este cultivo y se dejo crecer hasta su fase
logaritmica (D.0O.550=0.2}, a 372C y con agitacion fuerte.
El cultivo fue centrifugado a 6,000 rpm por 10 min.. a 42C,
vy las células fusron resuspendidas, en la mitad del volumen
inicial, en CaClp 100 mM. 8e dejo reposar 30 min. a 49C, y
se volvié a centrifugar, bajo las mismas condiciones
anteriores. Las células fueron resuspendidas, en 1/10 del
volumen inicial,en CaCly 100 mM y se guardaron a 4eC.
Posteriormente, se tomaron 200 ul de células en un tubo
eppendorf y se les agregaron 5-10 ul de mezcla de iigacién.
Se dejo en hielo por 30 min., y se didé un chogque térmico a
429C durante 90 segundos. Después se agregaron 1.2 ml de
medio Luria a cada tubo y se incubaron a 37¢C por 50 min.
Posteriormente fueron centrifugados, en la microcentritfuga,
a 13,000 rpm durante 5 min., y las células fueron

resuspendidas en 150 u! de medio Luria. Se sembraron 50-100
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ul en cajas con medio Luria con ampicilina (a una

concentracidén de 50 ug/ml), usando asa triangular.

2.4 Purificacién de plasmido en pequefia escala (minipreps).
Una asada de células transformadas con el pldsmido de
interés fue inocculada en 3 ml de medic Luria con ampicilina
(50 ug/ml) y se dejdé creciendo toda la noche a 372C, con
agitacidén fuerte. Al dia siguiente se colocéd 1 ml de este
cultivo en un tubo eppendorf y se centrifugd 45 seg. a
13,000 rpm. El1 botén celular fue resuspendido en 100 ul de
Tris-HC1 0.025 M (pH 8.0), lisozima 0.2%, EDTA 0.001 M (pH
7.2) ¥y glucosa 0.05 M. Posteriormente se mantuve 30 min. en
hielo y se le agregaron 200 ul de SDS 1% y NaOH 0.2 N. Se
mantuvo en hielo otros 5 min., se agregaron 150 ul de
acetato de sodio 3 M (pH 4.9) y se mantuvo en hielo por 25
min. md&s. Después se centrifugdé 5 min. a 13,000 rpm y el
sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf nuevo,
agregando 1 ml de etanol y manteniendo a -209C por 30 min.
Posteriormente se centrifugé por 10 min. y el botdén fue
resuspendido en 200 ul de 6.6,0.2, agregando después 550 ul
de etanol y 20 ul de LiCl 8 M., Se mantuvo a -209C por 30
min. y se centrifugd por 10 min. Finalmente el botdn fue
resuspendido en 70 ul de 6,6,0.2. Las preparaciones de

pldsmido se conservaron a -200(.



2.5 Purificacién de plédsmido por gradiente de cloruro de
cemio y bromuro de etidio,

La primera parte de esta técnica fue realizada en
forma similar a la técnica de "minipreps", pero a gran
escala, partiendo de un cultivo celular de 200 ml. Después
de la ultima precipitacidén, el material fue sometido a un
gradiente de cloruro de cesio, para lo cual se hizo lo
siguiente: el precipitado fue resuspendido en 9 ml de
6,6,0.2 y dividido en partes iguales en dos tubos. En cada
tubo se agregaron 6.25 g de CsCly y se agité suavemente,
hasta que se disolvié totalmente el CsClp. Posteriormente
se agregaron 1.5 ml de una mezcla de Tris 0.45 M (pH 8.0).
Tris 0.41 M (pH 9.4) y EDTA 0.08 M (pH 7.2), asi como 0.25
ml de bromurc de etidio (10 mg/ml) y 0.25 ml de sarcosil al
10%., Toda esta mezcla fue transferida a tubos de nitrato de
celulosa. Se centrifugaron por 15 h a 55,000 rpm, en el
rotor vertical Vti 65.1 (Beckman). Finalizado el tiempo de
centrifugacién se extrajo, con jeringa de 10 ml, la banda
correspondiente al plédsmido. El1 DNA se diluyé con un
volumen de agua y se precipitd con 2.5 volumenes de etanol.
Posteriormente se centrifugd por 10 min. a 10,000 rpm (rotor
5534) y se resuspendi¢ el botén en 5 ml de 6,6,0.2. Se
realizaron dos extracciones con fencl-cloroformo (1:1).
Finalmente el DNA se resuspendidé en 0.5 ml de 6,6,0.2 y fue

leido en el espectrofotémetro a 260 y 280 nm.
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2.6 Sintesis de sondas de DNA uniformemente marcadas.

Los fragmentos de DNA fueron marcados por el método
de "random primer", utilizando el equipo de Boehringer
Mannheim. El método consiste en hibridar una mezcla de
hexanuclesétidos (con secuencias al azar) con el fragmento de
DNA desnaturalizade. La hebra complementaria es sintetizada

por el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E.

_cola,
utilizando como primeros a los hexanucledtidos. En la
sintesis se incluye un nucledétido radiocactive., el cual es
incorporado en las hebras complementarias (Ausubel et al.,
1991).

Las reacciones de marcaje se realizaron con 0.1 ug de
DNA, desnaturalizado por calor, en un volumen de 10 ul de
agua. Al DNA desnaturalizado se le adicionarop 3 ul de
mezcla de nucledétidos (dGTP, dCTP y dTTP, 0.5 mM), 2 ul de
solucion de reaccidén (que contiene la mezcla de hexanu-
cledtidos en buffer de reaccién 10X). 40 uCi de a~32P-dATP
(3,000 Ci/mmol, Amersham) y 2 unidades de Klenow. La mezcla
fue incubada a 372C durante 1 h. La reaccién fue detenida
con 2 ul de EDTA 0.2 M. Los nucledtidos no incorporados
fueron separados en una columna de cromatograffa de exclu-
sién molecular, con sefadex G~50 (Ausubel et al., 1991). EI
DNA marcado fue recogido en el volumen de exclusidén, en un
tubo eppendorf. La radiocactividad especifica obtenida por
este procedimiento, registrada en un contador de centelleo

liguido, fue de 107 cpm/ug de DNA.
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2.7 Marcaje de fragmentos de DNA en su extremo 3'.

El plasmido pBR322 fue digeride con la endonucleasa
Hinf I v los fragmentos resultantes fueron marcados en su
extremo 3' con 32p, emplendo el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I. Esta enzima incorpora nucledétidos en los
extremos 3' de moléculas de DNA con extremos 5'
sobresalientes (Sambrook et al., 1989).

Para el marcaje de los fragmentos, fueron digeridos
1.5 ug de DNA con 10 unidades de Hinf I, en un volumen de 15
ul, A esta digestidén se adicionaron 1.5 ul de mezcla 2 mM
de dNTP (dGTP. dCTP y dTTP), 2.3 ul de buffer 2 de Gibco-—
BRL. 20 uCi de a-32P~dATP y 10 unidades de fragmento Klenow.
La reaccién se incubdé a temperatura ambiente por 20 min.
Posteriormente se adicionaron 85 ul de TE y se llevd a cabo
una extraccién con 100 ul de fenol-cleoroformo (1:1). La
fase acuosa fue precipitada con un volumen de acetato de
amonio 4 M y 2.5 volumenes de etanol. El botdn se lavd con
etanol al 80%, se secd con vacio y se resuspendio en 35 ul
de agua. La cantidad de radioactividad incorporada se midié¢

en un contador de centelleo.

3. Caracterizaciones génicas

3.1 Secuenciacidén de DNA
La secuenciacion nucleotidica se realizo por el
método de polimerizacion sobre moldes de cadena sencilla

(Sanger et al., 1977). En este metodo se lleva a cabo la
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sintesis de una cadena de DNA por una DNA polimerasa
(secuenasa) in vitro, usando un molde de cadena sencilla.

La sintesis se inicia sdélo en el sitio en el que un
oligonucledétido (el primero) se une al molde. La reaccién
de sintesis finaliza por la incorporacién de un nucleétido
andlogo, el cual bloquea la elongacisén del DNA. Estos
nucleotidos andlogos son los 2',3'~didesoxinucledsidos 5'~
trifosfatados (ddNTPs), los cuales carecen del grupo 3'-0OH
necesario para la elongacion de la cadena de DNA. Cuando se
hacen mezclas apropiadas de los dNTPs y uno de los 4 ddNTPs,
la polimerizacion se detiene, en una fraccién de la
poblacién de cadenas, en cada sitio donde el ddNTP pueda ser
incorporado. Si se preparan 4 reacciones separadas, cada
una con un ddNTP diferente, se tiene la capacidad de
introducir bloqueos en toda la secuencia.

En la sintesis también se incluye un nuclestido
marcado radioactivamente, de manera gque las cadenas
marcadas, de varios tamafios, pueden ser visualizadas en una
autorradiografia, después de ser separadas. base por base,
por electroforesis.

E1 DNA de cadena sencilla, requerido para secuenciar
por este método, puede ser preparado a partir de los
vehiculos de clonacién M13mpl8 y M13mpl9 (Yanisch-Perron et
al., 1985), los cuales son derivados del DNA del fago M13, y
presentan un polilinker igual al de pUCli8. El DNA a
secuenciar fue ligado en mplB y 19 bajo condiciones iguales

a las seflfaladas en la seccidén 2.2.



3.11 Preparacién y transformacién de células competentes de
la cepa JM101 de E, colj

Mi13mpl8 y 19 presentan insertado un fragmento del
operdén de lactosa de E,coli, gque incluye la regidn
regulatoria y parte del gen que codifica para la 8-
galactosidasa. Por otra parte, la cepa JM10l posee un gen
incompleto de la misma protefna. Al transformar células
JM101 con mplB8 ¢ 19, la porcidén del gen de la proteina en el
vector es capaz de complementar al gen incompleto presente
en la célula. Esta complementacidn produce B-galactosidasa
activa, gque dd lugar a placas azules cuando el fago y las
células crecen en presencia del inductor isopropil-
tiogalactosidasa (IPTG) y del substrato cromogénico 5-broma-
4-cloro-3-~indolil-B—galactosido (X-gal). Si el vehiculo de
clonacidén contiene un inserto, no se produce B-galactosidasa
(el polilinker estd insertado en la porcién amino terminal
del gen de esta proteina), origindndose placas incoloras
(Ausubel et al., 1991).

La técnica usada para preparar células competentes y
transformar es la siguiente: una asada de células de la cepa
JM101 fue inoculada en 50 ml de medio liquide YT (peptona
0.8%, extracto de levadura 0.8% y NaCl 0.5%), y se dejé
crecer a 37QC por 4 h. Posteriormente el cultivo se
transfirico a dos tubos y se mantuvo en hielo por 30 min., y
se centrifugd por 10 min., a 6,000 rpm, en el rotor 8534,

El botén de cada tubo se resuspendic en 12.5 ml de CaCly 100

mM. Se dej¢ en hielo por 1 h y se volvié a centrifugar,
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bajo las mismas condiciones anteriores. Ahora el botén fue
resuspendido en 2.5 ml de CaClp 100 mM. Las células se
guardaron a 49C. Posteriormente fueron tomados 0.3 ml de
estas células y se les adicicnaron 4 ul de mezcla de
ligacidn. Se mantuvieron a 49¢C por 40 min. y se les dié un
choque térmico a 429C por 2 min. Después fueron agregados
0.01 ml de IPTG 100 mM, 0.1 ml de X~-gal al 2% y 0.2 ml de
células JM101 frescas (crecidas por 4 h). Ademds se
agregaron 3 ml de agar suave {que se prepara igual que el
medio YT, pero con agar al 0.6%). Toda esta mezcla se
plaqued sobre cajas con medio YT. Las cajas se dejaron a

379C durante toda una noche.

3.12 Preparacién de DNA de cadena sencilla.

Fue inoculada una colonia de la cepa JM101l en medio
YT, y se dej¢ creciendo toda la noche a 372C. Al dia
siguiente se tomaron 0.5 ml del cultivo celular y se le
agregaron 50 ml de medio YT. Se distribuyd en alicuotas de
3 ml en tubos de ensayo, Yy en cada uno se inoculd una placa
incolora. Se incubd por 5 h a 37QC y se transfirio a tubos
eppendorf. El cultivo se centrifugé por 5 min., se tomdé 1
ml del sobrenadante y se agregaron 0.2 ml de PEG 600 al 20%
y NaCl 2.5 M. Se conservé a 4eC por 15 min. y se centrifugo
por 10 min. El botdén fue resuspendido en 100 ul de TE.
Posteriormente se agregaron 50 ul de fenol saturado (2
volumenes de fenol, 1 volumen de TE y 0.1 volumenes de Tris

1 M pH 9.5) y se mezcld con vortex por 30 seg. Se dejaron
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los tubos 20 min. a temperatura ambiente y se centrifugaron
por 5 min. Se tomé el sobrenadante acuoso en un tubo nuevo.
De manera similar se llevé a cabo una extraccién con cloro-
formo, Yy una mds con éter. Finalmente, a la fase acuosa se
le agregaron 10 ul de acetato de sodio 3 M (pH 4.8) y 250 ul
de etanol, y se dejé a —200C por 1 h. Ce centrifugé por 10

min. y el botén se resuspendidé en 20 ul de TE.

3.13 Reacciones de secuenciacién.

La secuenciacioén se llevé a cabo utilizando el equipo
de secuenasa (United States Biochemical Corporation). Se
tomaron 7 ul de DNA de cadena sencilla (0.1 pug) en un tubo
eppendorf, y se agregdé 1 ul de primero (0.5 pmoles) y 2 ul
de buffer de secuencia 5X (Tris-HC! 200 mM pH 7.5, MgCl, 100
mM y NaCl 250 mM). Se calentd a 659C por 2 min. y se dejo
enfriar lentamente. Una vez que la temperatura fue menor a
302C, la unidn entre el molde vy el primero se completd.

Posteriormente se prepard la mezcla de marcaje: a los
10 ¢t de la reaccidén de unidén entre el molde y el primero se
les agregaron 2 ul de mezcla de dNTPs (dGTP, dCTP y 4dTTP,
1.5 uM), 1 ul de DTT 0.1 M, 0.6 ul de a~32P-~dATP (6 uCi) y 2
ul de secuenasa (diluida 1:10 en TE). Esta mezcla se incubo
a temperatura ambiente por 10 min., Después fue preparada la
reaccién de término, para lo cual se tomaron 2.5 ul de cada
uno de los cuatro ddNTP 8 uM, 'y se colocaron en 4 tubos
eppendorf (en cada uno un ddNTF diferente). Se

precalentaron a 372C por 3 min. y a cada tubo se le



agregaron 3.5 ul de la reaccidén de marcaje, y se dejaron a
37QC por 5 min. mds. Las reacciones se detuvieron con 4 ul
de formamida al 95%., EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0.05% y

xileno-cianol 0.05%.

3.14 Preparacién del gel y electroforesis.

El gel para secuenciar fue de poliacrilamida al 6%.
Los vidrios en los que se prepard el gel se trataron
previamente de la siguiente forma: al vidrio grande (30 x 43
cm) se le colocaron aproximadamente 150 ul de sagmacote
(Sigma), y con papel se extendi¢ esta sclucidén uniformemente
en todo el vidrio; en el vidrio chico (30 x 41 cm) se
colocaron aproximadamente 50 ul de pegamento 3—
(Trimethox?lilyl)propjl—metacrilato, preparado al 2% en
etanol. Posteriormente los vidrios se enjuagaron'huy bien
con agua destilada y se dejaron secar. Para preparar un gel
de 70 ml, se agregaron 10.5 ml de mezcla de acrilamida 38%-
bisacrilamida 2%. 35 g de urea, 14 ml de TBE 5X y 18.9 ml de
agua. Ademds se le adicionaron 0.5 ml de persulfato de
amonio al 10% y 18.6 ul de TEMED. El1 buffer de corrida fue
TBE 1X. El gel se precorrié por 1 h a 1,400-2,000 volts,
mientras se realizaban las reacciones. Finalizada la
precorrida se cargaron 3 ul de cada muestra. Justo antes de
ser cargadas en el gel, las muestras se calentaron por 2
min. a 80e¢C. Una vez que el azul de bromofencl llego al
l1imite del gel se cargaron 3 ul mas de cada muestra., en los

pozos contiguos. Finalizada la corrida, el gel se coloco en



una solucién de dcido acético al 10% y metanol al 12%, por 1
h, para remover la urea, y se secd durante toda la noche a
80eC. " La autorradiograffa se llevé a cabo sobre una placa
de rayos X durante 1 dia. El gel fue separado del vidrio
colocando éste en una solucién de NaOH 2 N durante 30

minutos.

3.2 Experimento tipo Southern.

3 ug de DNA total de las cepas C4. YUC H4, Peru y
Silvio X10 fueron digeridos con Hinf I. Los fragmentos
resultantes fueron fraccicnados por electroforesis en geles
horizontales de agarosa al 0.8%, en TBE, con bromuro de
etidio a una concentracién de 0.5 ug/ml. Los geles, de 0.5
mm de espesor, fueron corrideos a 80 volts. Las bandas de
DNA fueron visualizadas en un transiluminador de luz
ultravioleta de onda corta. El tamatio de los fragmentos de
DNA fue calculado a través de calibrar los geles con los
fragmentos de restriccién del DNA del fage lambda digerido

con Hind III. Posteriormente el DNi de los geles fue

transferide, de acuerdo al método descrito por Southern

(1975), a filtros de nitrocelulosa. Los filtros, secados a

temperatura ambiente y horneados con vacio a 80¢C por 2 h,
fueron prehibridados en 15 m! de solucidén de prehibridacion
{ver seccion 3.3). Posteriormente los filtros fueron
hibridades, lavados y expuestos en placas de rayos X, como

se indica en los experimentos tipo Northern (seccion 3.3).
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3.3 Experimento tipo Northern.

El RNA total de T. cruzi fue fraccionado por
electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer MOPS 1X
(MOPS 0.05 M y EDTA 1 mM, pH 7.0) y formaldehido al 6%
(Lehrach et al., 1977). Fueron disueltos 15 ug de RNA total
en 17 ul de una solucidén que contiene formamida desionizada
al 50%, formaldehido al 6% y buffer MOPS5 1X. Antes de ser
cargadas en el gel, las muestras se incubaron a 702C por 10
min., y les fueron adicionados 1.5 ul de buffer de muestra
(400 mg de sacarosa, 5 mg de xileno-cianol y 5 mg de azul de
bromofenol, en 322 ul de buffer MOPS 3X). Los geles fueron
corraidos a 75-100 volts en la campana de extraccién. (Como
marcador de tamafio se usé una mezcla comercial de 6 RNAs de
diferente tamaric (de 0.24 a 9.5 Kb) de Gibco—-BRL. E! RNA
fue transferido a membranas de nylon (Gene Screen, de New
England Nuclear) de acuerdo al método descrito por Southern
(1975), usando como buffer de transferencia fosfatos de
sodio 0.025 M (pH 7.0). Los filtros fueron secados a
temperatura ambiente y horneados con vacio a 802C por 2 h, vy
posteriormente fueron prehibridados por 3 h en 15 ml de
formamida al 50%, EDTA 2 mM, SD5 0.2%, fosfatos de sodic 120
mM (pH 7.0), 55C 2X y solucién Denhardts 4X (Ficoll 400
0.08%, PVP-40 0.08% y albumina sérica bovina 0.08%),
Posteriormente los filtros se hibridaron con 5 X 10 cpm de
DNA marcado con 22P en 5 ml de una solucion preparada bajo
las mismas condiciones que la solucidn de prehibridacién.

Los filtros fueron lavados en tres ciclos, que incluyeron:
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enjuague en S5C 0.2X e incubacién en 55C 0.2X y 5D5 0.1% a
379C, con agitacidn constante durante 1h. La
autorradiografia se llevé a cabo sobre una placa de rayos X
(X~Omatt RP Kodak) en presencia de una pantalla

intensificadora, durante 1 ¢ 2 dias, a -—700C.

3.4 Ensayo de proteccién con nucleasa Si.

El ensayo de protecciodn con nucleasa 51 es una
técnica muy empleada en el mapeo de extremos 5' y 3' de
moléculas de RNA. En el procedimiento, el RNA que se
analiza debe hibridarse con un fragmento radioactivo de DNA.
La hibridacioén se realiza en altas concentraciones de
formamida y a temperaturas cuidadosamente seleccionadas,
para favorecer los hibridos DNA-RNA sobre los duplex DNA-
DNA. Las mezclas de hibridacién son después digeridas con
nucleasa 51, que degrada DNA de cadena sencilla y RNA. Los
fragmentos resistentes a la nucleasa 51 son resueltos por
electroforesis en geles de poliacrilamida. El tamafio de
estos fragmentos sirve para definir el sitio de inicio de la
transcripcidén (Sambrook et al., 1889).

Este experimente fue realizadoe con fragmentos de DNA
marcados con 32P en una sola cadena, sintetizados sobre
templados de cadena sencilla por la enzima secuenasa (Burke,

1984: ver seccioén 3.1).



3.41 Marcaje de fragmentos de DNA.

Fueron seleccionadas las preparaciones de DNA de
cadena sencilla apropiadas (en mpl8 ¢ mpl9) de manera que
pudiera marcarse la hebra de DNA complementaria al RNA. La
unidén entre el templado y el primero se llevé a caboe come se
sefiala en la seccidén 3.13. La mezcla de marcaje se prepard
de la siguiente manera: a los 10 ul de la reaccién de unidn
entre el primero y el templado se les agregaron 2.5 ul de
mezcla de dANTP (dGTP, dCTP y 4TTP, 3.75 uM), 1 ul de DIT 0.1
M, 1.5 ul de a=32p-dATP (15 uCi) y 2 ul de secuenasa
(diluida 1:10 en TE). Esta mezcla se incubd a temperatura
ambiente por 7 min. Posteriormente fueron adicionados 2 ul
mds de secuenasa y 2.5 ul de mezcla de extensidén (dGTP,
dATP, dTTP y dCTP, 180 uM). Posteriormente se adicionaron
130 ul de agua y se realizdé una extraccién con fenol. Los
dcidos nucleicos se precipitaron con 2.5 volumenes de etanol
y 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH 5.2). EI
precipitado, se lavé con etanol al 80% y se resuspendid en 20
ul de agua. Posteriormente la preparacidén de DNA fue
digerida con Hind II1 y Eco Rl. para separar al inserto. del
vector. Los productos de la digestidén se corrieron en un
gel de agarosa de bajo punto de fusidn al 1%. Los insertos
marcados fueron localizados exponiendo el gel humedo,
cubierto con plastico delgado, sobre una placa de rayos X,
durante 10 min. Las bandas de interés se cortaron con una
espatula delgada y se colocaron en tubos eppendorf. La

recuperacion del DNA se realizé tal como se indica en la
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seccioén 2.1. Finalmente, los insertos marcados fueron
resuspendidos en 20 ul de agua, y la cantidad de

radioactividad incorporada fue medida en un contador de

centelleo.

3.42 Hibridacién y digestién con nucleasa S1.

40 g de RNA total de T. cruzi y 20 ng del fragmento

marcado (60,000 cpm) fueron precipitados con 0.1 volumenes
de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 2.5 volumenes de etanol,
y fueron disueltos en 20 ul de sclucién de hibridacidn
(PIPES 0.04 M pH 6.4, EDTA 1 mM, NaCl 0.4 M y formamida al
80%). La mezcla de dcidos nucleicos fue calentada a 852C
por 15 min., para desnaturalizar el DNA, y fue transferida
rdpidamente a un bafio a 46QC, temperatura de hibridacion.

La hibridacién se llevé a cabo durante toda una noche.
Posteriormente, manteniendo los tubos a 46QC, se adicionaron
3C0 ul de buffer de nucleasa 51 (NaCl 280 mM, acetato de
sodio 30 mM pH 4.5 y Zn504 4.5 mM), 400 u/ml de nucleasa 51
(Gibco BRL) y 20 ug de DNA de esperma de salmoén
desnaturalizade. Los tubos se mezclaron y rapidamente se
transfirieron a una estufa a 370C, durante 30 min. La
reaccién fue detenida con 75 ul de mezcla de término (EDTA
50 mM pH 8.0 y acetato de amonio 2.5 mM) Los hibridos DNA-
RNA fueron recuperados precipitando con 0.1 volumenes de
acetato de sodio 3 My 2.5 volumenes de etanol. El
precipitado final fue disuelto en 15 ul de formamida al 95%,

EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0.5% y xileno-cianol 0,5%.
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Se realizaron experimentos control, conteniendo 40 ug de RNA

de transferencia de E, coli, en lugar del RNA total de T.

cruzi.

3.43 Preparacién del gel y electroforesis.

Los productos fueron analizados en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 4%. Para preparar un
gel de 45 ml mezcld lo siguiente: & ml de solucién de
acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.8%, 9 wl de TBE 5X,
18.91 g de urea, 0.15 ml de persulfato de amonio al 10% y
12.5 pl de TEMED. La electroforesis se realizé a 100 volts,
usando TBE 1X como buffer de corrida. En los geles también
se corrieron, como un control. muestras de los fragmentos
marcados {alrededor de 25.000 cpm), en carriles contgguos a
los de las muestras tratadas con nucleasa 51. Como
marcadores de tamafio se usaron los fragmentos generados al
digerir pBR322 con Hinf I, marcados en su extremo 3'(ver
seccidén 2.7). Finalizada le corrida, los geles se culocaron
en una solucién de dcido acético al 10% vy metanol al 12% por
15 min., y posteriormente fueron secados sobre papel whatman

3MM (45 min. a 802C), y expuestos en placas de rayos X.

3.5 Ensayo de "extensidn del primeroc’.

Esta técnica es empleada para mapear y cuantaficar el
extremo 5' de moléculas de RNA. E! RNA es hibridado con un
oligonucledtido sintético marcado en su extremo 5'. Después

es empleada la enzima transcriptasa reversa para sintetizar



cDNA complementario al molde de RNA, usando come primero al
oligonucledtido. La longitud del cDNA resultante refleja la
distancia entre la base marcada del oligonucledtido y el
extremo 5' de la molécula de RNA.

Para este experimento se utilizo un oligonucledtido
sintético de 30 bases, complementario a los nucledtidos 431
a 460 de la clona gendémica pRTC1l9 (figuras 5 y 6), cuya

secuencia es 5'~GGTCGCGCCGCACACGATACGGCGATGCGA-3" .

3.51 Marcaje del oligonucledtido.

Para marcar con 32P el oligonucledtido, se realizo la
siguiente mezcla en un tubo eppendorf: 200 ng de
oligonucledtido, 200 uCi de gamma-34P-ATP (7,000 Ci/mmol,
Amersham), 2.5 ul de buffer 10X de polinucleotide cinasa
(Tris-HC1 0.5 M pH 7.6, MgCly 0.1 M, DTT 50 mM, espermidina
1 mMy EDTA 1 mM pH 8.0), 10 unidades de polinucledétido
cinasa del fago T4 (Amersham), y agua estéril suficiente
para alcanzar un volumen de 25 ul. Esta mezcla fue incubada
a 372C por 30 min.,, y posteriormente calentada a 6532C por 5
min. para inactivar la cinasa. Después se adicionaron 25 ul
de acetate de amonio 4 M y 250 pl de etanol, y se dejd
precipitando por 30 min. en hieloc seco-etanol.
Posteriormente se centrifugd por 15 min. en microcentrifuga,
y el botdn resultante fue disuelto en 25 ul de agua., - Se
realizaron dos precipitaciones mas. como en el paso
anterior, con el objeto de eliminar el ATP radioactivo

libre. El ultimo precipitado fue lavado con etanol al 70% y
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resuspendido en 100 ul de agua. La cantidad de radioacti-
vidad incorporada se determind en un contador de centelleo

liguido.

3.52 Hibridacién.

Fueron mezclados 50,000 cpm del oligonucledétido
marcado con 40 ug de RNA total de T. cruzi. Esta mezcla se
precipité con 0.1 volumenes de acetato de sodioc 3 M (pH 5.2)
y 2.5 volumenes de etanol. Il botén se dejé secar a
temperatura ambiente y se resuspendidé en 30 ul de solucién
de hibridacidén (formamida al 80%, PIPES 40 mM pH 6.4, NacCl
0.4 My EDTA 1 mM pH 8.0). Esta mezcla se incubo a 302C
durante una noche. Posteriormente se precipite con 170 ul
de acetato de sodio 0.3 M y 500 ul de etanol. El boton fue
lavado con etanol al 75%-acetatoc de sodio 0.1 M (pH 5.2), ¥y

fue secado a temperatura ambiente.

3.53 Extensién del oligonuclestido.

El precipitado fue disuelto en la siguiente mezcla:
3.5 ul de cada dANTP 4 mM (dGTP, dATP, dTTP y 4CTP), 2.5 ul
de buffer 10X de transcriptasa reversa (Tris-HCl 0.5 M pH
8.0, MgClz 50 mM, DTT S50 mM y KC1 0.5 M), 1.25 ul de RNAsin
(Promega) vy 7.5 ul de agua (volumen final de 25 ul).
Posteriormente se agregaron 40 unidades de transcriptasa
reversa AMV (Boeringer Mannheim) y se incubo a 422C por 90
min. Después se affadi¢ 1 ul de EDTA 0.5 M (pH 8.0) y 1 ul

de RNAsa A pancredtica (1 mg/ml), y se mantuvoe a 37¢C por 30
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min. Posteriormente se adicionaron 100 u! de acetato de
amonio 2.5 M y se realizdé una extraccidén con 125 ul de
fenol:cloroformo:alcohol isoamflico (25:24:1). La fase
acuosa se transfirid a un tubo nueve y se agregaron 300 ul
de etancl, para precipitar los dcidos nucleicos. EIl
precipitado se lavé con etanol al 70%, se secd con vacic y
se resuspendidé en 4 ul de TE. Posteriormente se adicionaron
4 ul de buffer de muestra (formamida al 95%, EDTA 20 mM,
azul de bromofenol 0.05% y xilenc-cianol 0.05%). Los tubos
fueron calentados 3 min. a 809C y transferidos a hielo.
Fueron analizados 4 ul de la muestra en un gel de
poliacrilamida al 6% (ver seccidén 3.14). A la par gue se
realizaba este ensayo, fue secuenciado el fragmento gendmico
8-2 (figura 5) subclonado en M13mpl9, usando comao primero al
oligonuclesétido empleado en este experimento. Las
reacciones de secuencia se corrieron en el gel, junto con la
muestra de este ensayo. Las condiciones de electroforesis,
tratamiento del gel después de la corrida y obtencidén de la

autorradiografia, se sefialan en la seccién 3.14

4. Alineamientos, comparacidén de secuencias y genheracidén de
estructuras secundarias de RNA,

Las secuencias fueron alineadas con el programa
CLUSTAL de PC/GENE, buscando los mejores alineamientos
posibles. Este programa se basa en el método Higgins y

Sharp (1988).
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Las matrices de comparacién de secuencias se llevaron
a cabo con el programa NMATPUS de PC/GENE, basado en el
método desarrocllado por Pustell y Kafatos 61984), con
porcentajes de astringencia del 75 al 100%.

Las estructuras secundarias de RNA se obtuvieron con
el programa RNA-fold de PC/GENE, el cual se basa en el
método de Zuker y Stiegler (1981). La presentacidén de las
estructuras se obtuvo con el programa MOLECULE (Lapalme et

al., 1982).
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RESULTADOS.

Subclonacién de fragmentos gendmicos de la unidad de

transcripcién de RNA ribosomal.

La clona gendmica pRTC20 (Hernandez et al., 1988)
contiene la regién codificadora del RNAr 18S y un fragmento
de aproximadamente 2.1 Kb hacia el extremo 5' de esta region

(figura 5). En T. brucei y C. fasciculata el sitioc de

inicio de la transcripcién fue ubicado a aproximadamente 1.2
y 1.0 Kb, respectivamente, del gen del RNAr 185 (White et
al., 1986; Grondal et al., 1990). Dado que en organismos
muy cercanos hay similitud en el tamafic del espaciador
transcrito externo (Bourbon et al., 1988B), se considerd muy
probable que en el inserto pRTC20 estuviera contenido el

sitio de inicio de la transcripcién del RNAr de T. cruzi.

El fragmento de 2.1 Kb (insertc pRTC19, figura 5) se
aisld de la clona pRTC20 digiriendo ésta con Bgl 11 y Ec
RI, y se subcloné en pUCl8, digeride con Bam HI y Eco RI.
Se verificéd la presencia de sitios de Sau 3A y Hinc I1 en el
inserto pRTC19, previamente ubicados en el laboratoric del
Dr. Herndndez, y fueron localizados dos sitios de Sph 1.
Los fragmentos 8, 9, 4, 7, 8-3, 8-2, /-3, 9-4 y 9-5 se
generaron al digerir el inserto pRTC1lY con las endonucleasas
sefialadas en el mapa de restriccion (figura 5). Estos

fragmentos también fueron subclonados en pUCLS.



40

Figura 5. Mapa del extremo 5' de la unidad de RNAr de T.
cruzi. Se sefiala la regidn codificadore del RNAr
185 y las clonas gendmicas empleadas en este
trabajo. También se presenta la estrategia de
secuencia. Se seflalan unicamente los sitios de

restriccién utilizados en las subclonaciones.



Secuenciacién del fragmento pRTC19.

Los fragmentos provenientes de la clona gendmica
pRTC19 fueron subclonados en los derivados fagicos M13mpil8 y
M13mpl9, y se realizé un andlisis de secuencia nucleotidica
sobre moldes de cadena sencilla. En la figura 5 se presenta
la estrategia de secuencia, y en la figura 6 se muestra la
secuencia completa del inserto pRTC19. El fragmento resulté
ser de 2106 pb, conteniendo las primeras 5 bases del DNA
codificador del RNAr 18S, y 2101 pb hacia su extremo 5'. La
compogicién de bases del fragmento es la siguiente: T=
30.7%, C= 20.3%, A= 23.9% y G= 25.1%. En particular, el
fragmento 8-2 presenta una secuencia rica en T (38.2%) vy

pobre en A (14.5%).

Algunos organismos, como Xenopus y ratén, presentan
secuencias repetidas en los espaciadores intergénicos de sus
unidades de RNAr, los cuales funcionan como activadores de
la transcripcion (Reeder, 1984). Con el objeto de buscar
secuencias repetidas en el inserto pRTC19, se analizd la

secuencia completa del inserto, por medio de una matriz de
comparacién. No se encontraron elementos repetidos en el

inserto mediante este andlisis.
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Figura 6. Secuencia nucleotidica del espaciador externo

(2106 pb), en el extremo 5' de la unidad de RNAr de
T. cruzi. El sitio de inicio de la transcrapcién
agqui identificado se muestra subrayado y con letra
mds obscuro (G en la posicién 334). La secuencia
TCATGNNG, que incluye el sitio de inicio de la
transc%ipcién. también se localizd entre los
nucleétidos 599 y 607 (ambas regiones se presentan
subrayadas). El oligonucledétido de 30 bases

empleado en el experimento de "extensidén del

primero” también se muestra subrayado.
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
le8l
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

GAGCTCGGTG
CGAACGCGGA
ACCAACTATT
TGCGGGGCTT
CAATTTTTGG
TTTTTAACCG
GTGGCGTCGG
GTCTTTTGTT
AGTGAGGTTT
AATGGGGGAG
CATGCCGTGT
TGTGTATTTT
TCGTGGGAAA
GCCGTGTGGA
CTGCCACTCC
ACCTGTGTGT
TATTATAGTA
GTACGACGAA
TTTTCTGCCT
GAGAAAACTG
CGGTATTTTG
GATATGATGG
GCTGTGTGCC
GAGGACTGCT
CTGAAGAGAG
GTGTACAAAT
GGACACAAAC
CTCTGTGTGT
GTACTTGATT
ACCAACTGAC
CACACACACA
CGTGCGTTGA
CATTTCAAAG
GTTTTGTGTG
ACACACACAC
AGATCT

CACCCTGGGA
AATGTTCCGA
GTGCGATGTG
ATTTGGTGTG
GTACCCCTAA
TCCATTTGTG
AAGGAATCGG
A
ATAATAAAGT
GGATTTTCAT
GCAATGTTTA
ACCTTATCGT
TCAAMAGGGG
‘PGCCAAGTCT
CTACATATGC
ATTATGCTAT
TAGTATATAT
CAANCCCATT
TTGCCACACC
GAAATGATTG
TTGCATGCAC
CGAGTGTGCG
AATAAAACAC
TCGCAGCTGC
TGAAATCGCG
GCGTGTGTGT
AAACAAAAGG
GTGTGCTGCC
GTTGCCGCAT
AAACTTTGTG
GACAAARMACA
ATATCCTCCA
GATCATCAAT
TTGTGTGGTG
ACACACGTAA

TATTTGCGCA
GAATAATACG
CAGCATCCTA
TTCGATTTIT
AAAAATTTTG

CCCACCTTTC
GCTGGGCTGC
TTGTGGTGCT
AATTTTTTGA
GAGTTTCCGG

TCTAGTACAT CATGGAGCGG

TGTCCCTCAG
TA TG
GGATCATTTG
ATAATTGTAG
TTTGCGTGCT
CTCTCCCTCG
AATCAACGTG
GTGCAMGAGT
GCACAAGTAC
GTGTGTGTCT
TAGTAGTATA
TCACACATGA
CCATATGTAT
CGTGTGTGTC
CCGCGTACAC
ATTCTCCTTT
ACGAGAGTAG
CCTGCCGCAC
TCACAMAAGC
GTGTATACAC
AATTGTGTGC
GTTTTGTTTG
TTCGAGGAAT
TTGGACCTGT
CAAACACCAT
CACACAAATA
GTGTGTGAGA
TAATGTGTGT
TATAATACAC

GATGTTTGGT

GGTTTTTGGC
TGTACACATT
GTGCGTGTCC
CGTTGGCTGT
TTCTTTTTTT
TAACTATTAT
ACACACATAT
GTGTGTGTGT
CGGCAAAAGG
GTGTGCGCCA
ATTATATATA
GCCGCCACGA
ACAATATATA
TATTGTCTTT
AGAAACGGGG
TGTTTTTGCT
ACCCTCAGAC
ATTGACGATA
GTGTGTGTCC
CAGCTTGAAA
TTCATCCAAA
CTATGTGGTG
GTCATTTTGG
TATATATATA
CGTGTGCGTT
GTGTGTGTCG
ACACAGCGAA

CCGTCGCAAT
GCCGCGCGTT
TTACCGCACA
TGATTCGGAG
GGTTCGATCC
TATTCTCTCC
TTTTCGTTTT
TTCTTTTTGG
CCTTTGCGGC
GTGTGTGGGT
TTTTGTGATT
GCGTGAATTG
TTCAGAAGGG
TACTACCACT
ATATATATAT
AGGTGATGGG
CAAAGACACA
CACACGCGGC
TAAGGGTGTG
ACCTGTCAGA
CACACACAAA
TTCCTCTTTT
GAAARAGTAG
GCTGGGTTCG
TGGTGTGAAG
GCATACCAGG
TCTCTTTCGT
TGCTTGGTTG
AANRAAAAGAG
GTGTGGTGGG
CATGCGTGTG
TATATATAAT
TGTAGCGTGT
TTCGTGCATA
CGCCGCGGTC

CGGCGCCGTC
CCCCGCGTGA
CCAGTTTCCT
GAATTTTTTG
AACTTGTGCT
GGTGGCCCAG
TTTTTTTGCG
CTCATTGGTC
GCACCCGCGG
CGCAAAATGT
CCACCACTTG
TCTGTCGCAT
GAGTCAAAGC
ACTGCTGCTG
ATGCGAATAC
GTAGTAGTTG
AGCACGGCGA
TGCTCCTTTT
TGTGTGGTGA
TGCTTTCTTA
AAAAAACACC
TCTGTGCTCT
TAAATAAATG
CAACGCGATG
TGTGAAGTAT
GAAAAAAGGA
GCGTGCTGAA
ATAGAAATCG
GTCAACALACA
GGAAGAGAAA
CGTGCGTGTG
ACCACAACARA
GTATATGTGT
TACACCTTAT
CAACAACTTG



Localizacién del sitio de inicio de la transcripcién de la

unidad de RNA ribosomal.

Como paso inicial en la localizacidén del sitio de
inicio de la transcripcién de la unidad de RNAr, fue necesa—
rio reproducir en el laboratorio una técnica de extraccidn
de RNA total que nos permitiera la obtencién de precursores
de RNAr del tamafio de la unidad de transcripcién completa
(aproximadamente 10 Kb). Las mejores preparaciones de RNA
se obtuvieron con la técnica que emplea tiocianato de guani-
dina e hidrocloruro de guanidina (seccidén 1.2 de materiales
y métodos; McDonald et al., 1987). Como se aprecia en la
figura 7, las preparaciones de RNA asi obtenidas presentaron

abundante material de alto peso inolecular.

lLa localizacidn del sitio de inicio de la transcrip-

cién de la unidad de RNAr de T. cruzi se llevéd a cabo

mediante experimentos tipo Northern, ensayos de proteccién
con nucleasa S1 y andlisis de "extensién del primerc”. Los
experimentos tipo Northern se llevaron a cabo con 15 ug de

RNA total, utilizando come scndas fragmentos de DNA marcados

con 32P, por "random primer”. Los fragmentos 4, 9, 7 y 7-3
hibridaron predominantemente con moléculas de RNA de
aproximadamente 4.3 y 6.8 Kb (figura B), aungue a mayores
tiempos de exposicién fue evidente la presencia de bandas de
tamatfio superior a 9.5 Kb. Al hibridar con el inserto pKTC20

se obtuvo sefial con la molécula de RNAr 185 madura (2.4 Kb)

43



Figura 7. Ferfil electrotforeético de KNA total de [._cruzi.
Se utilizdé un gel de agarosa al 1% y formaldehido al

6%, Carril 1: RNA marcador de tamafio.

Carril 2: 15
ug de RNA total de

T. cruzi.
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Figura 8., Localizacién del sitio de inicioc de la

transcripcién por medio de experimentos tipo
Northern. A) Autorradiografia de la hibridacion
tipo Northern de RNA total de T. cruzi con
fragmentos de DNA marcados con 32p, B) Mapa fisico

del extremo 5' de la unidad de RNAr de T. cruzi. Se

seffala la posicién de los fragmentos de DNA usados

como sonda.
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Y con el fragmento de 4.3 kb (figura 9): a mayores tiempos
de exposicién también se presentd seffal con el fragmento de
6.8 Kb, Esto nos indicod que la molécula de 4.3 Kb es un
precursor del RNAr 185 que contiene el espaciador transcrito
externo. Los fragmentos mayores de 9.5 Kb probablemente
sean transcritos primarios Integros de la unidad de RNA
ribosomal. El1 fragmento 8-2 hibriddé débilmente con la
molécula de 4.3 Kb, mientras que con el tragmento 8-3 no se
presentdé seffal alguna (figura 8). Estos datos indicaron que
el sitio de inicio de la transcripcion estd contenido en el

inserto B8-2.

Como siguiente paso en la localizacidén del sitio de
inicio de la transcripcién, se realizaron ensayos de protec-—
cion con nucleasa 51, con los fragmentos 9, 7 y 8-2. Como
se observa en la figura 10, despues del tratamiento con nu-
cleasa 51 los fragmentos 9 y 7 fueron totalmente protegidos,
mientras que el inserto B~2 fue reducido a un fragmento de
aproximadamente 170 pb. Esto nos indicé que el sitio de
inicio de la transcripcién se localiza a aproximadamente 170
pb “rio arriba'" del extremo 3' del fragmentoc 8-2. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en los experimentos

tipo Northern (figura 8).
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Sorida : pRTC 20

- _ 4.3 kb

__RNAr 18S
(2.4 kb )

Figura 9, Autorradiograria de un experimento tipo Northern
en el que RNA total de . cruzi fue hibridado con el

inserto pRTC20.
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Figura 10. Ubicacién del sitio de inicio de la
transcripcién mediante ensayos de proteccién con
nucleasa S1. A) Autorradicgrafia de experimentos de
proteccidén con nucleasa S1 llevados a cabo con los
ingertos 8-2, 7 y 9. Carril C: experimento control

con 40 ug de RNAt de E. _coli. Carril T: Ensayo

Carril I: inserto marcado, sin tratarse con nucleasa
S1. Carril M: marcador de tamafio, pBR322 digeride
con Hinf I. B) Mapa de restriccidén de la region
espaciadora del extremo 5' de la unidad de RNAr de

T. cruzi.
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Cabe seflalar que, ademds del fragmento totalmente
protegido, en la autorradiografia se aprecian bandas de
menor tamafio (figura 10); con el inserto B-2 se observa una
banda de alrededor de 90 pb, mientras que con el inserto 7
se presentan fragmentos de 460, 370, 340G y 130 pb. En el
experimento con el inserto 9 se observan varias bandas,
principalmente una de poco menos de 900 pb y otra de 700 pb.
Estas bandas menores pueden ser resultado de la protecciodn
de moléculas de RNA precursoras ya procesadas, o degradadas,
aunque también pueden deberse a la presencia de
heterogeneidad en la localizacidén del sitio de inicio de la
transcripcion entre las diversas copias de la unidad de

RNAr.

Finalmente, con el objeto de determinar con exactitud
el primer nucleétido transcrito de la unidad de RNAr de T.
cruzi, se procedid a realizar un ensayo de "extensidén del
primero'. Para este experimento se utilizo un oligonu-—
clestido de 30 bases complementario a la secuencia
localizada a aproximadamente 100 pb del sitio de i1nicio de
la transcripcién ubicado en el experimento con nucleasa S1
(figuras 6 y 10). EIl producto de este ensayo se analizd¢ en
un gel desnaturalizante de poliacrilamida, junto con una
reaccidén de secuencia del fragmento 8-2, usando el mismo
oligonucledtido como primero {(figura 11). EI resultado de
este experimento indicd que el sitio de inicio de la

transcripcidn de la unidad de RNAr de T. cruzi corresponde a



Figura 11. 1Identificacion del primer nucledétido transcrito

de la unidad de RNAr por "extensidén del primero”.

A) Andlisis de "extensidén del primero” llevado a
cabo con un oligonucledtido de 30 bases (ver figura
6) y 40 ug de RNA total de T. cruzi (carril 1).
Carriles G, A, T y C: reacciones de secuencia. B)
Secuencia nucleotidica alrededor del sitio de inicio
de la transcripcidn. En la parte superior se
presenta el mapa del extremoc 5' de la unidad de
RNAr, y se esquematiza el oligonucledtido empleado y
el producto de extensién (rectédngulo y flecha,
respectivamente). En la parte inferior se presenta
la secuencia que rodea al sitio de inicio de la

transcripcidn (+1). Esta secuencia es

complementaria a la que se lee en el panel A.
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una G (C en la secuencia complementaria) ubicada a 1768 pb
del extremo 5' de la regidén codificadora del RNA 188
(figuras 11B y 6). El espaciador transcrito externo del
extremo 5' de la unidad ribosomal de T, c¢ruzi (1768 pb) es,
por lo tanto, casi 600 pb mds grande que el espaciador
andlogo en T. brucei, y casi 800 pb mayor que el mismo

espaciador en C. fasciculata.

Comparacidén de la regién promotora de RNAr en

tripanocsomatidios.

Con el objeto de identificar posibles elementos
conservados en los promotores para la RNA pol I en
‘tripanosomatidios, fueron alineadas las secuencias de los

promotores de RNAr de T. cruzi, T. brucei y C. fasciculata,

de los nucledtidos ~150 a +20, considerandc como +1 el

primer nhucledtido ilranscrito (figura 1Z2). No se encontraron

bioques de secuencias conservadas, usualmente presentes en
los promotores de RNAr de organismos emparentados (Balzi et
al., 1985). Del total de 170 bases comparadas, hubo
identidad entre las tres especies en 30 nucledétidoes,
distribuidos a lo largo de toda la secuencia, sin agruparse
en alguna region en particular. Resultados similares se
obtuvieron al comparar., por separade, la secuencia de T.

cruzi con la de T. brucei, y T. cruzi con C, fasciculata

(datos no mostrados).
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias de las regiones

promotoras de la transcripcién de la unidad de RNAr

de T. cruzi (TC), C. fasciculata (CF) y T._brucei
(TB). La regidén analizada abarca de los nucleotidos

-150 a +20. Con asterisco se serala la identidad de
una base entre las tres secuencias, y con punto se
indica que hay identidad entre dos secuencias. La
‘primera base transcrita, en cada promotor, se sefiala

con letra md&s obscura,



CF
TC
TB

-150

CCAAC------ GGCATGCCCGCGAGCCCAGTGGGCCGTG-~--GGCTAGG
GGGGCTTATTTGGTGTGTTGGATTTTTAATTTTTTGATGATTCGGAGGAA
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CAvmcmmm e TCAT---—--~ GGAGCGGTATTCTCTCCGGT

it Th . wa e w wee LTTUTT w20



En cuanto a su composicién de bases, los promotores
de RNAr de los tripanosomatidios también presentaron

diferencias. El promotor de T. cruzi es rico en T y pobre

en C (T= 41.8%, C= 15.%%, G= 23.5% y A= 1B8.8%), mientras que
el promotor de T, brucei es rico en A y pobre en C (A=

42.4%, C= 10%, G= 19.4% y T= 28.2%). En C. fasciculata esta

regién es rica en Gy C (G= 30.6%, C= 30%, A= 21.8% y T=
17.6%).

Andlisin del grado de heterogeneidad en la regién promotora

de RNAr de 1. _cruzi.

Se ha reportado que regiones de DNA funcionalmente
importantes son muy conservadas, mientras que regiones que
aparentemente no llevan a cabo alguna funcidén son altamente
polimérficas (Clark, 1987). En el caso de la unidad
ribosomal, las regiones codificadoras de las moléculas de
RNAr son muy conservadas, mientras que las secuencias de los
espaciadores son muy variables: mediante el analisis de
sitios de restriccién en espaciadores intergénicos, en el
extremc 3' de la unidad ribosomal de I._ cruzi, se encontro
que hay heterogeneidad entre las diferentes copias del
cistrdn riboscmal (Martinez-Calvillo, 1990), y que tambien
existe variabilidad entre diferentes cepas de T. cruzi

(Zavala-Castro et al., 1992).



Con el objeto de determinar el grado de
heterogeneidad en la regién que rodea al promotor de RNAr de
T._cruzi, se procedié a realizar un andlisis de sitios de
restriccién de Hinf 1 en esta regién. tanto en la cepa (4,
come con las cepas Yuc H4, Peru y Silvio. El andlisis se
realizé mediante un experimento tipo Southern, utilizando
comoe sonda una regién de DNA que contiene secuencias de la
regién promotora (inserto 8-2). Como se observa en la
figura 13A, con las cepas C4, Yuc H4 y Peru se presentaron 3
bandas, de 150, 270 y 420 pb. mientras que con la cepa
Silvio se presentd unicamente la banda de 420 pb. De
acuerdo al mapa de restriccidn de Hinf I de la clona
gendmica pRTC19 (figura 13B) se esperaban las bandas de 150
Yy 270 pb. El fragmentoc de 420 pb resulta de la ausencia de
un sitio de Hinf I en algunas copias de la unidad de RNAr.
En el caso de la cepa Silvio., este sitio de Hinf I no se
presenta en ninguna de las copias del cistrén ribosomal, lo
que dd como resultado la presencia de sélo una banda. Estos
resultados nos indican que existe poca variabilidad en la
region identificada como probable promotor de la unidad de
RNAr de T. ¢ruzi, lo que sugiere que esta region del genoma

es funcionalmente importante.
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Figura 13, Analisis de sitios de restriaccion de Hinf 1 en
la regién que rodea al promotor de RNAr. A)
Experimento tipo Southern en el que DNA total de
cuatro cepas de T._cruzi tue digerido con Hint 1, e
hibridado con el fragmento &~2. B) Mapa de
restriccién de Hinf I de la regidn espaciadora del
extremo 5' de la unidad de RNAr de T. cruzji. La

flecha indica el sitio de inicio de la transcripcidén
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Generacién de la estructura secundaria del espaciador

transcrito externo del extremo 5' de la unidad de RNAr.

Con el programa "RNA-fold"” de Zuker (198l), se obtuveo
la estructura secundaria del espaciador transcrito externo
del extremo 5' (ETE~5') de la unidad de RNAr de T. cruzi
(1768 bases). Una limitacién de este programa es gque soélo
analiza moléculas de RNA pequefias (no mayores de 400 bases).
Por ello, el espaciador fue dividido en varias partes: los
primeros 200 nucledtidos transcritos (posicidén 334 a 534, de
acuerdo a la numeracién de la figura 6}, rfragmento 7-3
{nucledtidos 502 a 8l4), fragmento 9-4a (nucledtidos 809 a
1012), fragmento 9-4b (bases 1013 a 1218), fragmento 9-5a
(nucledtidos 1213 a 1473), fragmento Y-5b (bases 1474-1736)
y fragmento 4 (bases 1731 a 2106). Como puede apreciarse en
las figuras 14A vy 15, todo el espaciador forma regiones
altamente estructuradas. Los valores de energia libre
negativos obtenidos indican gue las estructuras secundarias
son muy estables. Cabe sefialar que si se pudiera obtener la
estructura secundaria del ETE~5' completo (en lugar de en 7
partes) tal vez se presentarian modificaciones en algunas

regiones de la estructura secundaria que aqul se presenta.

En ninguit otro tripanosomatidio se ha secuenciado
totalmente el ETE~D5' de la unidad ribosomal y, por lo tantc,
no hay reportes de estructuras secundarias en esta region.

Con ayuda del programa "RNA-fold” obtuvimos la estructura
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Figura 14. Estructura secundaria de los primeros 200

nucledtidos del espaciador transcrito externc del

extremo 5' de la unidad de RNAr de: A) T. cruzi. B)
T._brucei y C) C. fasciculata. En la figura de 1.
cruzi se presenta un mapa de restriccion en el gque

se sefiala la regidn analizada.
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Trypanosoma cruzi

Nucledtidos +1 a +200 del transcrito primario de RNAr

Energia: -63.6 Kcal
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Trypanosoma brucei

Nucledtidos +1 a +200 del transcrito primario del’ RNAr

Energia: -76.6 Kcal
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fasciculata

Crithidia
Nucledtidos +1 a +200 del trascrito primario de RNAr
Energia: -85.4 Kcal
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Figura 15, Estructura secundaria del espaciador transcrito
externo del extremo 5' de la unidad de RNAr de T.

cruzi: A) fragmento 7-3, B) fragmento 9-4a, C)

fragmento 9-4b, D) fragmento 9Y-5a. E) fragmento 9-5b
y F) fragmento 4. En cada caso se serfala en el mapa

de restriccién la regidn analizada,
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secundaria probable de los primeros 200 nucledtidos trans-
critos de la unidad de RNAr de T. brucei (figura 14B) vy C.
fasciculata (figura 14C), encontrandose que al igual que en
T. cruzi (figura 14A) esta zona es altamente estructurada.

S5in embargo, resulta necesario comparar estructuras secun-—

darias de regiones mds grandes, para tratar de encontrar

regiones comunes entre los tripanosomatidios, gque pudieran

ser importantes en el procesamiento del transcrito primario,
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DISCUSION,

Estructura primaria y secundaria del espaciador transcrito

externo del extremo 5' de la unidad de RNAr.

En esta tesis se localizé el sitio de inicio de la
transcripcién de la unidad de RNAr de T, cruzi, y se
identificé una probable regioén promotcra de la transcrip-
cién. El primer nucledtido transcrito fue ubicado a 1768 pb
del extremo 5' de la regidn codificadora del RNAr 185, lo
que indica que de la regidn espaciadora secuenciada (2101
pb), 333 pb corresponden al espaciador intergénico, y 1768

pb correcponden al espaciador transcrito externo del extremo

5 _(ETE-5') de la unidad de RNAr. En T, brucei y C.

i+

fasciculata el ETE-5' tiene un tamafio aproximado de 1.2 y
1.0 Kb, respectivamente (White et al., 1986; Grondal et al.,
1990). En algunos anfibios, como Xenopus laevis y X.
horealis ha sido secuenciado totalmente el ETE-5'(Furlong et
al., 1983), encontrdndose gque su tamafioc es menor que el de
los tripanosomatidios (712 y 612 pb, respectivamente). En
mamiferos, el ETE-5'de la unidad de RNAr es mdas grande,

teniendo un tamafio de 3658 pb en humanc (Gonzdlez et al.,

1990), y 4006 pb en raton (Bourbon et al., 1988).

Comparaciones de la secuencia del ETE-5' entre humano
Yy ratén indican que en la region cercana al sitio de 1inicio

de la transcripciodn se presenta cierta identidad (figura
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16), mientras que en otras regiones no hay similitud en la
secuencia; sin embargo, a pesar de las diferencias en la
secuencia, algunas partes del espaciador de humano y de
ratén forman estructuras secundarias muy similares (Gonzdlez
et al., 1990). Las estructuras secundarias reportadas en
humano y ratén son muy estables, como sucede en T. cruzi
(figuras 14A y 15). En los tripanosomatidios, sélo en T,
cruzi se ha obtenido la secuencia completa del ETE-5', por
10 que no es posible determinar si a nivel de estructura
secundaria hay similitud en este espaciador, entre este

grupo de protozoarios. El andlisis estructural del ETE-5'

de la unidad de RNAr de T. cruzi permitird futuros estudios

tendientes a determinar posibles funciones de esta regidn,
como su participacién en la formacion y transporte de

particulas pre-ribosomales.

La composicién de bases del ETE-S' de T, cruzi es la
siguiente: G= 25.1%, A= 24.8%, T= 30.4% y C= 19.5%. EIl
contenido de A+T es del 55.2%, siendo éste un valor
relativamente bajo, considerando que los espaciadores
transcritos internos de la unidad de RNAr de T. cruzi tienen
un contenido de A+4T del 64% (Gdémez, 1990). En la parte
secuenciada del espaciador intergénico la composicidén de

bases es muy similar a la del ETE-5' (G= 24.9%, A= 18.6%, T=

32.1% y C= 24.3%).
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Comparacién de la secuencia que rodea el sitic de inicio de

lg transcripcién en la unidad de RNAr.

El alineamiento de las secuencias que forman la

regién promotora del RNAr en T. cruzi, T. brucei v C.

fasciculata reveld que no existe similitud en esta regién
entre los tripanosomatidios (figura 12). Este hecho resulto
interesante, dado que existen reportes que indican que entre
organismos emparentados se presenta cierta similitud en la
secuencia de la region promotora del RNAr (Balzi et al.,
1985; Sommerville, 1984). Al comparar, especificamente, la
regién que rodea al sitio de inicic de la transcripciédn (de
los nucledtidos —~20 a +10) ce observa que entre diferentes
grupos de organismos., como mamiferos, anfibios y levaduras,
se presentan bloques de secuencias conservadas, mientras que
entre los tripanosomatidios no se presentan éstos (figura
16). De las 30 bases analizadas, entre humano, raton y rata
se presenta identidad en 18 posicicnes (60%). Entre las
tres especies de Xenopus hay identidad en 23 posiciones

(76.6%), y en las levaduras las bases idénticas son 20

(66.6%). Entre los tripanosomatidios sélo hay identidad en

3 posiciones (10%).

Recientemente fue reportado que al comparar una parte
de la secuencia del extremo amino de la histona H4, entre
varios organismos, se observa un mayor numero de diterencias

entre T. cruzi y T. brucei, gque entre humano y erizo de mar

-
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Figura 16. Comparacién de la secuencia que flanquea el

sitio de inicio de la transcripcién de la unidad de
RNAr de, (1) mamiferos: Humano (Financsek et al.,
1982)., rata (Rothblum et al., 1982), ratdn
(Financsek et al., 1982); (Z) anfibios: X. laevis
(Sollner-Webb y Reeder, 1979), X. borealis (Furleong
et al., 1983), X. clivii (Bach et al., 1981); (3)
levaduras: S. cerevisiae (Bayev et al., 1980), &.

rosei (Verbeet et al., 1983), K. lactis (Verbeet et

al., 1984): y (4) tripanosomatidios: C, fasciculata

(Grondal et al., 1390), 1. brucei (White et al.,

1986), T._cruzi distal (este trabajo) y IT. cruzi
proximal .(Dietrich et al., 1993). La secuencia
comparada abarca de los nucleotidos =20 a +10. en
relacidén al sitio de inicio de la transcripcidn
(+1). Los nucledtidos 1dénticos entre las tres
especies de un grupo particular se encierran en un
rectdangulo. Las similitudes entre los promotores
distal y proximal de T. cruzi se andican con un

asterisco.



=
Qo
Q0
=]
P
=]
T
b= 3 B /5 I ]
=]
(9]
g
oo
a0 0
O O )+

-3
(9]
3

O
(]
(9]
D 0 6
+3

[

(9]
9]

]
3 3

'n
9]

-20
Humano TTTG‘GGC
Rata TIAIT|TIG|T 2
Ratdn T{A|T|T|{G|G A
Xenopus laevis GCAITIGTG
Xenopus borealis C AICIG TG
Xenopus clivii G C AJTIG_T G
Saccharomyces cerevisiae A AGTa[GT
Saccharomyces rosel TTTTGIGlG
Kluyveromyces lactis A AT A GIGIC
Crithidia fasciculata ceccac[Tle
Trypanosoma brucel AAAAGTIA
Trypanosoma Ccruzi distal ATTT G__T_G
Trypanosoma cruzi proximal TTGCACA

»

3
@]

g
g
i
9]
@
i
g
(9]
=3
(9]
g
-3
(2]
(]
>
(9]
(9]

9]
(2]
2
2]
Fli
K
3
"
9]
3
H
(9]
@
[p]
@
o
el
>
©
[¢]

g

o 3
a0 N 3
H o3 0 93
L O
QO30
3 <9 3 0N
Q w4
g 0 0w
(o9 T I > W
g 3 @ »
O 00w
oy a0
s 3 3 43
[>T I ]
0 00 o
b A
Q6 66 6o
o0 w3
0O Qo0
H o0 0 A1
o 13 » @
O Pp o >
» o3 0 @

w

*
*
*»
*
*



(Hecker, 1993). Esta observacién, junto con datos obtenidos
al analizar secuencias de moléculas maduras de RNAr
(Herndndez et al., 1990: Gémez et al.. 1991) y del gen de B-
tubulina (Amorim et al., 1993), sugieren que los
tripanosomatidios son un grupo de organismos que durante la
evolucién se separd¢ tempranamente del resto de los
eucariontes, y gue dentro de la familia Tripanosomatidae se
incluyen organismos genéticamente muy distintos, a pesar de

ser morfoldgicamente muy similares.

Los resultados obtenidos en este trabaj)o apoyan las
observaciones realizadas con la histona H4, las molsculas de
RNAr y el gen de B-tubulina. Estas diferencias en
securencias de dcidos nucleicos y proteinas, se suman a las
diferencias fisiolégicas y parasitoldgicas observadas entre

T, cruzi y T. brucei, lo que indica que la validez del

género Trypanoscoma debe ser reconsiderada (Gdémez et al.,

1991; Hecker, 1993; Amorim et al., 1993).

Retomando los resultados presentados en la figura 16,
tenemos que entre mamiferos, anfibios y tripanosomatidios se
presenta una T en la posicién ~1 y una G en la posicion +4.
En las levaduras estas bases se encuentran desplazadas una
posicidén (T en -2 y 6 en +3). kn todos los casos, excepto
en C_ fasciculata,., una purina es el primer nucleétido
transcrito. Se ha demostrado gue mutaciones en los

nucledtidos -1 y +1 pueden disminuir drésticamente la tasa
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de transcripcién (Zomerdijk et al., 1991; Rudenko et al.,
1991). EI1 papel de la G en la posicién +4 no ha sido
determinado, aunque la conservacién de esta base

probablemente refleje su importancia funcional,
{Dos regiones promotoras en la unidad de RNAr de T, cruzi?

Durante la preparacidén de este trabajo, fue publicado
un estudio analogo llevado a cabo con la cepa CL de T. cruzi
(Dietrich et al.., 1993). El sitio de inicio de la
transcripcién propuesto en ese reporte se ubica 270 pb 'rio
abajo" del sitio de inicio aqui presentado (figura 6); esto
indica que el sitio de inicio localizado en la cepa CL
podria en realidad ser un sitlo de procesamiento, aunque la
presencia de dos promotores no puede descartarse.

Convenimos en denominar promotor distal al identificado en
este trabajo, y promotor proximal al localizado por Dietrich

et al. (1993).

Las prameras 814 bases de nuestra secuencia (figura
6) claramente se alinean con la secuencia homéloga de la

cepa CL. La comparacidén de las dos secuencias de T. cruza

indicé la presencia de 88 inserciones o deleciones y 83
substituciones. Estos cambiocs se distribuyeron a lo largo
de toda la secuencia, sin concentrarse en alguna regidn en
particular. Al comparar la secuencia que tlanquea a los dos

probables sitios de inicico de la transcripcidén, se encontrd



que la secuencia _4TCATGNNG+4 se presenta tanto en el
promotor distal como en el proximal (figuras 6 y 16). Esta
region podria ser funcionalmente importante, dada su
conservacioén, y el hecho de que incluya el nucledtido +1.
Ademds, se localizdé otra regidén en la que se presenta
similitud entre los dos promotores, ubicada en el promotor
distal entre las bases -z2 a -1l1, y el promotor proximal

entre los nucledétidos -17 a -4:

Promotor distal ~220-CA-TTTGTGTCT-11

Promotor proximal ~17CACAATTTGIGTGT-4

El papel fisioldgico de estas secuencias debera ser
analizado en un sistema de transcripcioén in _vitro, o en
células transfectadas con genes reporteros bajo el control

del promotor agui propuesto.

Nuestros datos no descartan la funcionalidad del
probable promotor proximal. En el ensayo de proteccién con
nucleasa 51 (figura 10) se observa un fragmento abundante
cuyo tamafio aproximado podria corresponder a un transcrato
derivado del promotor proximal (banda mds cercana al
fragmento 7 totalmente protegido, figura 10, panel 2). B8e
plantea la posibilidad de que los dos promotores sean
funcionales, bajo similares o diferentes condiciones

fisioldgicas.



Evidencias que sugieren que la regidén promotora de la unidad

de RNAr descrita en este trabajo es funcional.

Para probar que la regién promotora del RNAr de T.

cruzi caracterizada en este trabajo es activa, son necesa-

riocs ensayos de transcripcidén in vitro, o transfecciones con
genes reporteros. Sin embargce, la evidencia experimental
presentada en este reporte, y que a continuacién se comenta,
sugiere que el sitio de inicio de la transcripcidén agui

localizado es un sitio real, y que la region promotora es

funcional:

1)} Los resultados obtenidos en los experimentos tipo
Nerthern (figura 8) claramente muestran gqgue con el fragmento
8-3 no se presenta ninguna sefial de hibridacidén, ni siquiera
a tiempos de exposicién muy prolongados. Esto nos indico
gue el fragmento gendmico B-3 no se transcribe, sino que la

transcripcién comienza dentro del fragmento 8-2.

2) La distancia entre el sitio de inicio de la transcripcién
y la regién codificadora del RNAr 185 en T._cruzi y T.

brucei es similar (1768 pb y aproximadamente 1200 pb,
respectivamente). En ambos casos la ubicacion del sitio de
inicio se llevd a cabo mediante ensayos de proteccidn con

nucleasa S81. En T. brucei ya se han llevado a cabo

transfecciones con genes reporteros (Rudenko et al., 1991},
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encontrdndose que la regién promotora identificada es

funcional.

3) Al analizar los sitios de restriccién de Hinf I en la
regidén que rodea al probable promotor de RNAr (figura 13),
se encontrd que en las cuatro cepas de T. cruzi estudiadas
existe poca variabilidad en esta regidén, lo gue sugiere que

esta parte del genoma es funcionalmente importante.

4) La presencia de secuencias conservadas (~4TCATGNNG*4 Yy
~220-CA-TTTGTGTCT 1) entre los dos probables promotores de
T. cruzi (distal y proximal) sugiere la relevancia funcional

de estas regiones.

5) En la mayoria de los organismos estudiados se han
localizado secuencias repetidas en los espaciadores
intergénicos de la unidad de RNAr, los cuales tunciconan como
activadores de la transcripcion (Reeder, 1984). Se ha
encontrado que generalmente el sitio de inicio de la

n

transcripcidén se localiza a aproximadamente 200 pb "rio

abajo" del ultimo elemento repetido del espaciador (Kuhn et
al., 1990; Putnam y Pikaard, 1992). Los datos reportados
por Dietrich et al. (1993) y observaciones realizadas en el
laboratorio del Dr. Hernandez (no publicadas), indican que
en el espaciador intergénico de 1. cruzl se presentan
elementos repetidos de aproximadamente 170 pb; el ultimo de

estos elementos repetidos se ubica & 146 pb "rio arriba” del



sitio de inicio de la transcripcién localizado en esta tesis
(de los nucledtidos 17 a 187 de la secuencia presentada en

la figura 6).
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APENDICE.

Agar suave: peptona 0.8%, extracto de levadura 0.8%, NaCl
0.5% y agar 0.5%.

Buffer de fosfatos de sodio: NagHPO4/NaHyPO4 0.025 M, pH 7

Medio de infusién de higado y triptosa (LIT): infusidén de
higado 0.5%, triptosa 0.2%, NaCl 0.4%, KCl
0.04%, NayHPO4 0.8%, glucosa 0.2%, suero
bovino fetal 10% y hemina 0.0025%.

Medio Luria: Peptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl
1% y agar 1.5%.

Medio YT: peptona 0.8%, extracto de levadura 0.8%, NacCl

0.5% y agar 1.5%.
PB3: NaCl 0.13 M, KC1 2.68 mM, NayHFO4 10 mM, KHoPQOu
1.7 mM, pH 7.4.
SE: NaCl 150 mM, EDTA 100 mM, pH 8.0
Solucién Denhardts 1X: Ficoll 400 0.02%, PVFP-40 0,02%
Yy albumina sérica bovina 0.02%.

Sclucién desnaturalizadora: NaOH 2% y NaCl 8.7%.

Solucién neutralizadora: NaCl 8.7% vy Tris—HC)L 6.6%, pH 7.

S5C 1X: NaCl 150 mM y citrato de sodic 15 mM. '

TBE 1X: Tris-HCl 5.4%, d4cido bdérico 2.74% y EDTA 0.46%.

TE: Tris-HCl 10 mM (pH 8.0) y EDTA 1 mM.

TNE 1X: Tris-HCl 0.01 M (pH 8.0), NaCl 0.1 My EDIA 1 mM,

pH 8.0,

6,6,0.2 + Tris-HC1 6 mM (pH 7.4), NaCl 6 mM y EDTA 0.2 M.
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