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Abreviaturas

*5.88 — RNAr 5.8S marcado radiactivamente en su extremo 5.
*58S-2 - Oligonucleétido de alineamiento especifico al extremo 3’ del RNAr 5.8S marcado
radiactivamente.

A - Adenina.

C - Citosina.

cDNA — cadena de DNA complementarja al RNA.

CIAP — Fosfatasa Alcalina Intestinal de Becerro (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase).
cpm-— Cuentas por minuto.

CR - Cistrén Ribosomal.

DEPC - Dietilpirocarbonato (inhibidor de RNasas).

DNA — Acido desoxiribonucléico.

DNAr — DNA ribosomal, codificante para el RNAr

G - Guanina.

GTP- Guanina trifosfato.

h - hora.

ICR — Region de Control Interna (Internal Control Region).
kb— kilobases.

OD - Densidad optica.

o/n — Toda la noche (over night).

M - molar.

ml — mililitros.

NTS- espaciadores no transcritos (non-transcribed spacers).
oligo — oligonucleétido.

PCR — Reaccidn en cadena de la polimerasa.

pH - potencial de hidrogeniones.

pol I - RNA polimerasa I.

pol Il - RNA polimerasa II.

pol III - RNA polimerasa III.

RNA — Acido ribonucléico.

RPA- Ensayo de Proteccion a Ribonucleasas.

rpm- revoluciones por minuto.

RNAr - RNA ribosomal.

RNAt — RNA de transferencia.

RT-PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa utilizando como templado cDNA obtenido por
transcripcion reversa.

S- Svedvergs, coeficiente de sedimentacion.

SDS - Dodecil Sulfato de Sodio.

snoRNA — RNAs pequeiios nucleolares.

snoRINP — ribonucleoproteinas pequeias nucleolares.

T~ Timina.
Tv - Trichomonas vaginalis.
U - Uracilo.
u - unidades

upe — elemento promotor rio arriba (upstream promoter element).
UV - Ultra Violeta.

V —volts.

VIH- Virus de la inmunodeficiencia humana.
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1. Resumen

Trichomonas vaginalis es un parasito protozoario anaerobio, agente etioldgico de la
trichomonosis humana. Diversos analisis filogenéticos basados en RNAr y actina colocan a este

organismo en una de las ramas eucariontes mas tempranas.

El ribosoma eucarionte tipico se compone de los RNA ribosomales (RNAr) 18S, 5.8S, 28S y 5S.
Los tres primeros generalmente se codifican en una unidad de transcripcion ribosomal principal
(cistron ribosomal) y se transcriben por la RNA polimerasa I. En contraste, el gen del RNAr 55
se transcribe por la RNA polimerasa III y usualmente no se encuentra ligado a la unidad del
cistrén ribosomal. El RNAT 58 se encuentra en todos los ribosomas eucariontes, desempefiando
papeles importantes en la biogénesis ribosomal, la actividad peptidil transferasa, la fidelidad

traduccional y la estabilidad de la subunidad mayor.

En este trabaj6 se 1dentificéd y caracterizo el gen del RNAr 5S de Trichomonas vaginalis, asi
como a su promotor putativo de RNA polimerasa [II. También se determind su relacion en
secuencia nucleotidica y estructura secundaria potencial con los RNAr 5§ eucariontes y

bacterianos.

Cuando el RNA total de T vaginalis se separa en un gel desnaturalizante de acrilamida al 4% se
observan tres bandas principales que corresponden a los tamafos de ~160b, ~120b y ~70b (Fig.
4). Labanda de ~ 160 b corresponde al RNAr 5.8S. Las bandas de ~120 y ~70b se asumieron,

por su tamafio, como correspondientes al RNAr 5S y a los RNAt, respectivamente.

Los primeros intentos por identificar al RNAr 5S de T vaginalis con herramientas bioquimicas
y moleculares dabay resultados confusos. Se encontré que la poblacion de RNA de la banda de

~120b (que se asumia como el RNAr 5S) estaba relacionada con el RNAr 5.8S que se encuentra




en la banda de ~160b. Por lo tanto, se planted como hipétesis que T. vaginalis carece de un

RNATr 5S canénico.

Para comprobar la hipétesis realicé ensayos de secuenciacién directa del RNA, ensayos de
proteccion a RNasas, “primer extension” y RT-PCR. Los datos confirmaban la presencia del
RNAr 5.8S en la banda de ~120. Se identificaron tres conformaciones alternativas de la
molécula: una que migra en la banda de ~120b, de manera conjunta con el RNAr 5S (que se
identificé posteriormente) y dos que migran en la banda de ~160b. Determinamos la estructura
secundaria putativa del RNAr 5.8S de T. vaginalis con base en el modelo universal de la

molécula, asi como el nimero de copias del cistrén ribosomal (~8).

Durante el desarrollo del proyecto se liberd la base de datos, sin ensamblar, del proyecto de
secuenciacion del genoma de T. vaginalis. Mediante una busqueda in silico se obtuvo una
secuencia que se determind como el gen que codifica al RNAr 5S de T. vaginalis. La regién
codificadora putativa tiene una longitud de 118b y contiene los elementos promotores tipicos de
RNA polimerasa III (region de control interna), internos a la region codificadora, como son las
secuencias de la Caja A, el Elemento Intermedio y la Caja C. Ademds identificamos otros
elementos reguladores putativos como una caja “TATA-like” (rio arriba de la region
codificadora) y un tallo-asa novedoso, rio abajo de las secuencias de terminacion de la
transcripeion. Se obtuvo también la estructura secundaria putativa del RNAr 55 y el nimero de
copias de sus genes (~200). La caracterizacion anterior es de interés particular ya que los
promotores de pol 1 y pol Il para T. vaginalis han sido estudiados, mientras que ningin
promotor para pol III se habia identificado previamente. Este trabajo, enviado para su
publicacion en Molecular and Biochemical Parasitology, ha sido condicionalmente aceptado

(Capitulo I).




2. Introduccién

En este trabajo se caracterizo el gen del RNAr 5S de Trichomonas vaginalis. Para introducimos

en el tema, comienzo con la biologia del organismo de estudio.

Los ribosomas de este organismo de evolucién temprana son de particular interés debido a que
esta maquinaria molecular se regula de manera compleja, tiene caracteristicas moleculares
inusuales a comparacion con la mayoria de los organismos eucariontes y contiene informacion
evolutiva. Conocimientos generales sobre los ribosomas y algunos componentes ribosomales,

como los RNAr y sus genes, se analizan en la introduccioén.

Todos los organismos vivos se pueden clasificar en dos grupos: eucariontes y procariontes. Los
organismos eucariontes se distinguen de los procariontes por su DNA nuclear, separado del
citoplasma y por la reparticion de funciones en organelos delimitados por membranas, entre

otras caracteristicas (Villee, 1996).

Dentro de los organismos eucariontes se encuentra la rama de los protozoarios. Estos
organismos abundan en océanos, tierra y en el cuerpo de otros organismos en forma de parasitos.
Generalmente son microscopicos, formados de una sola célula, con uno o varios nicleos. Su
estructura y fisiologia son complejas, muchas veces presentando caracteristicas “inusuales” de
regulacion a comparacién de los organismos eucariontes de mayor escala evolutiva como los

metazoarios.

2.1 Trichomonas vaginalis: Biologia y Fisiologia.

Dentro de los protozoarios se encuentra la familia Trichomonadidae, compuesta de organismos

que se caracterizan por la presencia de varios flagelos anteriores, una membrana ondulante, una



pelta, que se encuentra en el margen anterior del cuerpo; una costa, que se extiende a lo largo de

la base de la membrana ondulante; un axostilo y un soto nucleo (Levine,1985).

El nombre de Trichomonas se dio a un género que se creia poseia tres flagelos anteriores, mas
adelante se demostré que tiene cuatro, sin embargo el nombre de Trichomonas se conservd.
Posteriormente se encontraron otras especies que presentaban variabilidad en el nimero de
flagelos, por lo que el resto de los géneros se reconocen como: Tritrichomonas, con 3 flagelos
anterjores; Trichomonas con 4 flagelos anteriores; y Pentatrichomonas, con 5 flagelos

anteriores (Noble et al., 1989).

Trichomonas vaginalis mide en promedio 13um de largo. Es el agente causal de la
trichomonosis (antes trichomoniasis) humana, la enfermedad de transmisién sexual no viral més
comtuin a nivel mundial (WHO 2001). El parasito no invade tejidos y puede vivir en el huésped
por afios sin manifestarse. En las mujeres las manifestaciones clinicas mas comunes son las
descargas vaginales pronunciadas, ademds de que puede ocurrir una severa erosion de la mucosa
vaginal. En los hombres, una ligera descarga uretral es caracteristica de la infeccién (Wolner-

Hanssen, 1989).

Las mujeres infectadas con T .vaginalis tiene mayor riesgo de infeccién por VIH y de desarrollo
de céncer cervicouterino; en las mujeres embarazadas, de presentar partos prematuros y al

nacimiento de infantes con bajo peso (Meysick el al., 1995).

Estos parasitos son capaces de contrarrestar la fuerza del fluido vaginal por su unién a la mucina
del moco vaginal (Lehker y Sweeney, 1999). La respuesta inmune del huésped es neutralizada
gracias a la sintesis de numerosas enzimas proteoliticas y a la variaciéon fenotipica de las
Trichomonas infectadas por un virus de RNA de doble cadena (Alderete et al., 1986). T.
vaginalis provoca la disminucién de los niveles celulares de Lactobacilli, un microorganismo de

la flora vaginal normal que mantiene el pH 4acido vaginal (Luna y Orozco, 2004).



Los trichomonatideos son organismos de metabolismo anaerobio, pues carecen de mitocondria,
citocromos y un ciclo funcional de los acidos tricarboxilicos (Noble et al.,, 1989). En el
citoplasma la energia metabolica se deriva del catabolismo de la glucosa a piruvato o succinato
a través de la via glicolitica. Se puede generar energia adicional cuando el piruvato se convierte
a acetato como resultado de una reaccidn ligada a la Coenzima A; esto ocurre en un organelo
conocido como hidrogenosoma (su nombre se debe a que su principal producto de desecho es el
hidrégeno molecular), que contiene a las enzimas responsables del metabolismo del piruvato

(Lindmark y Muller. 1973).

El metabolismo de acidos nucleicos de estos organismos es interesante, pues al parecer hay poca
o nula capacidad de sintesis de purinas de novo, y por lo tanto, los paréasitos dependen del
reciclaje de purinas y nucledsidos liberados al medio por el huésped. Debido a la carencia de
algunas vias biosintéticas de moléculas esenciales (acidos grasos, colesterol y acidos nucleicos),
la adquisicidn de nutrientes provenientes del huésped es indispensable para la supervivencia del

protozoario (Luna y Orozco, 2004).

2. 1.1 Trichomonas vaginalis: Biologia molecular

T. vaginalis existe inicamente como trofozoito flagelado y se divide de forma asexual por fisién
binaria (Vanacova et al., 2003). El tamano del genoma de 7. vaginalis se estimé, mediante
ensayos de cinética de reasociacion, como un genoma de 2.5 x 107 pb (Wang y Wang, 1985).
Su contenido genémico de G + C es de ~ 36% y tiene seis Cromosomas monocéntricos que
parecen ser haploides (Drmota y Kral, 1997). El proyecto de secuenciacién del genoma de T.
vaginalis, trabajo que se encuentra en su etapa final, estima el tamafio del genoma de T.
vaginalis entre 155 y 177 Mb (\\-\x')\-':lgr._m)rg); esta valoracion esta en desacuerdo con la

propuesta original de Wang en 1985.




La sintesis de RNA en los organismos eucariontes se lleva a cabo por tres RNA polimerasas
diferentes: La RNA polimerasa I (pol I) es la encargada de transcribir a los genes ribosomales
(cistron ribosomal), la RNA polimerasa 11 (pol II) sintetiza los RNA mensajeros (RNAm), que
son los que codifican a las proteinas celulares; finalmente, la RNA polimerasa 11 (pol IiI)

sintetiza a los RNAs pequefios, como el RNAr 58 y los RNAs de transferencia (RNAL).

En los metazoarios, pol | es resistente a altas concentraciones de o-amanitina (> 1mg/ml),
mientras que pol Il es moderadamente sensible, con un 50% de inhibicién con 50-150pg/ml de
« —amantitina; pol II es la mas sensible, pues se inhibe al 50% con 2-20pg/ml de la droga
(Lindell et al., 1970). De forma sorpresiva, la transcripcion de los RNAm de T. vaginalis es
resistente a altos niveles de o -amanitina (250ug/ml), esto parece ser resultado de una baja
conservacion de la regién de la RNA polimerasa 1] que interactia con esta droga (Vanacova et

al., 2001).

Los promotores para pol 1l en 7. vaginalis tienen una estructura bipartita con un elemento
promotor central conservado y algunos elementos reguladores localizados rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion. Lo anterior esta de acuerdo con los promotores de pol Il en otros
organismos eucariontes ( Vanacova et al., 2003). El elemento promotor conservado, el iniciador,
se ha identificado rodeando el sitio de inicio de la transcripcion de cada uno de los genes
codificadores para proteinas de T. vaginalis reconocidos hasta hoy. La proteina de union a esta

secuencia, IBP39, también se ha caracterizado (Liston et al., 2001).

Los transcritos de T. vaginalis sufren los procesamientos tipicos de los RNAm eucariontes:
capping (Vanacova et al.. 2003), poliadenilacion y splicing {Vanacova et al., 2005). Sin
embargo, en nuestro laboratorio se ha propuesto que el procesamiento del extremo 3’ de los
transcritos de 7. vaginalis tiene caracteristicas inusuales: el codén de término de la traduccion
acoplado a la senal de poliadenilacién, asi como una secuencia definida para _el sitio de corte de

los transcritos, caracteristica no descrita para otros eucariontes (Espinosa et al., 2002).



Como podemos observar, los mecanismos reguladores de la transcripcion mas estudiados en 7.
vaginalis se enfocan a la RNA polimerasa II (pol 1) y a sus productos (RNAm). Por otra parte,
en nuestro laboratorio se han hecho los primeros intentos para caracterizar al promotor de pol |
de T vaginalis al identificar su sito de inicio de la transcripeion (Lopez-Villasedor et al., 2004).
En contraste, la transcripcién por pol Il en T. vaginalis no habia sido estudiada hasta el

presente trabajo (Torres-Machorro et al. 2005).

Trichomonas vaginalis es una entidad modelo de estudio por ser un organismo eucarionte con
caracteristicas reguladoras primitivas. En los ultimos afios, el estudio de su biologia molecular
ha avanzado considerablemente: se ha logrado su transformacién transitoria y seleccionable
(Delgaditlo et al., 1997), la expresion genética inducible (Ortiz y Jhonson, 2003), asi como el

“knock- out” de algunos de sus genes (Land et al., 2004).

2.2 Ribosomas

La sintesis de proteinas codificadas en los RNA mensajeros se lleva a cabo en la maquinara de
traduccion celular, el ribosoma. Los ribosomas de 7. vaginalis exhiben ciertas caracteristicas
reminiscentes de ribosomas eubacterianos (Champney et al,, 1992) con un coeficiente de
sedimentacion de 70S, mientras que los ribosomas de los metazoarios sedimentan a 80
Svedvergs. Lo anterior invila a un estudio mas detallado de los ribosomas de 7. vaginalis, como
se hace en este trabajo al estudiar uno de sus componentes, el RNAr 5S. En esta seccion se

resumen algunas generalidades de los ribosomas.

El papel ribosomal es el de proveer un ambiente apropiado para el correcto posicionamiento del
RNAm, el RNAt y factores de traduccion durante el proceso de decodificacion, asi como
catalizar la actividad pepitidil-transferasa para la formacion de enlaces peptidicos entre los
aminoacidos codificados. Los ribosomas eucariontes tienen un coeficiente de sedimentacion de

80S y se componen de una subunidad mayor (60S) y una subunidad menor (40S). compuestas a



su vez de proteinas (~70) y RNAs ribosomales (RNAr). Los RNAr en la mayoria de los
organismos eucariontes son 18S (componente de la subunidad menor); 28S, 58S y 5S
(componentes de la subunidad mayor). En bacterias, la subunidad mayor ribosomal (50S) se
compone de dos moléculas de RNAr (5S y 23S) y ~34 proteinas; la subunidad menor (30S) esta

conformada por el RNAr 16S y ~21 proteinas (Hill et al., 1990; Garret, 1999).

La subunidad ribosomal pequeiia es responsable de la decodificacion del RNAm, mientras que

la subunidad mayor lleva a cabo las funciones cataliticas (Hill et al., 1990).

2.2.1 Sintesis de proteinas

Se han identificado tres etapas durante la sintesis de proteinas ¢ traduccion (Nelson y Cox,

2005):

1) Iniciacion: El RNAm que codifica para los polipéptidos se une a la subunidad ribosomal
pequeria y al aminoacil-tRNA iniciador. La subunidad mayor ribosomal se une después
para formar el complejo de iniciacién. El aminoacil-tRNA iniciador se acopla con el codén
del RNAm AUG, que indica el inicio del polipéptido (esto en el sitio P del ribosoma). Este
proceso requiere GTP y se promueve por las proteinas citosélicas llamadas factores de

iniciacion.

2) Elongacion: El polipéptido naciente se sintetiza por la unién covalente de aminoacidos
sucesivos, cada uno colocado en la posicidn correcta del ribosoma por su RNAt, que se
aparea con el codon correspondiente en el RNAm. La elongacién requiere de proteinas
citosolicas conocidas como factores de elongacion. La unién de cada aminoacil-tRNA y el
movimiento del ribosoma a lo largo del RNAm se Jacilita por la hidrolisis de GTP. La

elongacion a su vez se puede dividir en tres pasos:



a) Unién del aminoacil-tRNA siguiente: el aminoaciltRNA apropiado (formando un
complejo con una proteina de elongacién acoplada a GTP) se une al sitio A del complejo
de iniciacién y a continuacién se hidroliza el GTP.

b) Formacién del enlace peptidico: Se forma un enlace peptidico entre los dos aminodcidos
unidos por su tRNA a los sitios A y P del ribosoma. Esta reaccién enzimética conocida
como “peptidil-transferasa” produce un RNAt-dipeptidico en el sitio A y un RNAt
descargado (sin aminoacido) en el sitio P.

¢) Translocacién: En este paso el ribosoma se desplaza un codén hacia el extremo 3’ del
RNAm. Este movimiento lleva al anticodén del RNAt-dipeptidico (que continta unido al
segundo codén del RNAm) del sitio A del ribosoma al P, mientras que e} RNAt descargado
se mueve del sitio P al E (sito a partir del cual se libera al citosol). El tercer codén del
RNAm ahora esté en el sitio A, mientras que el segundo esta en el P. El ribosoma esta listo
para el siguiente ciclo de elongacion. La actividad anterior involucra un cambio en la
conformacion tridimensional del ribosoma que resulta en su movimiento a lo largo del

RNAm.
3) Terminacién y liberacion: El término de la cadena polipeptidica se senaliza por un codén
de terminacion en el RNAm; entonces, se libera el nuevo polipéptido sintetizado por el

ribosoma con ayuda de factores de liberacion.

La traduccidn se esquematiza en la figura I:
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Figura 1. Esquema de la sintesis de proteinas en los ribosomas 6 traduccion.
Figura obtenida de la pagina web:
http://users.rcn.com/jkimball. ma.ultranet/BiologyPages/T/Translation. html

En azul se muestra el ribosoma. S.A: sitio A.

2.3 Genes Ribosomales

Los genes que codifican a los RNAr, componentes esenciales de los ribosomas, estan fisica y
transcripcionalmente ligados, caracteristica que podria garantizar una sintesis coordinada de los
RNAr y localizar el sitio de ensamblaje de los ribosomas en la célula. Sin embargo, no hay
evidencia de que esta ligacion de genes de RNAr tenga algin papel celular en bacterias o en
eucariontes, de hecho, es comun la ocurrencia de interrupciones de estas ligaciones a lo largo de
la evolucion. En bacterias los tres RNAr canénicos (16S, 23S y 5S) se co-transcriben a partir de

un operdn. En contraste. en eucariontes los RNAr 18S. 5.8S v 288 se codifican v co-transcriben




en una unidad génica conocida como cistron ribosomal (transcrita por pol I), mientras que el
RNAr 35S generalmente se localiza en un locus separado y se transcribe por una RNA

polimerasa distinta: RNA polimerasa Il (Mandal, 1984; Figura 2).
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Figura 2. Esqucma general del cistron ribosomal eucarionte y sus transcritos. Este locus se transcribe por
RNA polimerasa I para sintetizar una sola molécula de RNA (pre-RNAT) que serd procesada y modificada
para dar origen a los RNAr maduros. El RNAr 58 se codifica en otro locus y se transcribe por pol IH.
Figura obtenida de Raska et al., 2004.

2.3.1 Unidad transcripcional mayor del RNAr (Cistrén ribosomal 6 DNAr

Los genes de RNAr (rDNA) tienen una organizacion repetida en tandem (cabeza-cola) de
unidades transcripcionales de pre-RNAr separadas por espaciadores no transcritos (NTS). La
unidad de pre-RNAr (cistron ribosomal) contiene las secuencias codificadoras correspondientes
a las moléculas maduras de 18S, 5.8S y 28S (o sus equivalentes), ademas de las secuencias de
los espaciadores transcritos externos e internos que se transcriben como parte de 1a molécula de
pre-RNATr, pero que s¢ pierden durante la maduracion. Una unidad transcripcional con su NTS

adyacente constituyen una unidad repetida de DNAr (Mandal, 1984). La longitud de esta



unidad varia de ~10kb en levadura (Klootwijk et al., 1978) hasta ~40kb en mamiferos (Wellauer

y David, 1973).

La transcripcion del rDNA se lleva a cabo por la RNA polimerasa I en un sito discreto del
nucleo (el nucleolo), donde también se llevan a cabo la maduracion de los RNAr y la biogénesis

ribosomal (Raska et al., 2004).

Los cistrones ribosomales estan reiterados en el genoma de todos los organismos eucariontes.
Existen grandes variaciones en el nimero de genes de RNAr entre especies lejanas, pero
también entre especies relacionadas e incluso entre diferentes cepas de la misma especie (ver

Discusion).

En la mayoria de los eucariontes la agrupacion de genes de RNAr se localiza en sitios
especificos en uno o varios cromosomas: en levadura, la mayoria de los genes ribosomales se
agrupan en un solo cromosoma; en Drosophila, se encuentran en los dos cromosomas sexuales
(Ashburner y Novitsky, 1976), mientras que en el hombre se distribuyen en 5 cromosomas
(Henderson et al., 1972). Por lo tanto, existe una enorme variacion en la localizacion y el

numero de sitios cromosomales de los genes de RNAr a través de la evolucién.

En algunos organismos, existen copias extra-cromosomales de DNAr. Se han documentado
grandes cantidades de DNAr extra-cromosomal en los ovocitos de anfibios, peces e insectos:
algunos eucariontes unicelulares también poseen esta caracteristica, como por ejemplo,
Dictyostelium discoideum (Cockburn et al., 1978) y Tetrahymena (Karrer y Gall, 1976). La
produccion de copias extra de DNAr es resultado de la replicacion diferencial de estos genes en

demanda de una alta produccion de ribosomas.

2.3.1.1 Promotores del DNAr




La transcripcién por RNA polimerasa | exhibe una actividad especie-especifica, aunque esta
caracteristica no es absoluta. El promotor se localiza casi completamente en la region
espaciadora no transcrita (NTS) entre las unidades transcritas. En la region de 50pb rio arriba
del sito de tniciacion (+1) habitualmente se encuentra el promotor central, necesario y suficiente
para la iniciacion de la transcripcion basal de la mayoria de los organismos (Paule y White,

2000).

Generalmente, elementos y factores adicionales ayudan a ensamblar y a estabilizar al complejo
formado en el promotor central. Un elemento clave es el elemento promotor rio arriba (UPE),
que se extiende entre 150-200 pb rio arriba de +1 (Reeder, 1984). También existe un terminador
de la transcripcion proximal (rio arriba del UPE) que protege al promotor de polimerasas
“paseantes’” (Bateman y Paule, 1988) y promueve la remodelacion de la cromatina (Langst et al.,
1998). El resto del NTS contiene elementos que incrementan la eficiencia de transcripcion:

enhancers y promotores espaciadores {(Paule y White, 2000).

2.3.1.2 Ensamblaje del complejo de transcripcion de RNA polimerasa [

En la mayoria de los organismos, sélo pol I (posiblemente con uno o dos factores fuertemente
asociados) mas un solo factor de union al elemento promotor central son requeridos y
suficientes para iniciar la transcripcion. También puede haber interaccién con factores de union

al UPE (Paule y White, 2000).

Era generalmente asumido que el sito de terminacion de la (ranscripcidn por pol [ se encuentra
cercano a (6 dentro de) un grupo de residuos de Ts precedidos por una region de secuencia
simétrica (palindrémica), esto en analogia con los sitos de terminacién de genes procariontes y

genes eucariontes transcritos por pol 111 (Mandal. 1988). Sin embargo se ha encontrado que la
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corrida de Ts por si sola no es suficiente para la terminacion de la transcripeién por pol I, ya que
algunos factores de terminacion y/o las estructuras secundarias y terciarias del DNA alrededor
de la regién de terminacion también son importantes para este proceso. Es de particular
relevancia la proteina de unién a DNA TTF-I (en raton; Reeder y Lang, 1997) y Reblp (en
levadura; Ju et al., 1990), quien se encarga de reclutar al factor liberador que cataliza la

formacion del extremo 3’ del transcrito.

La region de secuencia simétrica (que consiste de cuatro a seis pb) antes mencionada, puede
formar una estructura de tallo-asa justo antes del sito de terminacion. Este tipo de simetria esta
presente en varios organismos, como Xenopus (Sollner-Webb y Reeder, 1979) y Drosophila

(Mandal y Dawid, 1981).

2.3.1.4 Maduracién del pre-RNAr

En el transcrito primario de pre-RNAr se llevan a cabo una sucesién de modificaciones y
reacciones de procesamiento que finalmente producen las especies maduras de RNAr 185, 5.8S
y 28S. El transcrito inmaduro sufre una serie de cortes endo y exo-nucleoliticos dirigidos a
regiones especificas del pre-RNAr por estructuras secundarias, secuencias y/o proteinas unidas

al mismo (Kressler el al., 1999).

El RNA ribosomal contiene las modificaciones de 2’-O-metilribosa y pseudouridina. Estas
modificaciones poseen un patrdn preciso en las especies maduras de RNAr que se deben a la
alta especificidad de las enzimas modificadoras de RNA dirigidas por snoRNAs (snoRNPs;

Kressler et al., 1999).

2.3.1.5 RNAr 5.8S



Uno de los productos del procesamiento del transcrito primario de pol 1 es una molécula de
RNAr de ~160b con una estructura secundaria altamente apareada, el RNAr 5.8S (Hill el al.,

1990).

Estudios de comparacién de secuencias del RNAr 23S de E. coli y el RNAr 26S de levadura
muestran 16 regiones de alta homologia. Esta comparacion también revela que el RNAr 5.8S
eucarionte es la contraparte de la region 5° terminal del RNAr 23S de E. coli (Otsuka el al.,

1983).

Existe evidencia directa de un papel funcional del RNAr 5.8S en la sintesis de proteinas:
levaduras mutantes en esta molécula no tienen efecto en la iniciacion, pero proveen evidencia de
un papel en la elongacién o terminacion de la traduccion. Las mutantes se caracterizaron por un
incremento consistente del tamafio de los poli-ribosomas, asi como niveles elevados de RNAt
asociado a ribosomas (Abou Elela et al., 1994). En otro estudio con mutantes del RNAr 5.8S,
se confirné un defecto en el ciclo de elongacion y se sugirié que el RNAr 5.8S tiene una

participacion directa en la translocacion ribosomal (Abou Elela y Nazar, 1997).

2.3.2 RNAr 5§

El RNAr 5S se encuentra virtualmente en lodos los ribosomas con excepcion de las
mitocondrias de algunos hongos, protistas y vertebrados (Gray et al., 1999). Su codificacién
gendémica generalmente es en un locus diferente al cistron ribosomal y transcrito por la RNA
polimerasa III. Tiene una longitud de ~120b. Su papel preciso en la funcién ribosomal no es
lotalmente entendido, aunque se ha sugerido que podria funcionar como transductor de senales
entre el centro peptidil-transferasa v el dominio I ribosomal, responsable de la translocacion
(Dokudovskaya et al., 1996). También se ha propuesto como determinante de la estabilidad de

la subunidad mayor (Khaitovich et al.. 1999), ademas de participar en la fidelidad traduccional



(Smith et al., 2001) y en la biogénesis ribosomal (Ammons et al., 1999), especialmente durante

los pasos finales del ensamblaje (Khaitovich y Mankin, 1999).

Todos los RNAr 58 conoctdos, derivados de eubacterias, arqueas, eucariontes y organelos, s¢
ajustan a una estructura universal, la cual puede doblarse en una estructura en forma de Y
(Wildeman y Nazar, 1982) que consiste de 5 hélices (I-V), dos asas de estructuras tallo-asa (C y

E), dos asas internas (B y D) y una region bisagra (A) (Szymanski et al., 2003. Fig. 3).
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Figura 3: Estructura secundaria general del RNAr 5S de los organismos eucariontes. En verde se
representan las posiciones donde puede haber deleciones; en rojo, donde puede haber inserciones. Las
posiciones totalmente conservadas se muestran en circulos negros con letras amarillas. A= adenina,
G= Guanina, C= Citosina, U= Uracilo, R= Purina, Y= Pirimidina, W=A6U,S=G6C, N=G A U
6 C. Figura obtenida de la pagina web: www.man.poznan.pl.58Data/

La diferencia mas notable entre el RNAr 5S bacteriano y el eucarionte es la estructura del asa
interna E. En ambos casos, las regiones 5° y 3’ de cadena sencilla (nominales) del asa, se
aparean entre si formando una estructura tridimensional bien definida compuesta de
apareamientos no canénicos. En eubacterias ambos lados del asa son iguales en longitud,

mientras que en arquea y eucariontes la porcidn 5’ es un nucledtido més larga que la 3, lo que



resulta en la asimetria de un solo nucleétido (Szymansky et al., 2003). El asa E es Ia unica
region que hace contacto significativo RNA-RNA con la hélice 38 del RNAr 23S (Nissen et al.,

2001).

En la hélice I existen algunos apareamientos no canonicos G-U estabilizados por tres moléculas
de agua (Betzel et al., 1994). La hélice IV también presenta este tipo de apareamientos, de
manera conjunta con una concentracion de apareamientos G-C (Szymansky et al., 2003). La
acumulacién de apareamientos G-C y G-U en estas regiones de doble hélice puede relacionarse
con el requerimiento de estabilidad y flexibilidad en la estructura del RNAr 5S (Delihas et al.,

1984).

2.3.2.1 Promotores vy transcripcion por la RNA polimerasa [11

La RNA polimerasa III se encarga de la transcripcion de RNAs estructurales o cataliticos, que
como regla, son de longitud menor a 400pb. Este limite de longitud esta de acuerdo con las
propiedades de la elongacion de RNA polimerasa IiI que reconoce una simple corrida de Ts

como sefial de terminacion (Schramm y Hernandez, 2002).

Existen 3 tipos de promotores para pol III: dos que son internos a la region codificadora y
generalmente son carentes de caja TATA (tipo | y II) y uno que es externo al gen y contiene una
caja TATA (tipo [[1). Los genes 5S tienen promotores tipo [, los RNAt tienen promotores tipo Il,
mientras que algunos RNAs pequefios poseen promotores tipo 111 (Schramm y Hernandez,

2002).

Los promotores de los genes del RNAr 35S, internos a la region codificadora, generalmente
consisten de una caja A, un elemento intermedio (JE) y una caja C. Los tres elementos
anteriores constituyen al promotor interno o region de contro! interna (ICR), reconocida por el

factor de transcripcion TFIIIA (Pieler et al., 1987, Lee et al., 1995). TIIIIA es capaz de reclutar
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al factor de transcripcion TFIIIC. TFIIIC recluta a TFIIIB, quien finalmente coloca a pol 11 en
el sito de inicio de la transcripcion (Schramum y Hernandez, 2002). La transcripcion del RNAr
5S se lleva a cabo en un sitio nuclear discreto, generalmente fuera del nucleolo (Carmo-Fonseca
et al., 2000) pero cercano a los sub-compartimentos nucleares de almacenamiento de factores de

transcripcion conocidos como Cuerpos de Cajal (Murphy et al., 2002).

El extremo 5° del RNAr 5S maduro corresponde al del transcrito primario, mientras que 7 a 13
nucleétidos del extremo 3’ son procesados por medio de una exonucleasa (Kressler el al., 1999).
El procesamiento podria delimitarse por la estructura secundaria de la molécula del RNAr 58S,

en especial por la hélice I (Lee y Nazar, 1997).

2.3.2.2 Interacciones proteicas del RNAT 5S

El RNAr 5S de eubacterias se asocia con tres proteinas ribosomales: L5, L18 y L25. Los
ribosomas eucariontes presentan a un RNAr 5S asociado con una proteina: L3 en Xenopus y
Saccharomyces, 6 LS en rata.  Asi se forma la particula ribonucleoproteica 5S-RNP.  La
asociacion del RNAr 5S con proteinas puede promover cambios conformacionales del RNAr 5S

(Delihas et al., 1984 y Barciszewska et al., 2001).

Después de la transcripeion, el RNAr 5S se exporta al citoplasma formando un complejo con
TFIHA (7S-RNP), luego reingresa al niicleo en asociacion con la proteina ribosomal L5. El
RNAr 5S soélo puede importarse al nicleo en un complejo con LS, lo que asegura una
estequiomelria correcta entre el RNA y esta proteina ribosomal. La hélice Il y el asa C del

RNAT 58 son los blancos de union de la proteina LS (Szymansky et al., 2003).

En los eucariontes, la biosintesis del RNAr 5SS depende de Ta unidn del factor de transcripcion
TFIIIA a la region de control interno del gen del RNAr 5S. En los ovocitos de Xenopus, TFIIIA

se encuentra en un complejo con el RNAr 5§ (7S-RNP) y sirve como particula de

22



almacenamiento del RNAr 5S (Barciszewska et al., 2001). Una caracteristica unica de TFIIIA
es su habilidad para reconocer especificamente al promotor del gen del RNAr 58 asi como a su
producto de transcripcion, el RNAr 5S maduro (Cassiday y Maher, 2002). El factor de
transcripeion TFIIIA se compone de 9 dedos de zinc que son los encargados de la unién a DNA
y a RNAr (Lu et al,, 2003). Los primeros tres dedos (1-3) se encargan de la union al DNA
(Nolte el al., 1998), mientras que los dedos centrales (4-7) son responsables de la unién al RNAr

5S (Clemens et al., 1993).

En Xenopus, aproximadamente la mitad del RNAr 5S del ovocito esta asociado con TFIIJA. La
otra mitad estd presente en la forma de 42S RNP (¢ tesaurisomas) que es una forma de
almacenamiento masivo del RNAr 5S. Los tesaurisomas consisten de dos proteinas: p50

(tesaurina) y p43 (tesaruina b) (Szymansky et al., 2003).

3. Antecedentes

En nuestro laboratorio se ha trabajado con genes ribosomales y se han estudiado algunas
caracteristicas del Cistrén Ribosomal (CR) de Trichomonas vaginalis, en el cual se codifican los
RNAr 16S-like (titulo debido a su similitud con el RNAx 16S de E. coli), 5.8S (RNAr pequefio)
y 28S. Otro RNAr pequefio que no se codifica en el CR es el RNAr 5S, el cual no se habia

estudiado en este organismo.

Los primeros intentos realizados en nuestro laboratorio para identificar al RNAr 5S de T.
vaginalis fueron utilizando metodologias basicas de biologia molecular: un ensayo de Southern
blot genémico de Trichomonas vaginalis utilizando una sonda heteréloga {(gen del RNAr 5S de
Trypanosoma cruzi) no presento sefial. Otros intentos exhibieron resultados inesperados: cuando
se separan las moléculas de RNA en un gel de acrilamida al 4%/Urea 7M se observan 3 bandas

bien definidas (Fig. 4): una de ~160b, otra de ~120b y una de ~70b (en donde migran las
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moléculas de RNAt). Por su tamafio y alta concentracién, se asumié que la banda de ~160b
correspondia al RNAr 5.8S, mientras que la de ~120b correspondia al RNAr 5S. Para
comprobar esto y estudiar al RNAr 58, estas moléculas se purificaron del gel por medio de

elusion y se utilizaron en diversos ensayos.

RNA de aito
peso
molecular

~160b -

~120b _

~80b -

Figura 4. RNA de T. vaginalis separado en un gel de acrilamida
4%/Ureca 7M que scpara las moléculas pequenas de RNA, tefitdo con
bromuro de ctidio. T: RNA total de 7. vaginalis, sc obscrvan tres bandas
de ~160. ~120 y ~80b. Las bandas anteriores se purificaron (por elusion)
y se corricron por separado en el gel. Carril 1: Banda de ~160b (RNAr
5.8S), 2: Banda de ~120b y 3: Banda de ~70b (RNA1).

Se comenzo6 por obtener cDNA a partir de la banda de ~120b purificada del gel de acrilamida,
utilizando oligonucledtidos aleatorios (random primer). Este ¢cDNA se utilizd directamente
como sonda (homéloga) en un Southern blot gendmico de Trichomonas vaginalis; en dicho
ensayo se obtuvo sefial a la altura de 6 kb. El fragmento de 6kb se cloné y secuencid,
encontrando que correspondia al cistrén ribosomal de 7. vaginalis. La misma sonda (cDNA de

la banda de ~120b) se utilizé en ensayos de “Dot blot” con las bandas del RNAr de ~120 y
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~160b purificadas de geles de acrilamida y fijadas en membranas de nylon; en estos ensayos se
obtuvo hibridacién para las dos bandas. Todos los ensayos se repitieron con una sonda de
cDNA obtenida a partir de la banda de ~160b purificada del gel de acrilamida (RNAr 5.8S),

obteniendo los mismos resultados que con la primera sonda.

Los resultados de los experimentos anteriores (realizados por la Dra. Ma. Elizbeth Alvarez
Séanchez) indicaban la presencia de una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S en
las bandas de ~120 y ~160b de} RNA total de T. vaginalis, mientras que con esta metodologia

no se encontraron indicios sobre la presencia de un RNAr 5S tipico en I. vaginalis.
M1 trabajo de licenciatura abordo este problema con la siguiente hipdtesis:
4. Hipétesis:

* Trichomonas vaginalis carece de un RNAr 58S tipico y posee dos tipos de RNAr 5.8S que

migran a la altura de ~160 y ~120b en geles desnaturalizantes de acrilamida.

5. Objetivos

Confirmar la presencia del RNAr 5.8S en la banda de ~120b del RNA total de 7. vaginalis y la
ausencia de un RNAr 5S candnico en este organismo. Sugerir Jas posibles implicaciones de lo

anterior.

5.1 Objetivos particulares

1. Confirmar la presencia del RNAr 58S en la banda de ~120b por ensayos de

secuenciacion directa del RNA, RPA, “Primer extension™ y RT-PCR.



Definir si el RNAr 5.8S que migra en la banda de ~120b es corto en relacién con el RNAr
5.8S que migra en la banda de ~160b, por ensayos de RPA y “Primer extension”.

Utilizar herramientas informaticas para evaluar la presencia del gen del RNAr SS
canénico en ¢l genoma de 7. vaginalis.

En caso de identificar una secuencia con similitud al RNAr 5S canénico de 7. vaginalis,
analizarla por métodos informaticos para identificar posibles regiones reguladoras de la
transcripcion. Realizar los experimentos adecuados para confirmar su expresién y

caracteristicas moleculares.
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6. CAPITULO I. CARACTERIZACION DEL RNAr 58 DE Trichomonas vaginalis.

6.1 Introduccidn:

En este capitulo se caracterizo el gen que codifica al RNAr 5§ de T. vaginalis. Su identificacion
fue un trabajo dificil, pues los resultados preliminares de mi trabajo confirmaban lo observado

por la Dra. Alvarez durante el trabajo previo (ver Antecedentes).

Se comenzd con ensayos de proteccion a RNAsas, “primer extension” y RT-PCR. Los
resultados de los experimentos anteriores confirmaron la presencia de una molécula de
secuencia similar o igual al RNAr 5.8S en la poblacién molecular de la banda de ~120b
(Capitulos II y I1I). Ante la incapacidad de identificar experimentalmente al RNAr 5§ canénico
de T vaginalis, llegamos a pensar que no estaba presente en este organismo. De este modo,
estudiamos mas a fondo al RNAr 5.8S de T. vaginalis, pues muchas veces se utiliz6 como
control en los experimentos para identificar al RNAr 5S, ademas de que era un buen candidato
para sustituir la funcion molecular del RNAr 5S. Lo anterior nos ilevo a identificar tres posibles
conformaciones de la molécula ademas de otras caracteristicas que se presentan en los Capitulos

0y 1L,

Sin embargo, con una busqueda in silico en la base de datos recién liberada del proyecto de
secuenciacion del genoma de T. vaginalis, se identificd una secuencia con las caracteristicas
propias de los genes 5S eucariontes. Esta secuencia se analizé detalladamente con métodos
informaticos y se pudo identificar un posible promotor interno para RNA polimerasa I tipo 1
tipico, junto con algunos elementos reguladores putativos rio arriba y rio abajo de la region
codificadora. Lo anterior es uno de los datos mas interesantes del trabajo, pues este tipo de
promotores no se habia estudiado en Trichomonatideos, mientras que los promotores para pol [

y pol Il ya se han reportado para estos organismos. Los promotores de pol 1]l son secuencias
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internas a la region codificadora de 5S, conocidas como Regiones de Control Internas 6 ICR,

que se componen a su vez de secuencias descritas como Caja A, Elemento Intermedio y Caja C.

Posteriormente se determiné que el RNAr 5S codificado en el gen recién identificado se expresa
y migra a la altura de ~120b en geles de RNA total de T. vaginals (y por lo tanto co-migra con
una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S — ver Capitulo 1lI). También se
determiné la estructura secundaria putativa de la molécula con base en el modelo universal del

RNATr 58, asi como el nimero de copias de sus genes, que se estimé en ~200 copias por célula.

Este trabajo esta condicionalmente aceptado para su publicacion a la re\./isla “Molecular and
Biochemical Parasitology”. Consideramos que constituye una contribucion relevante a la
comunidad cientifica por la identificacién y caracterizacion del gen del RNAr 5S de T. vaginalis,
asi como la del primer promotor de RNA polimerasa IIT en Trichomonatideos. A continuacion

se presenta como tal:
THE 5S RIBOSOMAL RNA GENE IN THE EARLY DIVERGING PROTOZOA
Trichomonas vaginalis.

(El gen del RNATr 5S en el protozoario de evolucién temprana Trichomonas vaginalis).

Autores: Ana Lilia Torres-Machorro, Roberto Hernandez, Joaquin Sanchez, Imelda Lopez-

Villaserior.
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Trichomonas vaginalis is a parasitic amitochondriate protozoa, etiologic agent of
human trichomonosis.  Phylogenetic analyses based on rRNA and actin
sequences place this organism among the earlier eukaryotic branches (1-3). This
proposal is consistent with other trichomonad ribosomal features that are

reminiscent of prokaryotes (4, 5).

The typical eukaryotic ribosome is composed of ribosomal RNA (rRNA) and
proteins, organized into a large subunit (LSU, 60S) and a small subunit (SSU, 40S).
The rRNA in the SSU is 185, while the LSU contains the 28S, 5.85 and 5S type
rRNAs. The 18S, 5.85 and 285 rRNAs are generally all encoded in a ribosomal
main transcription unit and are transcribed by RNA polymerase 1. In contrast,
the 55 rRNA is transcribed by RNA polymerase 11l and is not generally linked to
the rDNA unit (6). The 55 rRNA is found in almost every organism with the
exception of some plant, fungi and protist mitochondria (7). The function of the
55 rRNA has not been entirely elucidated but it has important roles in
translational fidelity (8), ribosome biogenesis (9), peptidil-transferase activity and

LSU stability (10).

In trichomonads the sedimentation coefficient of ribosomes is 705 (4) and the
ribosomal SSU and 5.85 RNAs are smaller than in a typical eukaryote, thus
trichomonads ribosomes have features of eubacterial ribosomes (5). How far this
eubacteria-like nature of trichomonads ribosomes extends is not yet known. The
most recent studies on the trichomonad ribosome have focused on the rDNA unit
(5, 11) and little is known about structural similarity of the various rRNAs or

their transcriptional signals. Of especial interest is the analysis of the genomic
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organization and type of RNA polymerase involved in transcription of each of

the rRNA species.

The aim of this work was to characterize the T. wvaginalis 55 rRNA gene to
determine its relatedness, in nucleotide sequence and in potential folding, to
eukaryotic and bacterial 55 rRNAs. We also aimed at finding whether the 55
rRNA gene possessed a potential RNA polymerase IIl promoter. The latter was
of particular interest because although RNA polymerase [ and RNA polymerase
II promoters for T. vaginalis have been documented (11, 12), no RNA polymerase

III promoter has yet been identified in this early diverging organism.

Our initial but unsuccessful approach to identify the 55 rRNA gene in T. vaginalis
involved biochemical and molecular biology techniques (13). During this time
the partially assembled sequence for the T. vaginalis genome became accessible at
The T. vaginalis genome sequence project (The Institute for Genomic Research,

www tigroorg/tdb/e2k1/tvg ). Aninsilico search for the 55 rRNA gene was then

carried out using the Blast program incorporated in the web page. Various 55
rRNA sequences from prokaryotic and eukaryotic organisms were used as
probes (14). Blast search parameters were modified to reduce stringency. In this
way about 30 contigs of the T. vaginalis genome were identified which contained
potential 55 rRNA related sequences. Among these, two different repeated
sequences (of 334 and 335 bases each) were identified and selected for further in
silico analysis. In each repeat sequence a putative 55 rRNA coding region of 118
bp within a conserved region of 234 bp was found. The remaining intergenic
region (101 bases) varied 39% between the two repeats (see Fig. 1A). The

putative 5" and 3’ ends of the mature T. vaginalis 55 rRNA molecule were i silico
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assigned by alignment with 55 rRNA sequences and secondary structures from
organisms of different phylogenetic groups (not shown). The rRNA gene
sequence was experimentally confirmed in our laboratory by PCR amplification
and sequencing of the cloned fragments (GenBank DQ029070) (see figure legend

of Figure 2).

A further in silico analysis revealed a potential RNA polymerase Il type I
promoter within the T. vaginalis 55 rRNA gene (Fig. 1A). In this sequence,
several putative promoter elements were identified; of special relevance was the
presence of homologues to the Intermediate Element [IE: 5'-
(C/G)NN(G/ A)G/A)N-3] and to the Box A [5-
N(G/CHC/THC/T)AANCNNNNNNN-3'] and Box C [5-
NNG(G/A)TGGGNG(T/A)CCN(C/T)NNG-3] of the Internal Control Region
(ICR) (15). The ICR has been identified as the binding site for transcription factor
TFIIIA (16). In addition, we identified putative upstream regulatory elements
similar to the start site element (sse: 5-AAACTATC-3’) and the upstream
promoter element (upe:.5’—TGCG—3’) from Saccharonyces cerevisine. These motifs
are involved in gene expression efficiency and have been shown to interact with
transcription factor TFIIIB (17). Other sequence features found in the 55 rRNA
gene from T. vaginalis which appear to be phylogenetically conserved among
species include an A+T rich region at nucleotide -32 (TATA-like sequence), a
G+Crich region centered at nucleotide -13 and a cytidylic acid residue at position

-1 (17) (Fig 1A).

RNA polymerase Il efficient transcription is highly dependent on proper

termination (18). A four or more T residues cluster surrounded by GC-rich
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sequences has been described as a signal to terminate transcription by RNA
polymerase III (19). This run of Ts can contribute to initiation and reinitiation
efficiency and may play a role in RNA polymerase recycling. In higher
eukaryotes some protein factors, such as NF1, have been implicated in accurate
termination and RNA polymerase III recycling (20). In this context the T.
vaginalis 55 tRNA gene possesses two contiguous runs of 5 Ts (positions +119
and +126, immediately downstream from the last proposed coded base) that
could function as termination elements (Fig. 1A). Furthermore, we noted a
palindromic sequence at position +135 which can be in silico folded into a 10nt
hairpin structure of high thermodynamic stability (dG = -13.0 kcal/mol) (Fig. 1A
and 1C). Within this palindromic sequence we distinguished a sequence that
resembles a NF1 binding site [3-YTGGCANNNTGCCAR-3'] (20). The
functionality of the putative regulatory elements mentioned above remains to be

determined and is a current topic of study in our laboratory.

In most cases the 55 rRNA molecule has a well-conserved sequence and
secondary structure. Regardless of its origin, this molecule can be folded into a Y
shaped structure (21) consisting of five helices (I-V), two hairpin loops (C and E),
two internal loops (B and D) and a hinge region (A), organized in a three helix
junction (10). The 5 end of the mature 55 rRNA corresponds to that of the
primary transcript (see 22 for review) while the 3’end undergoes a maturation
process driven by an exonuclease trimming and controlled by the structure of
helix I. This process can remove up to 13 extra nucleotides (23). Using Zuker’s
mfold  software  for  prediction of RNA  secondary  structure
(http:/ fwww bioinfo.rpicdu./applications/ mfold/old /rna) (24,  25)  the

proposed T. vaginalis mature 55 rRN A was folded in accordance with the current
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structure and maturation models just described (Fig. 1B). In this representation
two important eukaryotic domains were noted: the stretches of conserved
sequence -A-G-U-A-78, and -G-A-A-102 (21). Both domains are the most
important Loop E constituents (characteristic of eukaryotic 55 rRNAs) involved
in non-canonical base pairing (26) and RNA-RNA contact with the LSU rRNA
(10). Therefore the T. vaginalis hypothetical 55 rRNA model fits well with
existing structural models. It is worth to point out the remarkable amount of
information contained in the 55 rRNA sequence that operates at two levels: a) 55
rRNA gene transcription regulation by RNA polymerase IIl and b) biological
function of the transcribed sequence during ribosome biogenesis and the

translation process.

In order to relate the 55 rRNA gene to its transcribed product, total T. vaginalis
RNA was electrophoresed in 7M urea 4% acrylamide gels. Three well defined
bands of about 160, 120 and 80 bases were resolved which can be presumed to be
the 5.85 rRNA (~160 b), the 55 rRNA (~120 b) and the tRNA population (~80 b)
(Fig. 2A). A dot blot hybridization with RNA purified from the ~160b, ~120b and
~80b bands clearly established that the ~120b RNA band contains the 55 rRNA

sequence (Fig. 2B).

The gene copy number of the 55 rRNA may vary widely in eukaryotes. It
has been reported that this gene is often encoded in tandeny arrays of about 250
copies in C. fasciculata (27), about 1600 copies in Trypanosoma cruzi (13) and about
20 000 copies in the Xenopus oocyte (28). The genomic organization of the T.
vaginalis 55 tRNA gene was analyzed by Southern blot of T. vaginalis DNA

partially digested with Smm 1, (which cuts once in the 55 rRNA gene) and a 55
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rRNA RT-PCR fragment as probe (Fig. 2C). The ladder-like bands of
hybridization evidence a tandem array of the 55 rRNA gene, encoded in repeats
of about 335 bp. In order to estimate the gene copy number of the 55 rRNA a
comparative quantitative hybridization assay was performed (Fig. 2C), which
indicated about 200 copies of the 55 rRNA gene. This result was further
validated by slot blot hybridization, which rendered very similar values (data not

shown).

In conclusion, we have identified and characterized the 55 rRNA gene from T.
vaginalis and shown that it resembles other eukaryotic 55 rRNAs, both in
sequence and in the predicted secondary structure of the mature 55 rRNA
molecule. The proposed regulatory elements for this sequence include an RNA
polymerase 111 internal promoter and transcription termination motifs. To our
knowledge this is the first potential RNA polymerase 11l promoter identified in

trichomonatids.
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Figure 1A

A

upe sse
-33 —A —A -1 Fb
TATTGTGAAG AAtgtgTGTC GaacaatcCT TTCGAAGCGG CCACACCCGG C

Box A IE +74
CCAGCTCCAC TCCGAACCTG GAAATTAAGC AGTCGCGGGC CACATCAGTA C

...Box C +118 +135
CGACTTCCCG GGAACGTGCG GTGCTTGCTT (QUTTTTCIT TTIGCGCGGT G

TGGCAACAT

Box C ..
TGGGCTGGG

CAGGGCTAT

TGCCCTGCAC CAATACTACA CTCTACACCT ATGTTTGTCC CTGCTAAAAC T
— - =
TTTGATATTT TTAATTTTTT ATAAAAATTT CAAAATTAAA CAAAATTTTC A

GGTGTTCCGC AGTAGGAATT TGAGAGGAAT TGTGC

CTTGTATAA

GCAGAGAGT

A. T vaginalis 55 rRNA gene and putative RNA polymerase III promoter

elements within the coding region. The non-template chain is shown. The

three

conserved upstream regions of 5S RN A genes are denoted in bold (an A+T rich

element at position -32, G+C rich region at -13 and a C at -1) (17). The proposed

first transcribed base (G) is marked with an empty-head arrow and the putative

last nucleotide of the mature molecule is shown circled (C in position +118) (17).

Small caps correspond to sequences similar to the Saccharonnyces cerevisiae

upstream promoter element (upe: 5-TGCG-3") and start site element (sse: 5'-

AACTATC-3") (17). Underlined sequences correspond to the putative
polymerase 1l type [ internal control region (ICR): Box A
N(G/C)C/THC/T)AANCNNNNNNN-3'], intermediate element [IE:
(C/G)NN(G/ A)G/A)N-3"] and Box C

NNG(G/ATGGGNG(T/A)CCN(C/T)NNG-3']  (15).  The -AGUA-

RNA
(5-
5
[5-

motif

characteristic of eukaryotic 55 rRNA corresponds to positions +74 to +77. Empty

boxes reckon T-runs as putative termination sequences (19). Black-head arrows

indicate a palindromic sequence and, within this and in italics, a sequence si

to the nuclear factor 1 (NF1) binding site (5-YTGGCANNNTGCCAR-3')

milar

(20).
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The first 234 bases were conserved between the two T. vaginalis 55 rRNA genes

identified, while the remaining 101 bases varied 39% (not shown).

Figure 1B

B. Predicted mature T. vaginalis 55 rRNA secondary structure. Helixes are

denoted by roman numerals and loops are named by capital letters. dG of the

secondary structure = -33.1 kcal/mol.
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Figure 1C.
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C. Predicted secondary structure of the hairpin formed with the palindromic
sequence (positions +135 to +158) present in the T. vaginalis 55 rRNA gene. dG =
-13.0 kecal/mol.  The sequences were folded with Zuker's mfold software

(http:/ /www bioinfo.rpi.edu. /applications/ miold /old /rna).




Figure 2

A B
High mw —
RNA ~160 b
~160b — ~120 b
~120b — _
~80b — ~80b | |
T. vaginalis genomic 535 rRNA
C DNA / Sma | RT-PCR product
A A
~ 7 ™

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1N

5n —
4n —
3n—

2n—| &=

335bp (n) — | QS @ -

o®e - —120bp

Figure 2. Genomic organization of the T. vaginalis 55 rRNA gene and its relation

with a transcribed molecule.

A. Total RNA was extracted from T. vaginalis strain CNCD 147 as previously
reported (29) and was electrophoresed in a 4% polyacrilamide 7M urea gel.
Three small-size RNA fragments of about 160, 120 and 80 bases were clearly

separated (lane T). These individual bands were cut and the RNA was efuted in
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0.3% SDS, 0.14M NaCl, 0.05 M sodium acetate pH=5.2, during 4 hours at 37°C.
The recovered material was electrophoresed to verify pureness (lane 1: ~160b
RNA; lane 2: ~120b RNA; lane 3: ~80b RNA). Trypanosoma cruzi small rRNAs

were used as molecular weight markers (30).

B. Dot-blot hybridization of the T. vaginalis small RNA molecules. 2 pg of the
purified T. vaginalis small-size RNAs were spotted on a nylon membrane and
hybridized with a 55 rRNA specific probe. The hybridization signal shows that
the ~120b RNA fragment is related to the 35 rRNA sequence. The 55 rRNA
specific probe was generated as follows: a 215 bp PCR fragment was amplified
from T. wvaginalis DNA using the following oligonucleotides: 551
5'CGAACAATCCTTTCGAAGCGS and 55-2:
S"AAGAGTTTITAGCAGGGACAA3Z . The 215 bp PCR product was cloned and
sequenced. As a control, a northern blot was performed using total T. vaginalis
RNA separated in an agarose gel, as previously reported (29). The only
hybridization signal obtained with the 55 probe was with a band of about 120

bases among the small RNA species (data not shown).

C. 55 gene organization and reiteration. This approach was performed as
previously described (5) with slight modifications. Briefly, genomic DNA from T.
vaginalis partially digested with Smal (which cuts only once per 55 repeat) was
separated on a 0.8% agarose gel (lanes 1-3: 750, 375, 200, 100 and 50 ng
respectively). Decreasing amounts of a 55 rRNA RT-PCR product were loaded
on the same gel (lanes 6-11: 0.37, 0.186, 0.046, 0.0232 and 0.0116ng). This 116b 55
rRNA RT-PCR product represents one 55 rRNA copv and was obtained with

oligonucleotides  55-F: 5 AAGCGGCCACACCCGGCTGGY  and  55R:

40



5" AAGCAAGCACCGCACGTTCC3 using the TermoScript Reverse Transcriptase
(Invitrogene) for the synthesis of the ¢cDNA strand and the purified 55 rRNA
molecule as the template. The PCR amplified product was cloned and sequenced.
A Southern assay was performed as described (31) using ammonium acetate as
transfer buffer (32). The 55 rRNA RT-PCR fragment was radioactively labeled
and used as probe. The hybridized blot was scanned with the Molecular Imager
FX system/Quantity One software (Bio Rad). A lineal correlation was obtained
between the DNA concentration and the radioactive counts for each band: for
example, the hybridization signal in 87.9 ng of total DNA is the same as in 0.059
ng of the single copy 55 RT-PCR fragment (data not shown). These data indicate
that the 55 rRNA gene is present in about 200 copies in the T. vaginalis genome, if

a value of 2.5 X 107 bp is assumed as the size of the T. vaginalis genome (33).
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7. CAPITULO II. CARACTERIZACION DEL RNAr 5.8S DE Trichomonas vaginalis

7. 1 Introduccién:

Como se indica en el capitulo 1. los primeros experimentos dirigidos a la identificacion del
RNAr 5S de T. vaginalis indicaban la presencia de una molécula similar o igual al RNAr 5.8S
en la banda de RNA de ~120b. sin rastro del RNAr 5S que se buscaba. Los ensayos de
secuenciacion directa del RNA v de “primer extension” estaban dirigidos al estudio del RNAr
5S, mientras que el RNAr 5.8S solo se utilizaba como control. Los resultados no presentaban
senal de un RNAr 58S tipico, mientras que eran claros para el RNAr 5.8S control. confirmando
algunas caracteristicas ya descritas para dicha molécula en la banda de ~160b. En este capitulo
se presentan los datos que se obtuvieron para el RNAr 5.8S mientras se intentaba caracterizar al
RNAr 55, ademas se describen otras caracteristicas que se estudiaron de manera particular para
el RNAr 5.8S (estructura secundaria, conformactones estructurales alternativas y numero de
copias génicas) para asi tener una nocién mas actual de la composicion ribosomal del organismo

de escala evolutiva temprana T vaginalis.

En nuestro laboratorio se clond y secuencié una copia del Cistron Ribosomal (CR) de
Trichomonas vaginalis (clona p921). E! Cistrén Ribosomal codifica a las moléculas de RNAr
16S-like, 5.8S y 28S de T. vaginalis; estas se sintetizan en un solo transcrito mediante la RNA
polimerasa | (Mandal, 1984). Dicho producto de la transcripcion se procesa por cortes endo y
exo-nucleoliticos, se modifica por metilacién y pseudo-uridilacién para dar origen a los RNAr

maduros: 16S, 5.8S y 28S (Kressler el al., 1999).

El RNAr 5.8S es una molécula de estructura secundaria compleja, con ~ 160 nt de longitud, que
forma parte de la subunidad mayor ribosomal eucarionte (Hill et al., 1990). Su funcién
principal parece ser la translocacion ribosomal durante la traduccion (Abou Elela y Nazar,

1997): este proceso involucra un cambio en la conformacién tridimensional del nbosoma que
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resulta en su movimiento a lo largo del RNAm después de la formacién de cada enlace

peptidico (Nelson y Cox, 2005).

7. 2 Metodologia y resultados:

7.2.]1 Secuenciacion directa del RNAr 5.8S

La secuenciacion directa de las bandas de RNAr de ~120 y ~160b fue la primera estrategia
para tratar de identificar al RNAr 58 de T. vaginalis, molécula que no se habia podido

identificar en ensayos previos (ver Antecedentes).

Esta metodologia se basa en la digestion parcial de las moléculas de RNAr (purificadas y
marcadas radiactivamente en su extremo 5’) con la RNasa especifica: RNasa T1 que corta antes
de Guanina (G). La separacion de esta digestion parcial en un gel de secuencia indica la

secuencia de Gs de la molécula marcada.

La metodologia anterior se aplicé a las moléculas de RNAr que migran a la altura de ~]20 y
~160b en geles desnaturalizantes de acrilamida, esperando obtener la secuencia de Gs del
RNAr 5.8S en la banda de ~160b y del RNAr 5S en la banda de ~120b. Lo anterior no resulté
como se esperaba, pues aunque con la banda de ~160b se obtuvo la secuencia del RNAr 5.8S.
con la banda de 120b no se obtuvo ninguna sefial (razén por la cual este dato no se muestra, ver
Discusidén). A continuacién se muestra la obtencion de la secuencia de Gs del RNAr 5.85 de T.
vaginalis, resultado que confirma la reportada por secuenciacion del cistron ribosomal de T.

vaginalis.

Para esta metodologia se¢ extrajo RNA total de Trichomonas vaginalis (Ver seccion 11,

Protocolo A} y se separd en un gel preparativo de acrilamida 4%/Urea 7M. Se cortaron las
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bandas de RNAr de ~160 b y de ~120b, se eluyeron y se precipitaron (Protocolo B). Se
comprobaron su pureza y concentracién en un gel de acrilamida (Fig. 5) y por absorbancia a

260/280 nm (Tabla I. Protocolo B, paso 11).

~|60b S ~160b

~120b

~80b

Figura 5. RNA total de 7. vaginalis y
purificacion de [a banda de ~160b. A: RNA
Total de T. vaginalis separado en gel de
acrilamida 4%/Urca 7M, tedido con Bromuro
de Etdio-DEPC. B: Banda de ~160b
purificada por elusion del gel (A) y separada
en un gel de iguales condicioncs que el

anterior,
Muestra Abs 260 Abs 280 260/280 concentracion
5.8525.11.03 0.073 0.059 13 1.46 pg/ip!

Tabla I. Determinacion de la concentracion y pureza del RNAr 5.8S (purificado) con
base en su absorbancia a 260/280nm. El valor dc la absorbancia a 260nm multiplicado
por 40 y dividido entre 2 (nimero de pl cuantificados) corresponde a la concentracion
de la muestra en pg/ul. La tasa dc absorbancias 260/280 corresponde al valor de purcza
de la muestra, que es mis pura entre mas se acerque a |.6.
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Una vez que se purificé el RNAr 5.88, se desfosforilaron 250 pmoles de extremos 5° del RNAr
5.8S utilizando la fosfatasa alcalina de becerro CIAP (Protocolo C). El RNA desfosforilado se
fosforilé con P en el extremo 5’ utilizando el kit “RTS T4 Kinase Labeling System”
(Protocolo D), el cual utiliza a la cinasa T4 para transferir el fésforo vy del +-P** ATP al extremo
5 desfosforilado de las moléculas de RNAr. Se utilizaron 25 pmoles de ¥-P*2 ATP para

fosforilar 250 pmoles de extremos 5° del RNAr 5.8S.

El! RNAr 5.8S marcado radiactivamente en su extremo 5 (*5.8S) y desnaturalizado por
temperatura (50°C) se sometié a una reaccion de digestion parcial con la RNasa T1 del kit de
secuenciacion de RNA Ambion (Protocolo E), la cual corta especificamente RNA de cadena

sencilla antes de Guaninas (Gs). Las reacciones llevadas a cabo fueron las siguientes:

a) Control : Reaccion de secuenciacion de 200 ng de *5.8S sin RNasa T1

b) TI lu: Reaccién de secuenciacion de 200 ng de *5.8S con Ju de RNasa T1

¢) TI1 0.1u: Reaccién de secuenciacion de 200 ng de 5.8S con 0.1 u de RNasa Tl

d) Hidrdlisis alcalina: Digestion parcial inespecifica del *5.8S utilizando un buffer alcalino
a alta temperatura (95°C durante 2-8 minutos) para obtener una escalera de bandas

como referencia para identificar las posiciones relativas de las Gs en el 5.8S.
Los productos de las reacciones anteriores se separaron en un gel de secuencia (acrilamida

10%/Urea 7M- Protocolo F). Posteriormente el gel se expuso a una placa de rayos X por 2 dias

y se revelod. (Fig. 6)
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Figura 6. Secuencia directa del RNAr 5.8S de Trichomonas
vaginalis. Las digestiones se separaron en un gel dc
acrilamida 10%/Urea 7M (Protocolo F). A: Hidrolisis
alcalina del RNAr *5.8S. B: Digestién T1 0.1u del RNAr
*5.8S (La digestion Tl lu no se muestra porque no se
observo serial debido a la digestion completa de la molécula).
C: Control del RNAr *5.8S sin RNasa T1.

Hidrolisis
alcalina

RNasa Tl

585 | s8s

Con este experimento se obtuvo una secuencia parcial de Gs del RNAr 5.8S, esto debido a que
los extremos de la molécula no pudieron resolverse en el gel de secuencia. Esta secuencia se
comparé con la secuencia del RNAr 5.8S de T vaginalis obtenida en nuestro grupo a partir de
una clona genémica del CR. Se obtuvo un alineamiento perfecto del nucledtido 16 al 153 (Fig. 7)

con base en los extremos putativos del RNAr 5.85 maduro.
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1 AAGTCTCTAA GCAATGGATG TCTTGGCTCC TCACACGATG AAGAACGTGG CATAATGTGT
61 TAAGTAACCG GAGTTGCAAA CATCATGACA GGTTAATCTT TGAATGCAAA TTGCGCTAAA
= [SIS -5 - - o i .

121 CTCGATCTCG GTCGAGAAGC ATGGGTGTGA CAGTACTACA TC

Figura 7. Alineamiento de la secuencia del RNAr 5.8S de Trichomonas vaginalis obtenida con
anterioridad en este laboratorio con la lograda directamente a partir de la digestion parcial del RNAr
*5.8S con la RNasa T1 (Figura 2). La base que varia entre las copias génicas del RNAr 5.8S se observa
subrayada; este cambio corresponde a una T en vez de la G en la posicion 124.

La secuencia directa del RNAr 58 no se pudo obtener, lo que nos sugirié una estructura
secundaria compleja que restringe el acceso de la cinasa al extremo 5 de la molécula, aun
cuando la molécula se desnaturaliza a 50°C antes de tratarse con la cinasa. La estructura
secundaria compleja de la molécula se confirmo mas adelante (capitulo I), cuando finalmente se
pudo obtener ¢cDNA del RNAr 5S utilizando una transcriptasa reversa resistente a alta

temperatura, y por lo tanto, capaz de desdoblar estructuras secundarias complejas.

7.2.2 Identificacion del extremo 5° del RNAr 5.8S maduro — “Primer extension”

El ensayo de “primer extension™ se utilizd para confirmar la presencia de una molécula de
secuencia sinmifar o igual al RNAr 5.8S en la banda de ~120b y para estudiar si esta molécula
era corta en refacién al RNAr 5.8S de la banda de ~160b, como se espera de una molécula que
migra mas rapido en geles desnaturalizantes de acrilamida. En este momento del estudio se
sospechaba que el RNAr 5S canénico de 7. vaginalis no estaba presente y que un RNAr de

secuencia similar al RNAr 5.8S, pero mas corto, ocupaba su lugar en la banda de ~120b.
El ensayo confirmé la presencia de una molécula de secuencia similar al RNAr 5.8S en la banda

de ~120b, pero de forma sorpresiva esta molécula no era mas corta en comparacién con el

RNAr 5.8S, de hecho tenian el mismo tamario, resultado que se describe mas a detalle en el
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capitulo III seccién 8.2.2. item el extremo 5° del RNAr 5.8S sc habia descrito de forma teérica

mediante la comparacion de secuencias, mientras que aqui se demuestra de forma experimental.

El “primer extension” se basa en el alincamiemto de un oligonucleStido (marcado
radiactivamente en su extremo 35°) con el extremo 3’ del RNAr purificado de la banda de ~120
6 ~160b, y su extension con transcriptasa reversa. El producto de extension marcado se separa
en un gel de secuencia de manera conjunta con la secuencia génica del 5.8S para identificar la
primera base del RNAr 5.8S maduro (banda de ~160b) y de la molécula de ~120b (Fig. 8,

Protocolo G).

@5‘ 3'|-_—_>

RNAr 5.8S Alineamiento de oligonuclettido

marcado con el RNAr 5.88
en 1a region del RNAr 5.8S (protocolo

H) con el producto de extensién del

RNATr 5.8S usando los oligos Emens_ibn del oligonu_cleotido
marcados mediante una reaccién de

transcripcion revessa

Gel de secuencia del cistrén ribosomal :

Figura 8. Metodologia de extensién del oligonucleotido para determinar la primera base del RNAr 5.8S
maduro.

El oligonuelestido utilizado se obtuvo a partir de la secuencia del CR obtenida en el laboratorio,
el cual alinea con el extremo 3" putativo del RNAr 5.8S. Dicho oligo se llama 58S-2 y tiene la
secuencia: 5"GATGTAGTACTGTCACAC3®. 200ng de este oligonucledtido se marcaron
radiactivamente en su extremo 5° (*58S-2) segiin ¢l protocolo de fosforilacion antes
mencionado (Protocolo D). *58S-2 se alined con el RNAr 5.8S purificado (o con €l RNAr de la
banda de ~120b) y se extendi6 utilizando la transcriptasa reversa SuperScript Il (Protocolo B),

hasta la caida de la misma (que es cuando se termina el templado, es decir, en el extremo 5° del

RNATr 5.38).



El producto de extension se separd en un gel de secuencia (Protocolo F) de manera conjunta con

la reaccién de secuencia tipo “Sanger” de la clona del CR, utilizando el mismo oligonucleétido

del “primer extension”, 58S-2 (Figura 9. Protocolo H).

123456
gL
e
=8
)
TEm
===
=
]
w B2
Primer . :E.E., Primer
extension = j extension
rNAr _ L - == RNAr
120b =i T {60b
S
Region de
extension
diferencial
Figura 9. Ensayo de “primer extension” del
RNAr 5.8S y de!l RNAr que migra a la altura de

~120b utilizando el oligonucledtido *58S-2.
Ambos e¢nsayos se corricron dc  manera
conjunta con la secuencia de DNA del gen dei
RNAr 3.8S. I: sc obscrva la extension del la
molécula dc RNAr de la banda de ~120b; los
carriles A (2), C (3), G(4) y T(5) corresponden
a la sccuencia del DNAT 5.8S. 6: extension del
RNAr 5.8S. El primer carril (1) se explica a

detalle en el capitulo 111
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En la figura 9 se observan varios paros en la extension de la cadena de DNA complementaria al
RNATr 5.85, posiblemente por la estructura secundaria compleja del templado (RNAr 5.8S). Sin
embargo, se observa un producto de extension predominante (flecha) que corresponde al
extremo 5’ de la molécula. Al comparar la posicion de dicha banda con la secuencia del CR en
la region del RNAr 5.8S se observd que el extremo 5’ del RNAr 5.8S corresponde a una
Adenina (A), base que se habia reportado por homologia como el extremo 5’ de la molécula

(Figura 7; Katiyar et al., 1995).

7.2.3 Conformaciones alternativas del RNAr 5.8S de T. vaginalis

Este ensayo y los dos consecutivos se enfocaron a la caracterizacién del RNAr 5.8S por si

mismo, sin ser control para la caracterizacion del RNAr 5S.

En el ratén se identificaron dos tipos de RNAr 5.8S al separar esta molécula en geles
desnaturalizantes de acrilamida (Lo et al., 1984). Estas especies se componen a su vez de 3
conformaciones que se pueden observar bajo condiciones electroforéticas cuidadosas (15V por
20h) en geles nativos de acrilamida al 15% (Smith et al., 1984). Las udltimas resultan de la
metilacion diferencial de las moléculas de RNAr 5.8S de mus musculus. Las dos primeras
especies sugieren la presencia de genes heterogéneos del 5.8S. Esta diversidad de moléculas
ribosomales con la misma secuencia podria tener implicaciones en la regulacién de la sintesis de

proteinas {ver Discusion).

Al observar los geles desnaturalizantes de RNA total de T. vaginalis, a simple vista, no se
distinguen dos tipos de RNAr 5.8S como ocurre en raton (Esto se discute en el Capitulo III). Sin
embargo, el analisis del RNAr 5.8S en geles nativos de acrilamida, revela que la banda de RNAr
de ~160b (purificada de geles desnaturalizantes de acrilamida) se compone de otras dos

conformaciones del RNAr 5.8S.
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Para observar ambas conformaciones, el RNAr 5.8S se purificé de la banda de ~160b de un gel
desnaturalizante de acrilamida (Fig. 5. Protocolo B). La poblacion de RNAr 5.8S purificado se
separd en un gel nativo de acrilamida al 15% (Protocolo I}, a 15V por 32h (Fig. 10),

condiciones que pueden separar conformaciones estructurales de las moléculas.

Figura 10. Conformaciones alternativas

del RNAr 5.8S de T. vaginalis. Gel

nativo de acrilamida 15% teftiido con

Bromuro de etidio. A: RNA total de T

vaginalis. B: RNAr 5.8S purificado de

un gel desnaturalizante; se pueden

observar las dos conformaciones del

58S:ayb.
En la figura 10 se observan dos conformaciones del RNAr 5.8S: 5.8Sa y 5.85b; las cuales
podrian deberse a diferentes patrones de metilaciéon, como ocurre en ratones, o bien al cambio
de una o mas bases en la region codificadora del gen. La presencia de dos secuencias diferentes

del RNAr 5.8S podria promover interacciones terciarias alternativas y por lo tanto, variabilidad

en las conformaciones tridimensionales de las moléculas.

Se utilizé el programa BLAST para identificar secuencias reJacionadas con el CR en el proyecto
de secuenciacién del genoma de 7. vaginalis (www . tigroretdbie2k litvg). Con el programa
DNAMAN se analizaron dichas secuencias del cistron ribosomal (no ensambladas),

identificando una sola variacion entre las copias del gen del RNAr 5.8S: en algunas copias, en Ja

54



posicion 124, la G se sustituye por T (Fig. 7). Como se observa en la siguiente seccion (7.2.4),
la variacién en la regién codificadora del RNAr 5.8S (Fig. 7) se encuentra en el tallo F de la
estructura secundaria putativa de la molécula (Fig. 11). Esta variacién provocaria la péridida de
la interaccion G-C del tallo F (flecha en Fig. 11), lo que a su vez desestabilizaria a la molécula,
o bien, provocaria otro tipo de interaccién intramolecular tridimiensional que alteraria su

estructura y por lo tanto su migracion en geles nativos de acrilamida.

7.2.4 Estructura secundaria del RNAr 5.8S

La identidad de la estructura secundaria de las moléculas de RNAr sugiere fuertemente que
llevan a cabo funciones equivalentes en ribosomas eucariontes y procariontes. La obtencién de
la estructura secundaria de nuestra molécula de estudio, de acuerdo con un modelo universal de
la misma, puede distinguirla de pseudogenes, normalmente presentes en los genomas de

organismos eucariontes.

Se han propuesto varios modelos generales para la estructura secundaria del RNAr 5.8S de
organismos eucariontes (Nazar et al., 1975; Luoma y Marshall, 1978 y Ursi et al., 1983), sin
embargo, el modelo “universal” que abarca el nivel procarionte y eucarionte, se logré en 1984
por Vaughn y colaboradores (Vaughn et al., 1984). Dicho modelo se basa en la construccion de
una estructura secundaria “probada filogenéticamente”, esto es, para que una hélice se
“compruebe™ debe de contener un nimero determinado de cambios compensatorios en las bases
del tallo cuando se comparan diferentes especies (Noller et al., 1981). Ademas, este modelo

toma en cucnta las interacciones del RNAr 5.8S con el RNAr 28S durante la funcion ribosomal.

Con base en el modelo anterior se propone una estructura secundaria para el RNAr 58S de

Trichomonas vaginalis (Protocolo U, Fig. 11).
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Figura 11: Estructura secundaria propuesta para el RNAr 5.8S de Trichomonas vaginalis.
Este modelo se obiuvo utilizando el programa AMjfold de Zuker (Mathews et al., 1999 y
Zuker, 2003) y el modelo umiversal del RNAr 5.8S de Vaughn y colaboradores. B-C
representan los tallos conservados de la molécula. A y A’ son las regiones de interaccién
con el RNAr 28S. En general, a regién A’ interacta con el extremo 5° del 285, mientras
que la region A interactia con una porcién mis interna del extremo 5° del RNAr 288S; por
lo anterior, estas regiones se muestran desapareadas en el modelo universal. La energia
libre de esta estructora es de AG= -6.18 kcal/mol. La flecha indica 1a posicién de la regién
codificadora donde puede se identifics 1a variacién entre las copias del RNAr 5.8S y por

lo tanto en las interacciones secundarias y terciarias de la molécula (G 124).

Con la secuencia primaria del RNAr 58S de T. vaginalis se pudo obtener la estructura
secundaria putativa, lo que confirma su identidad y conservacion evolutiva. La energia libre de
esta molécula es de AG= -6.18 kcal/mol, este valor se encuentra dentro del rango reportado para
estructuras secundarias del RNAr 5.8S (Vaughn et al., 1984), sin embargo, estos valores podrian

tener una relevancia limitada debido a que la estabilidad de las hélices dentro del ribosoma se

afecta por interacciones con proteinas y otros RNAr.




El hecho de que la estructura secundaria del RNAr 5.8S de T. vaginalis se ajuste al modelo
“universal” apoya la idea de que regiones moleculares de estructura similar o idéntica se utilizan

universalmente en interacciones intermoleculares (Vaughn et al., 1984).

A) Determinacién del nimero de copias del Cistron Ribosomal

La redundancia genética es una caracteristica propia de los genes ribosomales implicada en su
regulacion (Mandal, 1984), por lo que la determinacion del nimero de copias del CR, y por lo
tanto del RNAr 5.8S es importante para la caracterizacién del mismo. Esta determinacion se
puede relacionar con el nimero de copias del gen del RNAr 5S (ver Capitulo I), lo que podria
estar implicado en el mantenimiento de los niveles equimolares nucleares de RNAr, necesarios
para una sintesis de ribosomas que esté de acuerdo con las necesidades fisioldgicas de la célula

(ver Discusion).

Para determinar la reiteracién genética del CR, se utilizé un ensayo que se basa en estimar el
porcentaje del genoma de 7. vaginalis que corresponde a las secuencias del CR (Chakrabarti et
al., 1992). Para esto, se hizo un Southern blot genémico de 7. vaginalis (Protocolo K) en donde
se utilizaron varias concentraciones de DNA genémico de 7. vaginalis (Protocolo J) digerido
totalmente con EcoRI (enzima que corta solo una vez por copia del CR). Se incluyeron en el gel
muestras con concentraciones variables de | sola copia del CR (plasmido p921 digerido con
EcoRI para observar el inserto de 6331 kb que corresponde al CR completo). Posteriormente, el

DNA se transfirié a una membrana de Nylon y se fijo con luz UV (Protocolo J).

Para el Southern se utilizé como sonda una copia completa del CR de T. vaginalis (Protocolo L).

Este fragmento se marcé radiactivamente con o-P** dCTP utilizando el kit Rediprime (protocolo

M). Se utilizaron 625 000 cpm de la sonda del CR para hibridar al DNA de la membrana antes
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mencionada. La membrana se lavo y se expuso a una placa de FX. Las bandas obtenidas se

cuantificaron con el software “Quantity One — Biorad” (Fig. 12 y Tabla II).
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Figura 12. Southern blot para dcterminar el nimero de copias del Cistrén Ribosomal de Trichomonas
vaginalis. La sonda utilizada fuc la sccuencia completa del cistron ribosomal de 7. vaginalis
(6331pb). Los carrilcs 1-5 son varias concentraciones de DNA gendmico de Tv (la concentracion se
indica en ng cn la porcidn superior de la figura) digerido completamente con EcoRI. Los carriles 6-11
corresponden al plasmido p921 digerido con EcoR1 para obtencr el inserto que corresponde a una
copia del cistrén ribosomal; las concentraciones que se indican arriba son los ng de inserto cargado.
Las bandas “a” y “b” corresponden a los extremos de las repeticiones en tandem del cistrén
ribosomal, cuya densidad éptica en conjunto representa el valor de una copia del CR.
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DNA cpm Banda “a” Banda “b” cpm totales
genémico!ng)

2872 2147.92 100.91 176.76 2425.59

1432 1463.80 69.40 118.31 1651.51

754 982.99 41.93 68.91 1093.82

377 801.71 26.72 44.97 873.39

189 473.89 0.00 0.00 473.89
Plasmido p921 cpm

(ng) Tabla II: Cuantificacién de las bandas del Southemn

311 1687.87 bllot de Ia figura 12 en el programa QuantityOne-

156 100195 Biorad. Los valores se expresan en epm.

0.78 602.55

039 381.65

0.194 318.28

0.097 157.45

Los datos obtenidos (Tabla 1) se graficaron para obtener dos ecuaciones de la linea recta

correspondientes a los valores del DNA genémico y a | copia del CR (Grafica I).
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Gréfica 1. Gréfica de la concentracion (ng) vs cpm de la Tabla . Se presentan la ccuacion de la linca
recta para los datos del DNA genomico y del plasmido. Se observan dos cjes de las “x™ correspondiente
a cada una de las funciones (DNA genémico o del plasmido). pues comparten valores en el eje “y" mas

noencl "x™.
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Con los valores anteriores y las ecuaciones de 1a linea se obluvo una equivalencia entre la sefial
del DNA genémico y la de 1 copia del CR: por ejemplo: 1100 cpm corresponden a 1.85 ng de
plasmido y a 883 ng de DNA genomico. La tasa 1.85/883 = 0.002098 representa la proporcién
del genoma que corresponde al Cistrén ribosomal de T. vaginalis. De este modo, si el genoma
de T. vaginalis se ha estimado en 2.5 x107 pb (Wang y Wang, 1985), concluimos que 52450 pb
estan relacionadas al cistron ribosomal. Si el Cistrén ribosomal mide 6331 pb, el nimero de
copias de este gen es: 52450/6331= 8.28. Este analisis se repitid con varias equivalencias desde
1650 cpm hasta 900 cpm y los resultados confirman lo anterior: el genoma de 7. vaginalis posee

una reiteracion genética del CR de ~8.

Por otro tado, observamos un par de bandas extra a la banda predominante en la digestion
completa de]l DNA gendmico con EcoRI (bandas a y b en Fig. 12). Debido a la naturaleza del
corte de EcoRI (1 vez por repeticion) se asumid que estas dos bandas corresponden a los
extremos de las repeticiones en tandem, en una de las cuales se codifica 60% del CR de la
primera repeticion, y en la otra el 40% de la tltima. Estas 2 bandas también se cuantificaron y la
suma de los dos valores se asumié como 1 copia del CR. Este control intemo de una copia se
comparé con el valor total de la banda de Gkb (+ 1 copia, la de la orilla) para obtener un

estimado de las copias gendmicas del CR:

Al observar la Tabla Il vemos que la suma de las cpm de la banda a + banda b (con 2872ng de
DNA genémico): 100.91+176.76= 277.67 corresponde al valor de 1 copia del CR. Las cpm de
todas las copias gendmicas del CR son: 2147.92+277.67= 2425.59. Entonces, si una copia vale
277.67 cpm, y todas las copias valen 2425.59, ;Cuanto valen todas las copias? La respuesta es:
2425.59/277.67= 8.7. Con base en este resultado, que no requiere el conocimiento del tamario
del genoma de T. vaginalis, y al anterior, proponemos que las copias génicas del CR de este

protozoario son alrededor de 8 por célula.
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Cabe resaltar que el proyecto de secuenciacién del genoma de I. vaginalis se encuentra en su
etapa final, sin embargo, el tamario del genoma aun no se ha definido. Wang, en 1985, propuso
un tamaiio aproximado de 2.5 x10” pb (Wang y Wang, 1985), mientras que los tltimos reportes
de la pagina web www.tigr.org proponen un tamaiio de 1.6 x 10® pb, tamaiio que parece
exagerado tomando en cuenta el nivel evolutivo del parasito. En cambio, el reporte de Wang
concuerda con nuestros resultados sobre el numero de copias del CR. Con base en el control
intemno del experimento anterior obtenemos un tamaiio del genoma de I. vaginalis equivalente
al que se obtiene con el ensayo de porcentaje del genoma utilizando 2.5 x 107 pb. Si utiliziramos
el tamafio del genoma propuesto por el proyecto de secuenciacion, las repeticiones se

aproximarian a 60, resultado que no es consistente con nuestros datos.
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8. CAPITULO 1II: IDENTIFICACION DE DOS ESPECTES PUTATIVAS DE RNAr 5.8S

EN T. vaginalis.

8.1 Introduccidn:

Durante los primeros intentos por identificar al RNAr 5S de T. vaginalis (ver Antecedentes)
solo se pudo reconocer una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S que migraba en
la banda de ~120b (banda correspondiente al RNAr 5S, ver Capitulo I). El RNAr 5S
permanecié sin identificarse por un tiempo, pues la sefial del RNAr 5.8S en la banda de ~120b
desvid nuestra atencion hacia su caracterizacion. Finalmente se identificé y caracterizé el RNAr
5S (capitulo 1}, y se determind que la banda de ~120b se compone de una poblacién mixta de

RNATr (este capitulo).

Para tratar caracterizar al RNAr 5.8S presente en la banda de ~120b se utilizaron diversos

enfoques:

A) Ensayo de Proteccion a Ribonucleasas (RPA)
B) Primer extension

C) RT-PCR

Los resultados de los ensayos anteriores y de los dos capitulos anteriores, nos llevaron a la
conclusion de que la banda de ~120b del RNATr total de 7. vaginalis se constituye de una
poblacién mixta de RNAr formada por ¢l RNAr 5S canénico y una molécula de secuencia
similar o 1gual al RNAr 5.8S. Esto querria decir que 7. vaginalis posee varias especies de RNAr
5.8S: las dos conformaciones estructurales mencionadas en el capitulo [I; y otra especie mas que

co-migra con el RNAr 5§ a la altura de ~120b, especie que se analiza en este capitulo.
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8.2 Metodologia vy resultados:

8.2.1 Ensayo de proteccion a RNasas

La identificacién de una molécula de secuencia similar al RNAr 5.8S (ademas del RNAr 5S
candnico) en la banda de ~120b nos llevo a pensar que podria ser una molécula de RNAr 5.8S
corta en relacién a la molécula predominante de la banda de RNAr de ~160b. Para comprobar
esto se hizo un ensayo de protecciéon a RNasas que nos permite distinguir ligeras diferencias de

tamario entre las moléculas analizadas utilizando sondas de secuencia especifica.

Brevemente, el ensayo consiste en sintetizar una sonda de RNA radiactiva de secuencia
complementaria a la molécula que se quiere estudiar, en este caso el RNAr 5.8S. Sila molécula
a estudiar hibrida con la sonda, entonces la sonda sera protegida de la degradacion por RNasas
especificas de RNA de cadena sencilla, es decir, se degradara la region de la sonda que no

hibride con el RNA muestra.

Este ensayo se llevd a cabo utilizando el Kit de RPA de Ambion que se describe en el Protocolo
P. El ensayo de RPA consta de tres pasos: 1) Transcripcion in virro de la sonda (Protocolo O) 2)
Hibridacion de la sonda con el RNAr blanco 3) Digestion del RNA de cadena sencilla

(Protocolo P).

La sonda anti-sentido para analizar el RNAr 5.8S de Trichomonas vaginalis consiste de una
molécula de RNA que codifica a una regién del Cistron ribosomal que inicia en el nucleétido
1444 de la regién codificadora del 16S y termina en el extremo 3’ del RNAr 5.8S (Fig. 13). Este
RNA sonda anti-sentido se sintetiza a partir de un templado de PCR que contiene al promotor

de la RNA polimerasa del fago T7 (azul claro, Fig. 13).
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Figura 14: Ensayo de proteccion a
RNasas. Los RNAr purificados de
las bandas de 120 y 160b (58S) del
RNA total de T vaginalis se
hibridaron con la sonda radiactiva
anti-sentido, S8T-S, que abarca la
secuencia del cistréon  ribosomal
desde cxtremo 3' del RNAr 16S-
like hasta el extremo 3' del RNAr
5.8S. Los productos de hibridacion
se digirieron con RNasas y se
separaron en un gel de acrilamida al
4%/Urea 7M. Los productos de
proteccidon de ambos RNAs muestra
fueron de ~160b, mientras que la
sonda sin digerir media 374pb
(carril sonda). El carrit de Levadura
se reficre al ensayo del RPA con
RNAt de levadura como RNA
muestra  (control  negativo  de
hibridacién, y por lo tanto, positivo
de digestion con las RNasas). El
carril  “sin  RNasa™ indica el
tratamiento completo del RPA sin
digestion con RNasas.

Como se observa en la figura 14, la sonda S8T-S se protegié de igual forma con el RNAr

purificado de las bandas de ~160 y ~120b. El RPA es un ensayo muy eficaz para analizar

sutiles diferencias de secuencia; el patron de proteccion para ambos RNAr muestra, utilizando la

misma sonda secuencia-especifica, es igual; lo que significa que en la banda de ~120b existe

una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S. Del mismo modo, el maximo tamano

de proteccion para ambos RNAr muestra fue el mismo: ~160b, lo que sugiere que en la banda

de ~120b migra una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S que podria tener una

estructura tridimensional tal que provoque su migracion a la altura de ~120b en geles

desnaturalizantes (tal vez por modificaciones covalentes de la misma), separandose de la

poblacion predominante de RNAr 5.8S en la banda de ~160b.
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Figura 13. Diagrama de la obtencién del templado de PCR para la transcripcién in vitro de la sonda
anti-sentido wtilizada en el ensayo de proteccién a ribomucleasas. El oligomucledtido reverso
complementario utilizado para la sintesis del templado de PCR, que seri el templado del ensayo de
transcripcién in vilro, contiene al promotor de la RNA polimerasa del fago T7 (20pb en azul claro)
ademds de la secuencia reversa complementaria del extremo 3’ del gen del RNAr 5.8S (flecha verde
oscuro; oligo 58S-T7). Dicho promotor servird para la sintesis in vitro de un RNA de secuencia

ia al RNAr 58S estudiado (sintetizado in vivo). El oligo directo alinea con uma regién
133 pb rio arriba del extremo 3’ del RNAr 16Sdike (azul oscuro; oligo SSU-1). Por lo tanto, el
templado para la sintesis de RNA in vitro, obienido por PCR, de 394pb (rosa con promotor T7 azul-
Protocolo N) codifica para una molécula de RNA antisentido de 374pb (verde-amarillo-rojo). Este
diagrama no estd a escala.

La transcripcion in vitro se hizo utilizando el templado de PCR arriba mencionado y el kit de
transcripcion in vitro MaxiScript de Ambion (Protocolo 0). Se sintetizo una sonda de RNA
radiactiva de 374b (Sonda Fig. 13), la cual se hibrid6 con el RNAr purificado de la banda de
~160b (5.8S; como control positivo) y con el RNAr aislado de la banda de ~120b. Se utilizé
RNA total de levadura como control negativo de proteccion (Protocolo P). Los productos de
hibridacion se digirieron con una mezcla de RNasas A y T1 para degradar el RNA de cadena
sencilla. Los productos protegidos se separaron en un gel de acrilamida al 4%/Urca TM (Fig.

14).



8.2.2 “Primer extension”

Para confirmar que la molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S que migra en la
banda de ~120b tiene el mismo tamaiio que el RNAr 5.8S que migra en la banda de ~160b, se
realizé un ensayo de “Primer extension” utilizando el mismo oligonucleétido especifico del

extremo 3’ del RNAr 5.8S para realizar la extension.

El mismo ensayo que se realizo para determinar la primera base del RNAr 5.8S maduro del
capitulo Il (Fig. 9) se hizo utilizando como templado para la extension el RNAr purificado de la
banda de ~120b. Como se observa en la Figura 9 del capitulo II, el mismo oligonucleotido que
extiende al RNAr 5.8S, extiende a una molécula de la poblacidn que migra a la altura de ~120b
(Ver Fig. 9 del capitulo II. El primer carril (1) del ensayo es la extensién de la molécula
purificada de la banda de ~120b del RNA total de T. vaginalis). El punto maximo de extension
para las dos moléculas es el mismo, lo que sugiere que la poblacion de RNA que migra a la
altura de ~120 y ~160b (5.8S) en un gel de acrilamida es del mismo tamafio y contiene
moléculas que comparten secuencia en su extremo 3, pues pueden ser extendidas por el mismo

oligonucledtido especifico del RNAr 5.8S.

Este resultado podria sugerir contaminacion del RNAr 5.8S en la banda de ~120b, sin embargo,
se observa un patrén de extension diferencial en la region inferior a la maxima extensién del
ensayo para ambos RNAr muestra (Fig. 9). Esto es, el bandeo correspondiente a la extension de
los RNAr muestra (~120 y ~160b), es diferente entre la molécula que se extiende del RNAr
5.8S contra la que se extiende de Ja poblacion que co-migra con el RNAr 5S. Este resultado nos
lleva a proponer una conformacion alternativa del RNAr 5.8S: una molécula de estructura
terciaria diferente a la poblacién mayor del RNAr 5.88S, tal vez por modificaciones covalentes,
cuya estructura tridimensional provoca su migracién andmala de manera conjunta con el RNAr

5S, aun siendo de ~160b.
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El bandeo diferencial entre los dos RNAr estudiados puede deberse a que la estructura
tridimensional de las dos moléculas es diferente, es decir, que algunas regiones de interacciones
secundarias o terciarias de la molécula pueden provocar diferentes tipos de restricciones al
avance de la transcriptasa reversa durante la extension del oligonucledtido. Lo anterior
provocaria diversos paros en la sintesis del cDNA, lo que a su vez se observaria en bandas de

extension mas pequerias a Ja extension total.

8.2.3 RT-PCR

Para complementar los datos anteriores, se hizo RT-PCR (ensayo de amplificacién por reaccién
en cadena de la polimerasa utilizando un templado obtenido por transcripcién reversa)
utilizando como templado el RNA purificado de las bandas de ~120 y ~I160b, y

oligonucledtidos especificos del RNAr 5.88S.

El ensayo de RT-PCR consiste en obtener una cadena de DNA complementaria al RNA
estudiado (cDNA) utilizando un oligonucledtido de secuencia reversa complementaria al
extremo 3" del RNA a estudiar, en este caso, €l RNAr 5.8S de T vaginalis. El cDNA se obtiene
por una reaccién de transcripcién reversa utilizando la transcriptasa reversa “TermoScript”, que
es una enzima resistente a altas temperaturas, lo que le permite sintetizar el cDNA a partir de
RNAs con estructura secundaria compleja, como los son los RNAr. El cDNA que se obtiene se
utiliza como templado para una reaccion de PCR (Protocolo Q). En este caso se utilizaron los

oligonucledtidos que alinean con los extremos de la molécula madura del RNAr 5.8S.

La primera cadena (¢DNA) se obtuvo con el oligonucleétido 58S-2 (alinea con el extremo 3" del

RNAr 5.8S), para después hacer el PCR con 58S-1 (alinea con el extremo 5’ del gen del RNAr

5.8S) y 58S-2 (Protocolo Q). El producto de amplificacion esperado, de 160b, se observo para
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ambos templados. Estos resultados confirman la presencia de una molécula de secuencia

similar o igual al RNAr 5.8S en la banda de 120b (Fig. 15).

Como controles negativos para el ensayo de RT-PCR se utilizaron las moléculas de RNAr
purificadas S3 y S5 de Trypanosoma cruzi. Se obtuvo una seiial muy ligera de amplificacién
para la molécula S3, que es la homéloga al RNAr 5.85 en T. cruzi, mientras que con S5

(homéloga al RNATr 5S) no se obtuvo ninguna banda (Fig. 15).

Figura 15. Ensayo de RT-PCR para las moléculas
de RNAr de ~120 y ~160b con secuencia similar o
igual al RNAr 5.8S de T. vaginalis. Para todos los
ensayos se utilizaron los mismos oligonucledtidos
(58S-2 y 58S-1) y las mismas condiciones de PCR.
Los RT-PCR de la figura utilizaron como tempado
a: |: RNAr de la banda de ~120b de T. vaginalis. 2:
RNAr 5.8S de T. vaginalis {control positivo, banda
de ~160b). 3: RNAr S3 de Trypanosoma cruzi. 4:
RNAr S5 de T. cruzi {control negativo). 5:
Marcador de peso molecular: A-Hind [1] .

Con este ensayo confirmamos los resultados anteriores, es decir, en la banda de RNA de ~120b
migra una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S predominante de T. vaginalis
(confirmado por ensayos de Dot blot, datos no mostrados). La molécula de RNAr S3 de
Trypanosoma cruzi dio una ligera sefial, lo que no es extraiio, pues es el homélogo del RNAr
5.8S de Trichomonas vaginalis. S5 de T. cruzi no tuvo amplificacion, pues es una molécula que

no tiene relacion en secuencia con el RNAr 5.8S.
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9. Discusidén:

La hipétesis de este trabajo es que T. vaginalis es un organismo carente de un RNAr 58 tipico y
que posee dos especies moleculares relacionadas al RNAr 5.8S que migran a la altura de ~160 y
~]20b en geles desnaturalizantes de acrilamida. Los resultados mostrados indican que el primer
postulado es incorrecto, ya que se logré la identificacion tanto del gen como de la molécula de
RNAr 5S. Sin embargo, el segundo postulado de la hipétesis se cumple, esto es, que en la
banda de ~120b migra una molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S de T. vaginalis.
Hay que aclarar que en la banda de ~120b del RNA total de T. vaginalis co-migran una
molécula de secuencia sinular o igual al RNAr 5.8S y el RNAr 58 tipico de Trichomonas

vaginalis.

En este trabajo se logré identificar al gen que codifica al RNAr 5S de Trichomonas vaginalis.
Mediante un analisis in silico de la secuencia de dicho gen se identificé un promotor putativo de
RNA polimerasa 11I. Este promotor, interno a la region codificadora del gen del RNAr 55, se
compone de elementos tipicos de los promotores tipo I para pol 11I: una Caja A, un Elemento
Intermedio y una Caja C. Este dato es de relevancia, pues se han descrito promotores para pol |
y pol Il en Trichomonatideos, mientras que ésta es la primera descripciéon de un promotor
putativo de RNA polimerasa IIl en estos organismos. Ademas del promotor para pol III, se
identificaron otros elementos reguladores putativos interesantes: i) Una caja TATA-like; rio
arriba de la regién codificadora, la cual no es totalmente necesaria para la sintesis del RNAr 5S
en S. cerevisiae (Braun et al., 1992), pero que puede funcionar incrementando la eficiencia de
transcripcion en algunos organismos (Schramm y Hernandez., 2002). 1) Los elementos
reguladores sse y upe, rio arriba al ICR, cuyas secuencias son semejantes a las encontradas en S.
cerevisiae. Estos elementos de regulacion afectan dramaticamente la expresiéon del RNAr 5S en
levadura (Lee et al,, 1997). iii) Dos corridas de 5 Ts (separadas por dos bases) en la region
terminadora. Este es un dato interesante pues generalmente solo existe una corrida de Ts como

seftal de terminacion de la transcripcion (Cozzarelli et al., 1983). La presencia de dos corridas
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de 5 Ts en la regién terminadora sugiere una terminacion eficiente de la transcripeion, lo que a
su vez puede repercutir en una correcta reiniciacion de la transcripcién. iv) Una region
palindrémica con capacidad para estructurar un tallo-asa de alta energia (-13 kcal/mol) y que se
encuentra 4pb rio abajo de la region terminadora de Ts. Esta estructura no se ha descrito como
tal en otros organismos, aunque como parte de este trabajo, en el gen del RNAr 58 somatico de
Xenopus se identificé una region palindromica localizada rio abajo de las secuencias
terminadoras de la transcripcion que tiene una secuencia similar a la del palindrome de T
vaginalis (aunque con una energia de estructuracion potencial menor) y que forma parte de la
secuencia de union de una proteina con actividad de enhancer llamada EP3 (Sturges et al., 1999).
Lo anterior podria dirigir el analisis de esta region hacia demostrar que este elemento tiene
actividad de enhancer. Sin embargo, no se puede descartar una funcién durante la terminacion,
pues dentro de esta secuencia se encontré una regién similar a la secuencia de unién del Factor
Nuclear 1 (NF1) en la region de terminacion de la transcripcion del gen de adenovirus VAL
(Wang et al., 2000), transcrito por pol 11l en humano. NF1 afecta la terminacion y el reciclaje de
pol I11. El analisis experimental de las regiones putativas de regulacion de este gen es una de las

perspectivas de este trabajo.

Los RNAr 188, 5.8S, 28S y 5S deben de encontrarse en cantidades equimolares dentro del
nicleo celular para lograr un ensamblaje preciso de los ribosomas, esto es, se requiere una
molécula de cada uno de los RNAr para ensamblar un ribosoma (sin olvidar a las proteinas,
cuya sintesis también deben de regularse de forma precisa). El mantenimiento de dichos niveles
de RNAr, asi como la biogénesis ribosomal, involucran la interaccién de varios mecanismos de
regulacion a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional. El analisis del gen y
del RNAr 58 de T vaginalis muestra algunas caracteristicas que podrian representar elementos
de regulacién propios del protozoario; la region palindrémica mencionada en el parrafo anterior

podria estar involucrada en esto, razén por la cual continuaremos con su estudio a detalle.
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Como parte de la caracterizacién del RNAr 5S se obtuvo la estructura secundaria putativa de la
molécula, la cual conserva regiones y bases importantes para su funcién; entre estas se
encuentra el asa interna E, involucrada en la interaccion con el RNAr de la subunidad mayor
ribosomal. De este modo, el modelo hipotético del RNAr 5S de T. vaginalis se ajusta a los

modelos estructurales actuales.

Una cuestién que quedaba sin resolver era ;por qué no se pudo identificar el RNAr 5S por
métodos basicos de biologia molecular? Durante el trabajo previo, el Southem blot de T.
vaginalis utilizando una sonda heterdloga (gen del RNAr 5S de Trypanosoma cruzi), pudo
haber fallado por la homologia del 65% entre la sonda de T. cruzi y el gen del RNAr 5S de T.

vaginalis.

El Southern blot realizado con una sonda de cDNA de la banda de ~120b del RNA total de T.
vaginalis (obtenido de la banda purificada y amplificada por random primer), dio sefial a la
altura de 6kb (punto determinado como el CR por analisis posteriores). Al parecer la molécula
de RNAr 5.8S que co-migra con el RNAr 5S en la banda de ~120b, tiene una estructura
secundaria menos compleja que el RNAr 5S. lo que seguramente permitié la sintesis de su
c¢DNA con la ftranscriptasa reversa y oligos aleatorios. Asi se pudo obtener una sonda que
hibridé con el cistrén ribosomal debido a que el 5.8S se codifica en este gen. En cambio, el
RNAr 58S podria tener una estructura secundaria mas compleja, la cual no pudo desdoblarse con
una transcriptasa reversa tradicional funcionando a 42°C, lo que impidié la obtencién de una
sonda de cDNA. Debemos de recordar que et cDNA del RNAr 5S se pudo obtener finalmente
con una transcriptasa reversa resistente a alta temperatura (65°C) y con un protocolo de aumento
de temperatura gradual para que la transcriptasa reversa pudiera desdoblar poco a poco la

estructura compleja de la molécula (Protocolo Q).

Los ensayos posteriores, realizados en este trabajo. fueron la secuenciacion directa del RNA, el

RPA, el “primer extension” y el RT-PCR. Al analizar estas metodologias podemos notar que la
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unica dirigida a la identificacion del RNAr 5SS fue la secuenciacién directa del RNA, pues el
resto de las metodologias se enfocaron a confirmar la presencia de una molécula de secuencia
similar o igual al RNAr 5.8S en la banda de ~120b. En el ensayo de secuenciacién no se obtuvo
sefal con el RNAr purificado de la banda de ~120b, mientras que la secuencia del RNAr 5.8S
fue muy clara. Esto podria deberse a la imposibilidad de marcar radiactivamente a la molécula
de RNAr 5S en su extremo 5’ con la cinasa, tal vez por su estructura secundaria compleja. La
presencia de una molécula de secuencia similar o igual al 5.8S en la banda de ~120b se observa
con un figero fondo en el intento de secuenciacion del RNAr SS, resultado que también indica la
baja concentracidn de la molécula de secuencia similar al RNAr 5.8S en la banda de ~120b. Un
dato intrigante es que el RNAr 5.8S que se observa en la banda de ~120b tiene el mismo
tamafio que e] RNAr 5.8S de la banda de ~160b. Sin embargo, estos dos tipos de 5.85 se
encuentran separados en geles desnaturalizantes de acrilamida. Este dato es extrafio pues los
geles desnaturalizantes se utilizan para desdoblar la estructura secundaria de las moléculas y
separarlas unicamente por tamafio. Entonces, ;como logran dos moléculas del mismo tamaiio
separarse en geles desnaturalizantes de acrilamida? La anterior es una pregunta dificil de
responder, ante la cual sélo podemos sugerir interacciones tridimensionales covalentes
resistentes a condiciones desnaturalizantes, u otro tipo de modificiacién por nosotros

desconocida.

Con los otros ensayos (RPA, “primer extension” y RT-PCR) se confirmé la presencia de una
molécula de secuencia similar o igual al RNAr 5.8S de T. vaginalis en 1a banda de ~120b. Como
se menciona en el capitulo TII, no hemos podido determinar si la presencia del RNAr 5.8S en la
banda de ~120b se debe a contaminacion. Sin embargo, el ensayo de “‘primer extension” sugiere
que se trata de otra molécula de secuencia similar al 5.8S pero con una estructura secundaria
diferente a la poblacidn predominante de RNAr 5.8S de la banda de ~160b. Esto se propone por
el patron de extension diferencial de las moléculas (RNAr de la banda de ~120b vs. RNAr 5.88S),
lo que se debe a paros de la transcriptasa reversa durante la extension debido a regiones

molcculares mas estructuradas. Debo de resaltar que el RN Ar de la banda de ~120b utilizado en
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este ensayo es una molécula que se purifico y re-purificd bajo condiciones minucioasas de

trabajo.

La hipdtesis inicial sobre la presencia del RNAr 5.8S en la banda de ~120b llevd a una
caracterizactén mas profunda de esta molécula. Por una parte se determind in silico su
estructura secundaria potencial de acuerdo al modelo universal de la molécula, y por otra parte
se identificaron dos conformaciones alternativas de la misma en la banda de ~160b. Ante lo
anterior, se sugiere que la poblacion de RNAr 5.8S de T. vaginalis se compone de 3
conformaciones: dos que migran en la banda de ~160b en geles desnaturalizantes de acrilamida,
pero que se separan en geles nativos al 15%, y una que co-migra con el RNAr 5S en la banda de
~120b. Las dos primeras conformaciones podrian deberse a una patrén de metilacion diferencial
(lo que alteraria ligeramente la estructura de la molécula), como ocurre con las conformaciones
alternativas del RNAr 5.8S de ratén (Smith et al., 1984 y Lo et al., 1984), o a la variacion en la
regién codificadora del gen del RNAR 5.8S; mientras que la poblaciéon que co-migra con el
RNATr 58 podria deberse también a la variacion en la region codificadora de los genes del RNAr
58S (Fig. 7y ll)y/oa modiﬁcacioneé covalentes de la molécula. En realidad la razén de esta
migracion andmala es una incégnita para nosotros, por lo que su naturaleza debera determinarse
experimentalmente. En raton se sugiere que genes alternativos promueven la sintesis de RNAs
ribosomales 5.8S con algunas variaciones nucleotidicas que producen a su vez procesamientos
alternativos que llevan a la presencia de RNAs 5.8S de diferente tamario y por lo tanto con
nugracion diferencial en geles desnaturalizantes. Sin embargo, en 7. vaginalis los dos 5.8S que
migran distinto en geles desnaturalizantes (en las bandas de ~120 y ~160b) parecen tener el

MIsMo tamano.

Las diversas conformaciones del RNAr 5.8S podrian estar presentes a diferentes niveles durante
la curva de crecimiento del parasito o bajo ciertas condiciones de estrés. Las distintas

poblaciones del RNAr 5.8S podrian relacionarse con la eficiencia de translocacion ribosomal,




capacidad de sintesis proteica, de velocidad o de reconocimiento de RNAs de transferencia

particulares.

Un dato interesante es que al separar las moléculas de RNAr pequeno de Tritrichomonas foetus,
organismo de evolucidén temprana y paralela a T. vaginalis, sélo observamos una banda de
RNATr pequeiio, que otros autores refieren como el RNAr 5S de este protozoario (Vanacova et
al., 2001). En T. vaginalis, observamos dos bandas de RNAr pequeio, |a de ~160b donde migra
el RNAr 5.8S y la de ~120b, en donde identificamos a un RNAr 5.85 que co-migra con el
RNAr 55, lo que podria sugerirnos que en 7. foerus existe una conformacion del RNAr 5.8S
similar a la que encontramos en T. vaginalis, pero que en T. foetus es la conformacién
predominante de la molécula (pues no se observa otra banda). Se requerira analizar la poblacion

de RNAr de Tritrichomonas foetus para confirmar este supuesto.

Los genes ribosomales se localizan en el genoma eucarionte en forma de varias copias en
tandem. Por su parte, el cistron ribosomal, que codifica a los RNAr 18S, 58S y 28S, se
transcribe por RNA polimerasa . En un locus distinto, y muchas veces en otro cromosoma, se
codifica el RNATr 5S que se transcribe por la RNA polimerasa [ll. En Saccharomyces cerevisiae
existen alrededor de 200 copias del CR y un nimero similar de copias del gen 5S (Kobayashi et
al., 1998); esto esta de acuerdo con la necesidad de cantidades nucleares equimolares de todas
las moléculas de RNAr. Sin embargo, esta equivalencia en el nimero de copias del CR vs 58
(CR/5S = 1) no se mantiene en todas las especies, por ejemplo en Euglena hay ~4000 copias del
CR (Ravel-Capuis P, 1988) y ~300 del gen 5S (CR/55=13.3) (Keller et al., 1992). mientras que
en humanos hay ~300 copias del CR (Worton et al., 1988) y ~2000 del gen 5S (CR/55=0.15)
(Sorensen y Frederiksen, 1991). Esta gran diversidad de copias en los genes ribosomales sugiere
una regulacién diferencial y caracteristicas particulares de la expresion de los mismos entre
diversas especies, lo que a su vez alude a elementos de regulacién ribosomales propios de cada

organismo.

74



La tasa de genes ribosomales en T. vaginalis es de 0.04, pues hemos estimado que tiene ~8
copias del cistrén ribosomal y ~200 del gen del RNAr 5S. Esta tasa se acerca al valor obtenido
para Trypanosoma cruzi, que es de 0.062, y que corresponde a ~100 copias del CR (Castro et al.,
1981) y ~1600 del gen 5S (Hernandez-Rivas et al., 1992). Sin embargo, otro protozoario de
evolucién temprana, Fuglena, presenta una tasa de genes ribosomales totalmente diferente a
Trichomonas y a Trypanosoma. CR/5S = 13.3. Este resultado no es totalmente sorpresivo, pues
los protozoarios se caracterizan por tener estrategias de regulacion particulares, y muchas veces

atipicas en comparacion con organismos metazoarios e incluso con otros protozoarios.

El proyecto de secuenciacion del genoma de T. vaginalis se encuentra en su etapa final, sin
embargo, el tamafio del genoma ain no se ha definido. Wang, en 1985, propuso un tamafio
aproximado de 2.5 x10” pb (Wang y Wang, 1985) con base en ensayos de renaturalizacién del
DNA. Los ultimos reportes de la pagina web www.tigr.org proponen un tamaiio de 1.6 x 10°pb,
tamafio que parece exagerado tomando en cuenta el nivel evolutivo del parasito. En el
experimento para determinar el numero de copias del cistrén ribosomal, identificamos un
posible control para la determinacion del tamario del genoma de T. vaginalis (Capitulo II). Este
control interno de una copia del cistron ribosomal no requiere del conocimiento del tamaiio del
genoma, pero indica el nimero de genes del CR y por lo tanto, el nimero de nucledtidos que
componen a dicho gen. Con base en el numero de genes y en el porcentaje del genoma
correspondiente al CR, y utilizando calculos aritméticos sencillos, podemos calcular el tamano
del genoma de T. vaginalis. Nuestros resultados concuerdan con la propuesta original de Wang:

~2.5x 107pb.
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10. Conclusiones

e Se identifico el gen que codifica al RNAr 5SS de 7. vaginalis. Este gen tiene un
promotor putativo tipico de RNA polimerasa I tipo [, el cual es el primero en
identificarse en Trichomonatidos. Este promotor interno a la region codificadora de 5S
se compone de una Caja A, un Elemento Intermedio y una Caja C.

e El gen del RNAr 5S también posee un probable elemento de regulacion novedoso rio
abajo de la region codificadora: una regién palindromica que podria estructurar un tallo-
asa de alta energia en la region terminadora del gen. Esta estructura podria participar en
la eficiencia de transcripcion 6 en la terminacién de la transcripeion.

e La estructura secundaria propuesta para el RNAr 5S maduro coincide con el modelo
consenso eucarionte sugiriendo que cada una de las sub-estructuras (tallos-asa y asas)
cumple con las funciones generalizadas para cada uno de estos motivos.

o Existen ~200 copias gendmicas del gen del RNAr 5§ de 7. vaginalis, una de las

reiteraciones gendmicas mas bajas a lo largo de la evolucion para el gen del RNAr 5S.

e EIRNAr 5.8Sde T vaginalis posee tres conformaciones estructurales: 2 que difieren de
forma minima, y por lo tanto, nugran a la nusma altura (~160b) en gelcs
desnaturalizantes de acrilannda (se separan en geles nativos al 15%); y otra que co-
migra con el RNAr 5S en geles de acrilamida 4%/Urea 7M. La naturaleza de estas
conformaciones queda por aclararse de forma experimental.

e EI RNAr 5.8S de T. vaginalis tienc la capacidad de doblarse conforme a la estructura
sccundaria universal propuesta para dicha molécula.

e El gen del RNAr 5.8S tiene ~8 copias gendmicas en tandem como parte del cistron
ribosomal, y por lo tanto, la tasa de genes ribosomales de este organismo es de ~0.04,

cercana a Trypanosoma cruzi con 0.0625.
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11. Metodologia

8.
9.

A) Extraccién de RNA Total de Trichomonas vaginalis

Se cultivan o/n ~13 x10° células Trichomonas vaginalis en 50ml de medio Tym (Suero
de caballo 10%) a 37° C. (protocolo T).

Al dia siguiente las células se encuentran a ~30 x 10° cel/ml (fase logaritmica). Para
hacer una extraccion se toman 8.5 x10° células, es decir ~3 ml. Se pueden hacer varias
extracciones al mismo tiempo.

Cada extraccion se lava con 1 ml de PBS/DEPC. Se desecha la solucién de lavado. El
botén de células se resuspende en el volumen restante de PBS y luego en Iml de TRIzol
® Reagent (Gibco BRL Life Technologies) por pipeteo repetitivo para lisar a las células.
La muestra se incuba 5 minutos a temperatura ambiente para disociar completamente
los complejos nucleo-proteicos. Posteriormente se agregan 0.2ml de cloroformo y se
mezcla por medio de inversion durante 15 segundos.

Nuevamente se incuba la muestra durante 3 minutos, y luego se centrifuga a 14000 rpm,
15 minutos a 4° C.

La fase acuosa, donde se encuentra e} RNA, se precipita con 0.5 ml de alcohol
1sopropilico durante 10 minutos a temperatura ambiente.

El RNA precipitado se centrifuga a 14000 rpm 15 minutos a 4° C. Se retira el
sobrenadante.

Se agrega y retira rapidamente | ml de etanol 75%/DEPC para lavar el boton.

El boton de RNA se deja secar y se disuelve en 10ul de agua DEPC. Si no se puede
resuspender, se agrega mas agua DEPC.

10. E1 RNA Total purificado se almacena a -70° C.

Nota: Todo el material utilizado para el tratamiento del RNA es previamente esterilizado. De no
ser posible, se trata con alcohol 70% por media hora y luego se enjuaga en agua DEPC.

11. La integridad del RNA total purificado se revisa en un gel de agarosa 0.8%/TBE DEPC

a 80V ~1h. Se carga 1u! de muestra + 2ul de buffer de carga de RNA 6X + 4ul de agua
DEPC. Una vez que corri6 el gel, se tifie en Bromuro de etidio/ DEPC por 5 minutos.
Se destifie 10 minutos en agua DEPC y se observa en el transiluminador.

B) Purificacion de las bandas de RNAr de geles de acrilamida

Se prepara un gel preparativo de acrilamida al 4%/Urea 7M (TBE 1X) a partir de un
stock de acrilamida/bis acrilamida 40%.

El gel se deja pre-corriendo desde 30 minutos hasta toda la noche a20 V.

Se carga una extraccion de RNA (~10u!) + 20 ul de buffer de carga de RNA 6X, y se
corre a 40 V por 3 horas a temperatura ambiente.

El gel se tifie durante 3 minutos en Bromuro de etidio/DEPC. Posteriormente se coloca
en el transiluminador (cubierto con plastico autoadherible nuevo) a potencia muy baja
para cortar las bandas correspondientes a ~160 y ~120b.

Cada una de las bandas se divide en dos y se coloca en 2 tubos de 1.5 ml con 400 ul de
buffer de elusion (SDS 0.3%, NaCl 0.14M, Acetato de Sodio 0.05M pH = 5.2). Se
incuban a 37° C por 4 horas.

Se recupera el sobrenadante en otro tubo de 1.5m! y se coloca en hielo/agua durante 30
minutos. Se centrifugan a 14000 rpm, por 20 minutos a 4° C, para eliminar el SDS.

Se precipita el sobrenadante en 1ml de etanol 100% o/n.

La muestra se centrifuga a 14000 rpm1, por 30 minutos a 4° C. Se retira el sobrenadante.
El boton se resuspende en 200ul de agua DEPC + 20 ul de acetato de sodio + 500ul de
alcohol absoluto. Se precipita 1 hora a -70° C.
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10.
1.

a)
b)
)

d)

Se centrifuga a 14000rpm, 15 minutos a 4° C. Se retira el sobrenadante. El botén se
resuspende en 10yl de agua DEPC.

La integridad de las moléculas se revisa en un gel de acrilamida 4%/Urea 7M.

La concentracion y pureza de las moléculas eludias se determina
espectrofotométricamente:

1pl de muestra de RNA purificado se diluye en 999ul de agua DEPC en una celdilla de
cuarzo. En un espectrofotémetro de luz UV a 260 nm se determina la absorbancia de la
muestra, que multiplicada por 40 corresponde a la concentracion, en pg/ml, de RNA de
la muestra. La tasa de absorbancia a 260/280 corresponde a la pureza de la muestra. La
méxima pureza tiene un valor cercano a 1.6 = OD 260/280 cuando la muestra se
encuentra en agua DEPC (Wilfinger et al., 1997).

C) Desfosforilacion del extremo 5° de moléculas de RNA usando la
fostatasa alcalina de intestino de becerro CIAP (Gibco BRL)

1.5ug (1ul) de RNAr 5.8S purificado (27.5 pmoles de extremos 5°) se desfosforilan con
0.6 ude CIAP (2.5 pl CIAP 0.228 wpl).

Se desnaturaliza lul de RNAr 5.8S + 19ul de agua DEPC a 75° C por 5 minutos.
[nmediatamente se transfiere a hielo/agua, y ahi se mantiene por 5 minutos.
Posteriormente se agregan 2.5zl de buffer CIAP 10X + 2.5u! de CIAP para tener una
reaccion 25pl en total. Esta se incuba a 50° C por 1h.

La fosfatasa se inactiva a 75° C por 10 minutos.

Se extrae el RNA:

Se agregan 125ul de agua DEPC + | 5ul de Acetato de sodio 3M y 150l de Fenol.

Se agita 2 minutos y se centrifuga 10 minutos a 14000 rpm a 4° C.

Se recupera el sobrenadante y se agregan 150 ul de Fenol + 150 pl de cloroformo y se
agita 2 minutos.

Se centrifuga a 14000 rpm, se recupera el sobrenadante y agregan 150ul de cloroformo,
para después agitar y centrifugar 5 minutos a 14000 rpm.

El sobrenadante se precipita con 450 pl de etanol al 100%, a -70° C o/n.

Se centrifuga a 14000 rpm 15 minutos a 4° C. El botén se resuspende en 7.5ul de agua
DEPC.

D) Fosforilacion de los extremos 5° con y-P32 ATP (Kit RTS T4 ligase
labeling system — Gibco BRL)

Se utilizan 25 pmoles de ‘y—PJZ ATP (Redivue adenosine 5’ ('y—JZP) triphosphate,
triethylammonium slat, 9.25 Mbq, 250xCi — Amersham biosciences) para fosforilar 27
pmoles de extremos 5° del RNAr 5.8S (6 200ng del oligonucleotido 58S-2).

Los 10ul de RNAr 5.8S desfosforilado se desnaturalizan a 75° C por 10 minutos y luego
se mantienen en hielo 5 minutos.

En el tubo de reaccion del kit se colocan los 7.5l de RNAr 5.8S desnaturalizado (6 1ul
de oligonucleotido 58S-2 a 200 ng/u! + 6.5u de agua DEPC) + 12.5ul de +P? ATP. Se
incuba a 37° C por 30 minutos.

La enzima polinucleotido cinasa T4 se inactiva a 55° C por 5 minutos.

Posteriormente se agregan 180ul de agua DEPC + 10ug (1ul) de RNA acarreador de
levadura + 20! de acetato de sodio 3M y 500l de etanol 100%.

Se precipita a -70° C por 2.5h.

Se centrifuga a 14000 rpm 15 minutos y se desecha el sobrenadante. El botén se deja
secar 5 minutos y se resuspende en 15ul de agua DEPC. (EI oligo 585-2 se resuspendi6
en 100pl de agua DEPC).

Nota: Todo el trabajo con radiactividad se hace detras de la mampara resistente a las emisiones
3 del fosforo radiactivo.
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12.

a)
b)

<)
d)

e)
g)
h)
1)
)]

E) Secuenciacién directa del RNA con e] kit “RNAse T1 Biochemistry
grade — Ambion”

Se preparan 4 tubos de 1.5 ml marcados de la siguiente forma:

T1

# 1 T1 (control negativo)
#2 Tl (luRNasaTl)
#3T1(0.1u RNasaT1)

En el tubo Tl se colocan 4ul del RNAr 5.8S marcado + 23ul del buffer de
secuenciacion 1X.

Los 27pl del tubo T1 se dividen en tres: 9ul en cada uno de los tubos #1-#3.

Todos los tubos se calientan a 50° C 5 minutos. Se dejan enfriar 3 minutos a
temperatura ambiente.

Se adiciona 1pl de RNasa T1 al tubo #2 y se mezcla con pipeta.

Se transfiere 1ul del tubo #2 al #3 y se mezcla con pipeta.

Las reacciones se incuban 15 minutos a temperatura ambiente.

Se agregan 20pl de buffer de inactivacién/ precipitacion, y se precipita o/n a -20° C.

Las muestras precipitadas se centrifugan a 14000 rpm por 15 minutos. Se desecha el
sobrenadante.

. Se deja secar el botén por 2 minutos y se agregan 8ul de buffer de carga II.
11.

El RNA se desnaturaliza por calor a 95° C por 5 minutos y se coloca en hielo hasta
cargarse en el gel de secuencia (Protocolo F).

Hidrolisis alcalina ( para producir la escalera de bandas del RNAr 5.8S control):

Se preparan 6 tubos: H, H1-H5.

En el tubo H se mezclan 20ul de buffer de hidrdlisis alcalina 1X + 5ul de RNAr 5.85
marcado.

Se alicuotan 5 pl de la muestra por tubo (1-5) y se calientan a 95° C.

Después de 30 segundos se pone el tubo #1 en hielo y se agregan 10ul de buffer de
carga L.

Después de 1 minuto, el tubo #2 se coloca en hielo + 10ul de buffer de carga 1.
Después de 2 minutos, el tubo #3 se coloca en hielo + 10ul de buffer de carga 1.

Al minuto 4, el tubo #4 se coloca en hielo + 10ul de buffer de carga 1.

Al minuto 8. el tubo # 5 se coloca en hielo + 10ul de buffer de carga II.

Para el control no tratado, el volumen restante del tubo original de fosforilacion se
mezcla con 8ul de buffer de carga 11.

Se almacenan a -20° C, o en hielo hasta que se cargue el gel.

F) Preparacién de geles de secuencia

Los vidrios de la cdmara se lavan con extran MAO| (Merck) 10% y luego se limpian del
tado del contacto con el gel con Acetona.

Se arman con los separadores de 0.7mm, se sella la porcion inferior de los vidrios con
cinta Scotch (Electrical tape 3M) y luego se coloca la camisa de plastico.

Se prepara la Acrilamida para polimerizar de la siguiente forma: 60 ml de Acrilamida
mix 10% + 0.5ml de Persulfato de Amonio 10% + 25ul de TEMED.

Con una jeringa se toma el volumen total y se inyecta entre los dos vidrios evitando las
burbuyjas.

Se colocan los peines con las puntas hacia fuera y se deja polimerizar 30-60 minutos. Se
puede dejar o/n.

Se retiran los peines. Los vidrios con el gel se ensamblan en la cdmara de electroforesis
para geles de secuencia (Model S2, Gibco BRL) (sin la cinta 3M). Se llenan los
compartimentos de la camara con TBE 1X DEPC.
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Se colocan los peines con las puntas hacia el gel y se presiona ligeramente para formar
los pozos. Se lavan los pozos con 500pl del buffer TBE 1X de la camara.

Se cargan 2l de muestra por pozo.

El gel se corre a 2200V, 200mA y 60W por 2 horas.

. Una vez terminada la corrida se retira uno de los vidrios. Se coloca un papel “wattman”

del tamario del gel sobre el gel pegado al vidrio para desprenderlo. Si esto es posible, se
cubre con plastico auto-adherible y se seca en el secador de geles durante 1h a 70° C,
para luego ponerse a exponer en una placa de rayos X. Si no es posible despegarlo del
vidrio, se cubre con plastico auto-adherible y se expone directamente a la placa de rayos
X.

G) ““Primer extension”

El oligo 58S-2 se marca con el sistema “RTS Kinase labelling system — Gibco BRL”
segun el protocolo (D).

Hibridacién: Se preparan 2 tubos: S8E y 5E. 58E: 1ul del oligo 58S-2 marcado + iug
(1pl) de RNAr 5.8S purificado + Sl de agua DEPC. SE: 1pul de oligo 58S-2 marcado +
1pg (1p1) de RNAr de la banda de ~120b purificado + 5pul de agua DEPC.

Ambos tubos se calientan a 75° C 5 minutos para desdoblar el RNA. Posteriormente se
agregan 0.7ul de Acetato de sodio 3M-DEPC + 17.5u1 de etanol 100% para co-
precipitar los oligonucleotidos con el RNAr purificado. Esto durante 30 minutos en
hielo seco-etanol.

Se centrifugan 15 minutos a 14000 rpm a 4° C, se retira el sobrenadante y el botdn se
deja secar 5 minutos.

El botén se resuspende en 30pl de solucidn de hibridacion (800ul de Formamida + 80 pl
de NaCl SM-DEPC + 2ul de EDTA 500mM pH= 8 + 80ul de PIPES 0.5M pH= 6.4 +
38ul agua DEPC), se agita y se incuba a 30 ° C o/n.

Primer extension 6 Extensién del oligonucleotido: Cada tubo se precipita con 3ul de
Acetato de Sodio + 75ul de alcohol 100%, por 2 horas a -70° C.

Se centrifugan a 14000 rpm a 4° C por 15 minutos, se retira el sobrenadante y se deja
secar el boton 5 minutos.

El botén se resuspende en 12ul de agua DEPC + 4ul de “First strand buffer 5X” + 2pl
de 0.1M DTT + 1yl de la mezcla de dNTPs 10mM (dNTP mix — Gibco BRL). Esta
mezcla se incuba a 42° C 2 minutos, y luego se agrega 1pl de la enzima Superscript 11
Reverse Transcriptase (Invitrogene life technologies).

Se incuba 50 minutos a 42° C. La reaccion se detiene con 1p] de EDTA 0.5M pH= 8 +
1ul de RNasa A (1ug/pl).

. Se incuba a 37° C por 40 minutos y luego se agregan 80ul de acetato de amonio SM +

20p! de agua DEPC.

. Se realiza una extraccidon Fenol-Cloroformo (60u1-60ul). La fraccién superior se

precipita con 300l de alcohol 100% a -80° C o/n.

. Los precipitados se centrifugan a 14000 rpm 15 minutos. El botén se resuspende en 4pl

de TE + 4pl de buffer muestra de carga de RNA 6X.

. Se calientan a 80° C 3 minutos y luego se transfieren a hielo hasta cargar 1.5ul de la

reaccion en el gel de secuencia.

. La reaccion anterior se corre de manera conjunta con la secuencia del cistron ribosomal

de Trichomonas vaginalis en la regiéon que codifica al RNAr 5.8S, esto mediante la
utilizacion del oligonucleotido 58S-2 (ver protocolo H).

H) Secuenciaciéon del plasmido p921 (clona de una copia del cistrén
ribosomal de Trichomonas vaginalis) utilizando el kit “Sequenase

Version 2.0 DNA sequencing kit” (USB- Amersham life sciences)

Se extrajo el plasmido p921 (Protocolo R}.
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Desnaturalizacién: Se incubaron 1.5ug de plasmido p921 (20ul) + Sul de solucién
desnaturalizante (449 ul de agua DEPC + 50ul de NaOH 10M + 1l EDTA 0.5M) a 37°
C por 15 minutos.

Neutralizacién: Se prepara un tubo eppendorf de 0.5ml con un pequefio hoyo en el
fondo (logrado con un aguja caliente) con una gota de perlas de vidrio en el fondo. Se
agregan 0.5ml de CL6B/TE (Sepharosa Pharmacia CL6B) y se centrifuga a 3000 rpm 3
minutos dentro de un tubo eppendorf de 2ml (sin tapa) para eliminar el TE.
Posteriormente se agrega el DNA desnaturalizado, reemplazando el tubo de 2ml por
uno de 1.5ml. Se centrifuga a 3000 rpm 3 minutos y se recuperan ~17 ul de DNA.
Alineamiento: Al recuperado de la neutralizacion se agregan 10ug del oligonucleotido
58S-2 + 2ul de buffer de reaccion 5X. Esto se incuba a 37° C por 15 minutos.

Mientras tanto, se colocan 2.5ul de las mezclas de dNTPs A, C, G y T en un plato de
micro-pozos previamente incubado a 37° C.

Se hace la mezcla de sequenase con: TE 11.2ul + DTT 0.1M 2ul + mezcla de marcaje
dGTP 0941 + S** dATP lul (Redivue deoxyadenosine 5° (a-**S)-thiotriphosphate
triethylammonium salt — Amersham biosciences) + buffer de dilucién de enzima 2pul. Se
agregan 0.6ul de la enzima Sequenase justo antes de usarse.

Reaccion de marcaje: Se agregan 8ul de la mezcla de sequenase a la reaccién alineada
oligonucleotido/DNA, y se incuba a temperatura ambiente 3 minutos.

Reacciones de secuencia: Se colocan 4ul de la reaccion de marcaje en cada uno de los
micro-pozos previamente preparados, y se incuban a 37° C por 3 minutos.

Reaccion de terminacidn: Se agregan 4ul de la reaccién de paro (azul) a cada pozo, y se
almacena en hielo hasta cargar en el gel de secuencia.

. Antes de cargar las muestras en el gel, se calienta toda la placa a 80° C por 2 minutos y

luego se coloca en hielo. Se cargan 2.5ul de cada reaccién (A, C, Gy T).

. El ensayo de “primer extension” junto con esta secuencia se corren en un gel de

secuencia acrilamida 6%/Urea 7M. El gel se seca y se expone durante 1 dia a una placa
de rayos X. (protocolo F).

[) Geles nativos de acrilamida (no desnaturalizantes)

Se prepara acrilamida 15% utilizando el stock 40%: 11.25ml de stock 40% + 3.3 ml
TBE 9X + 15ml agua DEPC. Se utilizan 10 ml para dos geles. Se polimerizan con
125ul de persulfato de amonio al 10% y 7ul de TEMED.

Se utiliza TBE 1X -DEPC como buffer de corrida.

El buffer muestra se prepara con 2.5ml de Glicerol (50% concentracién final) + 2.5ml
de TBE 9X + 100ul de agua DEPC ( en donde se disolvié un poco de Azul de
Bromofenol y Xilen-Cianol).

El buffer muestra se coloca 1:1 (volumen: volumen) con la muestra.

Para separar conformaciones de RNAr, las muestras deben de ser purificadas de geles
desnaturalizantes (protocolo B). La electroforesis se realiza a 15V por 32 horas.

J) Extraccién de DNA gendmico de Trichomonas vaginalis

La extraccion de DNA se logra con un cultivo de 50 ml de fase logaritmica de T.
vaginalis (~2.5 x 10° cel/ml).

El cultivo se divide en 2 tubos de 50ml (con 25ml), se centrifugan a 3000 rpm 2
minulos y se retira el sobrenadante. El botdn se resuspende y lava en 20 ml de PBS
centrifugando de la misma forma.

El boton se resuspende en 2 ml de PBS para separarlo en 2 tubos eppendorf de 1.5ml (4
tubos en total).

Cada tubo eppendorf se centrifuga a 14000 rpm 1 minuto; se decanta el sobrenadante.
El botén se resuspende en el PBS restante.
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12.
13.

Se agregan 300 pl de buffer de extraccion (SDS 2%, NaCl 100mM, EDTA 100 mM y
Tris 10mM) + 300 pl de Fenol. Se agita 30 segundos y se centrifuga a 14000 rpm 3
minutos.

Se recupera la fase superior y se agregan 300ul de Fenol + 300ul de cloroformo, se agita
y centrifuga igual que en el paso anterior.

La fase superior se mezcla con 500yl de cloroformo, se agita y centrifuga.

La fase superior se precipita con 1 ml de alcohol 100% + 40 ul de acetato de sodio 3M.
Se incuba a -20° C por 2 horas.

Se centrifuga a 14000 rpm 15 minutos.

. Se retira el sobrenadante y el boton se lava con 1ml de etanol al 70%. El botén se deja

secar por 5 minutos.

. Dicho botén se resuspende en 50 pul de RNAsa en TE a 3.3mg/ml. Se incuba 30 minutos

al37°C.

El DNA se almacena a -20°C.

Para revisar la integridad del DNA extraido, se corre en un gel de agarosa al 0.8% (TAE
1X) Th a 80V. Se utiliza buffer muestra 5X-TAE en proporcién 1:2 (DNA-buffer
muestra) (Protocolo T).

K) Southern blot gendémico

Se digirieron 20pg de DNA gendmico de Trichomonas vaginalis: Esta reaccion se
prepara en un tubo de 1.5ml en el siguiente orden: 115ul de agua estéril + 25pul de
buffer de reaccion 10X (# 3 para EcoRI) + 100l de DNA genémico (200 ng/ul) + 10ul
de la enzima de restriccion EcoRI (Gibco BRL). Los 250ul totales se incuban a 37° C
o/n. Al otro dia se agregan otros 10ul de EcoRlI y se incuba por 3 horas mas a 37° C.
También se digirié lpg de plasmido p921: 7ul de agua estéril + 12pl de buffer de
reaccion 10X (#3) + 100u! de plasmido p921 (10ng/ul) + 1ul de EcoRI. Los 120pui
totales de la reaccion se digirieron a 37° C o/n.

El DNA genémico y el plasmidico digeridos se extrajeron y precipitaron segun el
siguiente protocolo: Se agrega una mezcla de Fenol/Cloroformo (50%/50%) en un
volumen equivalente al volumen de la muestra a extraer. Esta mezcla se agita y se
centrifuga por 3 minutos a 14000rpm. La fase superior se mezcla con un volumen
equivalente de Cloroformo, se repite la agitacion y la centrifugacién. La fase superior se
precipita con dos volimenes y medio de alcohol 100% y 1/10 de Acetato de sodio 3M
por 1 h a-70° C. La precipitacién se centrifuga a 14000 rpm 15 minutos a 4° C. El
boton se resuspende en el volumen deseado, en este caso: El DNA del plasmido se
resuspendi6 en 10pl de TE; el gendmico en 20pul.

La concentracién de las muestras se determind por cuantificacion de la densidad optica
de las bandas correspondientes a 1ul de la muestra correspondiente en geles de agarosa
al 0.8% utilizando el hardware/software FX/Quantity one de Biorad (contra la
cuantificacion de A-Hindlll).

Con base en esto se cargaron por orden (cada una con 4ul de buffer muestra 5X-TAE)
en un gel de agarosa 0.8%(TAE 1X):

DNA genomico 2.83 ug
DNA gendmico 1.43 pg
DNA gendimico 0.754 pg
DNA gendémico 0.377 pg
DNA gendmico 0.189 pg
6. DNA p9213.11 ng
7. DNA p921 1.56 ng
8. DNA p921 0.78 ng
9. DNA p9210.39 ng
10. DNA p9210.194 ng
11. DNA p9210.097 ng
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a)

b)

c)

10.
11.

12.

13.

El gel se corrié a 80V por 3.5 horas. Posteriormente se tifié con Bromuro de etidio por
20 minutos, se destifié en agua destilada 10 minutos, y se incub6 en HCL 0.25N durante
7 minutos (dos veces).

Posteriormente, el gel se incubo en solucion desnaturalizante (43.83g de NaCl + 25 ml
de NaOH 10N en 500 mi de volumen final) durante 15 minutos (dos veces).

Finalmente se incuba en solucion de neutralizacién (125 ml de Tris/HCl 2M pH =7.5 +
87.66 g de NaCl en 500 ml de volumen final) por 30 minutos. Este paso también se
repite.

Transferencia del DNA a membrana de Nylon: En la camara de transferencia (Blot
Transfer System 11.14 Gibco BRL) se coloca la solucion de transferencia en el
recipiente inferior, posteriormente se arma el emparedado:

El papel Wattman y la membrana se humedecen previamente en la solucién de
transferencia.

Sobre la base se coloca un papel wattman de 23 x 11lcm, y sobre él, otrode 11 x 14 cm.
Encima va el gel (volteado), luego la membrana de Nylon de 11 x 14 cm (Zeta Probe
GT Genomic Tested Blotting membranas- BioRad), otro papel wattman de 11 x 14 cm
y un monte de sanitas. Sobre las sanitas va una cubierta plastica y una botella llena de
agua (peso).

Se coloca parafilm entre las orillas del gel y el segundo wattman para asegurar la
transferencia de la solucidn a través del gel.

La transferencia se deja o/n.

Se marcan los pozos. La membrana se deja secar por 1 hora a temperatura ambiente,
para luego fijar el DNA a la membrana con la luz UV a 12000 pJ.

La membrana se pone a pre-hibridar en solucién de hibridacién sin sonda por 2 horas a
42°C.

Posteriormente se hibrida la membrana con la solucién de hibridacion + sonda y se deja
hibridando 2 Cot": a 42° C.

- Célculo del Cot¥s =2 (1/X)(Y/5)(Z/10); donde X es el peso de la sonda en ug (en este caso
son 0.050); Y es el tamaiio de la sonda en Kb (en este caso son 6), y Z es el volumen de
hibridacién (que en este caso son 10 ml). Por lo tanto, 2 Cot'z = 48 horas.

14.

15.

Después de la hibridacion, la membrana se lava con 2X SSC, 0.5% SDS 15 minutos a
temperatura ambiente. De ser necesario, se repite este paso.
La membrana se pone a exponer a una placa de rayos X o/n y se revela.

L) Purificacion del Inserto de la clona de p921 (cistron ribosomal de
Trichomonas vaginalis) para utilizar como sonda en el Southern blot.

Después de la digestion del plasmido p921 con EcoRl, se purificé el inserto de 6kb
(correspondiente al cistron ribosomal) del gel utilizando el kit “Matrix gel extraction
system — Marligen biosciencie™ siguiendo las indicaciones del proveedor.

M) Obtencién de sonda radiactiva

El inserto purificado quedd a una concentraciéon de 5 ng/ul. Se utilizaron 50 ng del
inserto para hacer la sonda, es decir, 10ul.

Se utilizé el kit de marcaje “Rediprime II Random Primer Labelling system —
Amersham biosciences”.

10ul del inserto purificado se mezclaron con 35ul de agua estéril.

El DNA se desnaturaliza calentandolo a 100° C por 5 minutos. Se agrega el DNA
desnaturalizado al tubo del kit “Rediprime 11", Posteriormente se agregan 2ul de o-p*
dCTP (Redivue deoxycytidine 5'-(o’’P) triphosphate triethylamnonium SALT -
Amersham biosciences) y se mezcla por pipeteo.

La reaccion se incuba a 37°C 135 minutos.

Mientras tanto se prepara una columna de Sephadex G-50 para eliminar la marca libre:
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a)

b)
<)

En una jeringa de insulina sin aguja se coloca un poco de fibra (para taparla) y
Sephadex G-50 (TE) hasta llenarla.

Se centrifuga en tubos de ensaye a 3000 rpm 2 minutos para eliminar el buffer TE.

Asi ya esta ista la columna para eliminar la marca libre de la sonda.

Una vez terminada la incubacion de la reaccion se agregan 50l de TE, y se colocaen la
columna de Sephadex recién preparada. Esta se centrifuga a 3000 rpm 2 minutos (la
sonda se recupera en un tubo de 0.5ml sin tapa).

Para desnaturalizar la sonda se agregan 10ul de NaOH 3N y se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente.

Se transfiere a hielo y se agregan 10ul de HCI 3N.

. Finalmente se agregan 5ul de Tris IM y se mantiene en hielo, para luego agregar a la

solucién de hibridacién. Dicha solucion se pone en contacto con la membrana pre-
hibridada.

N) PCR para obtener templado de Transcripcion in vitro

Se amplificé un fragmento que contiene una regién del DNAr desde 133pb rio arriba
del extremo 3" del gen del RNAr 16S-like hasta el final del gen del RNAr 5.8S. Los
oligonucledtidos utilizados para lograr esto fueron SSU-1 y 58S-T7 (este oligo es de
secuencia reversa complementaria el extremo 3’ del gen del RNAr 5.8S + la secuencia
del promotor de RNA polimerasa T7).

El PCR se prepard de la siguiente forma: En un tubo de PCR de 0.5ml de mezclaron en
el siguiente orden: 32.5ul de agua estéril + Sul del buffer 10X de Altaenzymes + 3ul de
dNTPs 10mM + 3ul de Cloruro de Magnesio 25mM + 3ul del oligonucleotido 58S-T7
(200ng/pl) + 3ul del oligonucleotido SSU-1 (200 ng/ul) + 0.5 ul de DNA del plasmido
p921 (10 ng/pl) + 0.5u] de la DNA polimerasa recombinante Pfu (Altaenzymes)*.

* La enzima se agrega hasta el minuto 5 del primer paso del programa detallado en el punto 3.

3.

a)

b)

Posteriormente se agregaron 100ul de aceite mineral para evitar la evaporacién de la
mezcla y se colocé en el termociclador con el siguiente programa:
1)107a92°C,2)1’a92°C, 3) 1’a42°C, 4) 3’ a 72° C, 5) Repetir 30 veces desde el
paso2,6) 1’a92°C,7)1’a42°C, 8)5 a42°C,9)20ha4° C.

El producto de PCR se extrajo con 200ul de cloroformo y se reviso en un gel de agarosa
al 2% (Protocolo T).

0O) Ensayo de Transcripcion in vitro — kit Maxiscript T7 - Ambion

En un tubo de 1.5ml de hace la siguiente reaccion:

2.5ul del templado de PCR de la metodologia anterior (58T-S) + 1.5u1 de agua DEPC +
lut de buffer 10X de transcripcion + 0.5ul de ATP 10mM + 0.5u1 de CTP 10mM +
0.51l de GTP 10mM + 2.5ul de o« P-UTP (Uridine 5’-(a-32P) triphosphate
triethylammonium salt (SP6/T7 grade) — Amersham bioscienices) + 1ul de T7 enzyme
mix.

Los 10l totales de la reaccién se mezclan pipeteando, y se incuban a 37° C por 10
minutos.

El templado de DNA se remueve con 1l de DNasa I, a 37° C 15 minutos.
Posteriormente se agregan 12ul de buffer de carga I, y las muestras se calientan a 95° C
por 3 minutos.

La muestra de 24ul se carga en dos pozos de un gel de acrilamida 4%/Urea 7M. Se
corre por 2 horas a 60 V.

El gel se cubre con plastico auto-adheribe y se expone a una placa de rayos X por 15
minutos. Dicha placa se revela y se utiliza como molde para cortar la banda
correspondiente a la transcripcién in vitro de mayor tamafio (puede haber varias
bandas).
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6.

7.

1.

La banda cortada se eluye con 300ul del buffer de elusion del kit RPA 111 y se deja
eluyendo o/na 37° C.
El producto de la elusion tenia 3500 cpny/200pul.

P) Ensayo de proteccion a ribonucleasas — RPA 111 (Ambion)

Hibridacidn: Se preparan las siguientes mezclas:

# | Nombre * | RNA muestra* | Concentracion Concentracion RNA extra *
RNA muestra * RNasa **
1 558 58 1l (0. 1pg/pl) 1:100 lul RNAtU Tv
2 SS8 A 58 1pd (1pg/ul) 1:100
3 5858 5.88 1pl (0.1pg/ul) 1:100 lpul RNAt Tv
4 5858 A 5.88 lpl (1pg/ul) 1:100
5 T 58 tRNA Tv Ll (Lpg/pl) 1:100 -
6 L.58 RNA levadura Lpl (Spg/ul) 1:100 -
7 58 sonda RNA levadura lpl (Spg/pl) --- ---

2. En cada tubo se colocaron los componentes marcados con * y 28ul de la sonda obtenida
por Transcripcién in vitro, 58T-S. La sonda y el RNA muestra se co-precipitan con 3pul
de Acetato de amonio SM + 75ul de etanol 100%, a -70° C por 1 hora

3. Se centrifugan a 14000 rpm, 15 minutos a 4° C.

4. Se desecha el sobrenadante y el botdn se deja secar 10 minutos. Se resuspende en 5ul de

Al

buffer de hibridacion.

Se agitan, se calientan 5 minutos a 95° C.

Se incuban a 42° C o/n.

Se prepara una dilucion de RNasa A/T1 1:100 en buffer de digestion Ill. Para cada
muestra se usan 75l de esta dilucion. La muestra “58 sonda” no lleva RNasa, solo 75ul
de buffer de digestion 111 (control sin digestion).

Se incuban a 37° C 30 minutos.

Se agregan 112.5ul de solucion de inactivaciéon de RNAsas/precipitacion 111 + 1l de
RNA de fevadura como acarreador + 37.5ul de etanol 100%.

. Se precipitan a -80° C 30 minufos

. Se centrifugan a 14000 rpm por 15 minutos a 4° C.

. Se retira el sobrenadante y se deja secar el boton por 10 minutos.

. Se agregan 5ul de buffer de carga I1 a cada tubo, se agitan vigorosamente, y se incuban

3 minutos a 95° C.

. Se almacenan en hielo hasta cargarse.
. Se prepara RNA de Tiypanosoma cruzi para usar como marcador de peso molecular:

6pd de RNA + 6l de buffer de carga tratado de la misma forma que en el paso 13.

. Las muestras se cargaron por orden (igual que la tabla I) en un gel de acrilamida

4%/urea TM.

. Se corre a 60V por 2 horas. Al terminar la corrida se corta el primer carril en donde se

cargd el RNA total de Trypanosoma cruzi y se tifie con Bromuro de etidio-DEPC.

. El resto del gel se pegd en papel wattman y se envolvié en papel auto-adherible para
exponerse a una placa de rayos X por 1 diaa -70°C.
. Serevela.

Q) RT-PCR




1.
12.

Se utilizaron como templado las moléculas de RNAr purificadas de las bandas de 120 y
160b (protocolo B) del RNA total de 7. vaginalis.

Para hacer la primera cadena (cDNA), en un tubo de 0.5ml se colocan 10ng de RNAr
purificado de la banda de 120b, 6 10ng del RNAr purificado de la banda de 160b (5.8S)
+ 100ng del oligonucleotido 58S-2 (0.5u1 de una concentracion de 200ng/ul) + tpul de
dNTPs 10mM + 3.6ul de agua DEPC.

Los 6l totales se incuban 10 minutos a 70° C y luego se transfieren a hielo.

Mientras tanto, se prepara en un tubo de PCR de 0.5ml: 1ul de agua DEPC + 2ul de
buffer 5X de cDNA + 0.5u1 DTT 0.1M. Este tubo se coloca en el termociclador a 42° C,
luego se agrega el volumen del primer tubo + 0.5u1 de la transcriptasa reversa resistente
a alta temperatura: TermoScript Reverse Transcriptase (Invitrogene, Life Technologies).
Esta mezcla se mantiene a 42° C otros 5 minutos.

Posteriormente se sigue el siguiente programa de PCR para obtener la primera cadena
de templados altamente estructurados: 1) 5" a46°C,2) 5" a50°C,3)5 a55°C,4)5 a
60° C, 5) 30" a 65° C, 6) 5 a 85° C, 7) 30’ a 37° C (aqui se agrega 1ul de RNasa
H/RNasa A (kit)), 8) 30> a37°C,9) 20ha 4° C.

Al dia siguiente se realizo la reaccion de PCR: En un tubo de PCR se ensamblan por
orden: 30ul de agua esténil de PCR + 5ul de buffer 10X de PCR + 6yl de cloruro de
magnesio 25mM + 3pul de dNTPs 10mM + 3ul del oligonucleotido 58S- 2 (200ng/ul) +
3ul del oligonucleotido 58S-1 6 58S-DINT (200ng/ul) + 2ul de la primera cadena
obtenida a partir del RNAr 5.8S, o del RNAr de {a banda de 120b.

Luego se agregan 100ul1 de aceite mineral. El tubo se coloca en el termociclador con el
siguiente programa: 1) 2’ a 92° C (al minuto 1 se agrega la Taq polimerasa), 2) 1’ a 92°
C,3)1’a42°C,4)3’a72°C, 5) Repetir 35 veces al paso2,6) 1’a92°C, 7)1’ a42° C,
8)5’a72°C,9)20ha4°C.

Los productos de PCR se extraen con 200u1 de cloroformo. Se revisan 5ul en un gel de
agarosa 2% -TAE a 80V, ~1.5h (Protocolo T).

R) Extraccién de plasmidos (Mini-Preps)

Se crece un cultivo o/n de la clona p921, a 37° C en agitacion, en 40mi de LB + 40ul de
ampicilina (100mg/ml). Las células para el cultivo se tomaron directamente del glicerol
de dicha clona.

El cultivo era suficiente para hacer 10 mini-preps.

Se colocan 1.5ml de cultivo por tubo, y se centrifugan a 12000 rpm 30 segundos. Se
retira el sobrenadante y se agregan otros 1.5ml de cultivo por tubo.

Se centrifuga a 12000 rpm 30 segundos y se retira el sobrenadante. El agita ligeramente
el botén para suavizarlo.

Se resuspende el botén en 100ul de solucidn | fria por agitacién vigorosa.

Se agregan 200ul1 de solucion Il recién preparada. Se mezcla el contenido por inversién
de los tubos y se almacena en hielo.

Se agregan 150ul de sotucién III fria, y se agita ligeramente por 10 segundos.

Se almacena en hielo por 5 minutos.

Se centrifuga a 12000 rpm, 5 minutos. El sobrenadante se extrae de igual forma que en
el paso 3 de! protocolo K.

. El botén de DNA plasmidico después de la precipitacion se re-disuelve en 50l de TE

con RNasa pancreatica (20pg/ml) por 20 minutos a 37° C.

Se agita brevemente y se almacena a -20° C.

Se revisan 2ul del Mini-prep + 2ul de buffer muestra TAE 5X, en un gel de agarosa
0.8% a 80V por 1 hora.

§) Cultivo de Trichomonas vaginalis

- Las Trichomonas se cultivan en medio Tym con Suero de caballo al 10%.

86




7

Se cultivan en tubos de ensayo con 6ml de medio Tym + 0.6ml 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.

Diluciones de 0.1-0.3m! del cultivo anterior se cultivan para que hayan crecido hasta
fase logaritmica en dos dias.

Los tubos se colocan a 37° C inclinados en una gradilla, para que las Trichomonas
puedan adherirse a la pared del tubo.

T) Analisis de DNA en geles de agarosa

La agarosa se prepara en buffer de corrida TAE 1X a una concentracién de 0.8 a 2 %
dependiendo del tamaiio de las moléculas a analizar.

La agarosa preparada se calienta en el microondas hasta licuarla, luego se coloca en el
recipiente de la camara disefiado para solidificar los geles, y se deja enfriar ~30 minutos.
Siempre se cargan, como marcador de peso molecular ,10ul de NHind 111.

Las muestras se preparan con 1:1 de muestra: buffer muestra TAE 5X. Se puede agregar
agua para obtener un volumen facil de cargar (~10ul).

Estos geles se corren entre 80 y 100 V, por ~1 hora en buffer TAE 1X.

Una vez terminada la corrida se tifien por 5 minutos en Bromuro de etidio-TAE 1X.

Se destifien 15 minutos en agua destilada y se observan en el transiluminador para
tomar la foto.

U) Obtencion de estructuras secundarias putativas en el programa Mfold
de Zuker.

Ingresar a la péagina de Internet Mfold (RNA folding server):
http://wwy bipinfo.rpi.eduapplications/mfoldold/rna/form1.cgi

En la zona de “Quikfold server” se nombra la molécula a doblar y se coloca la
secuencia a doblar (en este caso, las 118b del RNAr 5S maduro o las 162b del RNAr
5.8S maduro) en formato lineal.

En el punto “constraint information” se pueden forzar apareamientos, o bien, prevenir
algunos. Los apareamientos forzados del RNAr 5S ¢ 5.8S primero se disenaron a
mano con base en los apareamientos “universales” reportados (Vaughn y Sperbeck,
1984 y Wildeman y Nazar, 1982)

La orden F a b ¢, corresponde a forzar hélices o tallos-asa: F representa la orden
“Force™; “a” comresponde al numero de la primera base de la secuencia que
correspondera a la primera base del tallo; “b” corresponde al ntmero de la dltima base

M, Ee

de la secuencia que se apareara con la primera base “a”; “c” es el numero de

apareamientos posteriores al primero “a”-“b”.
La orden P a 0 b funciona para prohlblr apareamientos: P representa la orden
“Prohibit™; “a” corresponde a la primera base de la secuencia que se desea permanezca

en cadena sencilla en la estructura secundaria final; “b” corresponde al numero de
bases posteriores a “a"” que no estaran apareadas.

Los unicos apareamientos no-canénicos permitidos son G-U. El resto deben de
evitarse en los apareamientos forzados, de lo contrario el programa indicara “trabajo
rechazado por error”.

Las érdenes utilizadas para obtener la estructura secundaria del RNAr 5S fueron:

F 23 53 2 (la base 23 se aparea con la 53, y la 24 con la 52 (tallo de dos pares de bases))

P 9 0 4 (se prohibe el apareamiento de la bases 9, 10, 11 y 12 (cuatro bases))
F13664
F28484
F 671082
F 701052
F78985
P33012
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8. Las ordenes utilizadas para obtener la estructura secundaria del RNAr 5.8S fueron:

F37982
F39953
F 46594
F71842
F73813

F 1061143
P10104
P1030

P 141019

9. El resto de los parametros del programa se mantienen, y se oprime el boton “Fold RNA™.

10. En el “Output” se elige la figura en formato JPEG y se almacena.
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13. Apéndice de Soluciones mas utilizadas

1. Medio Tym
2. Medio LB
3. PBS
4. Acrilamida/bis acrilamida stock 40%
5. Acrilamida mix RNA
6. TBE 5X
7. TAE 50X
8. Buffer de RNA 6X
9. Agua DEPC
10. TE
11. Solucién de transferencia de Southern
12. Solucion de hibridacion
13. Solucién I de Mini-preps.
14. Solucion II de Mini-preps
15. Solucién 111 de Mini-preps

1. Medio Tym

a) Para preparar 500ml de medio:

Bacto Triptona 10g
Extracto de levadura Sg
Maltosa 2.5g

L-cisteina 0.5g

Acido ascérbico 0.1g
KH,PO, 0.4g
K,HPO,0.4g

Agua bi-destilada 450ml

b) Se ajustael pHa 6.2 con HCI
¢) Se aforaa S00m!
d) Se esteriliza a 201b por 20 minutos.

2. Medio LB liquido

a) Para 500ml de medio:

Peplona 5g

NaCl 2.5g

Extracto de levadura 2.5g
NaOH 10M 150ul

Tris 1M pH= 8 5ml

b) Se afora a 500ml con agua destilada
c) Seesteriliza a 201b por 20 mirutos.
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3. PBS (Solucién de sales de fosfato)

a) Para 1L:
NaCl 8g
KCl0.2g
Na,HPO, 1.44¢g
KH,PO, 0.2¢g

b) Se agregan 800ml de agua destilada y se ajusta el pH= 7.4
c) Seaforaa IL y se esteriliza.

4. Acrilamida/Bis acrilamida stock 40%

a) Para30ml:

Acrilamida 11.4 g
Bis acrilamida 0.6g

b) Selleva a 30ml con agua DEPC estéril.
c) Se agita hasta que se disuelva y se filtra.
d) Sealmacenaa 4° C protegido de la luz.

5. Acrilamida Mix 4% . 6% 6 10%

a) Para 50ml:
4% 6% 10%
Acrilamida stock 40% Sml 7.5ml 12.5ml
TBE 5X DEPC 10m! 10ml 10m!
Urea 7M 2lg 2lg 2lg

b) Aforar a 50ml con agua DEPC, disolver y almacenar a 4° C.

6. TBE 5X - DEPC
a) Para 200ml:
Tris Base 10.8¢g
Acido Borico 5.48g
EDTA 0.74g
b) Se afora a 200ml con agua DEPC y se esteriliza.
7. TAE 50X
a) Para 50ml:
Tris 121g
Acido acético glacial 2.85ml

EDTA 0.5M 5ml

b) Se afora a 50ml y se esteriliza.




8. Buffer de carga de RNA 6X

a) Para Sml:

Urea 3g

TBE 5X 5004l

Azul de Bromofenol
Xilen-Cyanol

b) Disolver los colorantes en 300ul de agua DEPC y mezclar con el resto de los
componentes.

c) Aforara Sml.

9. Apgua DEPC (Agua libre de RNAsas)

a) Se preparan 4L de agua destilada: se ponen a agitar o/n con 20 gotas de DEPC (5 gotas
por litro).

b) Sedivide en 5 frascos con 8§00m] de agua.

c) Se esteriliza antes de usar.

10. TE (Solucién de Tris-EDTA)

a) Para 100mi:

Tris 10mM : Iml de Tris IM
EDTA 0.2 mM : 40ul de EDTA 0.5M

b) Seaforaa 100ml de agua destilada y se esteriliza

11. Solucidn de transferencia para Southern blot

a) Para lL:
Acido acético 17.4M 57.5m!
Hidréxido de amonio 7.1M 140.8ml
NaOH 10N 2ml

b) Aforara IL con agua bi-destilada.

12. Solucién de hibridacion para Southern blot

a) Para30ml:

Tris 1M 3ml

Solucion de Denhardt’s 100X 1.5ml
Formamida 15ml

SDS 10% 3ml

SSC 20X 7.5ml

13. Solucidn ! para Mini-preps
Glucosa IM 0.5ml

Tris 1M 0.25ml]
EDTA 0.5M 0.2ml
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Agua destilada 9.05 ml

14. Solucién 11 para Mini-preps (preparar al momento de hacer el ensayo)

NaOH 5M 0.2ml
SDS 10% 0.5ml
Agua 4.3ml

15. Solucién 11 para Mini-preps

Acetato de potasio SM 6ml
Acido acético glacial 1.15ml
Agua destilada 2.85ml

14. Apéndice de oligonucledtidos utilizados en PCR, RT-PCR v “Primer extension”

Nombre Secuencia Localizacion
SSuU-1 5’-GTCGCTCCTACCGATTGG-3’ 133pb rio arriba del

extremo 3’ del
RNAr 16S

58S-1 5'-AGTCTCTAAGCAATGGAT-3’ Extremo 5’ del
RNAr 5.8S

58S-2 5’-GATGTAGTACTGTCACAC-3’ Extremo 3 del
RNAr 5.8S

58S-T7 Extremo 3" del

5’-TAATACGACTCACTATAGGGATGTAGTACTGTCACACCC-3’ RNAr5.8S+

Promotor T7
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