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Resumen

La maquinaria de sintesis de proteinas, el ribos@macompone de RNAs ribosomales y
proteinas. Los RNAs ribosomales que componen akoima eucarionte son los rRNA 18S,
5.8S, 28S y 5S. El cistron ribosomal o rDNA codifia los rRNA 18S, 5.8S y 28S; por otro
lado el rDNA 5S codifica solamente al rRNA 5S.

La organizacion gendémica del rDNA en organismosa@wrios era considerada representativa
de organismos eucariontes. En el capitulo | detesis se resalta la gran variabilidad que existe
en la estructura de estos genes en microorganisogasiontes. Lo anterior lleva a cambiar la

vision sobre la organizacion considerada “repregisat’ de los genes de RNA ribosomal, a una
mas amplia que incluye la presencia de posibleanig@nos regulatorios variables y novedosos

en estos genes, aun considerados por algunos aoreergados Yy relativamente predecibles.

Los organismos Trichomonadidos son parasitos unarels flagelados que consevan
caracteristicas regulatorias altamente divergemteghas veces consideradas atipicas. En el
capitulo Il se describe un estudio detallado derdmnizacién gendmica de los genes del rRNA
5S en tres organismos Trichomonadiddsichomonas vaginalis, Trichomonas tenax y
Tritrichomonas foetus. Se resaltan caracteristicas atipicas encontexd@s rDNA 5S de estos
organismos, como son la identificacion de dos tig@sDNA 5S ¢ la presencia de tallos-asa,
secuencias repetidas y un gen de ubiquitina eretfienes intergénicas. En el capitulo Ill se
describen los analisis funcionales que se realizanoel rDNA 5S ddrichomonas vaginalis en
donde se comprobd, mediante transcripdidnvitro, que este gen es transcrito por RNA

polimerasa lll.



Summary

The molecular machinery for protein synthesis,rthesome, is composed of ribosomal RNAs

and proteins. The 18S, 5.8S, 28S and 5S rRNAs csenghee typical eukaryotic ribosome. The

main transcription unit or rDNA codes for the 188S and 28S rRNAs; on the other hand the
5S rDNA codes for the 5S rRNA.

A compilation describing the genomic organizatidnribosomal RNA genes in eukaryotic

microorganisms is shown in chapter I. This revidwvgs that the ribosomal RNA genes have
great structural variations compared to the orgdium found in metazoan organisms. This
variability suggests the presence of contrastindy species-specific regulatory mechanisms for

rRNA expression among eukaryotes.

Trichomonads are unicellular parasites with highilyergent regulatory mechanisms. A detailed
study of the genomic organization of 5S rDNA in chidmonads is shown in chapter Il.

Atypical characteristics found in the 5S rDNA ah®wn, such as the identification of two types
of 5S rDNA and the presence of palindromic and aiggk sequences in the intergenic region.
Functional analyses made for the 5S rDNATdthomonas vaginalis are shown in chapter I,

where we show, by in vitro transcription analydbat the RNA pol Ill transcribes this gene.



Introduccion

Todos los organismos se pueden clasificar en dopogr eucariontes y procariontes. Los
organismos eucariontes se distinguen de los pmtas por la localizacion nuclear de su DNA

y por la reparticion de funciones en organelosw&idos por membranas (Villee C.A., 1996).

Los organismos eucariontes se han clasificado dgin@dis formas mediante analisis

filogenéticos. En 1991 Sogin utilizo las secuendilsrRNA de la subunidad menor para hacer
andlisis filogenéticos en organismos eucariontegi($ 1991). De esta forma obtuvo un arbol

que localizaba a las plantas y animales en la aopmtras que la mayoria de los eucariontes
unicelulares (protistas) se localizaban en la lb@sérbol, sin tener una agrupacion clara (Fig.
1); ésto se planteaba como resultado de la grasrdililad encontrada entre los protistas. La
hipétesis también proponia que los protistas sayarsmos ancestrales que mantienen
mecanismos regulatorios primitivos, acorde conosalizacion basal en el arbol eucarionte y
con las caracteristicas pseudo-bacterianas endasten protistas. Entre estas se incluyen el
tamafo reducido de sus rRNA y ribosomas, asi camoatencia de organelos eucariontes

tipicos como mitocondrias, peroxisomas y aparatGalgi (Sogin, 1991).
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Fig. 1 Arbol filogenético inferido a partir de las secais de rRNA de la subunidad menor ribosomal.
Los cinco “principales” ensamblajes eucariontesg(it@s) se separan casi simultaneamente y
relativamente tarde en la historia de los organgssneaicariontes. Los organismos eucariontes
amitocondriados (Diplomonadidos, Microsporidia ychomonadidos) se encuentran en las ramas mas
cercanas a los procariontes.



Con el paso del tiempo el modelo anterior se cobipammo falso al observar que la estructura
del arbol resultaba de un artefacto metodolégicmcmo como “Long Branch Attraction” que

consiste en la agrupacion artefactual de secuegai@sson divergentes de la mayoria de los
datos, sin importar si la divergencia se debe a ewn@ucion rdpida y reciente, 0 a una

acumulacion lenta de cambios a lo largo del tie(D@xks et al., 2008).

A principios del siglo XXI se hicieron andlisis ddenéticos mas completos y complejos
utilizando diversas fuentes de informacién, como ls@ secuencias de DNA de varios genes
(no solo los ribosomales) y caracteristicas mogickis y fisiologicas de los organismos. El
modelo mas aceptado hasta el momento es el deeissssper-grupos, que agrupa a los
organismos eucariontes en seis grandes ramas giaedeora parecen ser monofiléticas (Dacks
et al., 2008; Simpson y Roger, 2004; Adl et alQ®0Estos seis super-grupos eucariontes son:
Amoebozoa, Opisthokonta, Excavata, ChromalveolRlantae y Rhizaria (Fig. 2). En el
Apéndice | se encuentra una descripcion generdbsleseis super grupos eucariontes y de

algunos microorganismos caracteristicos de cadsogru

Los microorganismos eucariontes poseen varias teaigtecas inusuales, por ejemplotrens-
splicing y la edicién del RNA en trypanosoméatidos (Madigarienucci et al., 2002; Haile y
Papadopoulou, 2007), y eblicing de DNA vy los rearreglos en el ciliadbetrahymena
(Prescott, 2000). Los Microsporida poseen genomadadhafios similares a las bacterias
(Keeling y Slamovits, 2004), mientras que los geasme dinoflagelados carecen de genes de
histonas, y nucleosomas (Moreno Diaz de la Espihaale 2005). Algunas algas
cryptomondédidas y chlorarachniophytas conservan nircleo reliquia miniaturizado
(nucleomorfo) de una alga endosimbionte (Cavalieitty 2002). Finalmente los apicomplexa
comoPlasmodium tienen organelos especializados para la infectd@alizados en el complejo

apical; conocidos como roptrias y micronemas (l€atd., 2006).
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Fig. 2 Arbol diagramatico que describe la organizaciériaimayoria de los eucariontes en seis super-
grupos. Aln no se han resuelto las relacionesdfiiégicas entre la mayoria de los grupos, ni lacgosi
de la raiz (Current Biology).

Trichomonadidos

Dentro del grupo Excavata se encuentra la famifichdmonadidae, compuesta de organismos
unicelulares que se caracterizan por la presereigados flagelos anteriores, una membrana
ondulante, una pelta que se encuentra en el margerior del cuerpo, y un solo nucleo (Fig.
3). La costa, que se extiende a lo largo de la dada membrana ondulante, y el axostilo dan
rigidez a la célula (Levine N.D., 1985).

Fig. 3 Trichomonas vaginalis. Este organismo
unicelular se caracteriza por la presencia de un
axostilo (ax) que se cree que funciona en la unién
del parésito a células epiteliales. Tiene 4 flagelo
anteriores (fg) y un flagelo recurrente unido al
cuerpo del organismo formando una membrana
ondulante (um). Otras estructuras en el
organismo son los cuerpos basales (bb), la costa
(cs, base de la membrana ondulante) y el bolsillo
citostoma (cy).
(http://www.tulane.edu/~wiser/protozoology).
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El nombre delrichomonas se dié a un género que se creia que poseiadgedd$ anteriores.
Mas adelante se demostré que tiene cuatro, sinrgmieanombre dd@richomonas se conservo.
Otras especies cercanas presentan variabilidatremero de flagelos, por lo que el resto de
los géneros se reconocen cordtrichomonas, con 3 flagelos anterioresBentatrichomonas,

con 5 flagelos anteriores (Noble et al., 1989).

Los Trichomonadidos son organismos de metabolismerabio, pues carecen de mitocondria,
citocromos y un ciclo funcional de los &cidos trxilicos (Noble et al., 1989). En el

citoplasma la energia metabolica se deriva deboésmo de la glucosa a piruvato o succinato
a través de la via glicolitica. Se puede generargéa adicional cuando el piruvato se convierte
a acetato como resultado de una reaccion ligade&Caénzima A; esto ocurre en los organelos
conocidos como hidrogenosomas (OuA2, cuyo principal producto de desecho es el

hidrégeno molecular, lo que les da su nombre (Lextty Muller, 1973).
Los Trichomonadidos dependen de la adquisicién Idenas nutrientes provenientes del
huésped debido a que carecen de algunas viastéiasis como las que generan acidos grasos,

colesterol, purinas y pirimidinas (Luna y Orozc002; England PT y Sher A, 1998).

Trichomonas vaginalis; biologia y fisiologia.

Trichomonas vaginalis es un parasito protozoario que mide en promedionl@e largo. Existe
Unicamente como trofozoito flagelado y se dividdéatena asexual por fision binaria (Vanacova
et al.,, 2003). Infecta el tracto urogenital humasausando la trichomonosis, que es la
enfermedad de transmision sexual no viral mas coandivel mundial. El parasito no invade
tejidos y puede vivir en el huésped por afios simifestarse. En las mujeres las
manifestaciones clinicas mas comunes son las descaaginales abundantes, ademéas de que
puede ocurrir una severa erosion de la mucosa aladim los hombres, una ligera descarga
uretral puede ser caracteristica de la infecciomlf@f-Hanssen et al., 1989). Las mujeres
infectadas cofm .vaginalis tienen mayor riesgo de infeccion por VIH y de deskar cancer
cervicouterino. Las mujeres embarazadas infectpda@slen presentar partos prematuros y

nacimientos de infantes con bajo peso (Luna y @rd2@04).

T. vaginalis es capaz de contrarrestar la fuerza del fluidanahgpor su unién a la mucina del
moco vaginal (Lehker y Sweeney, 1999). EIl parasitaitraliza la respuesta inmune del
huésped gracias a la sintesis de numerosas engiptasliticas y a la variacion fenotipica de

las Trichomonas infectadas por un virus de RNA de doble cadenddpsite et al., 1986)T.
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vaginalis provoca la disminucion de los niveles celularegatdobacilli, un microorganismo de

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

T. vaginalis utiliza el metabolismo fermentativo de carbohidsaty por esto el metronidazol es
utilizado para combatir las infecciones causadasepte pardsito. Esta droga se administra de
forma inactiva, generando su forma citotdxica dewkel organismo; para esto la ferrodoxina
transfiere un solo electron al grupo nitro de lagdr convirtiéendolo en un radical libre nitroso
(Land et al., 2004).

Trichomonas tenax

T. tenax es morfoldgica y fisiolégicamente similarTa vaginalis, con forma ovoide y una
longitud de 4-18m. Tiene 4 flagelos anteriores libres y uno recugeadosado a una
membrana ondulante. Su presencia en la cavidad luiceana se asocia con una higiene bucal
deficiente. Generalmente se considera poco patogémies no produce ningdn sintoma

aparente y desaparece facilmente si se realizhigigge bucal adecuada (Noble et al., 1989).

Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus (5-25uM), causante de la trichomonosis bovina, tiene &yelos
anteriores libres y uno recurrente foetus se adhiere a la pared vaginal formando colonias qu
se expanden al Utero y a los oviductos. El Uteasdiena a la colonizacién con una reaccion
inflamatoria que puede provocar abortos, Uterawfiade pus e infertilidad.. foetus es capaz

de formar estructuras resistentes a estrés corsocamo pseudoquistes (Rae and Crews, 2006;
Noble et al., 1989).

Trichomonas vaginalis: biologia molecular

En 1985 se estimo el tamafio del genomd.deaginalis en 25 Mb, mediante cinéticas de re-
asociacion (Wang y Wang, 1985). Mas de veinte afespués se liberd la secuencia del
genoma dd. vaginalis con un tamafio propuesto de 160 Mb (Carlton eR@0y). Este tamafio
no esta de acuerdo con la propuesta previa nilgon@s datos experimentales como el tamafio
y nimero de cromosomas del organismo (Lehker yratde 1999). Por otro lado, la secuencia
del genoma aun no se ha terminado de ensamblatadalia presencia de multiples secuencias
repetidas y transponibles. Debido a lo anteriotamiafio real del genoma devaginalis aun

esta por definirse.
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La sintesis de RNA en los organismos eucariontdkese a cabo por tres RNA polimerasas
diferentes: La RNA polimerasa | (pol I) transcriaelos genes de RNA ribosomal (cistron
ribosomal), la RNA polimerasa Il (pol II) sintetizas RNA mensajeros (MRNA) y la RNA

polimerasa Ill (pol Ill) sintetiza a los RNAs pedios, como el rRNA 5S y los RNAs de
transferencia (tRNA) (Paule y White, 2000).

Los promotores que reconoce la pol Il Brnvaginalis tienen una estructura bipartita con un
elemento promotor central conservado y algunos exléms reguladores localizados rio arriba
del sitio de inicio de la transcripcion (Vanacovaak, 2003). La proteina IBP39 reconoce al
elemento promotor conservado, el iniciador (Inde godea al sitio de inicio de la transcripcion
de la mayoria de los genes codificadores paraipestel€Tl. vaginalis (Liston et al., 2001). Por
otro lado, los pre-mRNA dd. vaginalis sufren los procesamientos post-transcripcionales
tipicos eucariontesapping (Vanacova et al., 2003%plicing y poliadenilacion (Vanacova et
al., 2005; Espinosa et al., 2002).

Los mecanismos reguladores de la transcripcionestigliados eil. vaginalis se enfocan a la
RNA polimerasa Il (pol 1) y a sus productos (MRNRpr otra parte, en nuestro laboratorio se
hizo el primer intento para caracterizar al promd®pol | deT. vaginalis, identificando el sito
de inicio de la transcripcién (Lopez-Villasenor at, 2004), mientras que la transcripcion
mediada por pol Ill se comenzd a estudiar en nudatioratorio con el gen del rRNA 5S
(Torres-Machorro et al., 2006).

En los ultimos afios, el estudio de la biologia maEr de T. vaginalis ha avanzado
considerablemente: se ha logrado transformar aoegéaismo de manera transitoria y estable
(Delgadillo et al., 1997), asi como la expresiondiea inducible (Ortiz y Johnson, 2003) y el
“knock-out” de algunos de sus genes (Land et al., 2004) estgdios de biologia molecular en

T. tenax y T. foetus son alin mas escasos que lo3.deaginalis, lo que justifica este trabajo.

Ribosomas

La sintesis de proteinas codificadas en los RNAsajeros se lleva a cabo en la maquinara de
traduccion celular, el ribosoma. El ribosoma proimeeucarionte tiene un coeficiente de
sedimentacion de 80 Svedvergs (S) y se componeosiesubunidades: la mayor (60S) y la
menor (40S) compuestas a su vez de RNAs ribosomadérededor de 70 proteinas. El papel
del ribosoma es el de proveer un ambiente aproppada el correcto posicionamiento del
MRNA, el tRNA y factores de traduccion durante ebcpso de decodificacion, asi como

catalizar la actividad pepitidil-transferasa pa@aférmacion de enlaces peptidicos entre los
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aminodcidos codificados (Hill W.D. et al., 1990; rézdt, 1999). La subunidad ribosomal
pequefa es responsable de la decodificacion delAnRientras que la subunidad mayor lleva
a cabo las funciones cataliticas (Hill W.D. et 4990). Los rRNA en la mayoria de los
organismos eucariontes son 18S (componente deblmisiad menor, SSU); 28S, 5.8S y 5S

(componentes de la subunidad mayor, eLSU).

El rRNA 5S

El rRNA 5S se encuentra virtualmente en todos li®somas con excepcion de las
mitocondrias de algunos hongos, protistas y veathd® (Gray et al., 1999). Su codificacion
gendmica generalmente es enlocus diferente al cistron ribosomal, de una longitud~d€0

pb, y lo transcribe la RNA polimerasa Il (Pauléiite, 2000). Su papel preciso en la funcién
ribosomal no esta bien entendido, aunque se haidagpie podria funcionar como transductor
de sefales en el centro peptidil-transferasa yadmahslocacién (Dokudovskaya et al., 1996).
También se ha propuesto como determinante de kbikdad de la subunidad mayor
(Khaitovich y Mankin, 1999), ademas de participarla fidelidad traduccional (Smith et al.,
2001) y en la biogénesis ribosomal (Ammons et1899), especialmente durante los pasos

finales del ensamblaje.

Todos los rRNA 5S conocidos, derivados de bactemas arqueas, de eucariontes y de
organelos, se ajustan a una estructura secundaviersal la cual puede doblarse en forma de
una Y (Wildeman y Nazar, 1982) que consiste delisds(I-V), dos asas de estructuras tallo-
asa (C y E), dos asas internas (B y D) y una relgigagra (A) (Szymanski et al., 2003) (Fig. 4).

Esta estructura incluye varios apareamientos noérniems G-U.

La diferencia mas notable entre el rRNA 5S baateria el eucarionte es la estructura del asa
interna E. En bacterias ambos lados del asa sategen longitud, mientras que en arqueas y
eucariontes la porcién 5’ es un nucle6tido masalayge la 3' (Szymanski et al., 2003). Esta
zona es la unica region de la molécula que haceoatacto significativo RNA-RNA con la
hélice 38 del rRNA 23S (Nissen et al., 2001).
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Genes Ribosomales

Fig. 4 Estructura secundaria predicha para
rRNA 5S de T. vaginalis. Esta estructura
concuerda con el modelo universal del rRNA
5S. La estructura del asa E esta de acuerdo con
el modelo eucarionte. Las hélices estan
marcadas con nimeros romanos; las asas con
letras mayusculas.

En bacterias los tres rRNA canonicos (16S, 23S)ysB$odifican en un operon. En eucariontes

los rRNA 18S, 5.8S y 28S se codifican y co-trammsrien una unidad génica conocida como

cistron ribosomal (transcrita por pol ). Por okado, el rRNA 5S generalmente se localiza en

unlocus diferente y se transcribe por una RNA polimerastida: pol Il (Mandal, 1984).

El cistréon ribosomal 6 IDNA

En la mayoria de las especies

el rDNA estad presemteniltiples copias organizadas en

repeticiones en tandem cabeza-cola. La unidadistedre ribosomal se compone de una region

transcrita y una region intergénica, que consistie ez de un espaciador no transcrito (NTS, 2-

30kpb) y un espaciador transcrito externo (ETS).NEIS contiene la mayor parte de los

elementos regulatorios de la transcripcion, miengue el ETS es parte del transcrito primario o
pre-rRNA (7-14kb) (Sollner-Webb y Mougey, 1991).
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En la region intergénica se han identificado var@ementos regulatorios: el promotor,
reconocido por la maquinaria de transcripcion delpp que se compone a su vez de un
elementacore y un elemento de control rio arriba (UCE) (Paullyite, 2000). También se han
identificado secuencias similares al promotor qeie@ocen como promotores espaciadores y
que parecen funcionar reclutando a la maquinartsagscripcion e incrementando la eficiencia
de sintesis del RNA (Grimaldi et al., 1990). Lasusscias repetidas intergénicas funcionan
como enhancers en algunos organismos eucariontes (Pikaard e1280; Yang et al., 1994).
Finalmente, rio abajo de la region codificadorahae identificado secuencias de terminacion
de la transcripcion; estas secuencias también puedalizarse entre el promotor espaciador y
el promotor candnico y se ha propuesto que su papekl de evitar que polimerasas
ensambladas en el promotor espaciador contint@sctiiendo en la regidén codificadora
(Paule y White, 2000). En los mamiferos se ha deams que la secuencia de término de la
transcripcion participa en la regulacién epigerétite los genes ribosomales (Grummt y
Pikaard, 2003).

La transcripcion del rDNA procede desde el promaotravés del 5’ETS, rRNA 18S,
espaciador transcrito interno (ITS-1), rRNA 5.88542 y rRNA 28S, hasta que la pol |
encuentra una sefial de terminacion de la trang@nipEn la mayoria de los casos el pre-rRNA
se procesa post-transcripcionalmente, eliminansiespaciadores transcritos ETS, ITS-1 e ITS-

2 para generar tres moléculas maduras de rRNA:8.8S,y 28S (Long y Dawid, 1980).

En este trabajo introdujimos el término eLSU (eu&tc Large Subunit RNA), que se refiere a
los rRNA que componen a la subunidad ribosomal mayoarionte: rRNA 5.8S + rRNA 28S.
Este término se utiliza para distinguir al rRNA astructuran la subunidad mayor eucarionte
del rRNA componente de la subunidad mayor procgjoronocido como Unicamente como
LSU (Torres-Machorro et al., 2010).

En la figura 5 se representa esquematicamente N rile X. laevis como un ejemplo de la

organizacién del rDNA considerada como tipica endi@anismos eucariontes.
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Region intergénica (RI) Region codificadora

B.
T [=1) R PS R TP 18S 5.88 28S T
£ e o - S
e — ITS-1 ITS-2

Espaciador no transcrito (NTS) Espaciador Transcrito
Externo (ETS)

Region intergénica (RI)

Fig. 5 Representacion esquematica del cistron ribosad&lA) de Xenopus laevis. A. Esta organizacién

se considera el modelo tipico eucarionte para BIADEN X. laevis existen alrededor de 600 copias del
cistron ribosomal, organizadas en repeticionesiadem cabeza-cola. Cada unidad contiene una region
codificadora (roja) y una region intergénica (RIB. Representacion de una sola unidad del rDNA. Las
moléculas de rRNA 18S, 5.8S y 28S se transcribemocon solo rRNA precursor que se procesa post-
transcripcionalmente para producir las moléculadures de rRNA. Existen elementos regulatorios de la
transcripcion por RNA polimerasa | en el espaciatotranscrito (NTS): secuencias repetidas en tande
(R), promotores espaciadores (PS), terminadorek deanscripcion (T) y el promotor (P). La region
intergénica se compone del NTS y del ETS.

El rDNA 5S

El rDNA 5S se encuentra repetido y organizado eeghrs en tdndem cabeza-cola. Su
promotor se encuentra dentro de la region codifiadrio abajo del sitio de inicio de la
transcripcion y lo reconoce la pol 1l (Schramm yerhandez, 2002a) (Fig. 6). Algunos
organismos com@&. cerevisiae requieren de elementos reguladores adicionalealizados rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcién, apserian ebtart site element, sse y el upstream
promoter element, upe (Lee et al., 1997).

58 58 58 58 58 58

o T i T T T

Regioén intergénica Regioén intergénica

Fig. 6 Representacion esquemaética de la organizacidrat@sl rDNA 5S eucarionte. El gen del rRNA 5S
se organiza en repeticiones en tandem cabeza-oelangluyen una regién codificadora (verde) y una
regién intergénica. El promotor del rDNA 5S estintea la region codificadora (verde claro).
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Los promotores de los genes del rRNA 5S, internds @gion codificadora, generalmente
consisten de una caja A, un elemento intermedipyliina caja C (Paule y White, 2000). Los
tres elementos anteriores constituyen al promattarno o regién de control interna (ICR),
reconocida por el factor de transcripcion TFIllAef et al., 1995; Pieler et al., 1987). TFIIIA es
capaz de reclutar al factor de transcripcion TEIITFIIC recluta a TFIIB, quien finalmente
coloca a pol Il en el sito de inicio de la trangcion. La pol Il reconoce como sefial de
terminacion de la transcripcion a un homopolimerdl'd (o secuencia rica en Ts) (Schramm y
Hernandez, 2002).

La transcripcion del rRNA 5S se lleva a cabo ersitio nuclear discreto, generalmente fuera
del nucleolo (sito de sintesis del rDNA) (Carmo-$a&xa et al., 2000) pero cercano a los sub-
compartimentos nucleares de almacenaje de faalerémnscripcidn conocidos como Cuerpos
de Cajal (Murphy et al., 2002).
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Capitulo |
Diversidad en la organizacion de los genes de RNAosomal en microbios eucariontes

Torres-Machorro AL, Herndndez R, Cevallos AM & Lopez-Villasefior I. Ribosomal RNA
genes in eukaryotic microorganisms, witnesses of plogeny? FEMS Microbiol Rev 2010;
34: 59-86.

Mi trabajo de doctorado se enfocd en el estudidodegenes de RNA ribosomal 5S en los
microorganismos eucariontes de la familia Trichoatbdae. Durante dicho estudio
encontramos que los genes del rRNA 53 deaginalis y T. tenax mantienen una organizacion
gendmica similar a la descrita en los metazoarmentras que el rDNA 5S d&. foetus se
encontré asociado a un gen transcrito por poldl gecuencias repetidas (Torres-Machorro et
al., 2009). Estas caracteristicas son atipicasoeganismos metazoarios, lo que nos llevé a
revisar los datos disponibles sobre la organizag@mdémica del rDNA 5S en otros

microorganismos eucariontes.

Ante la ausencia de una recopilacion similar séddebacer una revision sobre la organizacion
gendmica de los dos genes de RNA ribosomal en origamismos eucariontes. Se encontraron
cuantiosos datos sobre la variabilidad en la omgaidn de estos genes en comparacién con los
datos, ya considerados canonicos, de los genesNderiRosomal de metazoarios (Torres-
Machorro et al., 2010). Se obtuvo un documento @mmlie incluye tablas que contienen
comparaciones de alrededor de 100 microorganisocarientes. En esta seccion describo los
principales datos de la revisidon, sin ahondar dallds muy precisos que se encuentran en la

publicacion (Torres-Machorro et al., 2010).

Organizacion tipica de los genes de rRNA

La organizacion de los genes de RNA ribosomal sgupresenta en diversos textos y que se ha
considerado tipica, corresponde principalmente ar¢gmnizacion del rDNA en organismos
vertebrados com&. laevis y el ratdn. Esta organizacién se compone de asegh tandem
cabeza-cola de unidades repetidas del cistronaibals que se conforman a su vez de una
region codificadora (18S, 5.8S y 28S) y una regntergénica. Varios elementos regulatorios
como son el promotor reconocido por pol |, el praon@spaciador, las secuencias repetidas y
las secuencias terminadoras de la transcripci@neeentran en la region intergénica (Fig. 5).
Por otro lado, los genes del rRNA 5S generalmeatersecuentran en otrlmcus, también
arreglados en repeticiones en tandem cabeza-ceta, tpanscritos por pol lll mediante el

reconocimiento de un promotor interno a la regiédifccadora (Fig. 6).
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El cistrén ribosomal

El rDNA en microbios eucariontes

Las unidades repetidas “tipicas” del cistrén riboabse encuentran distribuidas en los seis
super-grupos eucariontes incluyendo los microosyaos indicados en la Fig. 7 y en la Tabla 1.
En algunos organismos coriduyveromyces lactis y Saccharomyces cerevisiae el rDNA 5S se
encuentra ligado al cistréon ribosomal, mientras gneorganismos combeishmania spp. y
Acanthamoeba castellanii la region intergénica del cistron ribosomal tieragias secuencias
repetidas. En la Tabla 2 se describen algunos opwtrepetidos intergénicos, que pueden
participar en la regulacion del rDNA y/o afectarlengitud. El alga verdécetabularia exigua
muestra la organizacion tipica del rDNA, sin embartambién muestra una organizacion
atipica en tAndem en donde se presentan unidagesdess con organizacion cola-cola y

cabeza-cabeza (Berger et al., 1978; Spring e1%18).

rDNA disperso y heterogéneo

El grupo Apicomplexa (Chromalveolata) se caracéepar organismos que tienen pocas copias
de los genes de rDNA. Estos genes se localizanséintds loci, con regiones codificadoras
heterogéneas (Fig. 8), lo que en algunos organisommePlasmodium se ha sugerido que tiene
gue ver con la sintesis de moléculas de rRNA caowmifmes distintas (Rogers et al., 1996;
Velichutina et al., 1998). Las regiones intergési¢ambién son heterogéneas e incluyen
promotores que se regulan especificamente poroiadicgones de temperatura y niveles de
glucosa (Mack et al., 1979; Fang y McCutchan, 20Bang et al., 2004)Plasmodium
falciparum tiene dos tipos de unidades de rDNA (A y S); IBINA tipo A se expresan
principalmente en el huésped vertebrado (desarasixual), mientras que el rRNA tipo S se
expresa en la fase de infeccion del mosquito (dafarsexual) (Waters, 1994). Otros

organismos Apicomplexa con una organizacion simséadescriben en la Tabla 3.
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A. Eimeria tenella
288 P 188 5.85 28S

- ! __.__

B. Saccharomyces cerevisiae

i55 R , 188 5.8 288

C. Toxoplasma gondii

55 188 588 288
= i [ B E—

D. Giardia intestinalis

188 5.88 288
— -

E. Acanthamoeba castellanii

R 188 5.88 26Sa 26Sb
B HE La
F. Trypanosoma cruzi

R ' 188 5.88 248a $1 248B S2 S6 S4

G. Leishmania major

R E 188 5.88 24Sa Y 248p 5 ¢ ¢ €

Fig. 7 Ejemplos de microbios eucariontes con el rDNA oigdo en tandem. Por simplicidad solo se
esquematiza una unidad completa del rDNA y un fegmde una unidad adyacene .El Apicomplexa

E. tenella ejemplifica la organizacién considerada tipica d@NA. B y C. Las copias del cistrén
ribosomal deS. cerevisiae (Ascomycota) yT. gondii (Apicomplexa) estan ligadas al rDNA 5S (verde)
pero en polaridades opuestas. En la region intexgéte S. cerevisiae se esquematizan secuencias
repetidas de varios tipos (barras de coloresDREN G. intestinalis (Diplomonadida) se codifica una
proteina antigénica de 32kDa (azul) en la cademapt@mentaria del rDNAE. En A. castellanii
(Acanthamoebidae) el rRNA de la subunidad mayoS{¢)esta fragmentado en tres moléculas: 5.8S,
26Sa (2.4kb) y 26Sb (2kb). La RI contiene seistidps de un elemento de 140pb (cajas azul clard; R)
y G. EnT. cruz y L. major el rRNA de la eLSU esta fragmentado en 7 moléculasRI deT. cruz
contiene elementos repetidos de 172pb (naranjalelshmania spp. la Rl se caracteriza por la presencia
de multiples unidades repetidas (amarillo).LEmajor la regidéne esta duplicada una vez. Las figuras no
estan a escala.

~
~

Tabla 1 Organismos con la organizacion tipica del rDNA

Organismo Localizacion | Repetidos intergénicos * | Ligacion al 55
Excavata
Crithidia fasciculata si X
Leishmania spp 1Ch; 1. si X
Trypanosoma brucei 4Ch X X
Trypanosoma cruzi 22Ch si X
Giardia spp. 6L (intestinalis) intestinalis y muris X
Trichomonas tenax X X
Trichomonas vaginalis 1Ch, 1L X X
Tritrichomonas foetus 1Ch, 1L X X
Chromalveolates
Eimeria tenella 1Ch, 1L X X
Toxoplasma gondii X sentido
Amoebozoa
Acanthamoeba castellanii si X
Opisthokonta
Hansenula polymorpha X ligado
Kluveromyces lactis 1Ch, 1L X antisentido
Saccharomyces cerevisiae 1Ch, 1L si antisentido
Schizosaccharomyces pombe 1Ch, 2L X X
Torulopsis utilis X antisentido
Yarrowia lipolytica 7L si X
Nosema apis X sentido

X - no identificado 6 ausente. (a) Ver tabla 2. Ch, cromosoma; L, locus or loci .
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Plasmodium berghei

188 5.88 28Sa 28Sb

188 5.88 28S

Fig. 8 Organizacion del rDNA d@®. berghei. Las cuatro copias dispersas del rDNARieberghei se
codifican en los telémeros. El rDNA Tipo A contieme rRNA de la eLSU fragmentado en tres
moléculas que se expresan durante el estadio dsysarasito en huéspedes vertebrados. Los rDNA
tipo C se expresan durante el desarrollo sexuat@stuitos. La expresion diferencial de los rDNAédest
regulada por secuencias promotoras especificass(oarada y rosa).

rDNA telomérico

Los telomeros son regiones de secuencias repébiciizadas al final de los cromosomas; son
estructuras ordenadas que participan en la prétect? los extremos de los cromosomas y en
su estabilidad. Estas regiones tienen gran pldaticdentro del contexto heterocromético, lo
que permite la amplificacion o variacion en el nfonde genes teloméricos y secuencias
repetidas (Pryde et al., 1997). Algunos microbiosaeontes poseen las copias de su rDNA en
las regiones sub-teloméric&ncephalitozoon cuniculi tiene una copia de rDNA en cada uno de
los 22 telomeros de sus 11 cromosomas (Brugerk, &080). El rDNA se localiza en varios
loci subteloméricos e@andida albicans, Yarrowia lipolytica y Giardia intestinalis (Dujon et

al., 2004; Le Blancq et al., 1991). La localizacgub-telomérica sugiere un papel fisiologico,
sin embargo, no se sabe si el rDNA sub-telomérita mvolucrado en el mantenimiento de la
estructura del telémero, o bien, si el rDNA expletda estructura particular para regular su

expresion y mantener su secuencia y nimero desopia
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Tabla 2 Secuencias repetidas en la region intergénica del cistron ribosomal
Organismo Tamaiio de las Nimero de Tamaiio de la
secuencias repetidas secuencias repetidas Funcién region intergénica
Excavata
Crithidia fasciculata 19pb 28
55pb a 4 3.5kb
Euglena gracilis 14pb, repetido imperfecto 6
30pb, palindromos imperfectos 2
Leishmania major 63pb 16-275 4-12kb
Leishmania amazoniensis  |60pb 35-70
Leishmania chagasi 64pb 9 enhancer-like
Leishmania infantum 63pb 40 4-12kb
LiR3 348pb terminacion de la transcripcion?
Leishmania donovani 64pb 39 5.8kb
63pb 12 4kb
Leishmania hoogstraali 63pb 40 5.5kb
Trypanosoma cruzi 172pb 2-8
Giardia intestinalis 78pb 2 en cepa GS, 3 en cepa GK recombinacion?
Giardia muris 73pb varia, 6 min
Chromalveolates
Euplotes crassus 1. ~30pb
IV. ~17pb
Glaucoma chattoni 1. 32pb (5') 3 promotor espaciador?
II. 14-24pb (5') F enhancer?
lll. 18pb (5°) 1
IV. 17pb (3) 9 terminacion?
V. 130pb (3') 3 empacamiento del gen?
Tetrahymena thermophila 1. 32pb (5) b 4 promotor espaciador? 1.9kb
11.20-21pb (5') 13 enhancer?
IIl. 20pb (5°) 7
430pb (5') 4 (2 en tandem en cada mitad chr) Replicacién, repetidos 1y lll
IV. 17pb (3) 5 terminacion?
V. 130pb (3) c 4 empacamiento del gen?
Tetrahymena pyriformis 1. 33pb (5") 3 promotor espaciador?
II. 10-24pb (5') 11 enhancer?
IIl. 14-21pb (5') 5
IV. 17pb (3') ND
V. 130pb (3') ND
Perkinsus andrewsi 15pb aprox 8
Pfiesteria piscicida 9pb
Amoebozoa
Acanthamoeba castellanii 106 to 174pb 6 unién de UBF 2.33kb
Dictyostelium discoideum 29pb (3) 4
3 d
Entamoeba histolytica Dra | 170pb (3') 10 secuencias ARS-like 9.2kb (5")
Sca | 144pb (3) 7 3.5kb (3')
Sca | 144pb (5) 6
Pvu | 145pb (5') 1 secuencia patogéno-especifica
Hinf | 653pb (5') e 2y4 recombinacién
74pb (5) 2
Ava Il 153pb (5 5
1408pb (5') 2
Physarum polycephalum 1. 130pb (5°) 2 22kb
I 130pb (3')
II. 50pb (5 16
II'. 52pb (3')
Opisthokonta
Saccharomyces cerevisiae |1. 6pb (5') 3 1.1kb (5)
2. 16pb (5') 2 1.25kb (3)
3. 8pb (5) 3
4. 11pb (3) 2
5.9pb (3) 2
6. 9pb (3') 2
Yarrowia lipolytica 140-150pb varia
11pb 14
Encephalitozoon cuniculi 29pb (5) 2
19pb (5') 8
51pb (3)
43pb (3')

Las secuencias repetidas pueden no ser idénticas. (a) El repetido de SSpb tiene una secuencia invertida repetida interna; (b) Las repeticiones tipo | y lll estan dentro de
un segmento repetido de 430pb involucrado en la replicacion del mini-cromosoma.; (c ) repetida invertida; (d) La region transcrita esta rodeada de dos blogues de

de secuencias altamente repetitivas. (€) Locus polimorfico con una secuencia repetida invertida interna de 65pb.

ND, no determinado; UBF, upstream binding factor.
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Tabla 3 Organismos con unidades de rDNA dispersas

Organismo Nimero de copias[ Localizacion cromosomal y tipos de rDNA
Chromalveolates

Babesia bigemina 3

Babesia bovis 3 Dos en el chrlll y uno en el chr IV

Babesia canis 4 Dos en un chry dos en otro chr

Cryptosporidum parvum 5 3 tandem, 2 solos en diferentes cromosomas

Theileria parva 2 Las unidades A and B estan en cromosomas diferentes
Plasmodium berghei 4 El tipo A esta en chr Xl y VII; el tipo C esta en chrVly V
Plasmodium falciparum 5-8 Subteloméricos: Tipo A en chr V y VII; tipo S en chr Xl and XIII.
Plasmodium lophurae 6 (7-9)

Plasmodium vivax 7 Tipos A, Sy O.

Plantae

Cyanidioschyzon merolae 3 En 3 loci diferentes, dos en chr XVIl y uno en chr XVIII

chr - cromosoma

rDNA extra-cromosomal

El rDNA extra-cromosomal se ha identificado enagiis, en myxomicetos celulares, en

plasmodiales y en algunas levaduras (Tabla 4).

Los ciliados tienen dos nucleos: el micronucleonddo se encuentra toda la informacion
genética y es transcripcionalmente inactivo, y akronuicleo transcripcionalmente activo y
poliploide (Jahn y Klobutcher, 2002). EI macronackel ciliado Tetrahymena thermophila
contiene alrededor de 9000 copias de un mini-cromadineal que codifica para dos unidades
palindromicas del rDNA (Fig. 8). Su region interg@n contiene seis tipos de secuencias
repetidas, algunas con funciones asignadas (Figa®a 2). EI rDNA deDictyostelium
discoideum y Physarum polycephalum también se codifica en moléculas extracromosomales
palindromicas y lineales, aunque @n discoideum el rDNA 5S se localiza en el mismo
episoma, cerca de los telomerd3idymium iridis y algunos otros ciliados tienen mini-

cromosomas lineales con una sola unidad de rDN&\.@i
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Tabla 4 Unidades extra-cromosomales del rDNA

Organismo Lineal/Circular Tamano Organizacion  Numero de copias lCopias adicionales cromosomales!
Excavata
Euglena gracilis C 11.5kpb solo 800-4000 4
Naegleria gruberi C 14kpb solo 300-5000 ninguna
Chromalveolates
Euplotes crassus I Tkpb gen solo MiC
Glaucoma chattoni L 9.3kpb gen solo MiC
Nyctotherus ovalis L gen solo MIC
Oxytricha fallax L 7.49kpb gen solo MIC
Oxytricha nova L 7.49kpb gen solo MIC
Paramecium tetraurelia CyL 2 tandem MiC
Stylonychia mytilus 1 gen solo MIC
Tetrahymena pyriformis L palindromo 200/MAC haploide 1
Tetrahymena thermophila L 21kpb palindromo 9000 MAC
Amoebozoa
Dictyostelium discoideum L 88kpb palindromo 90 1 palindromo
Didymium iridis E 20kpb solo
Entamoeba histolytica HM-1:1IMSS  |C 24 5kpb palindromo 200/halploide ninguna
Physarum polycephalum E >60kpb palindromo % 10"
Opisthokonta
Candida albicans CylL 1.2Mpb tandem 100 200

(a) el tamario depende del numero de unidades repetidas del rDNA. MAC, macrontcleo; MIC, micronuceo.

A. Tetrahymena thermophila

288 588 188 ;] q 188 5.88 288

B. Dictyostelium discoideum
1 58 288 588 188 ¢_| |_§ 18S  5.8S 28S 55

C. Didimyum iridis

l_. 188 5.88 288

Fig. 9 Unidades extracromosomales lineales en eucariontesbianos.A. El rDNA se codifica en
palindromes extra-cromosomales linealesTethermophila. EI mini-crosmosoma contiene secuencias
teloméricas tipicas (puntos negros) y regionesrgitdcas con varios tipos de secuencias repetidas
(barras de colores). Se observa un intron del ghgwoel rRNA 28S (caja azulR. EI rDNA y el rDNA

5S deD. discoideum estan ligados y codificados en palindromes eximaosomales lineale<. El
rDNA deD. iridis se codifica en un mini-cromosoma lineal con undashde rDNA. El rRNA de la SSU
contiene un twintron (caja morada). El rRNA dell&¥ contiene dos intrones del grupo | (cajas ajules

Las unidades de rDNA codificadas en pldsmidos esdraosomales circulares se pueden
encontrar en Amoebozod&rtamoeba histolytica) y Excavata Euglena gracilis y Naegleria
gruberi) (Fig. 10 y Tabla 4). El aislado mas estudiadoEddistolytica, HM-:IMSS tiene
alrededor de 200 copias de un mini-cromosoma ca) wodades de rDNA invertidas y
secuencias repetidas en la region intergénicalBide. histolytica y N. gruberi no tienen copia
cromosomal del rDNA, por lo que mantienen todanf@rimacion genética en los episomas

(Bagchi et al., 1999; Clark y Cross, 1987). Poo d&do, organismos conid. discoideumy la
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mayoria de los ciliados mantienen copias cromosesnadél rDNA, las cuales se ha sugerido

gue se mantienen como respaldo Tabla 4. FinalmentBaramecium tetraurelia se pueden

encontrar moléculas extracromosomales linealesculares pero que incluyen varias unidades
en tdndem del rDNA. Se han identificado hasta J3asoen tdndem del rDNA por mini-

cromosoma.

A. Entamoeba histolytica

C. Naegleria gruberi

B. Euglena gracilis

La region codificadora del cistrén ribosomal

Organismo Tamafio SSU
Excavata
. e L. Astasia curvata 2.56kb
Las regiones codificadoras tipicas del rDNA S€.... iora 2 9kb
; < istig /at 4-3 7k
componen de las secuencias que estructuraran AT S
Distigma elegans 3.9kb
rRNA 18S, 5.8S y 28S maduros, transcritos en eStegma senni 4.5kb
] ) ) Ploeotia costata 2.4kb
orden. Los espaciadores transcritos externo enwsercuglena gracilis 2.3kb
se procesan post-transcripcionalmente para gel@sran . .10z0a
moléculas maduras (Mandal, 1984). AGHNEMOO0s coskiny |2 b
Acanthamoeba griffini 2.9kb
Acanthamoeba lenticulata 3kb
Pelomyxa palustris 3.5kb
Phreatamoeba balamuthi 2.74kb
., . ntamoeba histolytica 2 3kb
La region codificadora del rDNA se compone dEe 7
segmentos conservados en secuencia, asociadosPEgire
Ankistrodesmus stipitatus 2.2kb
un grupo de secuencias variables conocidas como
., Rhizaria
segmentos de expansion. Al comparar las secuengjas . .. 2.3-2kb

Fig. 10  Unidades de rDNA
extracromosomal circular en eucariontes
microbianosA. enE. histolytica los mini-
cromosomas circulares se auto-replican y
codifican para dos unidades de rDNA
palindrémico. Las RI contienen secuencias
repetidas de varios tipos (cuadros de
colores). La RI 5’ también codifica para un
MRNA de 0.7kb (flecha gris). En el aislado
HM1 cuatro factores de virulencia
(hemolisinas) se encuentran codificados
dentro de la regién codificadora del rRNA,
pero en orientacién contrarid. En E.
gracilis el rDNA se codifica en un
plasmido circular. El eLSU se procesa en
14 fragmentosC. El plasmido de rDNA de
N. gruberi codifica para una unidad de
rDNA que contiene intrones del grupo |
(azul claro) y un twintron (morado). La RI
contiene dos ORFs (flechas azules).

Tabla 5 rRNA SSU con inserciones
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codificadoras de organismos de todos los reinddesdificaron 10 y 18 regiones variables en
los rRNA de la subunidad menor (SSU) y la subunigagior (LSU), respectivamente (Raue et
al., 1988). Existen tres tipos de inserciones dede& las regiones variables del rDNA: 1.
Segmentos de expansion: secuencias de RNA que rséen@n en la molécula madura; 2.
Espaciadores transcritos: secuencias removidaa d®lécula de rRNA madura produciendo
RNAs ribosomales fragmentados. 3. Intrones del @ruip secuencias removidas post-

transcripcionalmente del rRNA mediante auto-spydi@lark et al., 1984).

Segmentos de expansion en el rRNA de la SSU

En microorganismos eucariontes el rRNA de la S®Uetiun tamafo promedio de 2kb. Las
inserciones de secuencia en regiones variableepuledar a la sintesis de moléculas maduras
del rRNA de la SSU que van de 2.5 a 4.5kb de ladgiEste tipo de moléculas se ha
encontrado en Pelobiont®gomyxa palustris), Foraminifera emisphaerammina bradyi) y

Euglenozoalistigma senii) (Tabla 5).

ITSs adicionales generan rRNA de la LSU fragmergado

Como se refirid con anterioridad, la eliminacionsipanscripcional de los espaciadores
transcritos ETS, ITS-1 e ITS-2 produce las molécutaduras de rRNA 18S, 5.8S y 28S.
Algunos eucariontes microbianos pertenecientesuglagEuglenozoa procesan el pre-rRNA en
mas de tres moléculas debido a la presencia de &b8sonales. Kinetoplastidos como
Leishmania spp. yTrypanosoma spp. procesan el rRNA de la subunidad mayor enl@outas
maduras (Martinez-Calvillo et al., 2001; Hernandeal., 1988), mientras quguglena gracilis

lo procesa en 14 moléculas (Schnare et al., 1g8@)resultan de la eliminacion de 14 ITSs.

Este tipo de procesamiento del rRNA, que no tiepencusiones en el ensamblaje del ribosoma
funcional, también se ha observado en eucarioniesng pertenecen al grupo Euglenozoa,
como sonPlasmodium berguei (s6lo en el gen tipo A) (Dame y McCutchan, 1983) y
Acanthamoeba castellanii (D'Alessio et al., 1981) (Fig. 7 y 10).

Reqgiones codificadoras para proteinas dentro [ABIAr

Dentro del episoma de rDNA de histolytica se identificaron 4 genes que codifican para
factores de virulencia conocidos como hemolisinkEngson et al., 1994). Estos genes se
sobrelapan con la region codificadora del rRNA,open polaridad opuesta (Fig. 10). La

virulencia de algunos aislados Hehistolytica se relaciona directamente con la secuencia del
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mini-cromosoma circular de rDNA (Clark y Diamond9l; Zindrou et al., 2001). Por otro
lado, enG. intestinalis se identificd, sobrelapando la region 3’ del rRI28S, un gen que

codifica para un antigeno de flagelo de 32 kDa (ofpet al., 1990) (Fig. 7)

Reqgiones codificadoras inusuales

Los organismos del grupo Microsporidia muestrarur@dg caracteristicas similares a los
procariontes en sus genes de rRNA (Weiss, 200¥).ubidades de rDNA son mas pequefias
que el promedio eucarionte y carecen del ITS-Zuie resulta en la fusion de la secuencia del
rRNA 5.8S con la region 5" del rRNA 28S, como seava en bacterias (Vossbrinck y Woese,
1986). Los Microsporidia, con. cuniculi y Vairimorpha necatrix, son los Unicos eucariontes
conocidos que carecen de una molécula individulatRMMA 5.8S (Peyretaillade et al., 1998;
Vossbrinck y Woese, 1986). Ademas de la caradtaianterior Nosema bombycis y Nosema
spodopterae tienen una organizacion inusual de la region amatibra del rDNA (Huang et al.,
2004, liyama et al., 2004; Tsai et al., 2005): entaste con el orden casi universal de las
regiones codificadoras, el rRNA de la LSU estaficatio y transcrito rio arriba del rRNA de la
SSU (Fig. 11).

A. Encephalitozoon cuniculi

f 168 238

B. Nosema bombycis

I—’ 238 168 i 58

Fig. 11 Organizacion inusual del rDNA en Microsporidia.sLblicrosporida carecen de una molécula
madura del rRNA 5.8S y por lo tanto la secuengidi del rRNA 5.8S esté fusionada al rRNA 28S.

Las unidades teloméricas sencillas de rDNA Eencuniculi se encuentran rodeadas de secuencias
repetidas. El rDNA carece del ITS. Algunas especies déosema tienen una organizacion atipica del
rDNA, con el rRNA de la LSU codificado rio arribaldRNA 16S. El rDNA 5S esté ligado a la unidad
de rDNA.

Intrones del grupo |

Los intrones del grupo | son ribozimas que se reeiale las moléculas maduras de RNA
mediante reacciones deto-splicing. La reaccion se inicia con un ataque nucleofitiean co-
factor de guanosina en el sitio 5’ ggticing. Después de dos reacciones secuenciales de trans-
esterificacion se remueve el intron y se ligandmenes (Einvik et al., 1998) (Fig. 12). Los

intrones del grupo | estdn ampliamente distribuidoda naturaleza y pueden encontrarse en
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genomas de bacterias, de mitocondrias y de cl@tmidaasi como en el nlcleo eucarionte
(Johansen et al., 2007). Los intrones del grupeedpn interrumpir las regiones codificadoras
del rDNA y después de ser removidos pto-splicing del rRNA, generar moléculas

completamente funcionales para el ribosoma.

Fig. 12 Mecanismo de auto-splicing de los

intrones del grupo I. Se representa en color
azul a los exones y en color amarillo a los
intrones. El proceso de auto-splicing se

Molecula describe en el texto (Alberts et al., 2002).
precursora de

o En Acanthamoeba griffini y en el alga

verde Characium saccatum se pueden
encontrar intrones que interrumpen al
rRNA de la SSU. ElI rRNA de la eLSU se

 E— OH . 'tp;ﬁ;fggﬁ"oa”o encuentra interrumpido por estos intrones

T en algunos aislados ddetrahymena.
Finalmente, algunos organismos como

. carinii y D. iridis tienen ambas moléculas
Secuencia

iﬁg’;d‘da del  de rRNA (SSU y eLSU) interrumpidas por

intrones. La tabla 6 describe algunos de
2ROHEHEIEE los intrones encontrados en el rDNA de
exonicas

ligadas varios eucariontes microbianos.

D. iridisy N. gruberi tienen inserciones mas complejas en el rDNA calasccomo Twintrons
(Fig. 13A). Los Twintrons se componen de una pegudiozima (GIR1), seguida por un ORF
gue codifica para una endonucleasa HE. Estos dosalos se encuentran insertados dentro de
una segunda ribozyma (GIR2) (Einvik et al., 19981ahsen et al., 2007). El ORF de HE tiene
la misma polaridad que el rRNA, por lo que desplek transcripcion por pol | (del rRNA que
incluye al Twintron), GIR2 libera al transcrito dele-mRNA HE por una reaccion éeto-
splicing. Mediante una segunda reaccién de auto-splicindpdaima GIR1 modifica el extremo

5" del pre-mRNA generando un cap 2l&tiat que incrementa la eficiencia traduccional de este
MRNA de HE, que también incluye una cola de poji-4ue llevé a cabo la remocién de un

intron tipico de spliceosoma (Johansen et al., 2007
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Tabla 6 Intrones del grupo | en el rDNA

Organismo Localizacion = Numero de Tamario Gen de
intrones Endoncleasa HE
Excavata
Ploeotia costata rRNA SSU 1 494pb
Naegleria gruberi rRNA SSU 1 [-Ngrl
rRNA LSU 3

Chromalveolates

Plasmodium falciparum rRNA LSU 1 B
Tetrahymena pigmentosa |rRNA LSU 1 400pb
Tetrahymena thermophila |rRNA LSU 1 370-410pb
Amoebozoa
Acanthamoeba griffini rRNA SSU 1 519pb
Acanthamoeba lenticulata |rRNA SSU 1 656pb
Didymium iridis rRNA SSU 1 1.43kpb I-Dirl e I-Dirll ®
rRNA LSU 2 688 y 573pb
Physarum polycephalum  |rRNA LSU 3 07,06y 094kpb |-Ppol
Plantae
Ankistrodesmus stipitatus |rRNA SSU 1 334pb
Characium saccatum rRNA SSU 1 477pb
Chlorella ellipsoidea rRNA SSU 1 442pb
rRNA LSU 1 445pb
Dunaliella parva rRNA SSU 2 381y 419pb
Dunaliella salina rRNA SSU 1 397/8pb
Opisthokonta
Candida albicans rRNA LSU 1 379pb
Pnemocystis carinii rRNA SSU 1 390pb
rRNA LSU 1
Histoplasma capsulatum  |[fRNA SSU 1 403-425pb
Nosema bombycis rRNA SSU 1

(a) Solo en una de las 8 copias del ADNr; (b) Depende del aislado;(c ) codificado en el intron de 0.94kpb;
(d) Puede tener dos tipos de intrones que difieren en secuencia

Algunos aislados db. iridis tienen otro tipo de intron en vez del Twintrortr@m I, Fig. 13B),
gue se caracteriza por tener un gen de HE en gathopuesta al rRNA. La transcripcion del
pre-mRNA de HE es mediada por pol Il (Johansen.e2@06). Ambos transcritos de HE, el
del Twintron y el del intron Il se poliadenilan g procesan por el complejo spliceosomal para
remover un intrén spliceosomal que se encuentrdralade la regién codificadora de la
endonucleasa HE (Vader et al., 1999).

31



A. Twintron de Didymium iridis

Transcripcion por pol |

DiGIR2

B. Intrén Il de Didymium iridis

Transcripcién por pol | Promotor de pol Il

I-Dir I HE | SI |

DiGIR2

Fig. 13 Intrones del grupo | que contienen un
gen de endonucleasa HE. Twintron presente
en D. iridis: El intron DIGIR2 (morado) esta
codificado dentro del RNAr de la SSU (rojo) y
es transcrito por pol | formando parte del pre-
RNAr. DIGIR2 lleva a cabo el auto-splicing
para generar el pre-mRNA (los sitios de
splicing se indican en negro). Posteriormente,
el intron DIGIR1 (azul) lleva a cabo el auto-
splicing y procesa al pre-mRNA de I-Dirl HE
en el extremo 5’, produciendo un cap 2'5'. El
pre-mRNA también se procesa por la remocion
de un intron spliceosomal (SI, blanco) vy
poliadenilacion para generar un mRNA [-Dirl
HE funcional (amarillo).B. Intron Il de D.
iridis. EI RNA de I-Dirll HE se encuentra
dentro del intron DIGIR2 y se transcribe en
orientacién antisentido por pol Il. El pre-
MRNA es procesado por factores asociados a
pol Il para generar el cap 5’ tipico y la cola de
poli-A 3'. El intrén spliceosomal Sl se remueve
por la maquinaria tipica de splicing.

Cabe mencionar que la endonucleasa producida @z clppromover la insercién del intrén

gue incluye a HE en genes del rDNA que carezcamagho (Einvik et al., 1998) (Fig. 14).

- I+ I- 7 -
rDN,\c- s rDNA

Amiba (1n) Amiba (1n)

@ Endonucleasa
y |-Dirl

€

Plasmodio (2n)

Fig. 14 La endonucleasa HE promueve la
transferencia del intron del grupo | a copias
del rDNA sin intron. Si se aparean dos
amibas deD. iridis con copias del rDNA
con (I+) y sin intrén del grupo | (I-) , en el
cigoto se promueve la sintesis de la
endonucleasa I|-Dirl HE que generara un
corte endonucleolitico de doble cadena en
los rDNA sin intron. Este corte se repara
utiizando como molde las copias del
rDNA que tienen intrén, resultando en un
plasmodium (estadio multinucleado) que

tiene todas las copias del rDNA con un

intron del grupo | (incluyendo al gen HE).
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Variantes en los genes de rDNA dentro de un orgamis

Los genes de rRNA de un mismo organismo suelen estservados en la region codificadora
y tener variaciones ocasionales en la region iéteog. Dichas variantes de secuencia,
incluyendo cambios en la composicion y numero deesgcias repetidas pueden ser resultado
de una evolucién divergente. La heterogeneidddsenidades de rDNA pudiera influenciar la
expresion de dichos genes, dependiendo del organism

La divergencia de secuencia en la region codifigdo en la region intergénica dentro del
mismo organismo ha llevado a la clasificacion deuaidades de rDNA. Por ejemplo, varios
tipos de rDNA pueden encontrarse Ragramecium, Y. lipolytica y en el grupo Apicomplexa.

Una descripcion detallada de esta variabilidashelelye en la Tabla 7.

Tabla 7 Variabilidad en el rDNA
Organismo Tipos de rDNA @ Localizacion de la variabilidad

Chromalveolates

Babesia bigemina 2 RI 'y region codificadora de SSU
Babesia bovis A,ByC ITS y region codificadora de SSU
Cryptosporidium parvum Al menos 2 ITS y region codificadora
Plasmodium berghei AyC RI, promotor y region codificadora
Plasmodium falciparum AyS RI, promotor y region codificadora
Plasmodium vivax A, SyO RI, promotor y region codificadora
Theileria parva 2 ITS y region codificadora LSU
Toxoplasma gondii Rl y region codificadora SSU
Oxytricha fallax 2 region codificadora LSU
Paramecium tatraurelia 6 MAC/4 MIC R

Perkinsus yrewsi AyB RI'y region codificadora

Plantae

Dunaliella salina 2 Intrones del grupo |

Opisthokonta

Saccharomyces cerevisiae RI

Cyida albicans 2 LSU con o sin intrén
Yarrowia lipolytica 2-5 RI

Nosema apis Al menos 4 RI

Nosema bombi Al menos 2 ITS

(a) Se muestran el nimero o nombres de los tipos de rDNA. R, region intergénica;

ITS, espaciador transcrito interno; MAC, macronticleo; MIC, microndcleo.
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El rDNA 5S

La organizacion del rDNA 5S es mas simple que $xiika para los otros rDNA. La mayoria de
los rDNA 5S se encuentran organizados en repeési@m tandem, cabeza-cola, que consisten
de una region codificadora que mide alrededor @eph? y una region intergénica de secuencia
y de tamaiio variable. Todos los genes del rRNAWESmonte estudiados hasta hoy contienen
un promotor interno a la region codificadora, taite por pol Il (Schramm y Hernandez,
2002).

El rDNA 5S deT. cruz, Trypanosoma brucei, T. vaginalis, T. tenax, Crithidia. fasciculata,
Eimeria tenella y Cryptosporidium parvum estan organizados en unidades repetidas en tandem.

Las principales caracteristicas de los rDNA 5Sedém se describen en la Tabla 8.

Tabla 8 Organizacion tipica del rDNA 5S
Organismo Tipos del Localizacion de la variabilidad Otros
rDNA 58 #
Excavata
Trichomonas tenax AyB Rl y region codificadora Palindrome de la Rl tipo B
Trichomonas vaginalis AyB RI Palindrome de 10pb en la RI
Tritichomonas foetus AyB RI, secuencias repetidas vs gen de ubiquitina

Trypanosoma brucei

Trypanosoma cruzi 6 sitios de unién a Sp1 enla Rl

Chromalveolates

Cryptosporidium parvum RI

Eimeria tenella

Plasmodium falciparum 3 Longitud de las R

Tetrahymena pyriformis RI Algunos ligados a genes de ubiquitina
Tetrahymena thermophila Longitud de las RI Palindromes de 12y 16pb en la Rl

(a) Se muestran el nimero ¢ nombres de los tipos de rDNA SS para cada especie. Rl, region intergénica

El rDNA 5S puede tener una distribucion gendmiaaci@asla a genes transcritos por cualquiera

de las tres RNA polimerasas

El rDNA 5S se ha encontrado ligado al cistrén rdmoal (transcrito por pol I) con una
distribucion alternada emoxoplasma gondii, Hansenula polymorpha, Perkinsus andrewsi y
varias especies déosema (Guay et al., 1992; Coss et al., 2001; Huang.e2@04; Klabunde et
al., 2002; liyama et al., 2004; Tsai et al., 2008;et al., 2008). Dos genes en tandem del rDNA
5S estan ligados a cada repeticion del cistronsaimal enCandida glabrata (Dujon et al.,
2004). El rDNA 5S esta ligado al rDNA en polaridaguesta en varias especies de levadura

como sonforulopsis utilis, K. lactisy S cerevisiae (Fig 7B, Tabla 1). Finalmente, una copia del
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rDNA 5S esta codificada rio abajo de cada una dedts copias palindrémicas del cistrén

ribosomal en la molécula extra-cromosomabdeliscoideum (Hofmann et al., 1993) (Fig. 9B).

Algunas especies de Kinetoplastidos comeivax y T. rangeli tienen las copias del rDNA 5S
ligadas a repeticiones en tdndem de genespliedd-leader (SL), transcritos por pol Il (Tabla 9
Fig.15A). Una asociacion similar se ha encontradootros Euglenozoa cormnidiplonema
papillatum y Bodo caudatus (Tabla 9). EI SL es necesario para procesar lofNAnke
Kinetoplastidos mediante una reacciontidgs-splicing (Simpson et al., 2006). Por otro lado,
algunas unidades de rDNA d&n pyriformis y T. foetus se asocian con genes de ubiquitina,
también transcritos por pol Il (Fig. 15B). La TaBlalescribe la polaridad relativa de rDNA 5S

ligado a genes transcritos por pol Il.

Tabla 9 Ligacion del rDNA 5S con genes transcritos por pol Il
Organismo Gen pol I | Orientacién

Excavata

Trypanosoma vivax spliced leader sentido

Trypanosoma rangeli spliced leader sentido

Bodo saltans spliced leader sentido

Bodo caudatus spliced leader sentido

Diplonema papillatum spliced leader sentido

Herpetomonas spp spliced leader sentido

Trypanoplasma borreli  |spliced leader antisentido

Trypanosoma avium spliced leader antisentido

Euglena gracilis spliced leader sentido

Tritrichomonas foetus  Jubiquitina sentido

Chromalveolates

Tetrahymena pyriformis |ubiquitina sentido

Algunas copias del rDNA 5S deé. histolytica y una copia dd.eishmania tarentolae estan
ligadas a genes de RNA de transferencia (tRNA)piémtranscritos por pol Il (Shi et al.,
1994; Clark et al., 2006). De forma interesante,dé8las 108 copias del rDNA 5S d&e
lipolytica producen transcritos di-cistronicos de pol llbidos tRNA-rRNA 5S (Fig. 15C). La
sintesis de este transcrito de alrededor de 2@0iéva a cabo utilizando al promotor pol Il del
tRNA, resultando en una transcripcion independietee TFIIIA (factor de transcripcion
especifico para el rDNA 5S). Los transcritos dirdisicos 0 tri-cistronico se procesan post-
transcripcionalmente para generar las moléculaBN& maduras: tRNAs y rRNA 5S (Acker
et al., 2008).

Finalmente se han encontrado copias dispersab& 6S en el genoma d& castellanii, .
lipolytica y Schizosaccharomyces pombe (Zwick et al., 1991; Tabata, 1981; Dujon et ab02).
Copias simples del rDNA 5S también puede encomtraeosno moléculas extra-cromosomales

en organismos ciliados cont@xitricha fallax (Rae y Spear, 1978; Roberson et al., 1989). En
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Euplotes eurystomus, alrededor de un millén de copias del rDNA 5S seuentran codificadas

en mini-cromosomas lineales flanqueados por telésn@Roberson et al., 1989).

A. Tritrichomonas foetus

B e B B e S Bt o

Ubiquitina

B. Euglena gracilis

R . e S B TS R
L]
58 SL
C. Yarrowia lipolytica
ARNt 58 ARNt 55
Gly Asp i
ARNt 58 58

Lys-Glu

Fig. 15EI rDNA 5S puede estar ligado a genes transcpitwspol Il 6 pol lll. A. EnT. foetus el rDNA 5S
esta ligado a una familia multigénica de ubiquit{flacha morada)B. En E. gracilis el rDNA 5S esta
ligado al gen del spliced leader (SL, caja lifa) EnY. lipolytica existen unidades dicistrénicas dispersas en
el genoma, que consisten de un gen del tRNA (rpsa) rDNA 5S (verde). También se identificé un gen
tri-cistronico:tRNA Lys(CTT) —tRNA GIlu(CTC) -rDNAS. Estos genes se transcriben a partir del promotor
de pol lll para el tRNA. También se pueden encortopias dispersas del rDNA 5S.

Redundancia de los genes de rRNA v tasa relatidf/EDNA 5S.

Los genes de rRNA estan repetidos en practicantedts los genomas eucariontes estudiados
hasta hoy. En la mayoria de los organismos soloftawion de las copias se transcribe,
mientras que el resto se encuentra silenciada reftigamente (Conconi et al.,, 1989). En
relacién a lo anterior, se ha propuesto que el rDiAs6lo es responsable de la sintesis del
rRNA, sino que también participa en la estructdnaclel nucléolo, en la estabilidad dhister
ribosomal y en el balance general de los compantiosede heterocromatina y eucromatina
(Oakes et al., 1993; Nogi et al., 1991; Paredesgddrt, 2009).

Se ha identificado una variacién considerable aniglero de copias del rDNA y del rDNA 5S.
El nimero de copias del rDNA varia desde una ycdpgas en el hongBneumocystis carinii y
el ApicomplexaTheileria parva, a 4800 copias en el alga verdeetabularia mediterranea
(Tabla 10). Las copias del rDNA 5S varian desde &lealga rojaCyanidioschyzon merolae
hasta un millén en el ciliad&uplotes eurystomus (Tabla 10). Aunque emictyostelium

discoideumy enS cerevisae el rDNA y el rDNA 5S contienen la misma cantidagl abpias,
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esta relacion de 1:1 no se mantiene en la mayerlasdorganismos. Por ejempkg,gracilis,
tiene 800-4000 copias del rDNA y 300 del rDNA 5Semtras que ef. cruzi el cistron
ribosomal tiene 110 copias y el rDNA 5S 1600. Lal&al0 muestra una recopilacion de datos
sobre el numero de copias de los genes de rRNA tpda de rDNA/fDNA 5S en varios

eucariontes microbianos.

El rDNA vy la evolucién de los microbios eucariontes

Los rRNA deben de mantener sus motivos estructurplra ser funcionales dentro del
ribosoma. Por lo tanto, no es sorprendente quessuencia esté altamente conservada entre
organismos relacionados, y que esta similitud sedpigradualmente mientras los organismos

divergen.

La organizacion gendmica tipica del rDNA se propoers de 30 afios atras, y se baso en el
analisis del rDNA de organismos eucariontes metama(Long y Dawid, 1980). La
organizacién en tAndem cabeza-cola se ha constetagstandar para el rDNA eucarionte,
pero el analisis de la organizacion gendmica deglses ribosomales en microorganismos
eucariontes demuestra que aun cuando algunos smgasimantienen la organizacién “tipica”,

la mayoria revela caracteristicas inusuales.

D. discoideum, T. gondii y algunas especies de levadura mantienen un nieggiigalente de
copias del rDNA y del rDNA 5S. Esta organizacionceasideraba coherente pues la poza de
moléculas de rRNA deberia de mantener cantidadesnetpres de los rRNA maduros 18S,
5.8S, 28S y 5S para la sintesis eficiente de rilnasoNo obstante, al estudiar a los microbios
eucariontes notamos que la tasa de rDNA/rDNA 5&amnpliamente a través de la evolucion
(Tabla 10); por otra parte, el cistron ribosomakelyrDNA 5S se transcriben por RNA
polimerasas diferentes, tienen tasas de trans@nipeariables y unidades epigenéticamente
heterogéneas. Por lo tanto, la dosis de rDNA/fDNA® se relaciona directamente con la
estequiometria de la poza de rRNA, ni con el poaes expresion. Consecuentemente, el
mantenimiento de la poza de moléculas de rRNA em estequiometria apropiada podria
deberse a una compleja red de mecanismos epigenétizanscripcionales, post-
transcripcionales y estructurales, con potencialat@cion de acuerdo a la dosis gendémica de
rDNA y rDNA 5S. De forma adicional, la localizaci@ge@némica del rDNA y del rDNA 5S
podria estar relacionada con su expresion y soldggia. El contexto cromosomal, junto con
diferentes ambientes epigenéticos, también poastar relacionados con el mantenimiento del
namero de copias gendmicas del rDNA, la frecuedeiaecombinacion, la conservacién de

secuencia y la regulacién de la transcripcion.
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Algunos organismos tienen la mayoria de sus copégsDNA en mini-cromosomas, pero
mantienen copias adicionales, probablemente coepaldo. De forma interesante, organismos
como E. histolytica mantienen la totalidad de sus copias del rDNA erléoutas extra-
cromosomales. La necesidad de cambios rapidos enumlero de copias del rDNA,
especialmente bajo condiciones de estrés, pods&aase con las caracteristicas funcionales de

las moléculas de rDNA extra-cromosomal.

La region codificadora del rRNA de varios eucamsnimicrobianos esta interrumpida por
intrones del grupo I. Estos intrones se regulandiferentes mecanismos transcripcionales y
post-transcripcionales que participan en el prooesao de los intrones mismos y de los
transcritos contenidos en ellos (HE). Aun cuandes@da descrito ninguna funcion para los
intrones del grupo | en la regulacion de los geatelsRNA ribosomal, los mecanismos de
regulacién especificos para los intrones, asi caumpresencia en el rDNA de gran cantidad de
microbios eucariontes podria sugerir un papel fimadi C. albicans, que tiene poblaciones

heterogéneas de rDNA con 0 sin intrones, podriaiisdruen modelo para estudiar el papel (si

existe) de los intrones en la expresidn, procesamigestabilidad del rRNA.

La importancia de la asosiacién del rDNA 5S conifiasymultigénicas y transcritas por las tres
RNA polimerasas no se ha estudiado. La regulacamstripcional de los genes adyacentes al
rDNA 5S podria alterar el contexto cromatiniano & disponibilidad de factores en la

proximidad. Por otro lado, la presencia de copiagpeailsas del rDNA 5S sugiere contextos
cromosomales distintos para cada unidad del rDNAsEEdescartar la posibilidad de que se

asocien espacialmente en el nacleo para formacé&hde transcripcion especializadas.

Las caracteristicas de la organizacion del rDNAefisas en todos los super-grupos eucariontes,
asi como caracteristicas particulares que predong@naubgrupos, reflejan la complejidad de la
evolucion (Fig. 16). La organizacion tipica en &mddel rDNA y del rDNA 5S se encuentra en
todos los super-grupos eucariontes, sugiriendoetjaacestro comun eucarionte mantenia esta
organizacién. Mas tarde, el proceso evolutivo llewvéa especializacion y divergencia de la
estructura del rDNA, resultando en las variantas d@scritas. Otras caracteristicas como los
intrones del grupo I, estan dispersos en todogleariontes, por lo que pudieron haber sido

adquiridos por transferencia horizontal.
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Tabla 10

Genes del RNA ribosomal: numero de copias, tamaiio y organizacion

Organismo Copias del rDNA Tamaiio del rDNA Copias Tamafio del rDNA 58 Tasa
y organizacion del rDNA 58 y organizacion rDNA/IDNA 58

Excavata
Crithidia fasciculata 11-12kpb (T) 250-300 0.23kpb (T)
Diplonema papillatum 0.68 and 1.7kpb (T)
Euglena gracilis 800-4000 (C), 4(chr) 11.5kpb (C) 330 0.6kpb (T) 242t0 12-12
Herpetomonas 0.6kpb (T)
Leishmania donovani 166 12.5kpb (T)
Leishamania major 63 14kpb (T)
Trypanosoma brucei 56 U} 1500 0.75kpb 0.04
Trypanosoma cruzi 110 30kpb (T) 1600 0.48kpb (T) 0.07
Trypanosoma rangeli 330 0.9kpb
Trypanosoma vivax 0.72kpb
Naegleria gruben 3000-5000 (C) 14kpb (C )
Giardia lamblia 60 (H), 300 5.6kpb (T)
Trichomonas tenax m 0.01% 0.307 and 0.316kpb (T)
Trichomonas vaginalis 6kpb (T) 0.10% 0.334 and 0.335kpb (T)
Tritrichomonas foetus 12 6kpb (T) 0.04% 0.86 and ~1.3kpb (T)
Trypanoplasma borreli 0.59kpb
Chromoalveolates
Babesia bigemina 3 10.65, 10.8 y 13.35kpb (U)
Babesia bovis 3 Tkpb
Babesia canis 4
Cryptosopridium parvum 5(H) 6.5kpb (T) 6 0.55 y 0.79kpb, 3 (T), 3(U) 0.83
Eimeria tenella 140 T 500 0.73kpb (T) 028
Plasmodium berghei 4 V) 3 m 133
Plasmodium falciparum 5a8 ()] 3 1.67 to 2.67
Plasmodim lophurae 6 )
Plasmodium vivax 7 )
Theileria parva 2 V) 3 0.67
Toxoplasma gondii 110 7.5kpb (T) 110 1
Perkinsus andrewsi 7.7-7.8kpb
Euplotes crassus Tkpb (L)
Euplotes eurystomus 1000000 0.93kpb (L)
Glaucoma chattoni 9.3kpb (L)
Oxytricha fallax 7.49kpb (L) 0.69kpb (L)
Paramecium tetraurelia 9kpb (T,L.C)
Tetrahymena pyriformis 200 MAC (H), 1 MIC 350 MAC, 350 MIC (H)  0.28kpb 0.29
Tetrahymena thermophila 9000 MAC, 1MIC 21kb (L.P) 150 MAC/150 MIC (H) 0.25-0.29kpb 30
Amoebozoa
Acanthamoebea castellanii 24(H), 600 12kpb (T) 480 ()] 125
Dictyostelium discoideum 180 (L), 1 (chr) 88kpb (L,P) 180 88kpb (L.P) 1
Didymium iridis 20kpb (L)
Entamoeba histolytica (HM-1:MSS) 1200 (C), 0 (chr) 24 5kpb ( C)
Physarum polycephalum 1x 10" >60kpb (L,P) 0.68kpb
Plantae
Acetabulania mediterranea 3500-4800 m
Cyanidioschyzon merolae 3 ) 3 ) 1
Opisthokonta
Candida albicans 100 (C), 200 (chr) 11.6-12.5 kpb (T)
Candida glabrata >115 m >230 05
Hansenula polymorpha 50-60 8kpb (T) 50-60 1
Kluyveromyces lactis 60 8.6kpb (T) 60 1
Pneumocystis carinii it
Saccharomyces cerevisiae 100-200 9.1kpb (T) 100-200 1
Schizosaccharomyces pombe 100-120 10.4kpb (T) 30 ) 333to4
Yarrowia lipolytica 100 7.7 and 8.7kpb (T) 108 ()] 093
Encephalitozoon cuniculi 22 8.9kpb (tel) 3 ) 7.33
Nosema apis 18kpb (T)
Nosema bombycis 4.3kpb (T)

Organismo Copias del DNA Tamaiio del (DNA Copias Tamafio del rDNA 5S Tasa

y organizacion del rDNA 58 y organizacion rDNA/IDNA 58

Todos los niimeros de copias son aproximados. Si el ADNr es cromosomal, el tamafio de Ia unidad corresponde a la unidad completa incluyendo Ia regién codificadora y Ia intergénica.
Si el ADNr es extracromosomal, el tamafio de la unidad corresponde al de todo el mini-cromosoma.
(C) Circulo extra-cromosomal; (chr) cromosomal; (H) haploide; (L) molécula extra-cromosomal lineal; MAC macronticleo; MIC micronticleo; (P) palindromo; (T) tandem;

(tel) telomérico; (U) disperso.
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ADNTr heterogéneo y disperso

Apicomplexa
(P. falciparum)

ADNry ADNr 55
extracromosomales

Ciliophora
(T. thermophila)

Stramenopiles
(diatomeas)

Kinetoplastids
(T. cruzi) Dinozoa

Alveolata (P. piscicida)

Euglenozoa
T. foetus

G. intestinalis Foraminifera

(H. bradyi)

Inserciones en la SSU

Mycetozoa
(slime molds)

ADNr extracromosomal
- E. histolytica

Chromalveolata

~ A. castellanii

InsercionesenlaSSU | -

- P. palustris

Se encuentran en todos los grupos: Red Algae

Animales (C. merolae)

ADNr en tdndem cabeza-cola

ADNTr 55 en tandem

Green Algae
(A. mediterranea)

Microsporidia
(E. cuniculi)

Organizacién inusual del ADNr
Carecen de ITS-2

Intrones del grupo | dentro del ADNr

Ascomycota
(S. cerevisiae)

Ligacion ADNr-ADNr 55

Fig. 16 Arbol filogenético esquematico que describe estiras caracteristicas del rDNA para algunos
sub-grupos eucariontes. Esta filogenia esta bamattaclasificacion de los seis super-grupos (apéni

Las estructuras de rDNA predominantes en cada syimgse encuentran dentro de cajas de color.
Algunas de las caracteristicas del rDNA pueden eotinge entre un sub-grupos.

Algunas caracteristicas del rDNA se conservan esgpecies relacionadas, sugiriendo que el
ancestro comun de cada grupo mantuvo estas casictey antes de la presente especiacion
(Fig. 16). Encontramos ejemplos en los rDNA dispgrg con expresion diferencial de los
Apicomplexa; el rRNA de la SSU extra-largo en Ammmdlm y Foraminifera; el rDNA vy el
rDNA 5S extra-cromosomal en ciliados y Amoebozeafukion 5.8S-23S en Microsporidia, y
ambos, la ligacion SL-rDNA 5S vy la fragmentacid@i dLSU en Euglenozoa. Caracteristicas
particulares como la fragmentacion de la eLSU podiehaber aparecido de manera
independiente mas de una vez, resultando en orgasi€on rRNA fragmentado que no
pertenecen al grupo Euglenozoa, como ¢oncastellanii y Plasmodium. Este tipo de
caracteristicas compartidas entre especies sicigelacercana aparente podria representar
evidencia filogenética de ligaciones aun no coraxehtre especies y sub-grupos eucariontes.
Aun existen muchas preguntas sin respuesta cocidela la regulacion de la expresion del
rRNA, por ejemplo, los mecanismos que determinardlesu copias estaran activas
transcripcional y/o epigenéticamente; o bien, lavancia del contexto genémico que rodea a
los genes de rRNA. Finalmente se debe enfatizatagqarganizacién del rDNA es sélo un paso
fundamental en su regulaciéon, pues su expresiénesdtelazada con la mayoria, si no es que
con todos, los niveles de regulacién de la célRiule y White, 2000; Schramm y Hernandez,
2002b; Grummt, 2003)
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Antecedentes: el rDNA 5S dd. vaginalis

Durante mi trabajo de tesis de licenciatura caraet@os al gen del rRNA 5S de vaginalis,
que fue el primer gen transcrito por pol Ill desrren Trichomonadidos. Este gen ocupa
aproximadamente el 0.1% del genoma THevaginalis debido a sus unidades repetidas,

organizadas en tandem (Torres-Machorro et al., 2006

upe sse
33 X I\ A0
1 TATTGTGAAG AAtgtgTGTC GaacaatcCT TTCGAAGCGG CCACACCCGG CTGGCAACAT
CajaA IE +74 CajaC ..
6l CCAGCTCCAC TCCGAACCTG GAAATTAAGC AGTCGCGGGC CACATCAGTA CTIGGGCTGGG

...CajaC +118 +135
121 CGACTTCCCG GGAACGTGCG GTGCTTGCTT @ETTTTC TT TTTUGCGCGGT GCAGGGCTAT
bl

181  TGCCCTGCAC CAATACTACA CTCTACACCT ATGTTTGTCC CTGCTAAAAC TCTTGTATAA
Dibtdahbiding

241  TTTGATATTT TTAATTTTTT ATAAAAATTT CAAAATTAAA CAAAATTTTC AGCAGAGAGT

291  GGTGTTCCGC AGTAGGAATT TGAGAGGRAT TGTGC
Fig. 17 Elementos reguladores putativos en gen del rRNAI&S. vaginalis. Se muestra la secuencia
completa del gen del rRNA 5S de vaginalis (Tipo B). En negritas se muestran tres elementos
regulatorios putativos (elemento rico en A+T eni@da -32, region rica en G+C en -13 y una C en
posicion -1). La primera base transcrita propuestana G marcada por una flecha con cabeza vdcia. E
ultimo nucledtido de la molécula madura es una @trdede un circulo (+118). Rio arriba del +1 se
identificaron dos motivos regulatorios descritos ®ncerevisiae, el upe y el sse. Las secuencias
subrayadas corresponden al promotor putativo palrllgICR) compuesto de una caja A, un elemento
intermedio (IE) y una caja C. Las corridas de Besideradas la sefial de término de la transcrigzada

pol Ill, se resaltan en rectangulos. Las flechasal®eza negra localizan a la secuencia palindrémica
dentro de ésta se remarca en cursivas una secsandar al sitio de union al factor nuclear NF1.

Al comparar la secuencia del rDNA 5S Tevaginalis con la secuencia del rDNA 5S de otros
organismos eucariontes, encontramos distintos efEsmeconservados en la secuencia que
propusimos como posibles reguladores del gen. &difidd una regién codificadora de 118b
con promotor para pol lll, compuesto de una cajauka caja C. Rio arriba del sitio de inicio
de la transcripcion (+1) se encontraron motivosvadores de la transcripcidn, caracteristicos
de levadura (edtart site element, sse y el upstream promoter element, upe) y una regién rica en
AT en la posicion -32 (secuencia “TATIe"). Rio abajo de la region codificadora se hallaron
dos corridas de 5 Ts, que en otros organismosrsddraostrado como la sefial de término de la
transcripcion. En la posicion +135 encontramos geauencia palindromica que puede
estructurar in silico un tallo-asa con alta estdhd termodinamica (dG=-13kcal/mol). Este tipo

de palindromo no se ha identificado en otros rDMA(BIg. 17).

Finalmente, mediante métodos bioinformaticos, psopas un modelo para la estructura
secundaria del rRNA 5S de vaginalis (Fig. 4). Este modelo mantiene la estructura eocgr

canonica de los rRNA 5S funcionales, en especiakalE 6 “loop E” que se involucra en los

apareamientos no canonicos RNA-RNA con el rRNAadgeubunidad mayor ribosomal.
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Justificacion

Ya que el gen del rDNA 5S derichomonas vaginalis muestra algunas caracteristicas atipicas
eucariontes es relevantemprobar la funcionalidad de los motivos reguladgoropuestos y
estudiar la organizacion de estos genes en orgagsisercanos evolutivamente, como serian

Trichomonas tenax y Tritrichomonas foetus.

Hipotesis

Los motivos regulatorios probables del rDNA 5STdeaginalis tendran funciones acorde a las
propuestas y se encontraran organizados de form#assien el rDNA 5S de otros

Trichomonadidos.

Objetivo general

Realizar analisis comparativos y funcionales degkrges del rRNA 5S en Trichomonadidos.

Objetivos especificos

1. Identificar y caracterizar los genes del rRNAdeSTichomonas tenax y Tritrichomonas

foetus.

2. Hacer un analisis comparativo del rDNA 5STdeaginalis, T. tenax y T. foetus en cuanto a:
- La secuencia y la longitud de los genes

- Los motivos reguladores putativos

- El nUmero de copias

- La localizacion cromosomal

3. Montar un sistema de analisis funcional par®BIA 5S deT. vaginalis basado en:
- Ensayosn vivo
- Geles de retardo (EMSA)

- Transcripciérin vitro
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Resultados

Capitulo I
Andlisis comparativo de los genes del rRNA 5S de vaginalis, T. tenax vy T. foetus.

Torres-Machorro AL, Hernandez R, Alderete JF & Lopez-Villasefior I. Comarative
analyses among th@richomonas vaginalis, Trichomonas tenax, and Tritrichomonas foetus
5S ribosomal RNA genes. Curr Genet 2009; 55: 19921

Los ribosomas de los Trichomonadidos poseen caistatas evocativas de los organismos
procariontes (Chakrabarti et al., 1992), por l@ @l estudio de sus genes de rRNA podria
llevar a la identificacion de algunos procesos letguos divergentes y/o especificos de
especie. Por otro lado, en el rDNA 5S devaginalis se identificaron algunos motivos
reguladores putativos poco conservados (Torres-Magtet al., 2006), lo que sugiere que el
estudio de este gen en organismos cercanos ewhgivte aT. vaginalis podria dar mas

informacién sobre la regulacion de estos genesgansmos eucariontes divergentes.

Para este estudio nos basamos en la secuencidadepgara el rDNA 5S d&. vaginalis.
Obtuvimos las secuencias del rDNA 5S detenax y T. foetus, y complementamos la
caracterizacion previa del rDNA 5S dievaginalis. En las tres especies de Trichomonadidos
comparamos la secuencia y motivos de los rDNA 8%yganizacion gendmica, la presencia de

motivos intergénicos y su localizacion cromosomal.

Clonacién y secuenciacién del rDNA 5S en Trichonolidds

Utilizando la secuencia del rDNA 5S devaginalis se disefiaron dos oligonucleétidos que se
anclan en la region codificadora y aprovechan lgamizacion en tandem del gen para
amplificar la region intergénica (Fig. 18). Tambge utilizaron oligonucléotidos que se anclan
en las orillas de la regién codificadora para afiggli la secuencia faltante (que se sobrelapa en
90 pb con la anterior) y ensamblar ambas secue(figs18). Los PCRs gendmicode los
tres organismos se clonaron en Zero Blunt TOPOitfbgen), se secuenciaron y se

ensamblaron.

El trabajo previo con el rDNA 5S se basa en dokdds deT. vaginalis, el de genoma
secuenciado (G3) y el del aislado utilizado erabbtatorio (CNCD147). En el aislado G3 se

identificaron dos tipos de regiones intergénicasrpétodos bioinformaticos (A y B), mientras

! Debido a la alta identidad de secuencia de lasomegi codificadoras del rDNA 5S de los tres
organismos (~95%) se utilizaron los mismos oligdadiidos para amplificar el rDNA 5S (5S-F, 5S-R,
5I-F y 5I-R; Apéndice Il). Para los PCRs de la éegintergénica se obtuvieron productos de ~300 pb
paraT. vaginalis, de ~300, ~600 y ~800 pb paratenax; y de ~850 y ~1300 pb pafafoetus. Para los
PCRs de la region codificadora los productos odtenfueron de ~115 pb para los tres Trichomonadidos
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que en el aislado CNCD147 sélo logramos identifexgserimentalmente al rDNA 5S tipo A.
Se utilizo la estrategia referida en el parrafoeaot para verificar experimentalmente la
asuencia 6 escasa representacion del rDNA 5S tiem Bl aislado CNCD147. Después de
secuenciar 18 clonas de la region intergénica deodaislado, no se obtuvo ninguna con la
secuencia tipo B del rDNA 5S, por lo que se utiligdoligonuclétido especifico de la region
intergénica tipo B (RI335, Apéndice dlpara amplificar el rDNA 5S del aislado CNCD147. Se
secuenciaron cuatro clonas que contenian al rDNA@ESB deT. vaginalis, confirmando la
presencia de dos tipos de rDNA 5S (A y B) en dstados diferentes dé vaginalis (G3 y
CNCD147).

Por otro lado, se secuenciaron 11 y 9 clonas dedi@n intergénica dé&. tenax y T. foetus,
respectivamente. Al menos tres clonas independielgéda regidn codificadora se secuenciaron
para cada Trichomonadido.

ICR

——
.
3

——
r—

51F 51-R 5;F 51-R 296-305pb (Ttx)

< > < > 323pb(Tv)
55;F 53-R 851-1356 pb (Tf)
€ --=-=-23 118pb

[}
1
~

Ensamblaje del rDNA 5S

Fig. 18 Amplificacion, clonacién y secuenciacion del rDNS de Trichomonadidos. Diagrama de la
organizacion en tandem del rDNA 5S. Los rectangulesdriculados representan la region codificadora
del rDNA 5S mientras que la linea continua repriskas regiones intergénicas. Se indican comdlgc
las regiones de alineamiento de los oligonucleétidtilizados para amplificar las regiones intergési
(5I-F y 5I-R) y codificadoras (5S-F y 5S-R). Losguctos de amplificacion se muestran con diferentes
estilos de lineas. También se muestra la estratiegissamblaje.

El rDNA 5S en Trichomonadidos

Nombramos a las variantes del rDNA 5S del aislabli€B147 deT. vaginalis Tipo A-Tv y
Tipo B-Tv (Fig. 19, Apéndice Ill). Estas variantisnen secuencias codificadoras idénticas;
pero difieren en el tamafio y en la secuencia emegienes intergénicas (Tabla 11). La caja

“TATA- like”, un motivo regulador putativo rio arriba del gedlo se pudo identificar en el gen

2 El oligonuclétido RI335 se ancla en la posici6r8g2le la regién intergénica del rDNA 5S. Como
oligonucledétido reversa se utilizé el oligo 5S-Rg(FL8, Apéndice Il). El producto de la amplificani
gendmica fue de 211pb.
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tipo B (Fig. 19), lo que sugiere un posible meaawisde regulacion diferencial entre estos

genes.

Gracias a la obtencién de clonas con dos y tres@agagn tdndem del rDNA 5S, logramos
describir dos tipos de rDNA 5S dntenax, que miden 307pb (Tipo A-Ttx) y 316pb (Tipo B-
Ttx) (Apéndice IlIl). Utilizando alineamientos cohrBNA 5S deT. vaginalis identificamos en
ambos tipos de gen, algunos motivos reguladoresipogs como el promotor interno a la region
codificadora. Rio arriba del sitio de inicio ddranscripcion, se localiz6 wsse, una region rica
en GC y una caja TATAke. De los tres Trichomonéadidos, sdlotenax mostré dos tipos de
regiones codificadoras para el rDNA 5S, las cuaégsen una identidad del 97%. Al observar
dichos cambios en la estructura secundaria deRBIAI5S deT. tenax, observamos que dos
cambios se localizan en regiones apareadas (talldgs en asas (loop A y loop D). Estos
cambios no repercuten en la estructura secundaria molécula pues los apareamientos G-C y

A-U se mantienen mediante la utilizacion apareatageno-canénicos G-U (Fig.20).

T. foetus tiene al menos dos tipos de rDNA 5S (Apéndice BBtos genes son idénticos en la
region codificadora, pero difieren en la secuemgda region intergénica (Fig.19, Tabla 11).
Llamamos a estos genes Tipo A-Tf (862 pb) y TipdfB~-1300 pb). La regién codificadora del
rRNA 5S deT. foetus (118pb) conserva la secuencia del promotor putadie pol 1l y la
estructura secundaria descrita para el rRNA 53.deginalis (Fig. 20). La region reguladora
rio arriba en ambos tipos de genes se compone tieseh un “upe” y una region rica en AT.
Finalmente, la sefial tipica de terminacion dedadcripcién de pol 1, una corrida de Ts, se

encontro rio abajo de la region codificadora erties Trichomonéadidos (Fig. 19).
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A. Gen Tipo A del rRNA 58S de T. vaginalis (334 pb) Simbolos:

‘ Caja TATA-like 6 region rica en AT

rDNA 58 start site element (sse)

B. Gen Tipo B del rRNA 5S de T. vaginalis (335 pb)
upstream promoter element (upe)

rDNA 58

I
1
I cordaeTs
?

Secuencia palindrémica

C. Gen Tipo A del rRNA 5S de T. tenax (307 pb)

U
lMInu i) Inr (promotor para pol I1)

rDNA §S N Sefial de poliadenilacién

D. Gen Tipo B del rRNA 5S de T. tenax (316 pb)
U HTtx

[ =l &

rDNA 58

Elemento repetido de 13pb

Elemento repetido de 47pb

E Elemento repetido de 71pb

E. Gen Tipo A del rRNA 5S de T. foetus (862 pb)

U
ML Trer ﬂl— [ Ubiquitina | —_—

rDNA 58

F. Gen Tipo B del rRNA 5S de T. foetus (1367 pb)

71R U R 47R 71R 47R
: S = [WE )
ICR L A1 | =
rDNA 5S
—
40pb

Fig. 19 Organizacion del gen del rRNA 5S en TrichomonéslidRepresentacion gréafica de los dos tipos
de rDNA 5S para cada Trichomonadido estudiado. éusndo el rDNA 5S tiene copias repetidas en
tandem en el genoma, por simplicidad sélo se nmuesta sola copia de cada variante. Las regiones
codificadoras del rRNA 5S se muestran como cajaprdinotor de pol Il (ICR) es interno a la region
codificadora. La region reguladora rio arriba (Wiege tener un “upstream promoter element, upe”
(triangulo), un “start site element, sse” (flecgayna regién rica en AT (rombo). Después de ladregi
codificadora hay una corrida de Ts que actla coefialsde terminacion de la transcripcion. En
vaginalis los dos tipos de rDNA 5S tienen una secuencianghaimica (H) que puede tener pequefas
variaciones de secuencia. EI rDNA 5S Tipo Bldtenax tiene una secuencia palindrémica Gnica (HTtx)
en la mitad de la regién intergénica. Erfoetus el rDNA 5S Tipo A-Tf se caracteriza por la presanc
de un ORF de ubiquitina en la region intergénica, elementos reguladores de su transcripcion por po
II: el promotor (Inr, i) y a secuencia de poliadecion (A). El gen Tipo B d&. foetus se caracteriza por

la presencia de un gen interrumpido de ubiquitisaguencias repetidas (R) de tamafio variable.

La regidn codificadora del rDNA 5S se compar6 efdsetres Trichomonadidos y se encontré
una alta similitud entre los tres, con identidagieés van del 94 al 97% (Tabla 11). También se
determiné que cada Trichomonéadido tiene variaciatesnucledtidos dentro del la region
codificadora del rRNA 5S que son especificas deasplo que permitiria usar al rDNA 5S

para distinguir entre Trichomonadidos (Fig. 21)
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Fig. 20 Estructura secundaria predicha para los rRNA 5%. éeax (Tipo A y B) yT. foetus. Las hélices se
nombran con ndmeros romanos y las asas con lemgésculas. Los circulos muestran a los nucleétidos
especificos para cada tipo de rRNA 5S. Los cuadragimarcan a los nucleétidos especificos del rREAI®

T. tenax. Los pentagonos sefialan a los nucle6tidos cordpargntro los rRNA 5S d€&. tenax y T. foetus.
Finalmente, Tv(C) indica la localizacién del nudido especifico d&. vaginalis. Las secuencias se doblaron
untilizando el software mfold de Zuker (http://mdfddioinfo.rpi.edu).
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Tabla 11 Comparacion de identidades de secuencia y numero de copias de los genes del rRNA 5S de Trichomonadidos.
Trichomonas vaginalis Trichomonas tenax Tritrichomonas foetus
TixA Tix B
Identidad de Tv 100% 96% 97% 95%
la region Ttx A 100% 97% 94%
codificadora Ttx B 100% 96%
A-Tv (334pb) B-Tv (335pb) | A-Ttx (307pb) B-Ttx (316pb) | A-Tf (862pb)  B-Tf (1367pb)
A-Tv (334bp) 100% 84% 49% 55% 42% 34%
Identidad de | B-Tv (335bp) 100% 43% 43% 36% 43%
la region A-Ttx (307bp) 100% 57% 47% 46%
intergénica | B-Ttx (316bp) 100% 38% 35%
A-Tf (862bp) 100% 87%
Porcentaje
del genoma 0.10% 0.01% 0.04%
para el 5S
Caja A
5STv GAAGCGGCCACACCCGGCTGGCAACATCCAGCTCCACTCCGAACCTGGARATTAAGCAGT 60
58TtxA  —-—————-— t-----— t-—-——-————————— 60
5STtxB  —-——————————————— t--——— t----——————-——————— 60
58Tf @ ———————————— at-———-——--—--——- t—————————— 60
Caja A IE CajaC
58Tv [CGCGAGCCACAT CAGTACIGEGCTGGGCGACTTCCCAGGAACGTGCGGTGCTTGCTTC 118
5STtXA W ———————————————————————— a-—a————————————————- t-———— 118
5STtxB  —————— = t-————— 118
58Tf —-—————- t---— a——aQ-———————— e ———— 118

Fig. 21 Comparacion de secuencia de la region codificadeFraRNA 5S de los tres Trichomonadidos. El
ICR 6 promotor de pol Il se compone de una cajaielemento intermedio (IE) y una cajaTCtenax
tiene dos tipos de secuencia codificadora pa@Ar5S, llamadas 5STtxA y 5STtxB; mientras que sélo
se identific6 un tipo de secuencia codificadoraapar vaginalis (5STv) y T. foetus (5STf). Las
variaciones de secuencia especificas de espesaltan con negritas.

La region intergénica del rDNA 5S en Trichomonadido

Los aislados G3 y CNCD147 devaginalis tienen dos tipos de regiones intergénicas: tipo A
tipo B, que tienen una identidad del 84% y queecdifn en tamafio por un nucledétido (334 y
335pb). En ambos tipos de regiones intergénicadesdificd una secuencia palindromica, en la
gue se observaron ocho variaciones de secuenciayenpgranin silico diferentes tipos de

estructuras del tallo-asa (Fig. 22).
T. tenax tiene al menos dos tipos de rDNA 5S, con 307 (Fpy 316 pb (Tipo B) de longitud.

Las regiones intergénicas del rDNA 5STddenax tienen so6lo un 59% de identidad y difieren

en la presencia de un tallo-asa putativo de aktegée (-9.6 kcal/mol) localizado en la posicion -
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118 de la regiodn intergénica del gen Tipo B-Ttxg(Fi9). Este tallo-asa no tiene similitud de

secuencia ni de posicion con el encontrado enArBS deT. vaginalis.

T. foetus tiene al menos dos tipos de rDNA 5S con 862 y 1P8%/pb de longitud. La region
intergénica Tipo A-Tf (744pb) contiene un ORF coetplde ubiquitina con su correspondiente
promotor tipo pol Il (Fig. 19), idéntico al desor#nT. vaginalis (Inr) (Liston y Johnson, 1999).
En la region 3’ del gen de ubiquitina se encuemtna secuencia equivalente a sefal de
poliadenilacion del mRNA descrita ef. vaginalis (Espinosa et al., 2002). La region
intergénica Tipo B-Tf puede variar en tamafio dekti#dpb hasta 1249pb, dependiendo del
nimero de copias del elemento repetido de 1 3pb region intergénica se caracteriza por la
presencia de dos zonas de secuencias repetidagmiera se compone de 5 a 12 repeticiones
del motivo de 13pb de longitud, el cual interrumaeregion codificadora de ubiquitina. El
segundo bloque de secuencias repetidas se compahesdsecuencias de 47 y 71pb, cada una
repetida una vez. La secuencia de 47pb se loalitas posiciones -233 y -516 considerando el
sitio de inicio de la transcripcién como +1. Lawssrcia de 71pb se localiza en las posiciones -
76 y -408, e incluye las secuencias reguladorastipas localizadas rio arriba del sito de inicio
de la transcripcién del rDNA 5S. Los dos tipos dgidn intergénica d&. foetus son muy
similares en secuencia (87% de identidad, Tablaalt) cuando difieren en tamafio por 450pb.
Esta variacion en tamafio se debe principalmenta aaturaleza repetitiva de la regién

intergénica Tipo B-Tf.

% Este elemento se localiz6 en un Southern blotméwutilizando como sonda un oligonucleétido que
incluye la secuencia de 13pb (RI13R, Apéndicelitho Southern blot se comparé con otro hibridado
con una sonda del rDNA 5S. Como se observa eguiadfi22, el elemento de 13pb se localiza en loci
distintos al rDNA 5S dd. foetus (Fig.23).
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Nombre Secuencia dG (kcal/mol)
G3-1 GGTGCAGGGC GCCCTGCACC -13.02
G3-2 i ® et -10.62
147-1 @@ - a--a--—————-——-— -13.12
147-2 2 t——— -7.96
147-3 a---- -7.94
147-4 -t -9.49
147-5 —Q———m e ——— -10.19
147-6 -——t--a————————————— -3.17
G3-1 et G3-2 - 1471 At 147-2 AT
Oy Xy £ o
= il i [
I il I T
Tl i I 7Y
I i i $7Y
1 il 1 1
it [ [ il
T [ P i
. i il il
_iTi _i il i
147-3 AT 147-4 AT 147-5 A=t 147-6 -t

—

S—0—»—0—0—“—0—0—0—0

Fig. 22 Variantes de la secuencia palindrémica localizawda region intergénica del rDNA 5S de
vaginalis (aislados G3 y CNCD147). Todas las variacioneseseiencia, menos la G3-2, se identificaron
en el aislado CNCD147 de vaginalis. Las primeras dos lineas corresponden a variaedgsalindromo
encontradas en el aislado G3. Las secuencias\agdatel tallo-asa se obtuvieron utilizando el paowm
Mfold de Zuker.
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Fig. 23 El elemento repetido de 13pb de la
region intergénica del rDNA 5S de foetus

no es especifico del rDNA 5S. Se
compararon dos Southern blot genémicos de
T. foetus en donde se localizaron la secuencia
repetida de 13pb (A. oligo RI13R marcado) y
la region codificadora del rDNA 5S (B. PCR
marcado). Se observan bandas compartidas
entre los dos experimentos que corresponden
a las copias del rDNA 5S que incluyen a la
secuencia repetida. También se obtuvieron
bandas especificas para cada sonda
(rectangulos) que sugieren la localizacion del
elemento de 13pb en loci distintos al rDNA
5S. Por otro lado, se confirmd que no todas
las copias del rDNA 5S se asocian con dicha
secuencia repetida.
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El ndmero de copias v la localizacion del rDNA 5STeichomonadidos

Para determinar el numero aproximado de copiasngead del rDNA 5S df. tenax y T.
foetus se realizaron ensayos cuantitativos comparativokiltieacion (Fig. 24). Se estimo el
porcentaje del genoma que corresponde a la regidificadora del rRNA 5S para cada
Trichomonadido. La region codificadora del rRNA &&responde a 0.1% del genomaTde
vaginalisy al 0.04% del genoma de foetus, mientras que ei. tenax este valor corresponde a
un décimo del d&. vaginalis (0.01%).

Fig. 24 Estimacién del nimero de copias del

A-| DNAgenmico deT. tenax rDNA 5S deT. tenax (A) y T. foetus (B). Se
N15ug  275ug  338ug  4H19ug  5)009ug 6 0.05ug realizaron ensayos de hibridacion cuantitativa
. ' | comparativa. El ensayo consiste en cargar un

slot blot con cantidades decrecientes de DNA
7)32ng  8)16ng 9)08ng  10)04ng  11)0.04ng  12)0.02ng gen(’)mico; jUﬂtO con cantidades decrecientes

. . ' [ de la regién codificadora del rDNA_ 5S
(PCR), que representan una sola copia del
PCR del DNAT 5 de . tenax gen. Este mismo fragmento de PCR se marca
radiactivamente y se utiliza como sonda. Se
B.| DNA genomico de T. foetus cuantifican las bandas obtenidas y se compara
s T o g Ao G la intensidad de sefial del rDNA 5S gendmico
3 . . | | contra la intensidad de sefial de cantidades
conocidas de una sola copia del gen (PCR

rDNA 5S). Nétese que fue necesario utilizar
: casi cuatro veces mas DNA gendmico para
| | | cuantificar las copias del rDNA 5S de

- tenax, lo que confirma qud. tenax tiene
menor ndmero de copias del IDNA 5S dque
foetus.

6) 0.7 ng 7)0.3 ng 8) 0.17 ng 9) 0.08 ng 10)0.04ng  11)0.017 ng

PCR del DNAr 5S de T. foetus

La localizacion cromosomal del rDNA 5S en Tricho&didos se determind por ensayos de
hibridacionin situ (FISH), utilizando a los genes del rDNA como coht8e ha reportado que
T. vaginalis y T. tenax tienen 6 cromosomas (Zubacova et al., 2008; Lehkdderete, 1999),
mientras qud. foetus sélo tiene 5 (Xu et al., 1998). Como se muestriaéfig. 25 el rDNA 5S

se localiza en dos cromosomasTlemaginalisy T. tenax, y en uno solo ef. foetus’.

Los cromosomas d€&. vaginalis (y T. tenax) nos se pudieron clasificar o nombrar utilizando
imagenes de microscopia. Los cromosomas. daginalis se han definido como tres grandes,
dos intermedios y un mini-cromosoma (Lehker y Adder 1999). Pard. tenax definimos dos
grandes y cuatro pequefios. Por otro lado, los somas deT. foetus fueron mas faciles de

distinguir por tamafio por lo que fuimos capacesdeéatificarlos y nombrarlos (I-V). Ef.

4 Como control se realizé6 un FISH para localizagemh de ubiquitina en los cromosomasTdéoetus.
Dicho gen se localizé en el cromosoma Il, en lanmaiposicion que el rDNA 5S; lo que se sugiere que |
mayoria de los genes de ubiquitina, si no es qdestcse localizan en el locus correspondiente HIAD
5S deT. foetus (Fig. 26)
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vaginalis el rDNA 5S se localiza en dos de los tres cromosognandes, mientras que el gen
del rDNA se localiza en el mini-cromosoma; &ntenax el rDNA 5S se localiza en un
cromosoma grande y uno chico. Enfoetus el rDNA 5S se encuentra en un solo cromosoma

(1), mientras que el rDNA se localiza en el cromma mas pequefio (V) (Fig. 25).

DAPI rDNA 5S8-Cy3 Merge Merge CR-Cy3

T. tenax

T. foetus

[ [F—— <

I Y oy W - I |
— —H —  —H{

=

Fig. 25 Localizacion cromosomal del rDNA 5S en Trichomddéad. El rDNA 5S se localizé en
metafases mediante hibridacién in situ (FISH). Sarcaron las sondas del rDNA 5S de cada
Trichomonadido (representadas debajo de las hitiddas) con Cy3 utilizando la técnica de “nick-
translation”. La sonda pafa vaginalis fue el gen Tipo A del rDNA 5S de la posicion -13%. Incluye
toda la region codificadora y 87pb de region indeiga. La sonda park tenax (1235pb) contiene dos
genes completos del Tipo A y dos del Tipo B (rDN®)5La sonda del rDNA 5S de foetus contiene
94% de la region codificadora y la region intergériTipo B completa (1356pb). En la columna Merge
CR-Cy3 se incluye el sobrelape de la hibridaciéontrmd con el cistron ribosomal. Se utilizaron sosda
homologas para cada organismo. La sonda del rDNR daginalis corresponde a la unidad completa de
6kb. Las sondas del rDNA pafatenax y T. foetus corresponden a un fragmento de 1849pb de la regién
codificadora (16S+5.8S). Se indica el nombre detomosomas dé. foetus.
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DAPI Ubiquitina-Cy3 Merge

T. foetus

Fig. 26 Localizacién cromosomal del gen de ubiquitinaTde€foetus. La sonda utilizada en el FISH
corresponde a la regién codificadora completa deldg ubiquitina d&. foetus. La ubiquitina se localiza
en el cromosoma Il.

Discusion

La alta identidad de secuencia de la region catifica del rRNA 5S de los tres
Trichomonadidos confirma una relaciéon filogenétmarcana entre ellos. Encontramos dos
variantes de la secuencia codificadora para el rBEAET. tenax, que incluyen variacién en la
region promotora. Esta variacion podria particgamuna regulacion transcripcional diferencial,
como se observa en los genes de rDNAPtesmodium (Waters, 1994). Por otro lado, las
variaciones en la secuencia codificadora podrismlter en la sintesis de dos tipos de rRNA 5S

maduros, merecedores de analisis experimentala®$ut

Las regiones reguladoras putativas localizadaarriba del sitio de inicio de la transcripcion,
que incluyen altart site element, al upstream promoter element y a una region rica en AT,
estan relativamente bien conservadas entre lastpeies de Trichomonéadidos, lo que sugiere

un papel funcional en estos organismos como sevabea levadura (Lee et al., 1997).

En contraste con la alta identidad de secuencita degion codificadora del rDNA 5S en
Trichomonadidos, se observd gran variabilidad ere¢gdn intergénica de dichos organismos,
lo que podria reflejar una rpida tasa de evoluadnlas secuencias intergénicas. La
recombinacion de secuencias repetidas también gdBivar a dicha variabilidad. Cada
Trichomonadido estudiado tiene motivos especifienda region intergénica del rDNA 58S,
como la secuencia palindromica &rvaginalis, el palindrome especifico del gen Tipo BTen
tenax, y el ORF de ubiquitina y las secuencias repetelad. foetus. La variabilidad de
secuencia en la region intergénica, incluyendo @@agsi variaciones como las del palindromo de
T. vaginalis, podrian relacionarse con la regulacion de laesipn de estos genes, lo que resalta
la importancia de estudios funcionales de estaantas. Por otro lado, la ligacion del gen de

ubiquitina con el rDNA 5S se ha observado en upaas no relacionada cdn foetus que es
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Tetrahymena pyrformis (ciliado)(Guerreiro et al., 1993), lo que hacefigsante el estudio de la

relevancia funcional de este tipo de asociacioedamilias multigénicas y motivos especificos.

La organizacion de las secuencias repetidas integgdel rDNA 5S efl. foetus es similar a la
organizacién de la region intergénica del rDNA eetamoarios, en donde el promotor
espaciador (secuencia similar al promotor, repetidatro de la regién intergénica) se ha
propuesto como reclutador de la maquinaria de drgptsén por pol | incrementando la
eficiencia transcripcional (Paule y White, 2000).papel de las secuencias repetidas en el

rDNA 5S deT. foetus queda por estudiarse.

EnT. tenax y T. vaginalis el rDNA 5S se localiza en al menos dosi, en dos cromosomas
diferentes. La localizacion del rDNA 5S en distsitoromosomas podria asociarse con
contextos cromosomales diferentes y tal vez conragalacion de la expresién contrastante
entre los dos loci. Por otro lado, se debe de tegsgue la localizacion del rDNA en
cromosomas diferentes no asegura la presenciaodegus regulatorios heterogéneos, pues los
genes de rDNA 5S de distintos cromosomas podriaegudarse a nivel nuclear al asociarse en
sitios especializados de transcripcién, como padsir los cuerpos de Cajal (Murphy et al.,
2002).

A diferencia deT. vaginalisy T. tenax, el rDNA 5S deT. foetus parece estar localizado en un
solo cromosoma. El hecho de duédoetus tenga un locus del rDNA 5S y un cromosoma menos
queT. tenax y T. vaginalis hace el analisis de los cariotipos de estos csgars un atractivo
tema de investigacion, pues no se sabe si los gilesexto cromosoma de vaginalisy T.
tenax fueron reorganizados, compactados o perdidds faetus. O bien, si el sexto cromosoma

resulté de una duplicacion @nvaginalisy T. tenax.

El rDNA se localiza en un solo cromosoma en los frechomonadidos, lo que podria estar
relacionado con el bajo niumero de copias del rDEAstos organismos. Ya que el rDNA y el
rDNA 5S tienen una localizacion cromosomal bierirdgé en Trichomonadidos, proponemos a

estos genes como los primeros marcadores cromosepaa estos organismos.

54



Capitulo Ill
Analisis funcional del rDNA 5S enT. vaginalis

Introduccién

El plantamiento original de mi trabajo de doctorfui establecer un sistema de analisigvo
para el gen del rRNA 5S de vaginalis. El planeamiento experimental se basaba en cianstru
un gen reportero estructural del rRNA 5S Tevaginalis. Este reportero se transfectaria de
forma estable en células @evaginalis para comparar los niveles de transcripcion deptado
silvestre contra los de los templados con mutasi@melos motivos regulatorios putativos del
rDNA 5S.

El reportero estructural del rRNA 5S se obtendm@ wmna sola mutacion en la region
codificadora del gen, que no afecta los motivosulespres putativos. Esta mutacion se
determind estudiando la estructura secundaria dedetcula y las posibles interacciones
tridimensionales de la misma (Fig. 27). Se cambiania base que podria estar involucrada en la
estructuracion tridimensional de la molécula, le Hevaria a un cambio de conformacion y por
lo tanto un cambio en la migracion del rRNA 5S réggro en geles nativos de acrilamida. Lo
anterior permitiria distinguir al rRNA 5S reportedel rRNA 5S silvestre. Por otro lado,
reportes previos habian demostrado que el rRNA 5l8Salgunos organismos tiene dos
conformaciones tridimensionales que se puedenaepargeles nativos de acrilamida (Smith et

al., 1984; Lo et al., 1984).

Fig. 27 Reportero estructural
putativo para el rRNA 5S dé&
2aa FRNASS de 7.vaginaiis vaginalis. Se utilizan lineas
para representar las posibles
interacciones tridimensionales
de la molécula. La linea
punteada representa la
interaccion tridimensional que
se perderia si se mutara la G
encerrada en un 6valo por una
A. Esta mutacion resultaria en
un cambio conformacional que
llevaria a la generacion de una
molécula de rRNA 5S con
migracion electroforética
diferente a la silvestre.

En el comienzo de mi proyecto de doctorado deeidsar si los rRNA 5.8S dE. vaginalis y

de T. foetus tenian mas de una conformacion; y al mismo tierppmbar las condiciones
electroforéticas necesarias para separar confoomeside moléculas de rRNA en geles nativos
de acrilamida. Se lograron separar dos conformasiodel rRNA 5.8S de los dos

Trichomonadidos estudiados (Fig. 28). Desafortummeside noté que el proceso resultaba largo
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y complejo. La molécula de rRNA a estudiar se débeurificar de un gel desnaturalizante de
acrilamida mediante elusion, para después corgusante 32h a 15V en un gel nativo de
acrilamida al 15%. En la figura 28 se muestra é¢gomseparacion obtenida para el rRNA 5.8S
de T. vaginalis. Esta separacion se observa claramente, sin emleargncho de las bandas
podria resultar problematico para la cuantificacérias mismas. También se muestra la mejor
separacion obtenida para el rRNA 5.8STddoetus, donde no se lograros distinguir bandas
claras aun siguiendo el mismo procedimiento utlizgparaT. vaginalis. Con lo anterior
consideramos que el procedimiento propuesto patmgiiir diferentes conformaciones de una
misma molécula de rRNA no es adecuada para logssngdlanteados para estudiar al rRNA 5S
de T. vaginalis. Se decidio entonces cambiar la aproximacion éxgerttal para determinar la
funcionalidad de los elementos descritos en el rCB$A Tratamos de identificar interacciones
rDNA 5S-proteinas mediante ensayos de retardo (EM$Aa sintesis del rRNA 5S mediante
ensayos de transcripciémvitro.

RMNA RNA 5.8S RMNA RNA 58S
Total Tv Tv Total Tf Tf

585 -5.8S

55 Fig. 28 Separacion de conformaciones del
rRNA 5.8S deT. vaginalis y T. foetus en

geles nativos de acrilamida. Se corri6 RNA
total de los dos organismos y la molécula
purificada del rRNA 5.8S (de geles
desnaturalizantes) de los dos

tRNA- Trichomonadidos.

Geles nativos de acrilamida 15%
32ha 15V

Andlisis de la interaccion de factores protéicom eb rDNA 5S mediante geles de retardo

(EMSA)

Los geles de retardo permiten identificar interaices DNA-proteina. Como sonda se utiliza un
fragmento de DNA de doble cadena (oligonucledtidiiseados 6 insertos purificados de
plasmidos marcados radiactivamente) que contengd@/asoputativos de interaccion con

proteinas. Cuando la sonda interacciona con faciareteicos migra mas lento que la sonda

sola en geles nativos de acrilamida.

Se montdé la metodologia en el laboratorio. Comotrobnse utiliz6 una sonda de

oligonucleotidos alineados (a-scsinr-A y a-scsimiBéendice 1) que corresponde al promotor
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del gen de la alfa-succinil coenzima A sintetasac§&), transcrito por pol Il. Este fragmento
contiene dos motivos sobrelapados del promotorestigliado pard. vaginalis, el Inr (Liston
et al., 2001) reconocido por la proteina IBP39eEte ensayo control se obtuvieron los retardos

esperados utilizando extractos nucleare$.daginalis y la sonda de a-scs (Fig. 29).

Utilizando las condiciones descritas en la sec{®l de la Metodologia se realizaron los
ensayos de retardo para el rDNA 5S. Se probaror cmndas oligonucleotidos alineados de
40pb correspondientes a cada uno de los motivada@gres putativos (Fig. 30), pero no se
obtuvieron retardos. Se prob6 entonces una sondgraéde que incluia la region codificadora
completa y a la region reguladora rio arriba deel de inicio de la transcripcion del rRNA 5S

(200pb). Tampoco se obtuvieron retardos (Fig. 31).

En estos ensayos de retardo se probaron variatodrde proteinas de vaginalis: extractos
nucleares “rapidos” 6 “mini-extractos”, extractogcleares, extractos citoplasmicos, extractos
nucleares obtenidos con tres concentraciones dityeade sales (1, 1.2 y 1.4M) y extractos
totales (ver Metodologia, secciones XX, XXI y XXllISe probaron también varios tipos de
buffer de interaccion, variando las concentraciodesTris 6 HEPES-KOH, KCI, Mggl
Glicerol, BSA, DTT y ZnC] (por la probable participacion del Zinc en la estracion de los
dedos de Zinc del factor de transcripcion TFII&)g 30 y 31). Se probaron condiciones de
corrida del gel, incluyendo corridas en frio y getke acrilamida més grandes, pensando que
algunas interacciones DNA-proteinas podrian sestabées o generar retardos muy pequefios
gue no se distinguieran en geles pequefos de maictda Sin embargo, no se obtuvieron

retardos claros para ninguna de las condicior@sapas.

Al mismo tiempo que se trabajé con los ensayos WA se probaron las condiciones
necesarias para implementar un sistema de traosxrim vitro. Al obtener resultados iniciales
positivos en los ensayos de transcripcion y redodtanegativos con los geles de retardo, los

esfuerzos se enfocaron en los ensayos de traciécrip
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. Sonda sola

2. S+EN10pug

3. S+EN15ug

4. S+EN15pg +0.5Pdl-dC
5. S+ME2ug

6. S+ME3ug

7. S+ME3ug+05Pdl-dC
8. S+ EN 5 ugcongelados
9

1

Retardo-

Sonda Inr- ”.u 5 B

. S+ENT.amb
0. S+MET.amb

Fig. 29 Ensayo de geles de retardo para el DNA contre).(Be utilizé una sonda de oligonucleotidos
alineados del promotor para pol Il &nvaginalis (Inr). Los oligonucleétidos alineados y marcados p
fosforilacion cony-[**P]-ATP (Sonda, S) se corrieron en el carril 1 (sosdla). Se probaron varias
concentraciones de extractos nucleare3.de&ginalis (EN) y de “mini-extractos” dd. vaginalis (ME,

gue corresponden a una extraccion rapida de pesteincleares). También se probd el efecto de poli d
dC (PdI-dC). Las interacciones se hicierona 4°@epto para los carriles 9 y 10 (T. ambiente, ver
Metodologia, seccién XXII). Carril 8: Extractos mhegres congelados y descongelados funcionan para lo
retardos. Carriles 9 y 10: Los EN son adecuadcss ipégracciones a temperatura ambiente, mientras qu
lo ME no. S= sonda; EN= Extractos nucleares; MEniMitractos.
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Fig. 30 Ensayos de geles de retardo con sondas del rDNde3Svaginalis. En el paneA se muestra la
secuencia y localizacion de las sondas de oligentidos alineados utilizadas para los ensayos. Las
sondas TATT (region rica en AT), Y+1 (regiones dedoras de levadura y sitio de inicio de la
transcripcion), TFIIC (sitio de union a TFIIIC) #AE (Caja A y elemento intermedio), C (Caja C) y[EN
(secuencias de terminacion de la transcripcionmesaltan con distintos colore®8. Geles de retardo en
donde se corrieron las interacciones de las seidasoindicadas en el panel A. Extractos: extractos
nucleares dd. vaginalis. Competencia especifica no radiactiva (“fria”)sliateracciones se hicieron en
Buffer F y se corrieron en un gel de agarosa 0.8%/0BE (Metodologia). No se obtuvieron retardos.
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Fig. 31 Ensayo de geles de retardo con 1 2 3 4 5 6
sonda de la regidn codificadora completa
del rDNA 5S de T.vaginalis. Para este
ensayo se utilizé como sonda un producto
de PCR (200pb) marcado radiactivamente
con o [*P]-dCTP  utiizando los
oligonucledtidos TATT-A y END-B
(Apéndice II). La sonda se puso a
interaccionar con ME d&. vaginalis. Se
agregaron dos concentraciones de 24nCl
(carriles 3 y 4), BSA y una competencia
especifica (el mismo PCR sonda, pero sin
marcar radiactivamente). Se utlizé el buffer
de interaccion F (Metodologia). El gel de
acrilamida 5%/TBE 0.25X se corrié a 90V
por 16h a 4°C. No se obtuvieron retardos
claros. S= sonda, ME= Mini-extractos,
BSA= Albdmina.

S

S+ME

S + ME + ZnCl, (50uM)
S + ME + ZnCl, (20uM)
S+ ME +BSA

S + ME + competencia

RO Ny

Transcripcionn vitro con extractos proteicos devaginalis

Practicamente todos los analisis funcionales radog para genes transcritos por pol IlTen
vaginalis se han hecho utilizando transfecciones transitadisgenes reporteros protéicos
(Delgadillo et al., 1997). El promotor a estudiarcoloca rio arriba de un gen que codifique
para una proteina reportera de facil analisis, cpoeten ser la cloranfenicol acetil tranferasa
(cat), la proteina verde fluorescente (GFP) o tifdtasa (luc). Para que los genes reporteros
sean correctamente traducidos, el pre-mRNA debkedar a cabo los procesamientos post-
transcripcionales tipicos para eucariontegpging, poliadenilacion ysplicing) (Alberts et al.,
2002), en donde la pol Il tiene un papel importaptees acarrea en su cola carboxilo-terminal,

a varios de los factores involucrados en dichoggamiento (Orphanides y Reinberg, 2002).

El rDNA 5S se transcribe por otra polimerasa, Iplque reconoce un promotor interno a la
region codificadora. Pol lll sintetiza RNAs pequsfcataliticos que no se procesan post-
transcripcionalmente como los pre-mRNA y por loteéamo se traducen para sintetizar
proteinas. Debido a lo anterior no es posiblezatiliun reportero protéico para analizar los
motivos reguladores putativos del rDNA 5S. La primaproximacién experimental propuesta
para el estudio del rDNA 5S fue la utilizacion del@éculas reporteras estructurales; esta opcion
se descartd desde el principio, como se mencionfa éntroduccién de este capitulo. Otra
opcion fue la utilizacién ensayos de transcripdidwitro con extractos protéicos del mismo
organismo: estrategia que se abordd durante mieptoyde doctorado y que se describe a

continuacion.

59



Para estudiar motivos regulatorios de ciertos gemediante ensayos transcripcidmvitro se
pueden utilizar extractos protéicos homoélogos éndéigos. En el caso del promotor para pol Il
deT. vaginalis (Inr) se utilizé un ensayo de transcripci@rvitro con extractos de células HelLa
para comprobar su funcionalidad (Quon et al., 19®4)anterior, es el Unico ensayo de
transcripcionn vitro reportado para genes @ievaginalis. Para estudiar al gen del rDNA 5S de
T. vaginalis decidimos utilizar extractos protéicos del mismgamismo (homdélogos), pues en
el rDNA 5S se identificaron motivos regulatorios tgiilvos poco comunes (elementos
reguladores rio arriba del sitio de inicio de lanscripcion) y un elemento que no se habia
descrito en este tipo de genes (secuencia palincignios motivos previos podrian funcionar
a través de interacciones directas o indirectasfactores protéicos especie-especificos, que

deberian de encontrase en los extractos prote&cbsveginalis.

AUn no se han reportado sistemas de transcripoiditro utilizando extractos protéicos de
vaginalis, lo que sugiere que estos ensayos podrian seitedifde montar, posiblemente por la
variedad de problemas metodolégicos encontrad@stgrajar con este organismo, incluyendo

la presencia de grandes cantidades de proteasadepsas citoplasmaticas.

Para montar un sistema de transcripcidnvitro con extractos protéicos dB vaginalis
comenzamos con la obtencion de extractos nucleatiésando una adecuacion de la técnica
publicada por Dignam de 1983 (Dignam et al., 1988ton y Johnson, 1999). Se probaron
varias condiciones, pero no se obtuvieron los tréos esperados. Bajo la premisa de que
TFIA, factor de transcripcidn esencial para lante$is del rRNA 5S, se encuentra
principalmente en el citoplasma, se hicieron siitoéensayos de transcripcion mezclando
extractos nucleares y citoplasmicos (Dignam etl8B83) y http://labs.fhcrc.org/hahn/). Ante el
fracaso de la estrategia anterior, se prepararvacéas totales dé&. vaginalis (Manley et al.,
1980; Manley et al., 1983) que solo funcionaronndaase precipitaron con sulfato de amonio

para concentrarlos al 60 y 80% de saturacion ldgsarien y Matulis, 1997).

La mezcla base para la reaccion de transcripciGcosgwone de HEPES 25mM, KCI 60mM,
MgCl, 7mM, EDTA 0.1mM, DTT 1mM, glicerol 5% y 30u de ibidor de RNasas (Rnaguard,
Amersham) littp://labs.fhcrc.org/hahp/Para obtener transcritos marcados radiactiveansat
utilizaron 1Q.Ci deo-[*P]-UTP y 2M de UTP. El resto de los NTPs (ATP, GTP y CTP) se

utilizaron a una concentracion final de 260 Después de algunas pruebas fallidas agregamos

a la mezcla base de reaccion creatin cinasa (2udgOreaccion) y fosfocreatina (10mM); esto
con el fin de mantener niveles constantes de NU®es esta modificacion se obtuvieron

transcritos, como se observa mas adelante.
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Como templado se utilizaron +2) del rDNA 5S deT. vaginalis clonado en el vector Zero
Blunt TOPO (Invitrogen). La region codificadora dBNA 5S clonado se encuentra flanqueada
por 97 pb de regién intergénica 5’ (incluyendodgién rica en AT y las secuencias reguladoras
de levadura) y 95 pb de region intergénica 3’ (ipehdo las corridas de Ts y la secuencia
palindromica) (Fig. 32). Probamos este templado distintas conformaciones: el plasmido
super-enrollado, el pldsmido linearizado con laireazde restricciorHinc 1l y el inserto del
rDNA 5S obtenido por digestion cdecoRI y purificacion del gel. Como se observa en el
ensayo de la figura 33, la utilizacion de templalilosales, sea el plasmido linearizado o el
inserto purificado del plasmido, resultan en magfariencia de sintesis del rRNA. Debido a su
facil purificacion y concentracion, se decidi6 iatlr el plasmido linearizado para los ensayos
posteriores.

Hiell Vector TOPO Hincll

~1700pb TOPO EcoRl EcoR ~2000pb TOPO

rDNA 58 T. vaginalis
310pb

Fig. 32 Templado del rDNA 5S dé&. vaginalis utilizado para los ensayos de transcripcién iroviEste
templado se amplificé mediante PCR con DNA gendémititizando los oligos 5S-FA y PEX-2
(Apéndice I1). El producto de 310pb se cloné emesttor TOPO y se secuencid. Se observa que larregié
codificadora esta flanqueada por ~95pb de regit@mgénica de cada lado. El producto de 310pb saéepue
liberar mediante digestion con la enzima de resticEcoRI. El plasmido se puede linearizar con el
rDNA 58S relativamente centrado utilizando las erm@hfincll é Ncol.

Se utilizaron ~100g de extracto protéico por reaccidn. Debido a geeektractos nucleares y/o
citoplasmicos no funcionaron para los ensayosatestripcion, probamos los extractos totales
precipitados al 60 (ET60) y 80% (ET80) de saturaaion sulfato de amonio. Se probaron
ambas preparaciones de proteinas por separadmnagimezclas de las fracciones precipitadas
(ver Metodologia, seccion XXIV). Como se observdaehig. 33, cuando se utilizé una mezcla
con partes iguales de las fracciones ET60 y ET8@bsevieron transcritos de ~50 y 100nt de
longitud.

En este ensayo los transcritos obtenidos se oltservan el gel (Fig. 33), pero poco
concentrados. Tratamos de optimizar el sistema&anidlo UTP frio (250M) y 15uCi de a-
[*P]-UTP por mezcla de reaccién. También se probdiferentes proporciones de los ET 60 y
80%. Nuevamente se obtuvieron transcritos de ~186ntamarno, pero como bandas mucho
mas definidas, adecuadas para utilizarse en l@yesguncionales para el rDNA 5S (Fig. 34).
Durante el ensayo de optimizacion del sistema tamprobamos el uso de Poly dI-dC para

aumentar la concentracion de DNA en los ensay@seibargo, no se obtuvieron resultados
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satisfactorios con este componente, por lo quelisgné posteriormente de la mezcla de

reaccion.

Con base en los resultados anteriores, se propoméaq condiciones 6ptimas de mezcla de
reaccion para la transcripciémvitro incluyen HEPES-KOH 25mM, KCI 60mM, MgErmM,
EDTA 0.1mM, glicerol 5%, gg de DNA templado (5S TOPO linearizado con Hing NYPs
250uM, 15uCi por reaccion de-[*P]-UTP , 1ugl de reaccion de inhibidor de RNasas, 0
de extracto total. vaginalis (75% ET60 + 25% ET80), creatin cinasa 2u y fosfatina 0.6M
(ver Metodologia, seccion XXIV).

A. Agua B 5X Templado | Inh Rnasa | DTT 0.1M | Extracto 60 | Extracto 80 NTPs UTP-32P CK Pcreatina Total
1. control 34 6 X 0.3 0.3 8 8 3 1 X X 30
2. 80-se 1.4 6 2-se 0.3 0.3 X 16 3 1 X X 30
3. 80-se-ck 0.4 6 2-se 0.3 0.3 X 16 3 1 0.5 0.5 30
4.60/80-se 1.4 6 2-se 0.3 0.3 8 8 3 1 X X 30
5. 60/80-se-ck 0.4 6 2-se 0.3 0.3 8 8 3 1 0.5 0.5 30
6. 60/80--ck 0.4 6 2- lineal 0.3 0.3 8 8 3 1 0.5 0.5 30
7. 60/80-c-ck 0.4 6 2- corto 0.3 0.3 8 8 3 1 0.5 0.5 30
8. 60/80-se-ck1 0.4 6 2-se 0.3 0.3 8 8 3 1 0.5 0.5 30
9. 60-se-ck 0.4 6 2-se 0.3 0.3 16 X 3 1 0.5 0.5 30

1 2 3 4 5 6 7 8 9
B.

- 100b

~|-500
-10b

Acrilamida 6%/Urea 7M

Fig. 33 Ensayo de transcripcién in vitro para el rDNA SSTdvaginalis. En este ensayo se probaron los
extractos precipitados al 60 y 80% de saturacidnscifato de amonio, asi como los templados lireale
circulares. En el pandl se muestran los componentes de cada una de lasamee reaccion. Los
numeros 60 y 80 corresponden a la fraccién de @rsagroteicos utilizados; si se hizo una mezckaadni
ET60% y mitad ET80% la reaccion se llama 60/80eEmombre de la reaccién también se indica el tipo
de templado utilizado: se, super-enrollado; 1,diné c, corto (inserto purificado de digestion &moRl).

ck indica la presencia de creatin cinasa y fosfiara en la mezcla de reaccion. Los numeros delgro
la tabla indica el volumenu) agregado de cada uno de los componentes. Losceod utilizados tenian
una concentracion de proteinas deu§/pl. El ATP, GTP y CTP se utilizaron a una concetitia de
250uM, mientras que el UTP se utilizé a una concenbracie 25uM. Se agregaron 10Ci de o-[*P]-
UTP por reaccién. Se utilizaron stocks de credtiasa 4ull y fosfocreatina 0.6M. La reaccién de @0

se incub6 a 30°C por 1h. Se extrajeron las pratedoa fenol-cloroformo y se precipitd el RNA con
etanol 100%B. Los productos de las reacciones de transcrigaiicadas en el panel A se analizaron
en un gel desnaturalizante dea acrilamida 6%. Eeyeorrié a 60V 1.5h. El gel se secé en un seadelo
geles y se puso a exponer con placas de autorrafeodAmersham Hyperfiim MP). El niamero de
raccion corresponde al carril del gel. S6lo se nlase transcritos de 50 y 100b cuando se utiliza la
mezcla de los ET60 y 80%, con templados linealesnycreatin cinasa y fosfocreatina.

62



Se ha reportado que a pol lll @evaginalis tiene un comportamiento inusual en comparacion
con la pol Ill de metazoarios, la cual se inhib&@d con 50-150 ngl de alfa-amanitina. En
cambio, la pol Il deT. vaginalis se inhibe con concentraciones de 30-50indg alfa-amanitina
(Vanacova et al., 2001). Para verificar que eldcaito obtenido lo sintetiza la pol Ill agregamos
30 y 50ngil de alfa-amanitina a reacciones de transcripciontrol. El resultado fue la
inhibicién de la sintesis de los transcritos (B4C). Este ensayo entonces sugiere que la pol Il
deT. vaginalis esta involucrada en la sintesis del rRNA 5S.

Agua B SX Templado | Inh Rnasa | DTT 0.1M | Extracto 60 | Extrsct. 0 80 NT

\TPs UTP-32P CK Pcreatina PdLdC a-amanttina Total
1. 50/50 sin ADN| 24 x 03 03 8 8 3
3
3
3
3

05 05 X X 30
05 05 05
05 05
0.5 05 05
0.5 0.5 0.5

2. 50/50 04 15 03 03 8
3.2575 04 15 03 0.3 4 12
4. 75125 04 1.5 03 03 12
S. 50/50 0.4 1.5 0.3 0.3 8 8

o|o|o|o|o
o
w»

x % % |x
S

6.5050 sipaidC| 1 B 1.5 0.3 0.3 3 3
7. 50/50 Ncol 04 | 6 | 15 | o3 [ o3 s | @
6 ) )
5 3 3

0.5 0 X X 30.1
5

8. 50/50 alfa30 X 15 03 03
9. 50/50 alfaSo X 1.5 0.3 0.3

05 0.5 X 15 306

-100b

-50b

-10b

Acrilamida 6%/Urea 7M

Fig. 34 Optimizacion del sistema de transcripcion in vipara el rDNA 5S dd. vaginalis. A. En este
ensayo se probaron distintas proporciones de lvaatas proteicos precipitados al 60 y 80% de sulfa
de amonio, como se describi6 en el pie de de lar&ig2: 50/50: [50% ET60 + 50% ET80]; 25/75: [25%
ET60 + 75% ET80]; 75/25: [75% ET60 + 25% ET 80].d&@s las reacciones incluyen NTPs 290y
15uCi de o-[**P]-UTP. Todas las reacciones se realizaron coengplado del rDNA 5S linearizado con
Hincll, excepto la reaccién del carril 7 que incluyenssmo templado, pero linearizado ddeol. En este
ensayo se probé el uso de polydl-dC, por lo queddds carriles, menos el 6, 8 y 9 lo incluyen.eEn
panelB se observa que sélo se obtuvieron transcritos aomdzcla de reaccion 75/25 (carril 4). El
polydl-dC parece afectar la eficiencia de trangidip, pues cuando se agregé a la mezcla de reago&n
habia funcionado en un principio (carril 5 y Fig) 310 se obtuvieron transcritos. En el padele prob6

si la transcripcion era mediada por pol Ill, pustaegoolimerasa es sensible a concentraciones de 30-
50ng{ul de o-amanitina. El carril 6 corresponde a la sinteglsRNAr 5S en condiciones 6ptimas (sin
polydI-dC). En los carriles 8 y 9 se agregaron 3Dyng{l de a-amanitina respectivamente. Con dichas
concentraciones deamanitina se inhibié la transcripcion.

Se procedio a hacer las mutantes de algunos dedbgos regulatorios putativos utilizando el
kit de mutagénesis dirigida de Stratagene (Metadaloseccion XXV). Las mutantes se
disefiaron con base en datos publicados para el rBSAde levadura, en donde ciertas

mutaciones resultaban en la pérdida de la actividatscripcional del promotor (Lee et al.,
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1995; Smith et al., 2001). Se mutaron la caja Ad@a C, las cajas Ay C juntas, la corrida de
Ts y la secuencia palindromica, como se indicasefdbla 12. Se procedié a probar los
templados de las mutantes en los ensayos de fuidor in vitro ya montados.

Lamentablemente tuvimos problemas para reprodegiehsayos previos.

Mutagénesis dirigida de motivos regulatorios putativos

Motivo Secuencia original Secuencia mutada

CajaA AATTAAGCAGTCGCG AATGACTCATTCGAG

CajaC TGGGCTGGGCGACTTCCCG TGGGACGTCGTGCTTCCCG
Corridade Ts |TTTTTCCTTTTT TGTGTCCTGTGT

Palindromo GGTGCAGGGCTATTGCCCTGCACC GGTGCAGGGCTATTCACATTCAA

Tabla 12 Mutagénesis de motivos regulatorios putativosleDBA 5S deT. vaginalis. Se muestran en
negrita los nucleétidos modificados mediante mutagis dirigida.

Justo después de que se obtuvieron los ensayosizgibs para la transcripcion, GE
Healthcare, nuestro proveedor de[*’P]-UTP, dej6 de producir nucledtidos marcados
radiactivamente. Entonces tuvimos que cambiar deegdor a Izotop y més tarde a Perkin
Elmer. Los ensayos de transcripcion realizadoslaanarca radiactiva Izotop no presentaron
transcritos. Cuando cambiamos a la marca radiaB@r&in Elmer tampoco se obtuvieron los

resultados esperados.

Pensando que las marcas radiactivas utilizadabagstenhibiendo la reaccion se probé la
utilizacién de menor cantidad de marca radiactimarpaccion. También se probé la utilizacion
de [°S]-UTP en vez de*{P]-UTP. No se obtuvieron transcritos claros corguira de las dos

alternativas.

Continuando con la hipétesis de que la marca radiaatilizada esta inhibiendo la reaccion de
transcripcion queda como perspectiva probar laepa de transcritos en los ensayos de
transcripcionin vitro con ensayos de “primer extension”. Para esto ga latranscripcion in
vitro con UTP frio. Después se identificaria lagarmcia del transcrito rRNA 5S mediante
ensayos de “primer extension”. El tnico problemawes el rRNA 5S enddgeno (presente en los
extractos totales d&. vaginalis) podria ser reconocido por el oligonucledtido efffm® del
rRNA 5S utilizado en ensayo de “primer extensidpéra resolver dicho problema se debe de
generar un templado del rRNA 5S Hevaginalis distinguible del rRNA 5S enddgeno. Para esto
se reemplazarian algunos nucleétidos (localizadesafde los motivos reguladores putativos)
en el rDNA 5S templado, lo que generaria un rDNA ¢&® una especie de “tag”. Un
oligonucledtido que solo reconociera al rRNA 53etinado a partir del templado con “tag”

permitiria analizar los transcritos generados frovnediante “primer extension”.
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Discusion

Los ensayos funcionales para el rDNA 5S Tevaginalis resultaron complicados. Para
comenzar no se pudieron obtener retardos clarosamas de motivos y del gen completo del
rDNA 5S deT. vaginalis. Estos ensayos se descartaron por la obtenciéesditados positivos

en la transcripcionin vitro. Sin embargo, quedaron pruebas por hacer comoles e

entrecruzamiento de las interacciones DNA-proteina

Desconocemos la razon por la que obtuvimos residtadgativos en los ensayos de retardo,
pero suponemos que se debe a que no logramos obterticiones idoneas de interaccion del
rDNA 5S con sus proteinas reguladoras. Por otto, leon los resultados positivos preliminares
de la transcripcién in vitro, se puede suponer @pjiste interaccion de proteinas con el rDNA

5S para promover la sintesis del rRNA 5S.

Los primeros ensayos de transcripcion, en dondi&evieron transcritos a partir de un unico
templado que es el rDNA 5S, podemos sugerir quegest es funcional y capaz de promover la
sintesis de una moléculas de RiNAvitro. Ya que la sintesis es sensible a concentracidmes
30-50ngpl de alfa-amanitina, se sugiere que la sintesis deolécula de RNA proveniente del
templado del rDNA 5S es dependiente de RNA polisgfH.

Los problemas metodolégicos que enfrentamos duelrti@bajo con la transcripcidn vitro
con extractos totales de vaginalis confirma las sospechas iniciales en cuanto afieutiad
para obtener un protocolo de transcripcion fundigmaproducible. En este trabajo también nos
enfrentamos el cambio forzoso del nucleétido marceadiactivamente. Ante la posible
inhibicion de la transcripciom vitro por algin compuesto presente en la marca raddactiv
proponemos la realizacion de los ensayos de tigogon utilizando un templado del rDNA 5S
que incluya un “tag”. El transcrito generado aipak¢ dicho templado sera reconocido por un
oligonucleotido especifico que permita evaluardosayos de transcripcion mediante “primer-

extension”.
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Consideraciones Finales

» La organizacion del rDNA y del rDNA 5S en microonganos eucariontes difiere de la
organizacién “tipica” (descrita en vertebrados) westra gran variabilidad entre
microorganismos eucariontes.

e Lavariabilidad en la organizacién de los geneRMN& ribosomal en microbios eucariontes
sugiere la presencia de mecanismos regulatoriosciespspecificos y/o divergentes,
adecuados a la fisiologia de cada organismo.

« Algunas caracteristicas sobre la organizacionryestra del rDNA podrian dar datos sobre
la evolucion de microorganismos eucariontes.

* La organizacion genémica de los genes de RNA ribasdebe de considerarse como uno
de los mecanismos implicados en la regulacion dexfaesion de estos genes; esto es,
dentro de una compleja red de regulacion que iecluyecanismos epigenéticos,

transcripcionales, post-transcripcionales y egtrafts.

e T.vaginalistiene al menos dos tipos de rDNA 5S (Tipo A-TvigdIB-Tv) que difieren en
la secuencia de la region intergénica.

* Laregion intergénica del rDNA 5S devaginalis incluye una secuencia palindromica con
variaciones en secuencia entre distintas copiageatello que podria estar implicado en la

regulacién de la expresion de las unidades de rBSIA

e T. tenax tiene al menos dos tipos de rDNA 5S (Tipo A-TtXipo B-Ttx) que difieren en
secuencia en la region codificadora y en la regitergénica.

» Las diferencias de secuencia en la region codificadiel rDNA 5S deT. tenax podrian
tener implicaciones en la regulacién transcripdignan la estructura tridimensional de las
moléculas de rRNA.

e Laregion intergénica del rDNA 5S Tipo B-Ttx difeede la Tipo A-Ttx por la presencia de

una secuencia palindromica de funcion desconocida.

» T. foetustiene al menos dos tipos de rDNA 5S (Tipo A-Tf wdiB-Tf) que difieren en la
secuencia de la region intergénica.

e La regidén intergénica del rDNA 5S Tipo A-Tf se aaeiza por la presencia de un gen de
ubiquitina que incluye los elementos reguladongisds para pol Il.

e Laregion intergénica del rDNA 5S Tipo B-Tf se adegiza por la presencia de tres tipos de

secuencias repetidas, sin funcién asignada.
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Los genes del rDNA 5S de Trichomonadidos son mugqgidos en secuencia en la region
codificadora, pero difieren en la secuencia deelgidn intergénica, lo que sugiere una
rapida evolucion en estas regiones.

Los genes del rDNA 5S de los tres Trichomonadidstedéados contienen las secuencias
putativas del promotor interno a la region codilima para pol Il y también a la regién
reguladora rio arriba del sitio de inicio de lanseripcion.

La conservacion de las secuencias probables d&ogyulocalizadas rio arriba del +1 del
rDNA 5S sugieren un papel regulatorio de esta regid la expresion del rDNA 5S de

Trichomonadidos.

La secuencia del rDNA 5S de vaginalis tiene capacidad promotora, pues funcioné en
ensayos de transcripcién in vitro bajo condiciomesodologicas muy estrictas.

La sintesis del transcrito obtenido en los ensalgws$ranscripcion in vitro se inhibe con
concentraciones de 30 y 50plgdle alfa-amanitina, lo que sugiere que la RNA peliasa

[ll de T. vaginalis es la encargada de sintetizar el rRNA 5S.
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Metodologia

I. Cultivo deTrichomonas vaginalis

[I. Cultivo deTritrichomonas foetus

[ll. Congelacion y descongelacion de cultivos diefilamonadidos

IV. Extraccion de RNA total de Trichomonadidos

V. Purificaciond e las bandas del rRNA

VI. Geles nativos de acrilamida

VII. Extraccién de DNA endmico d&richomonas vaginalis

VIII. Extraccion de plasmidos (Mini-preps)

IX. Analisis de DNA en geles de agarosa

X. Southern blot

XI. Purificacién de insertos de DNA

XIl. Obtencion de sondas marcadas radiactivamente

Xll. RT-PCR y PCR

XIV. Conacién con el kit Zero Blunt TOPO PCR clogikit (Invitrogen)
XV. Yot blot para cuantificar el nimero de copias de los genes
XVI. Obtencioén de estructuras secundarias putateasel programa mfold de Zuker
XVII. Marcaje de sodas fluorescentes para FISH

XVIII. Preparacion de especimenes citogenéticoa p&ésH

XIX. Hibridacién FISH, lavados y microscopia

XX. Obtencidn de mini-extractos nuclearesldgaginalis

XXI. Obtencién de extractos nucleares y citoplasmideT. vaginalis
XXII. Geles de retardo (EMSA)

XXIII. Obtencién de extractos totales @evaginalis

XXIV. Transcripcionin vitro

XXV. Mutagénesis dirigida utilizando el kit “Quiathange site directed mutegenesis
kit” de Stratagene

XXVI. Soluciones més utilizadas

|. Cultivo deTrichomonas vaginalis

1. Trichomonas vaginalis se cultiva en medio Tym con suero de caballo .10

2. Se cultiva en tubos de ensayo de 15ml con 6ml ddiorieym + 0.6ml de suero de
caballo. Se siembran diluciones de un cultivo @&tete 0.1 — 0.3 ml para que al dia
siguiente se encuentren en fase logaritmica.

3. Los tubos se colocan inclinados en una gradill® @) para que las células puedan
adherirse a la pared del tubo.

[l. Cultivo deTritrichomonas foetus

1. Se cultiva de igual forma que vaginalis pero en tubos de 8ml con 5ml de medio Tym,
0.5ml de suero de caballo y diluciones de céluta8.dl a 0.7ml.

[ll. Congelaciéon y descongelaciéon de cultivos deffomonadidos

1. Se colocan 9Q0de cultivo deT. vaginaliso T. foetusy 10Qul de DMSO concentrado en
un tubo de 1.5ml. Este tubo se coloca a 4°C 20 twény luego se transfiere al
ultracongelador. Se recomienda congelar 5-10 tubos.
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2.

Para descongelar los cutivos se colocan a 3if@nte 2 minutos, después se
centrifugan a 1500 xg 3 minutos. Se retira el sudante y las células se resuspenden
en 1.2ml de suero de caballo. Se tranfieren a lom ¢on 6ml de medio Tym tibio y se
incuban a 37°C por uno o dos dias hasta que sevehse tapete celular.

V. Extraccion de RNA Total de Trichomonadidos

1.
2.

10.
11.

Se utilizan ~13 x10célulasTrichomonas vaginalis (~7 ml de cultivo).

Se bajan las células por centrifugacion (1500 8 gnihutos a 4°C) y se lavan con 1 ml
de PBS/DEPC. Se desecha la solucion de lavaddgtéh de células se resuspende en
el volumen restante de PBS.

Se agrega 1ml de Trizol ® Reagent (Gibco BRL Lifechnologies) y se lisan las
células por pipeteo repetitivo.

La muestra se incuba 5 minutos a temperatura atebpara disociar completamente
los complejos nudcleo-proteicos. Posteriormente ggegan 0.2ml de cloroformo. Se
mezcla por inversion durante 15 segundos.

Se centrifuga a 14000 rpm 15 minutos a 4° C.

Se recupera la fase acuosa y se precipita con I0dg micohol isopropilico durante 10
minutos a temperatura ambiente.

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

Se lava el botén agregado y retirando rapidamenikde etanol 75%/DEPC.

Se deja secar el botén de RNA y se disuelve ghd)agua DEPC.

El RNA total purificado se almacena a -70° C.

La integridad del RNA total purificado se revisaumgel de agarosa 0.8%/TBE DEPC
a 80V ~1h. Se cargaillde muestra +d de buffer de carga de RNA 6X +tldde agua
DEPC. Una vez que corrio el gel, se tifie en Bromdgetidio/ DEPC por 5 minutos.
Se destifie 10 minutos en agua DEPC y se obsemfarms-iluminador.

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

V. Purificaciéon de las bandas de rRNA

1.

2.
3.

10.

Se prepara un gel preparativo de acrilamida al 48&@UM (TBE 1X) a partir de un
stock de acrilamida/bis acrilamida 40%.

El gel se pre-corre desde 30 minutos hasta todadhe a 20 V.

Se carga una extraccion de RNA (l)0+ 20 pl 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 decB&EPC. Posteriormente se coloca
en el trans-iluminador (cubierto con plastico aaditrerible nuevo) a potencia muy baja
para cortar las bandas correspondientes a 160by; 120

Cada una de las bandas se divide en dos y se aiazaubos de 1.5 ml con 4QDde
buffer de elusion (SDS 0.3%, NaCl 0.14M y Acetat Sbdio 0.05M pH = 5.2). Se
incuban a 37° C por 4 horas.

Se recupera el sobrenadante en otro tubo de 1.8mkyploca en hielo/agua durante 30
minutos. Se centrifugan a 14000 rpm por 20 minatd®C para eliminar el SDS.

Se precipita el sobrenadante en 1ml de etanol 190%

La muestra se centrifuga a 14000 rpm, por 30 m@gatd® C. Se retira el sobrenadante.
El boton se resuspende en gb@e agua DEPC + 20 de acetato de sodio + 500de
alcohol absoluto. Se precipita 1 hora a -70° C.

Se centrifuga a 14000rpm, 15 minutos a 4° C. Searekt sobrenadante y el botdon se
resuspende en {ibde agua DEPC.

La integridad y pureza de las moléculas se revisanegel de acrilamida 4%/Urea 7M
por 2h a 60V.
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11.La concentracion y pureza de las moléculas eludiss determina

espectrofotométricamente:

1ul de muestra de RNA purificado se diluye en|93% agua DEPC en una celdilla de
cuarzo. En un espectrofotémetro de luz UV a 26Gsardetermina la absorbancia de la
muestra, que multiplicada por 40 corresponde at@entracion de RNA emg/ml. La
tasa de absorbancia a 260/280 corresponde a |zapdeda muestra. La maxima pureza
tiene un valor cercano a 1.8 = OD 260/280 cuandmuastra se encuentra en agua
DEPC.

VI. Geles nativos de acrilamida (no desnaturalies)nt

VIL.

1.

Se prepara acrilamida 15% utilizando el stock 40%25ml de stock 40% + 3.3 ml
TBE 9X + 15ml agua DEPC. Se utilizan 10 ml para deks. Se polimerizan con
125ul de persulfato de amonio al 10% (frescoyy de TEMED.

Se utiliza TBE 1X —DEPC como buffer de corrida

El buffer muestra se prepara con 2.5ml de Glic€0% concentracion final) + 2.5ml
de TBE 9X + 100l de agua DEPC (en donde se disolvi6 un poco del Aeu
Bromofenol y Xilen-Cianol)

El buffer muestra se mezcla 1:1 con la muestra.

Para separar conformaciones de rRNA, las muestedoen de ser purificadas de geles
desnaturalizantes. La electroforesis se realiz&Vapor 32 horas.

Extraccion de DNA genémico dEichomonas vaginalis

1
2.

11.

12.
13.

. Se utiliza un cultivo de 50 ml de fase logaritmied’. vaginalis (1.5-2.5 x 18 cel/ml)

El cultivo se divide en 2 tubos de 50ml (con 25r8B, centrifugan a 3000 rpm 10
minutos y se retira el sobrenadante. El boton sespende y se lava en 20 ml de PBS
centrifugando de la misma forma.

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

Cada tubo eppendorf se centrifuga a 14000 rpm Ltolise decanta el sobrenadante y
el botdn se resuspende en el PBS restante.

Se agregan 300 de buffer de extraccion (SDS 2%, NaCl 100mM, EDI®0 mM vy
Tris 10mM) + 300ul de Fenol. Se agita 30 segundos en el vortex gesérifuga a
14000 rpm 3 minutos

Se recupera la fase superior y se agregapl 8#g0Fenol + 300l de cloroformo, se agita

y centrifuga igual que en el paso anterior.

La fase superior se mezcla con plofle cloroformo, se agita y centrifuga.

La fase superior se precipita con 1 ml de alcoBOPA + 40ul 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 cdrdératanol al 70%. El boton se deja

secar por 5 minutos.

Dicho botén se resuspende enyb@e TE con 0.pl de de RNAsa 3.3mg/ml. Se incuba
30 minutos a 37° C.

El DNA se almacena a -20°C.

Para revisar la integridad del DNA extraido, seec@n un gel de agarosa al 0.8%
(TAE 1X) 1h a 80V. Se utiliza buffer muestra 5X-TA&B proporcion 1:2 (DNA-buffer
muestra).
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VIII. Extraccion de plasmidos (Mini-preps)

1.

© N

9.
10.
11.

12.

13.
14.

Se crece un cultivo o/n de la clona deseada a &rf &jitacion. Se usan 40ml de LB +
40ul de ampicilina (100mg/ml). Las células para etiealse tomaron directamente del
glicerol de dicha clona.

También se pueden poner o/n de 5ml de clonas micguiillos estériles). Si la
resistencia es a kanamicina se prepara a 50mg/el ysa igual que la ampicilina:
1:1000.

Para preparar gliceroles se usan tubos estériléssdd con 2501 de Glicerol al 50%
estéril y 75@l del cultivo correspondiente. Se incuban 20 miawgan hielo y luego se
pasan al ultra-congelador.

Se usan 3ml por mini-prep.

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

Se centrifuga a 12000 rpm 30 segundos y se rétisbeenadante. El agita ligeramente
el botdn para suavizarlo

Se resuspende el boton en lio@e de solucion | fria por agitacién vigorosa.

Se agregan 2@ de solucién |l recién preparada. Se mezcla etesvdo por inversion
de los tubos y se almacena en hielo.

Se agregan 150de solucion lll fria, y se agita ligeramente g6rsegundos.

Se almacena en hielo por 5 minutos.

Se centrifuga a 12000 rpm, 5 minutos. El sobrenadsa extrae y se precipita usando
un volumen inicial de 4Q0 (1ml).

Después de la precipitacion el boton de DNA plagmide disuelve en fi0de TE con
RNasa pancreética (2§/ml) por 20 minutos a 37°C.

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

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

IX. Andlisis de DNA en geles de agarosa

1.

2.

No o

La agarosa se prepara en buffer de corrida TAE Likaaconcentracion de 0.8 a 2 %
dependiendo del tamafio de las moléculas a analizar.

La agarosa preparada se calienta en el microoradda licuarla, luego se coloca en el
recipiente de la camara disefiado para solidificar deles, y se deja enfriar ~30
minutos.

Siempre se cargan como marcador de peso mole@ubddi-Hindlll.

Las muestras se preparan 1:1 de muestra: buffestraUEAE 5X. Se puede agregar
agua para obtener un volumen facil de cargary(y10

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

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

Se destifien 15 minutos en agua destilada y sewalmsen el trans-iluminador para
tomar la foto.

X. Southern blot

1.

Se digieren 20g de DNA gendémico délrichomonas vaginalis. Esta reaccién se
prepara en un tubo de 1.5ml en el siguiente ord@Bil de agua estéril + 26 de
buffer de reaccion 10X (# 3 paEaoRIl) + 10Qul de DNA gendémico (200 ng) + 10ul

de la enzima de restricci@toRI (6 la enzima deseada). Los gbfbtales se incuban a
37°C o/n. Al otro dia se agregan otrosllde EcoRI y se incuba por 3 horas méas a 37°
C.

Se digirié ug de plasmido p921:u¥ de agua estéril + 12 de buffer de reaccion 10X
(#3) + 10Qd de plasmido p921(10ng) + 1ul de EcoRI. Los 12Qu totales de la
reaccion se digirieron a 37° C o/n.
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ok

© N

11.
12.

13.

14.

15.

El DNA gendmico y el plasmido digeridos se extrajery precipitaron segun el
siguiente protocolo: Se agrega una mezcla de Fenobdformo (50%/50%) en un
volumen equivalente al volumen de la muestra aaextrEsta mezcla se agita y se
centrifuga por 3 minutos a 14000rpm. La fase sopese mezcla con un volumen
equivalente de Cloroformo, se repite la agitacida gentrifugacion. La fase superior se
precipita con dos volumenes y medio de alcohol 1§04L0 de Acetato de sodio 3M
por 1 h a -70° C. La precipitacion se centrifugd4800 rpm 15 minutos a 4° C. El
boton se resuspende en el volumen deseado, ermassie El DNA del plasmido se
resuspendié en ii0de TE; el genémico en A0

Se determina la concentracion de las muestras ntedisorbancia a 260nm.

Se carga el DNA gendmico (0.1-3ug) y el plasmidd-@nhg) en un gel de agarosa
0.8%(TAE 1X)

El gel se corre a 80V por 3.5 horas. Se tifile camigro de etidio por 20 minutos, se
destifie en agua destilada 10 minutos y se le tarfad.

Se incuba en HCI 0.25N durante 7 minutos (dossjece

Posteriormente, el gel se incuba en solucién desalatante (43.83g de NaCl + 25 ml
de NaOH 10N en 500 ml de volumen final) durantenifutos (dos veces).

Finalmente se incuba en solucién de neutralizag@@s ml de Tris/HCI 2M pH =7.5 +
87.66 g de NaCl en 500 ml de volumen final) porndi@utos. Este paso también se
repite.

. Transferencia del DNA a membrana de Nylon: En lmara de transferencia (Blot

Transfer System 11.14 Gibco BRL) se coloca la $6tuale transferencia en el
recipiente inferior, posteriormente se arma el esgedo:

El papel Wattman y la membrana se humedecen prewi@men la solucién de
transferencia.

Sobre la base se coloca un papel wattman de 28m, }lsobre él, otro de 11 x 14 cm.
Encima va el gel (volteado), luego la membrana g®iNde 11 x 14 cm (Zeta Probe
GT Genomic Tested Blotting membranas- BioRad), papel wattman de 11 x 14 cm
y un monte de sanitas. Sobre las sanitas va unartaiplastica y una botella llena de
agua (peso).

Se coloca parafilm entre las orillas del gel y ejuisndo wattman para asegurar la
transferencia de la solucion a través del gel.

La transferencia se deja o/n.

Se marcan los pozos. La membrana se deja secdr Ipora a temperatura ambiente,
para luego fijar el DNA a la membrana con la luz &¥200QuJ.

La membrana se pone a pre-hibridar en soluciérltalacion sin sonda por 2 horas a
42° C, posteriormente se hibrida con la soluciérhibeédacion + la sonda y se deja
hibridando 2 CotY2 a 42° C.

Calculo del Cot%2 = 2 (1/X)(Y/5)(Z/10); donde X dspeso de la sonda em; Y es el
tamafio de la sonda en Kb, y Z es el volumen dédaition.

Después de la hibridacion, la membrana se lava2%08SC, 0.5% SDS 15 minutos a
temperatura ambiente. De ser necesario, se regpegaso.
La membrana se pone a exponer a una placa deXayosy se revela.

Xl. Purificacién de insertos de DNA

1.

2.

Después de la digestién del plasmido corresporaliérBug/~5MP), se extrae el
DNA.

Se corre en un gel preparativo (agarosa 0.8%)80Va Se corta la banda deseada y se
siguen las instrucciones del kit “Matrix gel extian system — Marligen biosciencie”.
Si el inserto es pequefio (menos de 0.5kb) se pusateagarosa de bajo punto de fusion
(LMP).
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Xll. Obtencién de sondas marcadas radiactivamente

=

10.
11.

Se utilizan 50 ng del inserto purificado para hdaeonda.

Se utliza el kit de marcaje “Rediprime 1l Randominfer Labelling system —
Amersham biosciences”

50ng del inserto purificado se mezclaron con agtériea un volumen final de 4b

El DNA se desnaturaliza calentandolo a 100° C poniButos. Se agrega el DNA
desnaturalizado al tubo del kit “Rediprime II”. Rariormente se agregamlde a->2P-
dCTP Redivue deoxycytidine 5'-(¢*?P) triphosphate triethylamnonium salt) y se mezcla
por pipeteo.

La reaccion se incuba a 37°C 15 minutos (si eddtid viejo se utilizan hasta 2 horas de
marcaje)

Mientras tanto se prepara una columna de Sephad&éxpara eliminar la marca libre:
En una jeringa de insulina sin aguja se coloca ocopde fibra (para taparla) y
Sephadex G-50 (TE) hasta llenarla.

Se centrifuga en tubos de ensaye a 3000 rpm 2 osimpdra eliminar el buffer TE
(Sorvall, rotor HB4)

Una vez terminada la incubacion se agregan 88 TE y se coloca en la columna de
Sephadex recién preparada. Esta se centrifuga @ 1300 2 minutos (la sonda se
recupera en un tubo de 0.5ml sin tapa).

De forma alternativa se puede precipitar la sommta alcohol absoluto (2.5 vol) y
acetato de sodio 3M (1/10) durante 2h a -20°C.tiBeauglicogeno como acarreador.
Para desnaturalizar la sonda se agregah d® NaOH 3N y se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente.

Se transfiere a hielo y se agreganlX® HCI 3N

Finalmente se agregamlSde Tris 1M y se mantiene en hielo, para luegegar a la
solucion de hibridacion. Dicha solucion se ponecentacto con la membrana pre-
hibridada.

Xlll. RT-PCR y PCR

1.

wn

No

Para sintetizar la primera cadena de DNA, en ua t#0.5ml se colocan 10ng de RNA
purificado + 100ng del oligonucleotido reversa (0.%le una concentracion de
200ng(l) + 1yl de dNTPs 10mM + 3,8 de agua DEPC.

Los Gul totales se incuban 10 minutos a 70° C y luegoasssfieren a hielo.

Mientras tanto, se prepara en un tubo de PCR dul:01nl de agua DEPC + de
buffer 5X de cDNA + 0.pl DTT 0.1M. Este tubo se coloca en el termociclaald2°C,
luego se agrega el volumen del primer tubo +I0d® la transcriptasa reversa resistente
a alta temperatura (TermoScript Reverse Transegptlvitrogen). Esta mezcla se
mantiene a 42°C otros 5 minutos.

Posteriormente se sigue el siguiente programa d f&a obtener la primera cadena
de templados altamente estructurados: 1) 5’ a48)& a50°C, 3)5 ab55°C,4)5 a
60° C, 5) 30" a 65° C, 6) 5 a 85° C, 7) 30" a &{aqui se agregaullde RNasa
H/RNasa A (kit)), 8) 30’ a 37° C, 9) 20h a 4° C.

Al dia siguiente se realizé la reaccion de PCRuBErnubo de PCR se ensamblan por
orden: 3@l (vol final) de agua estéril de PCR +l%le buffer 10X de PCR +ub de
cloruro de magnesio 25mM (3mM) 4i3de dNTPs 10mM + @ del oligonucleotido
Foward (200ng{l) + 3ul del oligonucleétido Reverse (200pd/+ 2ul de la primera
cadena.

Si es un PCR gendmico se utilizan 0.5ul de DNA g&no que son ~150ng de DNA.
Luego se agregan 10i0de aceite mineral. El tubo se coloca en el teratador con el
siguiente programa: 1) 10’ a 92° C (al minuto ageega la Taq polimerasa), 2) 1' a 92°
C, 3) 1’ a 42° C (la temperatura de alineacion ddeale los oligos utilizados), 4) 3’ a
72° C, 5) Repetir 30 veces al paso 2, 6) 1'a 92P @' a42°C, 8) 5 a 72 °C, 9) 20h a
4° C.
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8.

Los productos de PCR se extraen conu2de cloroformo. Se revisaruben un gel de
agarosa 0.8-2% -TAE.

XIV. Clonacién con el kit Zero Blunt TOPO PCR clogikit (Invitrogen)

1.

2.
3.

7.
8.

9.
10.

Ligacion: En un tubo de 0.5ml estéril se colocahd2 la reaccién de PCR a clonar,
0.5ml de la solucién de sal 1:4 y 0.5ml del ve&GR-II blunt TOPO.

Esta reaccion se incuba 15 minutos a temperatubéeate y luego se pasa a hielo.

Se descongela el medio SOC a temperatura ambiemtéupo de células
electrocompetentes del kE.(coli) en hielo.

Se colocan las celdas de electroporacion y ladasbectroporacion llena de agua
bidestilada en hielo.

Se prepara el electroporad@ilfco BRL Electroporation apparatus) enmediumy se
carga.

Se agregani2 de la reaccion de ligacion a un vial de célulasteocompetentes, se
mezcla suavemente y se transfieren las céluldwplon de la celda. Se cierra bieny se
coloca en el recipiente de electroporacion. Seafpdi descarga (trigger) de 2.46 keV.
Se agregan inmediatamente gbfle medio SOC y se transfieren a un tubo falcon de
15ml. Se incuban en agitacién 1h a 37°C.

Se platean 30 + 70ul de medio SOC (1/10) y 9/10 de las células encdges de LB-
Kanamicina pre-calentadas. Se incuban a 37°C o/n.

Al dia siguiente se pican las colonias y se hadeipreps.

Se digieren cokcoRI para ver si se obtuvo el inserto esperado.

XV. Slot blot para cuantificar el nUmero de cogiados genes.

1.

2
3.
4

11.
12.
13.
14.
15.

Las muestras de DNA deben de encontrarse a unamoacion final de 0.4M de
NaOH y 10mM de EDTA. El volumen final de las muastdebe de ser de 260

. Se utiliza 1@l de NaOH 10M y bl de EDTA 0.5M por reaccion.

Se preparan muestras de DNA genomico en cantideescientes de 1u§ a 0.1ug.

Por otro lado se preparan muestras del DNA corgrogste caso de PCR gendmico del
rDNA 5S extraido, con cantidades decrecientes2igga 0.2ng.

Todas las muestras se calientan a 100°C 10 mirs¢asylocan en hielo y se bajan por
centrifugacion.

Se humedece la membrana de nylon del tamafio ddemoh agua destilada, al igual
que el papel Watmman.

Se ensambla el aparato de microfiltracion con lmbrana y el Watmman pre-
humedecidos

Se lavan los pozos con 500ul de agua y se apliia Wasta que los pozos estén vacios,
Mas no secos.

Se apaga el vacio y se cargan las muestras.

. Se prende el vacio hasta que los pozos estén & @igln pozo se atora es por la

presencia de burbujas que habra que sacar. Pesemresario agregar lentamente la
muestra y por las orillas del pozo.

Se lavan los pozos con 0.5ml de NaOH 0.4M y seapficio hasta que se sequen.
Se desensambla el aparato sin desconectar elywaeicemueve la membrana.

Se lava la membrana con 2X SSC y se deja secar 1h.

Se entrecruza el DNA con luz uv 12000y se pone a prehibridar normalmente.

La sonda utilizada es igual al DNA control, queeste caso era el PCR genomico del
rDNA 5S extraido.
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XVI. Obtencion de estructuras secundarias putatteasel programa mfold de Zuker.

1.

2.

8.

9.

Ingresar a la pagina de internet mfold: http://mifioloinfo.rpi.eduly entrar al servidor

de doblamiento de RNA.

En la zona de “Quikfold server” se nombra la moléca doblar y se coloca la
secuencia a doblar (en este caso, las 118b del B A&n formato lineal.

En el puntoconstraint information se pueden forzar apareamientos, o bien, prevenir
algunos. Los apareamientos forzados del rRNA 58qrd se disefiaron a mano con
base en los apareamientos “universales” reportados.

La orden F a b c, corresponde a forzar hélicesllostasa: F representa la orden
“Force”; a corresponde al niumero de la primera lesiska secuencia que formard un
tallo; b corresponde al nimero de la Gltima bask decuencia que se apareara con la
primera base “a”; ¢ es el nUmero de apareamiemstepores al primero “a”-“b”.

La orden P a 0 b funciona para prohibir apareamgnP representa la orden
“Prohibit”; a corresponde a la primera base deelauencia que se desea permanezca
en cadena sencilla en la estructura secundarik liirresponde al nimero de bases
posteriores a “a” que no estaran apareadas.

Los Unicos apareamientos no-candnicos permitides GdJ. El resto deben de
evitarse en los apareamientos forzados, de loarmtel programa indicara “trabajo
rechazado por error”.

Las 6rdenes utilizadas para obtener la estrucaganslaria del rRNA 5S fueron: F 23
532;P904;F13664;F28484; F67 10820R052; F78985; P 330 12

El resto de los pardmetros del programa se mamtignge oprime el boton “Fold
RNA”.

En elOutput se elige la figura en formato JPEG de alta reg@tug se almacena.

XVIIl. Marcaje de sondas fluorescentes para FISH

1.

No

Se utiliza el kit deNick trandation de Invitrogen. Para esto se colocan los siguientes
componentes en un tubo de 0.6ml en hie]d:d&l mix dNTPs sin dCTP + jig del
inserto purificado + Il de dCTP-Cy3 + agua a 4bde volumen final.

Se agregan fl del la mezcla pol I/Dnasa | del kit, se mezclarbiSe incuba a 15°C
por 1 hora y se pasa a hielo.

Se agregan pl del buffer stop del kit +4 de DNA de esperma de salmoén (acarreador)
+ 5l de acetato de sodio 3M y 150de etanol absoluto. Se deja precipitando toda la
noche.

Centrifugar a 14000rpm 30 minutos a 4°C. Lavamo#biy con etanol 70%. Y permitir el
secado completo del botdn.

Resuspender en 10ul de agua miliQ estéril (La sanaala a ~100ngh. Si no se
disuelve se puede incubar a 37°C 20', agitandedem cuando en el vortex.

Almacenar a -20°C hasta su uso.

Antes de usar la sonda, diluirla 1:10 en soluciénhéridacion para que quede a
10ngfl para cada laminilla: |2 de sonda + 2d de solucién de hibridacién para cada
laminilla.

Desnaturalizar la sonda a 75°C 5'. Después pab@&la@ al menos 2’ y agregar a las
laminillas tratadas para FISH.

XVIIl. Preparacion de especimenes citogenéticoa p&sH

1.

2.

Envejecer las laminillas al menos 3 dias en el elaalpr (-20°C). Dentro de una caja
oscura que a su vez esta dentro de una bolsdablsdlena de nitrégeno (gas).
Colocar las laminillas en paraformaldehido 1% $&C 2X) (4°C; coplin jar en hielo)
por 30 segundos [40ml: 0.4g paraformaldehido +881C 20X + ~120 NaOH 1M en
40ml de agua; se requiere calentar a <65°C paotvdi
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No

10.
11.
12.

13.
14.

15.

Enjuagar inmediatamente en 2X SSC por 30 segundss véces (temperatura
ambiente).

Secar las laminillas por 5’ minutos inclinadas yaolas, que queden sin gotas.
Tratamiento con RNasa: (Lglaminilla): Incubar 1h a 37°C en camara humeda co
RNAsa 1@ug/ml en 2X SSC [50@: 1.5ul RNasa 3.3mg/ml + 50 SSC 20X+ 448 .5l
agua]

Hacer 3 lavados de 4 minutos en 2X SSC.

Preparar una solucién fresca de formamida 70%/2X £8ml formamida + 4ml
20XSSC + 8ml agua] y equilibrar en un bafio a 786Glo se desnaturalizan dos
laminillas a la vez, de espaldas por 2’ exactamente

Colocar inmediatamente en etanol al 70% por 2 ragattemperatura ambiente [80ml:
56ml EtOH +24ml agua; 40ml: 28ml EtOH + 12ml agua]

Pasar las laminillas a 85% etanol 2 minutos [4@#ml EtOH + 6ml agua]

Pasar las laminillas a 100% etanol por 2 minutbasia que estén listas las sondas.
Dejar que se sequen las laminillas (~10 minutos).

Se colocan las laminillas em@ml de proteinasa K en 2X SSC pH = 7 (fresca dekst
[10ul de stock 10mg/ml en 20ml de SSC 2X pH=7]) por #fiButos usando coplin jars
de 15ml. Este paso puede o no hacerse. Si no se digarotocolo termina en el paso
11.

Lavar en 2X SSC 5 minutos.

Pasar la laminilla por series de deshidrataciorl aeinuto en cada concentracion de
etanol. En este paso el alcohol 70% debe prepaname, el 85% y el 100% no. Las
laminillas se pueden quedar el alcohol 100% elg®mue sea necesario mientras se
prepara la sonda.

Se permite el secado de las laminillas (10 minutos)

XIX. Hibridacién FISH, lavados y microscopia.

1.

Se agregan 2@l de sonda desnaturalizada a la laminilla pre-ti@taColocar el
cubreobjetos (parafilm del tamafio de la laminilla) encerrar el perimetro de
hibridacion con cemento de goma utilizando unaggxi

Colocar la laminilla en una caja de hibridacioretgmente himeda e incubar o/n a
37°C.

Se lavan las laminillas a temperatura ambiente foomamida 50%/2XSSC [40ml:
20ml formamida + 4ml SSC 20X + 16ml agua]. Despsgdava con 2X SSC a con
agitacién ocasional (de preferencia constante)laizhdo final es con 4X SSC a
temperatura ambiente [80ml: 16ml SSC 20X+64ml aghtantener las laminillas en
esta solucion hasta la deteccion.

La laminilla se tifie con DAPI 1:40 [3ul DAPI +11¥ PBS] durante 1 minuto. Se usan
30ul por laminilla. Después se enjuaga con PBS pH=7

Se monta la laminilla con Vectashield (2§ y se observa en el microscopio de
epifluorescencia con filtros adecuados. En este, aisCy3 se observa con el filtro
verde y el DAPI con el filtro UV.

XX. Obtencién de mini-extractos nuclearesldeaginalis

=

Noohkown

10’ (~5ml de cultivo logaritmico) células de vaginalis se centrifugan a 3000 rpm 5
minutos a 4°C y se lavan con 1ml de PBS.

Se centrifugan a 14000 rpm 15 segundos y se elieliR8S

La pastilla celular se resuspende enid@@ buffer A frio por pipeteo suave.

Las células se hinchan en hielo por 15 minutos.

Se agregan 16 de Nonidet NP-40 10% y se agita vigorosamentelpaegundos.

El homogenado se centrifuga a velocidad méaximaegQredos.

La pastilla se resuspende ernub@e Buffer C frio, y el tubo se agita a 4°C por 15
minutos en una plataforma de agitacion.
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8. El extracto nuclear se centrifuga 5 minutos a 89®0a 4°C.
9. El sobrenadante se utiliza inmediatamente (miriaexbs)
10. Se usan 246y de este extracto para los geles de retardo. &kepisar de 1-20.

XXI. Obtencion de extractos nucleares y citoplassideT. vaginalis

1. Todas las soluciones se utilizan frias. Semepkepre-incubar las puntas, tubos, rotores y
soluciones en el cuarto frio.

2. Antes de comenzar el protocolo se pre-enfren dentrifugas y se preparan los
inhibidores de proteasas para agregarlos a lasisoés.

3. De un cultivo estable de vaginalis (2 semanas de crecimiento constante, pasandolas de
concentraciones de 1.5-1.7 x°1€el/ml) se ponen 250ml de cultivo a ~0.085 %10
cel/ml, si hace calor, y con 0.15 x*X@I/ml si hace frio (en un frasco de 250ml).

4. A partir del frasco anterior (que debe de estare 1.7 y 2x1Tcel/ml) se ponen 2 litros
de cultivo para obtener ~ 4 x°1€&lulas: en dos frascos de 1L (inoculo igual ahpr
frasco).

5. Obtener 4-6 x f@élulas y bajarlas en la centrifuga Sorvall corotr GSA a 3000rpm
(1462 x g) 10 minutos a 4°C. Las células se resuspe en PBS (40ml), y se
transfieren a un tubo de 50ml.

6. Se centrifuga a 3000rpm (1500 x g) 10 minutosaecentrifuga Beckman Allegra 2IR
(3400rpm en eppendorf 5804R), se lavan con 20ml ¥?B& centrifugan nuevamente.
Se determina el volumen celular empacado (~1.5ml).

7. Las células se resuspenden en 5 volumenesetlet pmpacado de buffer A (7.5ml,
T=~9ml).

8. Las células se recolectan por centrifugacd®®@ rom 5 minutos en Beckman Allegra,
3400rpm en eppendorf) y se resuspenden en 2 voisreampacados de buffer A (3ml,
T=~5ml) (Volumen empacado final x3 aprox.).

9. Seincuba 5 minutos a 4°C

10. Las células se transfieren a un homogenizaglerdio Dounce y se lisan con 14 golpes
del pistén tipo A (Tight).

11. El homogenizado se centrifuga a 3000 x g (8p@Den microfuga de 5cm de didmetro,
4830rpm en eppendorf 5804R) 10 minutos a 4°C.

12. Extracto citoplasmico, fraccion S100: El soldante del paso 10 se mezcla con 0.11
volumenes de Buffer B (~168 y se centrifuga a 100 000 x g 1h (en la ultrédkrga
L80 al mismo tiempo que los extractos nuclearesktdtiormente se trata como los
extractos nucleares.

13. Se determina el volumen de Buffer C de altagsal se utilizard en el siguiente paso:
Volumen de Buffer C de alta sal = ((0.410M)*(volumeelular empacado * 4))/1.2M.
En este caso serian 2.05ml de buffer C de alta 3&5ml de buffer C de baja sal.

14. El boton nuclear se resuspende en: 4 volumdaeesuffer C de baja sal menos el
volumen a utilizarse del buffer C de alta sal (B195y se transfiere a un mini-vaso de
precipitados, el cual se pone en agitacion corminamosca de cruz. (T=~4.5ml)

15. Se agrega el volumen de buffer C de alta sakgudeterminé en el paso 14 (2.05ml). Se
agregan muy lentamente 10 volumenes deuRQ% viscosidad en la preparacion es
mala sefial. Se incuba a 4°C en agitacion por 3Qtosn(T=~6.5ml).

16. El extracto se centrifuga a 100 000 x g 1 hGa(4 32700 rpm con el rotor SW 50.1 en
la ultracentrifuga L-80 (T=~6.5ml, se dividi6 enatw tubos de ultracentrifuga con
~1.5ml c/u) y se dializa contra 1L de buffer D o/n.

19. El dializado se centrifuga a 25 000 x g 20 masy se descarta el precipitado. (16350
rpm en el rotro SW50.1 en la ultracentrifuga L&Xepararar hielo seco para congelar
rapidamente las muestras.

20. El sobrenadante se congela en alicuotas (etmd@co-etanol) y se almacena a -80°C.

77



XXII. Geles de Retardo (EMSA)

1.

2.

Cuantificar los oligonucle6tidos complementariose gse usaran como sonda por
absorbancia a 260nm.

Una vez cuantificados los oligos marcar 2.5 pmdésada uno de los oligonucle6tidos
complementarios en media reaccion con la enzimad@&4invitrogen. Seguir las
instrucciones del kit.

Los 2 oligonucleétidos marcados radiactivamentdufwen total de la reaccion) se
alinean en un volumen equivalente de “annealinffeBu[20mM Tris-HCI pH=8,
100mM NaCl y 1mM EDTA) (2pl de oligos + 2&l buffer) en el termociclador con el
programa para alinear oligos con Tm~80°C.

1. 95°C¥%

2. -1°C 1’ (hasta 86°C)
3. 85°C 1%

4. -3°C 1’ (hasta 10°C)
5. 4°C hold

Una vez alineados los oligos, se corren en un gidgpativo de acrilamida 8%/Urea
8%/TBE 0.25Xpre-corrido o/n. Se corre 50 minutd$ay.

Se cortan las bandas correspondientes a oligorigtdedde doble cadena y se dejan
eluyendo en 4Q0 de buffer de elusién (15ml: 7.5ml Acetato de aiaoctM, 0.3ml
Acetato de magnesio 0.5M, dEDTA 0.5M, 15Ql SDS)) o/n a 37°C.

El eluido se precipita por lo menos 1h a -20°C mhde Et-OH + 40l de Acetato de
sodio 3M y 1l de glicbgeno como acarreador.

Se centrifuga a 14000rpm 15 minutos y el boténeseigpende en 20-4l0de agua
(40ul si es nueva la radiactividad).

Si se utilizan fragmentos de pladsmido como son8aspurifica el inserto del vector
TOPO en donde se encuentra clonado el rDNA 53.deginalis (Clona 5SAg2)
digerido con las enzimas Smal-EcoRI (116pb) 6 HEt@dRI (80nt). Se marcan 1-20
pmoles de extremos 5’ con la reaccion de “exchamigela cinasa T4, siguiendo las
indicaciones del proveedor.

Se prepara la reaccion de interaccion DNA-Prot€30al): con el buffer de eleccion
(que puede ser el F, el T 6 el L), 0.5-3mM DTT,-Bug pdl-dC, 5-2Qg extracto
nuclear (y/o citoplasmico) y competidor (200X excawlar).

Buffer F + Zn

[ ] Final rxn FZn 5X 1ml Buffer FZn 5X
Hepes-KOH 20mM Hepes-KOH 100mM Hepes-KOH 1M 100
KCI 50mM KCI 250mM KCl 1M 250l
MgCI2 50mM MgCI2 250mM MgCI2 1M 250
Glicerol 5% Glicerol 25% Glicerol 254
ZnClI2 5aM ZnCI2 25(M ZnCI2 10mM 2pl
DTT 0.5mM DTT 2.5mM DTT 10mM 1.pl/rxn
Agua 125
Buffer T
[ ] Final rxn T 4X (no se puede 5X) 1ml Buffer T 4X
Tris pH=7.4 50mM Tris pH=7.4 200mM Tris 1M pH=7.4 200l
KCI 50mM KCI 200mM KCl 1M 200l
EDTA 1mM EDTA 4mM EDTA 0.5M al
Glicerol 10% Glicerol 40% Glicerol 400
BSA 0.1mg/ml | BSA 0.4mg/ml | BSA 10mg/ml 4l
DTT 1mM DTT 4mM DTT 10mM Bl/rxn
Agua 152




Buffer L

[ ] Final rxn L 5X Iml L 5X
Hepes-KOH 30mM Hepes-KOH 150mM Hepes-KOH 1M 150
KCI 50mM KCI 250mM KCl 1M 250l
MgClI2 7.5mM MgClI2 37.5mM MgClI2 1M 37.pl
Glicerol 5% Glicerol 25% Glicerol 25ad
BSA 129 BSA 1y BSA 10mg/ml  fl
ZnCI2 5M ZnCI2 25M ZnCl2 10mM 2pl
DTT 3mM DTT 15mM DTT 0.1M 0.8l/rxn
Agua 286ub

10. Si se usa competidor, todas las reacciones sednaib sonda, con competidor, 15" en
hielo y 15’ a T. ambiente. Posteriormente se agle@gamnda (10000-20000 cpm) y se
incuba de igual forma.

11. Las muestras se cargan en un gel nativo de acdiéasflo/TBE 0.25X y se corren a
150V entre 45’ y una hora. La corrida del gel emwgrto frio puede incrementar la
eficiencia de las interacciones y la definicion giell

12. El gel se expone a una placa fotogréfica.

XXIIl. Obtencién de extractos totales dievaginalis.

Preparativos:

. Todo el protocolo se realiza en el cuarto frio.

. Pre-enfriar rotores (Sorvall y sw50.1) y matefi®BS, 2 falcon 50ml (5ml marcados en
uno), puntas de 1ml y 200ul, 2 vasos de 100ml, sbvale 50ml (los vasos con una
mosca), camisas de SW50.1 y sus tubos, homogeniRadmce y NaOH 1N.

3. Todo el material debe de ser tratado con Et-O% ¥ enjuagado con agua DEPC antes

de esterilizarse. El homogenizador y los tuboslttacentrifuga solo se tratan con Et-

OH y agua DEPC.

Preparar sulfato de amonio pH=7.9 4M nuevo8{.®n 30ml, se requiere calor para

disolver). Pre-enfriar.

. El cultivo deT. vaginalis debe de estar en crecimiento constante, despuéksddias de
crecimiento y cultivo diario. Todo el proceso sevdl a cabo con medio Tym recién
preparado y 10% de SC.

6. Se comienza con un frasco con 250ml (0.2° x&0'ml de concentracion, a partir de un
cultivo a 1.8 x18 cel/ml (4 tubos aproximadamente)). El cultivo d@ml (2.5 x16
cel/ml) se divide en dos frascos de 1L c/u con®x&f cel/ml.

7. Preparar el buffer hipotonico, el buffer dedlistl sulfato de amonio y los buffers de

dialisis sin inhibidores. Pesar los inhibidores gjados a -20°C listos para

resuspenderse.

N -

B

)

Protocolo:

1. Crecer de 2 litros d&. vaginalisa 2 - 3.5 x 10cel/ml (4-8 x 18 cel).

2. Centrifugar las células en la centrifuga Sorvafi ebrotor GSA a 3000rpm (1500 x g)
10 minutos a 4°C. Colocando en cada tubo para ml de cultivo. Se utilizaron
dos centrifugaciones para bajar los 2 litros delagl(este paso lleva alrededor de 1h).

3. Las células se resuspenden en 40 ml de PBS (DERE)}mansfieren a un tubo falcon
de 50ml (las células que se quedaron en los tub@SA se lavan con 3ml mas de PBS
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

y se transfieren al falcon). Se centrifugan a 1%06 10 min (En la centrifuga
eppendorf 5804R con el rotor F-34-6-38 a 3400rpm).

El boton se lava nuevamente con 10ml de PBS, deifuga de igual forma que en el
paso anterior y se determina el volumen celular aago (PCV). El volumen
empacado es de ~2.25 ml.

El boton se resuspende en 4 PCV de buffer hipatdpise incuba en hielo por 20
minutos. En esta ocasion se utilizaron 9ml de Ibuffigotonico para tener un volumen
total de 11.25ml (T = 11.25ml).

Se lisan las células con el homogenizador Dounaedas20 golpes con el piston Tight.
La homogenizacion es lenta y suave sin hacer basbuj

Se agregan 4 PCV de buffer de lisis (9ml, T= 191258e mezcla suavemente la
suspension y se pone a agitar lentamente, ent@&egrega 1 PCV de sulfato de
amonio 4M de forma muy lenta (gotas de 11 fracaate 20Q! y una de 5(l) y se
deja agitando 30 minutos (T= 21.5ml) (la concembradinal de sulfato de amonio es
0.4M).

El extracto se centrifuga a 45000 rpm (190 000 &rgun rotor Beckman SW 50.1 por
3 horas. Se utilizaron las 6 camisas del rotor&bml de muestra en cada una.

Se recupera el sobrenadante en falcon de 50mldetemina su volumen (en esta
ocasién fueron ~18ml). Se precipitan las proteamaegando sulfato de amonio solido
(0.33g por ml de solucion= 60% saturacion (estaioogfueron 5.94g).

Después de la solubilizacion del sulfato de amégi® tardé ~25 minutos), se agrega
1IN de NaOH (0.1ml/10g de sulfato de amonio séliesta ocasién fueron 5@idde
NaOH 1N), y se agita la suspension por 30 minutlhsianales. Este paso neutraliza la
acidez del sulfato de amonio. Agitar lentamentanyfermar espuma. Pre-enfriar la
centrifuga eppendorf nuevamente.

Se colecta el precipitado (en falcon de 50ml) deigando a 10 000 x g (8800 rpm en
eppendorf 5804R) 20 minutos. Se retira completaenehsobrenadante (y se almacena
para precipitarse a saturacion del 85% de sulfatardonio). El boton se disuelve en
5% del volumen original del sobrenadante de allacidad (esta ocasion fueron 500
con buffer de resuspension (evitar la formacionedpuma). Almacenar en hielo
mientras se termina la siguiente precipitacion.

Tratar las membranas de didlisis de 6-8kDa qudilsgatan (~8 cm c/u), hirviéndolas 5
minutos en EDTA 25mM DEPC (5.2g EDTA en 500ml adpaPC). Lavarlas con
Agua DEPC y enfriarlas en un frasco con agua DERRQielo en el cuarto frio.

El sobrenadante se precipita con 0.14g/ml sobrenad80% saturacion, que en este
caso fueron 2.52q), se trata con NaOH 1N (@%)2se procesa como en el paso 11.

Se dializan escalonadamente los extractos 60 y 8@i'zando dos cambios de 100
(40ml) volumenes del buffer de resuspension (seeca la didlisis con el buffer de
resuspension 40 o 50%, después de 2h se cambidfat B0% y se dejé dializando
toda la noche; por la mafiana se cambio el buf®bale sulfato de amonio y se dejo
3h més dializando). La dialisis se realiz6 en vad®grecipitados diferentes: para el
precipitado 60% se dializé contra el buffer de spemsién con 40% de sulfato de
amonio (SA), se cambid el buffer por 20% sulfatcad®nio y finalmente 0% de SA.
El precipitado 80% se dializ6 contra 50% SA, 20% %A% SA. Dejar espacio
suficiente en la membrana, pues el volumen de llaciém incrementa un 30-45%
durante la dialisis.

Se centrifuga el dializado a 10 000 x g 10 minybasa remover los materiales
insolubles.

Se recupera el sobrenadante y se preparan alidedtestracto.

Revisar las proteinas en un gel de acrilamidaantificarlas por Bradford. Congelar
rapidamente alicuotas de ~1b@n hielo seco-alcohol. Almacenar a -70°C.
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XXIV. Transcripcionin vitro

1. La concentracion final de la reaccion debe ser:
25mM HEPES-KOH pH=7.9*
60mM KCI *
7mM MgCl, *
0.1mM EDTA*
1mM DTT (Preparado al momento: 2ul DTT 1M+18ul AguB®TT 0.1M)
5% glicerol *
1ug DNA templado (1-2.5ug: 5S AG2 linearizado condflity purificado)
25uM ATP, GTP y CTP
25uM UTP
15uCi UTP3%P (1.5ul /rnx NUEVA)
100ug de extracto total
1u/ul de reaccion total de RNasin
2u Creatin cinasa (Stock a 4/
10mM Fosfocreatina (Qubde Fosfocreatina 0.6M)
Opcional:a-amanitina a 1mg/ml

2. Preparar buffer 5X de transcripcion para pol [I(Iml: 1251 HEPES 1M, 300l KCI
1M, 35ul MgCI2 1M, 1ul EDTA 0.5M + 25Qul glicerol + 289l agua).

3. Preparar NTP mix: NTP stock A: g0stock ATP 10mM+ 20l stock CTP 10mM; y
NTP stock B: 2Qu stock GTP 10mM + 2@ stock UTP 10mM

4. Preparar una mezcla (Mix 1) de buffer 5Xud(6xn), inhibidor de RNAsas (Op&rxn),
DTT (0.3ul DTT 0.1M/rxn), creatin cinasa (QuBrxn), fosfocreatina (04/rxn) y agua
(vol minimo) para agregar a todas las reaccionekjso al control.

5. Se mezcla el Mix 1 con el templadquifg, el extracto total y el agua faltante (volumen
final 30ul incluyendo al Mix 2) y se incuban en hielo por gfara que se ensamble el
complejo transcripcional en el DNA).

6. Se prepara el Mix 2: LIENTP mix A + 1.5 NTP mix B + 1.5 UTP %P, por cada
reaccion (4.hl por reaccion).

7. Se agrega el Mix 2 y se incuba a 30°C 60’ en gldeiclador.

8. Se para la reaccion con solucion de stop {70

9. Se hace una extraccion fenol-cloroformo, clorofarmoprecipitacion con Et-OH vy
acetato de sodio (1-2h o/n).

10. Se centrifuga a 14000rpm 15’, se remueve el sobesrta y se deja secar el boton.

11. El botén se resuspende en buffer de carga de RNA3(K), se calienta 1’ a 90°C y se
mantiene en hielo.

12. Las muestras se cargan en un gel de acrilamidaré&7M y se corre a 60V 1.10h. Se
carga RNA total ddl. cruz (5ul), se cortan esos carriles, se tifien y se utiligara
determinar el peso molecular del RNA obtenido.

13. Se seca el gel (1h a 70°C) y se expone.

XXV. Mutagénesis dirigida utilizando el kit “Quikhange site directed mutagenesis kit" de
Stratagene.

1. Disefio de oligos:

a) Los dos oligos deben de alinear con la misma se@ien cadenas contrarias del
plasmido.

b) Deben de medir entre 25 y 45b con una Tm mayoual ig 78°C

¢) La mutacion debe de estar a la mitad del oligoldt5b de secuencia correcta en
ambos lados.

d) Debe de tener un contenido minimo de 40% de GOy de terminaren 1 0 mas G 6
C.
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2. Para preparar la reaccién muestra (media reaccion):
2.5ul de buffer de reaccion 10x

25ng (2.5-25ng) de templado de DNA de doble cadena
63ng de oligo 1

63ng de oligo 2

0.5ul de mix dNTP

Agua a 2%l de volumen final

3. Después se agregan fil.fle la DNA polimerasa Pfu turbo (2.5U)/y 20ul de aceite
mineral.
4. Se coloca el tubo en el termociclador con el sigei@rograma:

1. 1 ciclo a 95°C 30 seg.

2. 18 ciclos (para 5 mutaciones juntas) de:
95°C 30 seg

55°C 1 minuto

68°C 7 minutos (3.5kb del pldsmido)

Se coloca la reaccién en hielo por 2 minutos.

Se agregan Oubde la enzima Dpn | (10ul) directamente a la reaccion de

amplificacién debajo del aceite mineral.

7. Mezclar por pipeteo e incubar 1 hora a 37°C (nlokti) para digerir el DNA parental.

8. Descongelar las células supercompetentes XL1-Bideedo (Si no estan alicuotadas,
alicuotar 2% por tubo eppendorf pre-enfriado).

9. Transferir 0.l de DNA tratado con Dpn | a las células (evitavérse aceite mineral).

10. Mezclar la reaccién con ligeros golpes e incubahmielo 30 minutos.

11. Dar un pulso a la reaccion de transformacion daerdbtsegundos a 42°C (multiblock) y
luego colocar la reaccidn en hielo por 2 minutos.

12. Se agregan 0.25 ml de NZY+ broth precalentado @,42cubar las reacciones de
transformacion a 37°C por 1h con agitacion a 22528.

13. Platear 250l en 1 plato de agar con kanamicina (TOPO).

14. Incubar los platos a 37°C por mas de 16 horas.

15. El nimero de colonias esperado es entre 100 y 1000.

16. Se pican de 6 a 10 colonias, se hacen miniprepsnasda secuenciar una clona.

17.

5.
6.

XXVI. Soluciones mas utilizadas

Medio Tym

Para preparar 500ml de medio:

Bacto Triptona 10g

Extracto de levadura 59

Maltosa 2.5g

L-cisteina 0.5¢g

Acido ascorbico 0.1g

KH,PQO, 0.4g

K,HPQO,0.4g

Agua bi-destilada 450m|

Se ajusta el pH a 6.2 con HCl y se esteriliza b g6l 20 minutos.
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Medio LB liquido

Para 500ml| de medio:

Peptona 5g

NaCl 2.5g

Extracto de levadura 2.5¢g

NaOH 10M 154l

Tris 1M pH=8 5ml

Se esteriliza a 20Ib por 20 minutos.

PBS (Solucion de sales de fosfato)

Para 1L:

NaCl 8g

KCI 0.2g

Na,HPO, 1.449g

Se ajusta el pH= 7.4, se afora a 1L y se esteriliza

Acrilamida/Bis acrilamida stock 40%

Para 30ml:

Acrilamida 11.4 g
Bis acrilamida 0.6g

Se lleva a 30ml con agua DEPC estéril, se agita lyae se disuelva y se filtra.

Se almacena a 4° C protegido de la luz.

Acrilamida Mix 4%, 6% 6 10%

Para 50ml:
4% 6% 10%
Acrilamida stock 5ml 7.5ml 12.5ml
40%
TBE 5X DEPC 10ml 10ml 10ml
Urea 7TM 21g 21g 21g

Aforar a 50ml, disolver y almacenar a 4° C.

TBE 5X - DEPC

Para 200ml:

Tris Base 10.8g

Acido Borico 5.48g

EDTA 0.749g

Se afora a 200ml con agua DEPC y se esteriliza.
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TAE 50X
Para 50ml:
Tris 121g

Acido acético glacial 2.85ml
EDTA 0.5M 5ml

Se afora a 50ml y se esteriliza.

Buffer de carga de RNA 6X

Para 5ml:

Urea 3g

TBE 5X 50Qul

Azul de Bromofenol
Xilen-Cyanol

Disolver los colorantes en 3@0de agua DEPC y mezclar con el resto de los coemes.

Aforar a 5ml.

Agua DEPC (Agua libre de RNAsas)

Se preparan 4L de agua destilada: se ponen a afjitaon 20 gotas de DEPC (5 gotas por

litro). Se divide en 5 frascos con 800ml de agsa gsteriliza antes de usar.

TE (Solucion de Tris-EDTA)

Para 100ml:

Tris 10mM : I1ml de Tris 1M

EDTA 0.2mM : 4Ql de EDTA 0.5M
Se afora a 100ml de agua destilada y se esteriliza

Solucién de transferencia para Southern blot

Para 1L:

Acido acético 17.4M 57.5ml

Hidréxido de amonio 7.1M 140.8ml

NaOH 10N 2ml

Aforar a 1L con agua bi-destilada.

Solucién de hibridacion para Southern blot

Para 30 ml:

Tris 1M 3ml

Solucién de Denhardt’s 100X 1.5ml

Formamida 15ml

84



SDS 10% 3ml
SSC 20X 7.5ml

Solucién | para Mini-preps

Glucosa 1M 0.5ml

Tris 1M 0.25ml

EDTA 0.5M 0.2ml
Agua destilada 9.05 ml

Solucion Il para Mini-prep§preparar al momento de hacer el ensayo)

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

Solucién lll para Mini-preps

Acetato de potasio 5M 6ml
Acido acético glacial 1.15ml

Agua destilada 2.85ml

Soluciones para mini-extractos nucleares

Buffer A 5ml

Hepes pH=7.9 10mM
KCl 10mM

EDTA 0.1 mM

EGTA 0.1 mM

DTT 1mM
Leupeptina 1(g/ml
TLCK 50ug/ml

PMSF 1mM

Buffer C 1.5ml

Hepes pH=7.9 20mM
NaCl 0.4M

EDTA1 mM

EGTA1 mM

DTT 1mM

PMSF 1 mM
Leupeptina 1pg/ml
TLCK 50ug/ml

PMSF 1mM

50ul HEPES 1M

50ul KCI 1M

1ul EDTA 0.5M

1ul EGTA 0.5M

5ul DTT 1M

10.5ul Stock 475Qug/ml
5ul Stock 5000Qg/mi
50ul Stock 100mM

4. 83 ml Agua

30ul HEPES 1M

120ul NaCl 5M

3ul EDTA 0.5M

3ul EGTA 0.5M

1.5u DTT 1M

3.15ul Stock 475Qug/mi
1.5ul Stock 5000Qg/ml
15ul Stock 100mM
1.32ml Agua
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Soluciones para extractos nucleares

Buffer A 50ml

HEPES-KOH 20mM pH=7.9
KCIl 10mM

MgCI2 1.5mM

EDTA 0.1 mM

Nonidet P-40 0.25%

DTT 1mM

Leupeptina 1(g/ml

TLCK 50ug/ml

PMSF* 1mM

Buffer C de baja sal (50ml)

HEPES-KOH 20mM pH=7.9
KCI 10 mM

MgCI2 1.5 mM

EDTA 0.1mM

Glicerol 20%

DTT 1mM

Leupeptina

TLCK

PMSF

Buffer C de alta sal (50ml)

HEPES-KOH 20mM pH=7.6
KCl 1.2M

MgCl2 1.5 mM

EDTA 0.1mM

Glicerol 20%

DTT 1mM

Leupeptina

TLCK

PMSF

Buffer D 1L

HEPES-KOH 20mM pH= 7.6
KCIl 100 mM

MgCI2 1.5 mM

EDTA 0.1mM

Glicerol 20%

DTT 1mM

Leupeptina

TLCK

PMSF

1ml HEPES 1M

0.5 ml KCI 1M

75ul MgCI2 1M

10ul EDTA 0.5M

125ul Nonidet P-40

50ul DTT 1M

105ul Stock 475@g/ml

50 ul Stock 5000Qg/ml

500l Stock 100mM

Vol final: 2.41ml + 47.58ml Agua

1ml HEPES 1M

0.5ml KCI 1M

75u MgClI2 1M

10ul EDTA 0.5M

10ml Glicerol

50ul DTT 1M

105l Stock 475Qug/ml

50 pl Stock 5000Qg/ml

500ul Stock 100mM

Vol final: 12.29ml + 37.71ml Agua

1ml HEPES 1M

4.47g de KCI

75u MgClI2 1M

10ul EDTA 0.5M

10ml Glicerol

50ul DTT 1M

105ul Stock 4750ug/ml

50 pl Stock 5000Qg/ml

500ul Stock 100mM

Vol final: 11.79ml + ~38.2ml Agua

20ml HEPES 1M

100ml KCI 1M

1.5ml MgCI2 1M

200ul EDTA 0.5M

200ml Glicerol

ImIDTT 1M

2.1ml Stock 4750g/ml

1ml Stock 50000g/ml

10 ml Stock 100mM

Vol final: 335.8ml + 664.2 ml Agua
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Buffer B 10ml

HEPES-KOH 0.3M 3ml HEPES 1M
KCI 1.4M 1.043g KCI
MgCI2 0.03M 0.3ml MgCI2 1M
Leupeptina 21yl Stock 475@g/ml
TLCK 10ulStock 5000Qg/ml
PMSF 10Qul Stock 100mM
Vol final: ~3.43 ml + 6.5 ml Agua

Inhibidores de proteasas

PMSF 100mM en Isopropanol. Almacenar a -20°C. 3&yGn 2ml de Isopropanol)
TLCK 50mg/ml en Agua (Almacenar a -20°C) (0.01¢266ul de Agua)
Leupeptina 10mM en Etanol (Se almacena a -70°G)23g en 50@).

Soluciones para extractos totales

Buffer hipoténico 9ml

10mM HEPES-KOH (pH 7.9) [90ul HEPES 1M]
1mM EDTA [18ul EDTA 0.5M]

5mM DTT [45ul DTT 1M]

Leupeptina 10ug/ml [19ul stock 10mM]

TLCK 50 ug/ml (0.2mM) [12.8ul stock 50mg/mi]
EGTA 1mM [18 ul EGTA 0.5M]

Pefabloc 1mM [90ul stock 100mM]

Agua DEPC [8.71ml]

Buffer de lisis 9ml

50mM HEPES-KOH (pH 7.9) [450ul HEPES 1M]
10mM MgCI2 [90ul MgCI2 1M]

2mM DTT [18ul DTT 1M]

25% sucrosa [2.25¢]

50% glicerol [4.5ml]

Leupeptina 10ug/ml [19ul stock 10mM]

TLCK 50 ug/ml [12.8ul stock 50mg/ml]

Pefabloc 1mM [90ul stock 100mM]

Agua DEPC [~2.40ml]

Inhibidores de proteasas

Leupeptina 10mM: 0.0035g en 700ul agua
TLCK 140mM: 0.0206g en 400ul agua
Pefabloc 100mM: 0.065g en 2.7ml agua
DTT 1M: 0.1 g en 650ul agua.
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Buffer de resuspension y dialisis

40ml x 2 (40% y 50%)

25mM HEPES-KOH (pH 7.9) [1ml HEPES 1M]
75mM KCI =50-100= [3ml KCI 1M]

12mM MgCI2 [0.48ml MgCI2 1M]

0.25mM EDTA =0.1-0.5mM= [20ul EDTA 0.5M]
2.5mM DTT =1-5mM= [100ul DTT 1M]

10% glycerol =10-20%-= [4ml]

Leupeptina 10ug/ml [84ul Stock 10mM]

TLCK 50 ug/ml [57ul stock 50mg/ml]

EGTA 0.2mM [16ul EGTA 0.5M]

Pefabloc 1mM [0.4ml stock 100mM]

Sulfato de amonio [9.6g (40%) y 12.4g (50%)]
NaoH [96ul (40%) y 124ul (50%) NaOH 1N]
Agua DEPC [Aforado a 40ml]

Solucién stop transcripcidn vitro 2ml

0.1M NaOAC (60ul NaOAC 3M)
10mM EDTA (40ul EDTA 0.5M)
Agua DEPC a volumen de 2ml final
0.5% SDS (100ul SDS 10%)
10ug/ml tRNA (2ul stock 10ug/ul)

Buffer de hibridaciérFISH

250ul de formamida (50% volumen final)
50ul 20X SSC (2x final)

0.05g dextran sulfato (10% final)

200ul agua

80ml x2 (0'y 20%)

2ml HEPES

6ml KCI

0.96ml MgCl

40ul EDTA

200ul DTT

8ml Glicerol

168ul Leupeptina
114ul TLCK

32ul EGTA

0.8ml Pefabloc

0 (0%) y 8.8g (20%)
0 (0%) y 88ul NAOH
Aforado a 80ml
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Apéndice |
Descripcion de microbios eucariontes perteneciemtegla uno de los seis super-grupos

Se utilizé la clasificacion mas reciente de losaoigmos eucariontes, basada en filogenias
moleculares que incluyen varios genes y analisis@arales.

1. AMOEBOZOA: Organismos con locomocién ameboide.

Pelomyxa palustris. Amibas anaerobias gigantes que contienen tres tip endosimbiontes
bacterianos que reemplazan las funciones de ommaakentes, como la mitocondria.
Acanthamoeba castellanii (Acanthamoebidae): Amiba de vida libre.

Entamoeba histolytica (Entamoebida): Amiba amitocondriada que infectiatelstino de los
animales causando amibiasis.

Physarum polycephalum (Eumycetozoa, Myxogastria): Células ameboidespyagien
diferenciarse para formar estructuras reproducsiragares a las de los hongos. Durante su
ciclo celular el zigoto diploide se divide repetitente para formar una masa citoplasmatica
multinucleada conocida como plasmodio. Bajo condies secas, el plasmodio puede madurar
a Organos productores de esporas.

Didymiumiridis (Eumycetozoa, Myxogastria): Myxomiceto plasmodial.

Dictyostelium discoideum (Eumycetozoa, Dictyostelia): Myxomiceto celulamias
independientes se pueden agregar para formar waviszosa que puede transformarse en una
estructura productora de esporas.

2. OPISTHOKONTA: Organismos con un solo flagelotpder en al menos un estadio de su
ciclo de vida.
Fungi: Osmotrofos dominantes con un papel impcetantla descomposicion. Pueden ser de
vida libre, parasitos o simbiontes.
Ascomycota: Mantienen una estructura microscéogéceeproduccién llamada asca.
Pneumocystits carinii (Ascomycota, Taphrinomycotina): Puede causar poeisren
humanos inmunodeprimidos.
Schizosaccharomyces pombe (Ascomycota, Taphrinomycotina,
Schizosaccharomycetes): Levadura de fision.
Saccharomyces cereviae (Ascomycota, Saccharomycetes): Levadura de gemacié
fermenta azucares a etil-alcohol.
Candida albicans (Ascomycota, Saccharomycetes): Causa infecciaomésimanos.
Microsporidia: Parasitos intracelulares asexugiescarecen de mitocondria. El estado
infectivo de los microporidia son esporas de qaitine contienen un filamento polar.
Encephalitozoon cuniculi: Parasitos de vertebrados de sangre caliente.eDential
genoma eucarionte mas chico descrito hasta ah@fsif2.
Nosema bombycis; Causa enfermedades en insectos.

3. RHIZARIA: Organismos con pseudopodos de varmsst
Foraminifera: Organismos planctonicos de vida ldue estructuran conchas con poros.
Muestran dimorfismo nuclear y ciclos de vida corjgde

4. PLANTAE (ARCHAEPLASTIDA): Organismos que cont@mnun plastido fotosintético
derivado de una endosimbiosis primaria con unaobiacteria.
Rhodophyceae (Algas rojas): Organismos principatengrarinos, que contienen rodoplastos
(plastidos rojos).
Cyanidoschyzon merolae: Organismos unicelulares que habitan aguas tesmakes en
sulfato.
Chloroplastida: Organismos con cloroplastos verdes.
Acetabularia mediterranea (Chlorophyta, Ulvophyceae): Alga verde sincicial.
Chloréla (Chlorophyta, Trebouxiphyceae).
Chlamydomonas (Chlorophyta, Chlorophyceae).
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5. CHROMALVEOLATA: Organismos que contienen un pilds que proviene de una
endosimbiosis secundaria con archaeplastido aatestr
Bacillariophyta (Stramenopiles): Organismos unilzgks o colonias, cubiertos con una concha
con dos partes simétricas.
Alveolata:
Dinoflagellata(Dinozoa): Plancton unicelular marino con dos flage paredes rigidas
complejas. Algunas especies producen toxinas.
Pfiesteria piscicida (Dinophyceae, Peridinophyceae)
Ciliophora: Organismos unicelulares cubiertositiesc Tienen dos tipos de nucleo: un
micronucleo genético (MIC, con cromosomas estandan) macronucleo
transcripcionalmente activo y mas grande que el fIBC, se desarrolla a partir del
MIC).
Euplotes: (Intramacronucleata, Spirotrichea, Hypotrichia).
Paramecium (Intramacronucleata, Oligohymenophorea, Peniculia)
Tetrahymena (Intramacronucleata, Oligohymenophorea, Hymenoatiah
Apicomplexa: Organismos intracelulares obligadas ggciben su nombre por el
“complejo apical” que sostiene a la maquinaria eigfieada de invasion, las roptrias y
los micronemas.
Plasmodium (Aconoidasida, Haemosporida): El agente causad dealaria
existe en asociacion con huéspedes invertebrasiasli@ sexual en el
mosquito) y con huéspedes vertebrados (estadioi@3dX falciparumy P.
vivax infectan a los eritrocitos humanos, mientraskjugerghei infecta
roedores.
Babesia bovis (Aconoidasida, Piroplasmorida)
Theileria parva (Aconoidasida, Piroplasmorida)
Cryptosporidium (Conoidasida, Coccidiasina)
Eimeria (Conoidasida, Coccidiasina).

6. EXCAVATA: Organismos que suelen tener un sure@limentacion y flagelos.
Giardia intestinales (Fornicata, Eopharyngia, Diplomonadida, Giardiin&grasito del intestino
delgado de vertebrados. Tiene dos karyomastigdntieteos unidos los flagelos mediante
fibras delgadas) transcripcionalmente activos,ceade mitocondria y aparato de Golgi.
Trichomonas vaginalis (Parabasalia, Trichomonadida): Parasito amito¢addy agente causal
de la trichomonosis humana. Los organelos conoaddo® cuerpos parabasales se involucran
en la sintesis, almacenaje y transporte de prateina
Trichomonas tenax (Parabasalia, Trichomonadida): Infecta la bocadnan
Tritrichomonas foetus (Parabasalia, Trichomonadida): Infecta el tractmenital bovino.
Naegleria gruberi (Heterolobosea, Vahlkampfiidae): Amiba de vidadigue vive en tierra o en
agua fresca. Puede transformarse a células caldlag
Euglena gracilis (Euglenozoa, Euglenida, Euglenea): Organismoslulares que vive en agua
estancada. Se puede encontrar con y sin cloroplasto
Kinetoplastea (Euglenozoa): Contienen una mitogargiande conocida como kinetoplasto.
Trypanosoma (Metakinetoplastina, Trypanosomatida): El cami@ddésped y algunos
pasos de diferenciacion se asocian con movimiemti@steristicos del kinetoplasto a lo
largo de la célula. La infeccién cdnypanosoma brucei (transmitida a los humanos por
la picadura de mosquitos tsetse infectados) causaféremedad del suefio, mientras
gue la infeccién cofirypanosoma cruz (transmitida a través de la mordida de chinches
(reduviidae) infectadas) lleva a la enfermedad kiagas en humanos.
Leishmania (Metakinetoplastina, Trypanosomatida): Parasitpeasable de la
leishmaniasis. Se multiplica dentro de los lisos®aemacréfagos vertebrados y dentro
del sistema digestivo del mosquito flebotomo 6 tstyr'.
Crithidia (Metakinetoplastina, Trypanosomatida).
Bodo saltans (Metakinetoplastina, Eubodonida): Células de Vilolz2 con dos flagelos.
Trypanoplasma (Metakinetoplastina, Parabodonia).
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Apéndice |l

Oligonucleétidos utilizados

Nonbr e |Secuenci a

51-F TACTGEECTAGGAGACTT

55 FA GAATTCGOCCTTAATTTTCA

51 -R CGCGACTGCTTAATTTCCA

55 F AAGCGECCACACCOOECTEG

5Smut A- F CACTCCGAACCTGGAAATGACTCATTCGAGEECCACATCAGTACTG
5Smut A- R CAGTACTGATGT GEOCCTCGAATGAGT CATTTCCAGGT TCRGAGTG
5Smut G F CATCAGTACTGEGACGTGCTGCTTOCCEEGAACGT G

5Smut G R CACGT TCOCGEGAAGCAGCACGT COCAGTACTGATG

55 Mut P- F GCGCGGT GCAGGGCTATTCACATTCAACAATACTACACTCTACACC
5S Mut P-R GGTGTAGAGTGTAGTATTGT TGAATGTGAATAGCCCT GCACCGCGC
5S- Mut T- F GOQGTGCTTACTTCTGTGI CCTGT GT GCEOGGT GCAGEC

55 Mut T-R GOCCT GCACOGCGCACACAGGACACAGAAGCAAGCACCEC

55 R AAGCAAGCACCGCACGITCC

5TvAl E- A CCACTCCGAACCT GGAAATTAAGCAGT CGCGGGCCACATC

5TvAl E-B GATGT GGCCCGCGACTGCTTAATTTCCAGGT TCGGAGT GG
5TvG-A AGTACT GGGCTGGGCGACT TCCCGGGAACGT GCGGTGCTT
5TvG-B AAGCACCGCACGT TCCCGGGAAGT CGCCCAGCCCAGTACT
5Tvend- A TGCGGTGCTTGCTTCTTTTTCCTTTTTGCGCGATGCAGGG
5Tvend- B CCCTGCAT CGCGCAAAAAGGAAAAAGAAGCAAGCACCGCA

5TvilII G A TCCTTTCGAAGCGGCCACACCCGGCT GGCAACATCCAGCT

5TviII G B AGCTGGATGTTGCCAGCCGGGT GT GGCCGCT T CGAAAGGA
5TvTATT- A GTAGGAATTTGAGAGGAATTGTGCTATTGTGAAGAATGT G
5TVTATT-B CACATTCTTCACAATAGCACAATTCCTCTCAAATTCCTAC
5Tvy+1-A GTGCTATTGTGAAGAAT GT GTGTCGAACAATCCTTTCGAA
5Tvy+1-B TTCGAAAGGATTGTTCGACACACATTCTTCACAATAGCAC
a-scslnr-A CTAAAATGECTTTGI TCACTTCACATTAATGCTCTCT
a-scslnr-B AGAGAGCATTAATGTGAAGTGAACAAAGCCATTTTAG

Hai r pi n- A TGOGOGGTGCAGEECTATTGCCCTGCACCAATAC

Hai rpi n-B GTATTGGTGCAGEECAATAGCOCTGCACCEORCA

PEX1 CGAACAATCCTTTCGAAGCG

PEX2 AAGAGTTTTAGCAGGGACAA

R 13R CTCTTTGTAAAAACTCTTTGTAAAAACTCTTTGTAAAAAC

Rl 335 CAAAATTAAACAAAATTTTCAGCAGAGAGTGGTGT

Wi qTf - F TCAAATATAAGAGAATGAAC

Wi qTf - R AAGGATAAAACATAAGTAATT
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Apéndice Il
Secuencias del rDNA 5S de Trichomonadidos accesaGanbank.

Locus FJ492751 334 bp DNA l'i near I NV 12- MAY- 2009

DEFI NI TION Trichononas vagi nalis 5S ri bosomal RNA gene, conpl ete sequence; and
5S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence.

ACCESSI ON  FJ492751

VERSI ON FJ492751.1 @ :229561958
KEYWORDS
SOURCE Trichononas vaginalis

ORGANI SM  Trichonpnas vaginalis
Eukaryot a; Parabasalidea; Trichononada; Trichononadi da;
Tri chononadi dae; Trichononadi nae; Trichonpnas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 334)
AUTHORS Torres-Machorro, A L., Hernandez,R, Alderete,J.F. and
Lopez-Vill asenor, I .
TI TLE Conpar ati ve anal yses anong the Trichononas vagi nalis, Trichonopnas
tenax, and Tritrichonmonas foetus 5S ribosomal RNA genes
JOURNAL  Curr. Genet. 55 (2), 199-210 (2009)
PUBMED 19290527
REFERENCE 2 (bases 1 to 334)
AUTHORS Torres-Machorro, A L., Hernandez,R, Alderete,J.F. and
Lopez-Vill asenor, I .
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL  Submitted (27- NOV-2008) Biologia Mlecular, Instituto de
I nvestigaci ones Bi onedi cas, UNAM Ciudad Universitaria, Mexico
Gity, DF 04510, Mexico
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..334
/ organi sme" Tri chonpnas vagi nal i s"
/ ol _type="genom ¢ DNA"
/isol ate="CNCD 147"
/ db_xref ="t axon: 5722"
r RNA 1..118
/ product="5S ribosonal RNA"
msc_feature 119..>334
/ note="5S ribosonmal RNA intergenic spacer"
stem | oop 135..158
ORIGN
1 gaagcggcca cacccggetg gcaacatcca getccactcc gaacctggaa attaagcagt
61 cgcgggccac atcagtactg ggctgggcga cttcccggga acgtgeggtg cttgettctt
121 tttcettttt gcgecggtgca gggctattge cctgcaccaa tactacactc tacacctatg
181 tttgtccctg ctaaaactct tatatgttga gatattttat aattttatat tttttattaa
241 aaaatgaaaa tttttcataa gcgagactcc ctccgctgga ggaaattgag agtggtaatg
301 gtagtgtgaa tagtgtgtga cgaacaatcc tttc

Locus FJ492747 307 bp DNA l'i near I NV 12- MAY- 2009

DEFI NI TION Trichonmonas tenax 5S ribosomal RNA type A gene, conplete sequence;
and 5S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence.

ACCESSI ON  FJ492747

VERSI ON FJ492747.1 @ :229620021
KEYWORDS .
SOURCE Trichononas tenax

ORGANI SM  Tri chonpnas tenax
Eukaryot a; Parabasalidea; Trichononada; Trichononadi da;
Tri chononadi dae; Trichononadi nae; Trichonpnas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 307)
AUTHORS  Torres-Machorro, A L., Hernandez, R, Alderete,J.F. and
Lopez-Vill asenor, I .
TI TLE Conpar ative anal yses anong the Trichononas vagi nalis, Trichononas
tenax, and Tritrichononas foetus 5S ribosonal RNA genes
JOURNAL  Curr. Genet. 55 (2), 199-210 (2009)
PUBMED 19290527
REFERENCE 2 (bases 1 to 307)
AUTHORS  Torres-Machorro, A L., Hernandez, R, Alderete,J.F. and
Lopez- Vil |l asenor, | .
TITLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submitted (27-NOV-2008) Biologia Mlecular, Instituto de
I nvestigaci ones Bi onedi cas, UNAM Ciudad Universitaria, Mexico
City, DF 04510, Mexico
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..307
/ organi sm="Tri chonpnas t enax"”
/ mol _type="genomi ¢ DNA"
/ db_xr ef ="t axon: 43075"
/ cl one="HS-4: NI H'
r RNA 1..118
/ product ="5S ri bosomal RNA type A"
nmisc_feature 119..>307
/ note="5S ri bosormal RNA intergenic spacer"

ORIG N
1 gaagcggt ca cacccggcetg gcaacatcca gctccattcc gaacctggaa attaagcagt
61 cgcgggccac atcagtactg ggctaggaga cttcccggga acgtgtggtg cttgettctt
121 tttetttttt tgaagctcaa agtacaaagt gtgcagaatt cctctgtgat gctcacacat
181 atgatgaatg tgcatttagt gcgatatttt tgaagtttct tcgctctttt ttgctcgttc
241 agcatatgtg tcagcaaatt gagagaatat atgctagtgt tatatgtttc cgtcaaacat
301 atctttc
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LOCUS

FJ492748 316 bp DNA l'i near I NV 12- MAY- 2009

DEFI NI TION Trichononas tenax 5S ribosomal RNA type B gene, conplete sequence;

ACCESSI ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE

and 5S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence.
FJ492748
FJ492748.1 @ :229561954

Trichononas tenax

ORGANI SM  Tri chonpnas tenax

Eukaryot a; Parabasal i dea; Trichonobnada; Trichononadi da;
Tri chononadi dae; Trichononadi nae; Trichonpnas.

REFERENCE 1 (bases 1 to 316)
AUTHORS  Torres-Machorro, A L., Hernandez, R, Alderete, J.F. and
Lopez-Vill asenor, I .
TI TLE Conpar ative anal yses anong the Trichononas vagi nalis, Trichononas
tenax, and Tritrichononas foetus 5S ribosonal RNA genes
JOURNAL  Curr. Genet. 55 (2), 199-210 (2009)
PUBMED 19290527
REFERENCE 2 (bases 1 to 316)
AUTHORS  Torres-Machorro, A L., Hernandez, R, Alderete,J.F. and
Lopez- Vil |l asenor, | .
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (27-NOV-2008) Biologia Mlecular, Instituto de
I nvestigaci ones Bi onedi cas, UNAM Ciudad Universitaria, Mexico
City, DF 04510, Mexico
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..316
/ organi sm="Tri chonpnas t enax”
/ mol _type="genomi ¢ DNA"
/ db_xr ef ="t axon: 43075"
/ cl one="HS-4: NI H'
r RNA 1..118
/ product="5S ribosonal RNA type B"
nmisc_feature 119..>316

/ note="5S ri bosomal RNA intergenic spacer"

repeat _region 199.. 232

ORIGN
1
61
121
181
241
301

LOCUS

/rpt_type=inverted

gaagcggcca cacccgtctg gcaacatcca getccattcc gaacctggaa attaagcagt
cgcgggccac atcagtactg ggetgggcga cttcccggga acgtgtggtg cttgettcett
tttctttttt ctcgacagaa gaatcacaat gtgcgagagt cgcgtgcgag tctcacgcat
gtgatggcga agtgtttaga gtgatatttt tttaaaaaaa aaatatcact catcaacatc
tctttcatca catgcgt gaa aaacaaattg agagaagtca gtttagtgtt atatgtttcc
gt caaacata cctttc

FJ492749 862 bp DNA l'i near I'NV 12- MAY- 2009

DEFINITION Tritrichononas foetus 5S ribosomal RNA type A gene, conplete

ACCESSI ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE

sequence; and ubiquitin gene, conplete cds.
FJ492749
FJ492749.1 @ :229561955

Tritrichononas foetus

ORGANI SM Tritrichononas foetus

Eukaryot a; Parabasalidea; Trichononada; Trichononadi da;
Trichononadi dae; Tritrichononadinae; Tritrichononas.

REFERENCE 1 (bases 1 to 862)
AUTHORS Torres-Machorro, A L., Hernandez,R, Alderete,J.F. and
Lopez-Vill asenor, I .
TI TLE Conpar ative anal yses anong the Trichononas vagi nalis, Trichonopnas
tenax, and Tritrichonmonas foetus 5S ribosomal RNA genes
JOURNAL  Curr. Genet. 55 (2), 199-210 (2009)
PUBMED 19290527
REFERENCE 2 (bases 1 to 862)
AUTHORS  Torres-Machorro, A L., Hernandez, R, Alderete,J.F. and
Lopez-Vill asenor, I .
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (27-NOV-2008) Biologia Mlecular, Instituto de
I nvestigaci ones Bi onedi cas, UNAM Ciudad Universitaria, Mexico
City, DF 04510, Mexico
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..862
/organi sm"Tritri chononas foetus"
/ ol _type="genom ¢ DNA"
/ db_xref ="taxon: 5724"
r RNA 1..118
/ product ="5S ri bosomal RNA type A"
pronot er 315..318
/note="Inr"
nRNA <348..>578
/ product =" ubi qui ti n"
CDS 348..578

/ codon_start=1

/ product =" ubi qui ti n"

/ protein_id="ACQr8154. 1"

/db_xref="Qa :229561956"

/transl ati on="MYFFVKTLSGKTI Al EADQNDRI EDI KGKI QDKEG PRDQQRLI
FAGKQLEDGNRLKDYSI QKDSTLHLVLRLRGG'

pol yA si gnal 620. . 623
pol yA si gnal 625..628
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ORIGN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

LOCUS

DEFI NI TI ON

ACCESSI ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE

ORGANI SM

REFERENCE
AUTHCRS

TITLE
JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHCRS

TITLE
JOURNAL

FEATURES

gaagcggcca
cgcgggct ac
tttatatatt
ttgttgatta
aaat at aaga
aatttataat
tt aaaact ct
acat t aaagg
t cgcaggaaa
caacattaca
agtatatctt
gttttatcct
caaacttatt
tttataaaga
gt gt aaacag

FJ492750

FJ492750

tacccggctg
atcagtactg
ttattatata
t aat aaat at
gaat gaact t
aacttcatta
aagt ggaaaa
aaaaattcaa
acaat t agaa
tttagtttta
gtt aat gaat
ttttatttca
aat aaagaaa
at aaacaaaa
aaacaatcta

gat acat cca
ggct aggaga
ctgat at t at
t at gat gat a
cattcaattt
tttttttaag
actattgcta
gat aaagaag
gat ggaaaca
agacttcgtg
aaagt aaaca
aat gaaat ga
t at at caaat
aaacagttaa
tt

1367 bp

Tritrichononas foetus 5S ribosomal
sequence.

FJ492750.1 d:229561957

Tritrichononas foetus

Tritrichononas foetus

gctccattcc
cttcccggga
tttttattat
tat aacat gt
tcattgat at
ct agt aagaa
tt gaagcaga
gaat t ccaag
gact t aaaga
gt ggat gaaa
tt caaaat ac
aagtttcttt
at aaaaaat a
ttctaagtta

DNA

gaacct ggaa
acgtgtggtg
ttggaatt at
tatattcatt
aaaaatttaa
at aaaaaat g
t caaaat gat
agat caacaa
ctattcaatt
aagattcttt
ataatttgta
ttcatatttt
tt aacaaaac
aat aat aaat

l'i near

RNA type B gene,

att aagcagt
ctgcttectt
tatatcattt
tacattattc
taatgattga
cagttctttg
agaat t gaag
cotttaattt
caaaaagat t
tatatatata
aattacttat
gttatttaat
aaaagagaaa
aagt t t aaat

I NV 12- MAY- 2009
conpl ete

Eukaryot a; Parabasalidea; Trichononada; Trichononadi da;

Tri chononadi dae;
1 (bases 1 to 1367)

Tritrichononadi nae;

Torres-Machorro, A L., Hernandez
Lopez- Vil |l asenor, | .
Conpar ative anal yses anong the Trichononas vagi nalis, Trichononas
tenax, and Tritrichononas foetus 5S ribosonmal RNA ge
Curr. Cenet. 55 (2),

19290527

2 (bases 1 to 1367)

199-210 (2

Torres-Machorro, A L., Hernandez
Lopez- Vil |l asenor, | .
Di rect Submi ssion

Subni tted (27- NOV-2008)
I nvestigaci ones Bi onedi cas,

Cty, DF

source

r RNA

repeat _region

repeat _region
repeat _region

ORIGN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

gaagcggcca
cgcgggct ac
tttatatatt
tttgttaatt
acattttata
tt gatat aaa
t aat aaaaaa
actctttgta
t aaaaact ct
cttaaagttg
atattt aaag
tt cgcaggaa
ttcaacatta
taattatatc
gtttattctt
aaatctatta
aagaat aaac
acagaaacaa
at aagt aaac
attttttatt
ttattaacaa
att aacaaag
agtt aaat aa

04510, Mexi

co

Location/ Qualifiers

1..1367

/organi sm"Tritrichononas foetus"

Tritrichononas.

,R, Alderete,J.F. and

009)

nes

,R, Alderete,J.F. and

/ mol _type="genomi ¢ DNA"
/ db_xref ="t axon: 5724"

1..118

/ product ="5S ribosonal

386..542

/rpt _type=tandem
/rpt_unit_range=386..398

order (849..
order (961..

tacccggctg
atcagtactg
ttattatata
agaaatatta
ttcatttaca
aatttaataa
t aaaaaat gc
aaaactcttt
tt gt aaaaac
aaaaaact at
gaaaaattca
aacaatt aga
catttagttt
ttgtttatga
tttatttcaa
at aaagaaat
aaaaaacagt
t caagat t ct
at gt aaaat a
t caaat gaaa
t ggaat at ga
aat gat aaca
t aaat aagt t

895,1143. .1
1032, 1292. .

gatacat cca
ggct aggaga
tttatttttt
ttatatataa
ttatttaaat
t aat caaaat
agttctttgt
gt aaaaact ¢
tctttgtaaa
tggctatttg
agat aaagaa
t gat ggaaag
taagacttcg
at aagt aaac
at gaaat gaa
aaat caaat a
taattctaag
tttatatata
cataaat tct
tgaaagtttc
caaacaaagt
aaggaat aaa
taaat gt gta

Bi ol ogi a Mol ecul ar, Institut
UNAM Ci udad Universitaria, Mxico

RNA type B"

189)
1364)

gctccattcc
cttcccggga
attattatta
caat gatata
at aagagaat
ttataatcat
aaaaact ctt
tttgtaaaaa
aactctttgt
aaaggcagat
ggaatttcaa
caaact t aaa
tggt ggat ga
atttaaaata
agtttectttt
taaaaat att
tt aaat aata
tatatacata
tatgttaatt
tttttcatat
t ccaaat cat
gaagaat aaa
aacagaaaca

gaacct ggaa
acgtgtggt g
tttggaatta
tttttacttt
gaact t caat
ttcatattat
t gt aaaaact
ctctttgtaa
aaaaactctt
caaaat gata
gagat caaca
gact act caa
aaaagattct
cataatttgt
tcatattttg
aacaaaacaa
aat aaagttt
ttattatatc
cttttgattt
tttgttattg
caaatatatc
Ccaaaaaaaca
atctatt

o de

att aagcagt
ctgcttcctt
ttatatcatt
tttcaattaa
ccaattttca
tttttaaaga
ctttgtaaaa
aaactctttg
t gt aaaaact
gaat t t gaag
acgtttaatc
tttaaaaaga
tatatatata
aaattcttat
ttattcaatc
aagagaaat a
aaat gt gt aa
ttgtttatgg
taaatttttt
cat aaaaaac
aaatattcta
gttaattcta
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Keywords

Abstract

The study of genomic organization and regulatory elements of rRNA genes in
metazoan paradigmatic organisms has led to the most accepted model of rRNA
gene organization in eukaryotes. Nevertheless, the rRNA genes of microbial
eukaryotes have also been studied in considerable detail and their atypical
structures have been considered as exceptions. However, it is likely that these
organisms have preserved variations in the organization of a versatile gene that
may be seen as living records of evolution. Here, we review the organization of the
main rRNA transcription unit (rDNA) and the 55 rRNA genes (5S rDNA). These
genes are reiterated in the genome of microbial eukaryotes and may be coded
alone, in tandem repeats, linked to each other or linked to other genes. They may
be found in the chromosome or extrachromosomally in linear or circular units.
rDNA coding regions may contain introns, sequence insertions, protein-coding
genes or additional spacers. The 55 rDNA can be found in tandem repeats or
genetically linked to genes transcribed by RNA polymerases I, II or III. Available
information from about a hundred microbial eukaryotes was used to review the
unexpected diversity in the genomic organization of rRNA genes.

rRNA; 5S rRNA; unicellular eukaryote;
ribosomal cistron organization;
extrachromosomal gene; repeated sequence.

Introduction

The most recent phylogenetic model for relationships among
eukaryotes clusters them into six supergroups, probably
monophyletic (Simpson & Roger, 2004; Adl et al, 2005).
Microbial eukaryotes are found in all six groups and have
considerable morphological, ultrastructural and genetic diver-
sity. Several unique features have been described in these
organisms, such as trans-splicing and RNA editing in trypa-
nosomatids (Madison-Antenucci et al., 2002; Haile & Papa-
dopoulou, 2007) as well as DNA splicing and rearrangements
in the ciliate Tetrahymena (Prescott, 2000). Microsporidia
(Encephalitozoon cuniculi) possess genomes in the size range
of bacteria (Keeling & Slamovits, 2004), while the genomes of
dinoflagellates lack histones and nucleosomes (Moreno Diaz
de la Espina et al., 2005). Cryptomonad and chlorarachnio-
phyte unicellular algae conserve a relict miniaturized nucleus
of a formerly independent alga (nucleomorph) (Cavalier-
Smith, 2002) and specialized infection organelles (rhoptries
and micronemes) are present in apicomplexans such as

FEMS Microbiol Rev 34 (2010) 59-86

Plasmodium (Kats et al., 2006) and Toxoplasma parasites
(Boothroyd & Dubremetz, 2008). Unusual characteristics
extend to the organization of rRNA genes, which evidence
the peculiarities, diversity and divergence of the genome
structure in microbial eukaryotes. An overview of the biology
of key microbial eukaryotes is given in Box 1.

The typical eukaryotic translation machinery, the ribosome,
is composed of two subunits with four rRNA species and > 70
proteins. The large subunit (LSU) contains the 28S, the 5.8S and
the 5S rRNAs. The small subunit (SSU) contains the 18S rRNA
(SSU rRNA). The four rRNA mature molecules are coded in
two rRNA genes transcribed by two different RNA polymerases.
The 188, 5.8S and 28S rRNAs are coded in a single transcription
unit called a ribosomal cistron or the main transcription unit,
transcribed by RNA polymerase I (pol I). The 5S rRNA gene is
not usually linked to the ribosomal cistron and is transcribed by
pol IIT (Mandal, 1984; Paule & White, 2000).

rRNA genes were among the first genes to be studied in
detail due to their highly repetitive nature, ease of manip-
ulation and biological importance (Miller & Beatty, 1969;

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved
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Box 1. Characteristics of some microbial eukaryotes

We used the most recent and accepted classification of eukaryotes, based on multiple gene molecular phylogenies and structural analyses. This system divides
eukaryotes into six supergroups: Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Plantae, Chromalveolata and Excavata (Simpson & Roger, 2004; Adl et al., 2005; Dacks
etal., 2008). Here, we describe key microorganisms of each supergroup (Margulis & Schwartz, 2000).

1. AMOEBOZOA: Organisms that show amoeboid locomotion with pseudopodia.

Pelomyxa palustris: Giant anaerobic amoeba that contains three types of bacterial endosymbionts that replace the functions of some lacking organelles such as
the mitochondria.

Acanthamoeba castellanii (Acanthamoebidae): Freeliving soil amoeba.

Entamoeba histolytica (Entamoebida): Uninucleate amitochondriate amoeba that infects the intestine of animals, causing amoebiasis.

Physarum polycephalum (Eumycetozoa, Myxogastria): Amoeboid cells that can differentiate into fungus-like reproductive structures. During its life cycle, a
diploid zygote divides repeatedly to form a multinucleated cytoplasmic mass called the plasmodium. Under dry conditions, the plasmodium may mature into
spore-producing organs.

Didymium iridis (Eumycetozoa, Myxogastria): Plasmodial slime mold.

Dictyostelium discoideum (Eumycetozoa, Dictyostelia): Land-dwelling cellular slime mold. Independent amoebas may aggregate into a slimy mass (slug) that
eventually transforms into a reproductive body that produces spores.

2. OPISTHOKONTA: Organisms with a single posterior flagellum in at least one stage of the life cycle.
Fungi: Dominant osmotrophs that play crucial roles as decomposers and as symbionts or parasites.
Ascomycota: Hold a microscopic reproductive structure called ascus.
Pneumocystis carinii (Ascomycota, Taphrinomycotina): Causes fatal pneumonia in immunocompromised humans.
Schizosaccharomyces pombe (Ascomycota, Taphrinomycotina, Schizosaccharomycetes): Fission yeast.
Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota, Saccharomycetes): Budding yeast that ferments sugars to ethyl alcohol.
Candida albicans (Ascomycota, Saccharomycetes): Causes infections in humans.
Microsporidia: Intracellular asexual parasites that lack mitochondria. The microsporan resting stages are the chitinous spores, which contain a polar
filament and an infective body.
Encephalitozoon cuniculi: Parasites of warm-blooded vertebrates, holds one of the smallest known eukaryotic genomes (2.9 Mbp) (Biderre et al., 1997).
Nosema bombycis: causes disease in insects.

3. RHIZARIA: Organisms with pseudopodia of various types.
Foraminifera: Planktonic or benthic free-swimming organisms that have pore-studded shells. They show nuclear dimorphism and complex life cycles.

4. PLANTAE (ARCHAEPLASTIDA): Organisms that hold a photosynthetic plastid derived from a primary endosymbiosis with a cyanobacterium.
Rhodophyceae (Red algae): Mostly marine organisms that hold rhodoplasts (red plastids).
Cyanidoschyzon merolae: Unicellular organisms that inhabit sulfate-rich hot springs.
Chloroplastida: Organisms that hold green chloroplasts.
Acetabularia mediterranea (Chlorophyta, Ulvophyceae): Syncytial green algae.
Chlorella (Chlorophyta, Trebouxiphyceae).
Chlamydomonas (Chlorophyta, Chlorophyceae).

5. CHROMALVEOLATA: Organisms that contain a plastid that comes from a secondary endosymbiosis with an ancestral archaeplastid.

Bacillariophyta (Stramenopiles): Single cells or colonies covered by an elaborate, symmetrical two-part shell.

Alveolata:

Dinoflagellata (Dinozoa): Mostly unicellular marine plankton, holding two undulipodia and complex rigid walls (tests). Some species produce toxins.

Pfiesteria piscicida (Dinophyceae, Peridinophyceae).
Ciliophora: Unicellular organisms covered with cilia (short undulipodia). They have two types of nuclei: small genetic micronuclei (MIC, containing
standard chromosomes) and large transcriptionally active macronuclei (MAC, it develops from the micronuclei).
Euplotes (Intramacronucleata, Spirotrichea, Hypotrichia).
Paramecium (Intramacronucleata, Oligohymenophorea, Peniculia).
Tetrahymena (Intramacronucleata, Oligohymnophorea, Hymenostomatia).
Apicomplexa: Specialized obligate intracellular parasites named for the ‘apical complex’ that hold structures such as rhoptries and micronemes, the
specialized machinery used for invasion (Kats et al., 2006; Boothroyd & Dubremetz, 2008).
Plasmodium (Aconoidasida, Haemosporida): The causative agent of malaria exists in association with an invertebrate host (sexual stage in the mosquito)
and a vertebrate host (asexual stage). Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax infect human red blood cells, while Plasmodium berghei infects rodents.
Babesia bovis (Aconoidasida, Piroplasmorida).
Theileria parva (Aconoidasida, Piroplasmorida).
Cryptosporidium (Conoidasida, Coccidiasina).
Eimeria (Conoidasida, Coccidiasina).

6. EXCAVATA: Organisms that typically have a suspension-feeding groove and flagella.
Giardia intestinalis (Fornicata, Eopharyngia, Diplomonadida, Giardiinae): A parasite of the small intestine of vertebrates through infective cysts. It has two
transcriptionally active karyomastigonts (nuclei attached to undulipodia by thin fibers), and lacks mitochondria and the Golgi apparatus.
Trichomonas vaginalis (Parabasalia, Trichomonadida): Amitochondriate parasite causative of trichomoniasis in humans. The organelles known as parabasal
bodies are involved in the synthesis, storage and transport of proteins.
Trichomonas tenax (Parabasalia, Trichomonadida): Infects the human mouth.
Tritrichomonas foetus (Parabasalia, Trichomonadida): Infects the urogenital tract of cattle.
Naegleria gruberi: (Heterolobosea, Vahlkampfiidae) Soil and freshwater freeliving amoeba that transforms into unduliopodiated cells.
Euglena gracilis (Euglenozoa, Euglenida, Euglenea): Unicellular organism living in stagnant water. It can be found with or without chloroplasts.
Kinetoplastea (Euglenozoa): Contain a large mitochondrion called a kinetoplast.
Trypanosoma (Metakinetoplastina, Trypanosomatida): The change of host and some differentiation steps are associated with characteristic movements of
the kinetoplast along the cell. Trypanosoma brucei infection (transmitted to humans through the bite of infected tsetse flies) causes the sleeping sickness,
while Trypanosoma cruzi infection (transmitted through the bite of infected reduviid bugs) leads to Chagas disease in humans.
Leishmania (Metakinetoplastina, Trypanosomatida): Parasite responsible for the leishmaniasis disease. It multiplies within the lysosomes of vertebrate
macrophages and within the digestive system of sand-flies.
Bodo saltans (Metakinetoplastina, Eubodonida): Freeliving bi-undulipodiated cell.
Crithidia (Metakinetoplastina, Trypanosomatida).
Trypanoplasma (Metakinetoplastina, Parabodonia).
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Fig. 1. General organization of the ribosomal main transcription unit (rDNA) and 55 rDNA. (a) Schematic representation of Xenopus laevis rDNA. About
600 U of the ribosomal cistron are encoded in the chromosome in head-to-tail tandem repeats. Each unit contains a coding region (red) and an IGR. (b)
A single unit of the X. laevis rDNA. The 18S, 5.8S and 28S rRNA molecules are transcribed as a single RNA precursor that is post-transcriptionally
processed to produce the mature rRNA molecules. Transcription regulatory elements for RNA polymerase | are found in the NTS: tandem-repeated
sequences (R), spacer promoters (SP), transcription terminators (T) and the promoter (P). The IGR comprises both the NTS and the ETS. (c) Organization
of somatic 5S rDNA in X. laevis. The 5S rDNA is organized in tandem head-to-tail repeats that include a coding region (green box) and an intergenic
sequence (black line). The 5S rDNA promoter is internal to the coding region (light green box). Arrows represent the transcription start point. ETS,

external transcribed spacer.

Long & Dawid, 1980; Sollner-Webb & Mougey, 1991). The
thorough study and description of genomic organization
and regulatory elements in the rRNA genes of Xenopus,
Drosophila and mouse led to the most accepted model of
rRNA gene organization in eukaryotes (Long & Dawid,
1980; Mandal, 1984; Sollner-Webb & Mougey, 1991) (Fig.
1). The rRNA genes of microbial eukaryotes have also been
intensively studied, although they were considered to be the
exception to the rule, as their organization differs from the
general models (Long & Dawid, 1980; Mandal, 1984). Here,
we focus on the rRNA gene organization of microbial
eukaryotes where many examples of gene diversity can be
found. This work also summarizes the variability of motifs
present in the rDNA intergenic region (IGR), which may
include general and species-specific elements. For simplicity,
in this review, the ribosomal cistron is referred to as rDNA
and the term 5S rDNA is used for the 55 rRNA gene.

Overview of the eukaryotic rRNA genes

The ribosomal cistron (rDNA)

In most species, the rDNA is present in multiple copies
organized as tandem head-to-tail repeats. The rDNA unit is
composed of a transcribed region and an IGR (also called
the intergenic spacer) consisting of a nontranscribed spacer
(NTS) 2-30kbp long and an external transcribed spacer.
The NTS contains most of the regulatory elements for
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transcription, while the external transcribed spacer is part
of the primary transcript (pre-rRNA, 7-14kb long) (Soll-
ner-Webb & Mougey, 1991) (Fig. 1).

Several regulatory elements may be found in the IGR such
as enhancers, spacer promoters, a proximal terminator and
the gene promoter. This region may also contain several
repetitive sequences that may improve the transcription
efficiency, with additive effects (Paule & White, 2000). A
schematic representation of the Xenopus laevis tDNA is
shown in Fig. la and b as an example of the ‘typical’
eukaryotic rDNA organization (Sollner-Webb & Mougey,
1991). The rDNA pol I core promoter and other nonre-
peated rDNA regulatory elements have been described and
studied in detail in some unicellular eukaryotes such as
Trypanosoma cruzi, Acanthamoeba castellanii and yeast
(Kownin ef al., 1985; Neigeborn & Warner, 1990; Wai et al.,
2000; Figueroa-Angulo et al., 2006).

Transcription of the rDNA proceeds from the promoter
through the 5’ external transcribed spacer — 18S rRNA —
internal transcribed spacer-1 (ITS-1) — 5.8S rRNA — ITS-2
and 28S rRNA, until pol I comes across a transcription
termination signal (Long & Dawid, 1980). In most cases, the
rDNA primary transcript is post-transcriptionally processed
in three rRNA mature molecules: 18S, 5.8S and 28S, result-
ing from the elimination of the external transcribed spacers
ITS-1 and ITS-2 (Fig. 1) (Long & Dawid, 1980). Additional
processing of the rRNAs into several smaller molecules has
also been described. As most eukaryotic LSU rRNAs (eLSU
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rRNAs) are fragmented by removal of ITS-2, the eLSU rRNA
should be defined as 5.85+28S rRNA. Because the term LSU
rRNA has been used as equivalent to bacterial 23S rRNA,
here we refer to the 5.85+28S rRNA as eLSU rRNA.

The 5S rRNA gene (55 rDNA)

The 5S rDNA is reiterated in the eukaryotic genome in
tandem head-to-tail arrays (Paule & White, 2000) (Fig. 1c).
The 5S rDNA promoter (Internal Control Region) is found
downstream of the transcription start point and within the
transcribed region. Upstream regulatory elements can also
be found in some 5S rDNAs that may be necessary for
transcription. The Internal Control Region is sufficient for
transcription of 5S rRNA in Xenopus (Bogenhagen et al.,
1980; Sakonju et al., 1980) whereas in Saccharomyces cerevi-
siae two upstream regulatory elements (start site element
and upstream promoter element) are necessary for its
efficient transcription in vivo (Lee et al., 1997).

Redundancy and relative ratio of the rRNA genes

rRNA genes are reiterated in almost every eukaryotic
genome studied, and the gene copy number is maintained
at a characteristic constant level for each organism. In most
organisms, not all of the rDNA copies are transcribed
(Conconi et al., 1989), suggesting that the total rDNA copy
number is not directly related to the synthesis of rRNA
(Kobayashi et al., 1998; Grummt, 2003; Raska et al., 2004). It
has been proposed that the rDNA may participate in roles
other than transcription, such as maintenance of the nu-
cleolar structure and rDNA stability (Nogi et al, 1991;
Oakes et al., 1993).

A considerable variation in the rDNA and 5S rDNA gene
copy number exists among eukaryotes (Table 1): the rDNA
copy number can range from one and two copies in the
Ascomycota Pneumocystis carinii and the Apicomplexa Thei-
leria parva to 4800 copies in the green alga Acetabularia
mediterranea and 9000 copies in the ciliate Tetrahymena
thermophila. The 5S rDNA copies can range from three in
the red alga Cyanidioschyzon merolae to about one million in
the ciliate Euplotes eurystomus. In the slime mold Dictyoste-
lium discoideum and in the yeast S. cerevisiae, the rDNA and
5S rDNA genes are present in equal numbers, although a
strict relationship between both types of genes is not always
observed. For example, Euglena gracilis has 800-4000 copies
of rDNA and only 300 copies of the 55 rDNA; in contrast,
110 copies of the rDNA are present in the genome of the
kinetoplastid T. cruzi, while the 5S rDNA is repeated 1600
times. The copy number of rRNA genes in some microbial
eukaryotes and the rDNA/5S rDNA ratio are given in Table
1. The considerable variability in this ratio suggests that
different species may have particular regulatory mechanisms
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to maintain the 188S, 5.8S, 28S and 5S rRNA homeostasis for
the efficient synthesis of ribosomes.

The ribosomal cistron: localization, gene
linkage and IGR

The typical rDNA organization

Chromosomally localized tandem head-to-tail repeats of
rDNA units containing a coding region and an IGR repre-
sent the typical rDNA organization in eukaryotes. Some
microbial organisms of various phylogenetic branches share
this general organization, as shown in Fig. 2 and Table 2.
Tandem rDNA units may be located in a single chromosome
and locus (e.g. Kluyveromyces lactis and Trichomonas vagi-
nalis), or in various chromosomes and loci (e.g. T. cruzi).
Atypical tail-to-tail and head-to-head rDNA repeats (inter-
spersed with typical tandem head-to-tail repeats) are ob-
served in Acetabularia exigua (Berger et al., 1978; Spring
et al., 1978). In various yeast species such as K. lactis and
S. cerevisiae, tandem rDNA units are genetically linked to the
5S rDNA. In these cases, the 55 rDNA can be coded either in
a sense or an antisense orientation relative to the rDNA
coding strand (Table 2, Fig. 2b and c).

Depending on the species (and isolate) studied, several
tandemly repeated sequences may be found in the IGR with
variations in size, sequence and number (Table 3). For
example, the IGR of Leishmania species contain a 60—64 bp
repeated element reiterated between 16 and 275 times,
causing length variations in the IGR that range from 4 to
12 kbp. The size, number and sequence of these motifs are
species- and isolate-specific elements in Leishmania spp.
(Gay et al., 1996; Uliana et al., 1996; Yan et al., 1999;
Martinez-Calvillo et al., 2001; Orlando et al., 2002) (Table 3
and Fig. 2g).

Unlinked and heterogeneous rDNA

rDNAs with heterogeneous coding and intergenic sequences
are characteristic of the Apicomplexa group and may be
found unlinked (located in nonadjacent loci) and in low
copy number (Table 4). For example, Plasmodium spp. may
have four to eight rDNA copies per haploid genome.
Plasmodium falciparum and Plasmodium berghei have two
types of rDNA units (Waters et al., 1989; Waters, 1994): A-
type and S-type (also known as C-type in P. berghei) code for
different SSU and eLSU rRNAs that correlate with the
production of ribosomes with different GTPase activity
(Rogers et al., 1996; Velichutina et al., 1998). The expression
of rDNA genes is tightly linked to the progression of
Plasmodium life cycle: the A-type rRNA is expressed pre-
dominantly in the vertebrate host (asexual development),
whereas the S-type rRNA is expressed in the mosquito stage
(sexual development) (Mercereau-Puijalon et al., 2002) (Fig.
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Table 1. rRNA genes: copy number, unit size and organization
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rDNA unit 5S rDNA unit rDNA/5S
rDNA size (kbp) and 55 rDNA size (kbp) and rDNA copy
Organism copies organization copies organization ratio References
Excavata
Crithidia fasciculata 11-12(T) 250-300 0.23(T) Kock & Cornelissen (1990),
Schnare et al. (2000)
Diplonema papillatum 0.68 and 1.7 (T) Sturm et al. (2001)
Euglena gracilis 800-4000 (C), 11.5(C) 330 0.6 (T) 2.42-12.12 Ravel-Chapuis (1988), Keller
4(chr) etal. (1992)
Herpetomonas 0.6 (T) Aksoy (1992)
Leishmania donovani 166 12.5() Yan et al. (1999), Leodn et al.
(1978)
Leishmania major 63 14.(T) Martinez-Calvillo et al. (2001),
Ivens et al. (2005)
Trypanosoma brucei 56 (M) 1500 0.75 0.04 Hasan et al. (1984), Berriman
et al. (2005)
Trypanosoma cruzi 110 30 (T) 1600 0.48 (T) 0.07 Castro et al. (1981),
Hernandez-Rivas et al. (1992),
Hernandez et al. (1993)
Trypanosoma rangeli 330 0.9 Aksoy et al. (1992)
Trypanosoma vivax 0.72 Roditi (1992)
Naegleria gruberi 3000-5000 (C) 14 (C) Clark & Cross (1988)
Giardia intestinalis 60 (H), 300 5.6(T) Le Blancq et al. (1991)
Trichomonas tenax (T) 0.01% * 0.307 and 0.316 (T) Torres-Machorro et al. (2009)
Trichomonas vaginalis 6 (T) 0.1% * 0.334 and 0.335(T) Lopez-Villasefior et al. (2004),
Torres-Machorro et al. (2006)
Tritrichomonas foetus 12 6 (T) 0.04%* 0.86 and ~1.3 (T) Chakrabarti et al. (1992),
Torres-Machorro et al. (2009)
Trypanoplasma borreli 0.59 Maslov et al. (1993)
Chromalveolates
Babesia bigemina 3 10.65, 10.8 and Reddy et al. (1991)
13.35 (V)
Babesia bovis 3 7 Dalrymple (1990)
Babesia canis 4 Dalrymple et al. (1992)
Cryptosporidium parvum 5 (H) 6.5(T) 6 0.55and 0.79, 3(T), 0.83 Taghi-Kilani et al. (1994), Le
3(U) Blancq et al. (1997)
Eimeria tenella 140 (M) 500 0.73(T) 0.28 Stucki et al. (1993), Shirley
(2000)
Plasmodium berghei 4 [(9)] 3 () 1.33 Dame & McCutchan (1983),
Waters (1994)
Plasmodium falciparum 5-8 (V) 3 1.67-2.67 Shippen-Lentz & Vezza
(1988), Gardner et al. (2002)
Plasmodium lophurae 6 (U) Unnasch & Wirth (1983)
Plasmodium vivax 7 [(9)] Lietal. (1997)
Theileria parva 2 ((©) 3 0.67 Kibe et al. (1994), Gardner
et al. (2005)
Toxoplasma gondii 110 7.5() 110 1 Guay et al. (1992)
Perkinsus andrewsi 7.7-7.8 Pecher et al. (2004)
Euplotes crassus 7 (L) Erbeznik et al. (1999)
Euplotes eurystomus 1000000 0.93 (L) Roberson et al. (1989)
Glaucoma chattoni 9.3 (L) Challoner et al. (1985)
Oxytricha fallax 7.49 (L) 0.69 (L) Rae & Spear (1978), Swanton
etal. (1982)
Paramecium tetraurelia 9(T,L,QC) Preer et al. (1999)
Tetrahymena pyriformis 200 MAC 350 MAC, 0.28 0.29 Kimmel & Gorovsky (1976),
(H), 1 MIC 350 MIC (H) Kimmel & Gorovsky (1978)
Tetrahymena thermophila 9000 MAC, 21 (L,P) 150 MAC, 0.25-0.29 30 Yao & Gall (977), Allen et al.
TMIC 150 MIC (H) (1984), Eisen et al. (2006)
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Table 1. Continued.
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rDNA unit 5S rDNA unit rDNA/5S
rDNA size (kbp) and 55 rDNA size (kbp) and rDNA copy
Organism copies organization copies organization ratio References
Amoebozoa
Acanthamoeba castellanii  24(H), 600 12(T) 480 (V) 1.25 Zwick et al. (1991), Yang et al.
(1994)
Dictyostelium discoideum 180 (L), 1 (chr) 88 (L,P) 180 88 (L,P) 1 Cockburn et al. (1978),
Hofmann et al. (1993)
Didymium iridis 20 (L) Johansen et al. (1992)
Entamoeba histolytica 200 (C), 0 (chr) 24.5 (C) Huber et al. (1989), Bagchi
(HM-1:1IMSS) etal. (1999)
Physarum polycephalum 1 x 10" > 60 (L,P) 0.68 Campbell et al. (1979)
Plantae
Acetabularia mediterranea 3500-4800 M Spring et al. (1978)
Cyanidioschyzon merolae 3 (V) 3 (V) 1 Maruyama et al. (2004),
Matsuzaki et al. (2004)
Opisthokonta
Candida albicans 100 (C), 200 (chr) 11.6-12.5(T) Huber & Rustchenko (2001)
Candida glabrata > 115 () > 230 0.5 Maleszka & Clark-Walker
(1993), Bergeron & Drouin
(2008)
Hansenula polymorpha 50-60 8(T) 50-60 1 Ramezani-Rad et al. (2003)
Kluyveromyces lactis 60 8.6(T) 60 1 Verbeet et al. (1984)
Pneumocystis carinii 1 Tang et al. (1998), Fischer
et al. (2006)
Saccharomyces cerevisiae  100-200 9.1 (T 100-200 1 Rubin & Sulston (1973),
Rustchenko & Sherman (1994)
Schizosaccharomyces 100-120 10.4(T) 30 (V) 3.33-4 Wood et al. (2002)
pombe
Yarrowia lipolytica 100 7.7and 8.7 (T) 108 () 0.93 van Heerikhuizen et al. (1985),
Acker et al. (2008)
Encephalitozoon cuniculi 22 8.9 (tel) 3 (V) 7.33 Peyretaillade et al. (1998),
Katinka et al. (2001)
Nosema apis 18(T) Gatehouse & Malone (1998)
Nosema bombycis 4.3(T) Huang et al. (2004)

All copy numbers are approximate, mainly based on quantitative hybridization analyses. If the rDNA is chromosomal, the unit size corresponds to the

complete unit containing the rDNA coding region and the intergenic spacer.

If the rDNA unit is extrachromosomal, the unit size corresponds to the whole molecule size.
*In trichomonads the percentage of the genome sequence that corresponds to the 55 rRNA coding region is indicated.
C, extrachromosomal circle; chr, chromosomal; H, haploid; L, extrachromosomal linear molecule; MAC, macronucleus; MIC, micronucleus; P,

palindrome; T, tandem; tel, telomeric; U, unlinked and nontandem.

3). During the transfer of Plasmodium from the vertebrate
host to the mosquito, drastic changes in glucose concentra-
tion and temperature are involved in regulating the expres-
sion of A- and S-type rDNA genes from different promoter
elements (Mack et al., 1979; Fang & McCutchan, 2002; Fang
et al., 2004). A third type, the O-type rDNA (oocyst), has
been described in the human malaria parasite Plasmodium
vivax, whose synthesis takes place in ookinetes inside the
mosquito’s gut (Li et al., 1997). Comprehensive reviews of
rRNA genes from Plasmodium describe in detail the char-
acteristic organization and function of these genes (Waters,
1994; McCutchan et al., 1995). Other Apicomplexa species
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with a similar rDNA organization are described in Table 4, as
well as the non-Apicomplexa red alga C. merolae. This
organism has only three unlinked rDNA units in two
different chromosomes, with similar rRNA coding se-
quences (Matsuzaki et al., 2004).

Telomeric rDNA

The microsporidian obligate intracellular parasite E. cuniculi
has 22 rDNA units located as single copies in all telomeres of
its 11 chromosomes (Brugere et al., 2000). Candida albicans
rDNA is found in two subtelomeric loci (Dujon et al., 2004),
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Fig. 2. Different organization of tandem head-to-tail rDNA repeats in microbial eukaryotes. (a) Eimeria tenella (Apicomplexa) exemplifies microbial
eukaryotes with the typical rDNA organization. (b, c) rDNA copies in Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota) and Toxoplasma gondii (Apicomplexa) are
linked to the 5S rDNA (green), but in opposite polarities. Intergenic short direct repeats present in S. cerevisiae are shown as colored bars (see also Table
3). (d) In Giardia intestinalis (Diplomonadida), a 32-kDa antigenic protein (dark blue arrow) is coded in the complementary rDNA strand. (e) In
Acanthamoeba castellanii (Acanthamoebidae), the mature eLSU rRNA is fragmented into three molecules: 5.8S, 26Sa (2.4 kb) and 26Sb (2 kb); the IGR
contains six repeats of a 140-bp element (R, aqua boxes). (f, g) In Trypanosoma cruzi and Leishmania major (kinetoplastids), the eLSU rRNA is
fragmented into seven molecules. The T. cruzi IGR contains a 172-bp repeated sequence (orange boxes). In Leishmania spp., the IGR is characterized by
the presence of multiple repeated units (yellow). Leishmania major Friedlins € region is duplicated once. Drawings are not to scale. The size of rDNA units

is shown in Table 1. Arrows show the polarity of transcription.

while Yarrowia lipolytica and Giardia intestinalis TDNA units
are positioned in seven and six subtelomeric loci, respec-
tively (Le Blancq et al., 1991; Dujon et al., 2004). The
G. intestinalis chromosome I varies 5-20% in size due to
subtelomeric rearrangements including variations in rDNA
copy number and size (Hou et al, 1995), while some
subtelomeric rDNA copies are linked to transcriptional gene
units, including protein-coding genes such as ankyrin. Some
of these regions may also hold incomplete rDNA sequences
(Upcroft et al., 2005). Interestingly, fragments of the rDNA
unit are found in all chromosomal ends in D. discoideum.
These regions encode complex repeated sequences (transpo-
sable elements—rDNA junctions) that generate novel telo-
meric structures (Eichinger et al., 2005).

The subtelomeric localization of rDNA sequences as those
found in E. cuniculi, D. discoideum and G. intestinalis
suggests a physiological role for these elements. Telomeres
have an ordered structure in the nucleus and can be
clustered or associated with the nuclear matrix, at least in
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some stage during the life cycle (Pryde et al, 1997).
Telomeres are regions of great plasticity within a heterochro-
matic context, with dynamics that allow for the amplification
and/or variation in the number of telomeric genes and
repeated sequences. It is not known whether subtelomeric
rDNA is involved in the maintenance of the characteristic
telomeric structure or whether the rDNA exploits this
particular structure to regulate its expression and to main-
tain the sequence and copy number (Pryde et al., 1997).

rDNA may be located extrachromosomally

Extrachromosomal rDNA has been found in ciliates,
cellular and plasmodial slime molds and in yeasts (Table 5).
The polyploid somatic macronucleus of the ciliate T. ther-
mophila contains about 9000 copies of a palindromic self-
replicating linear minichromosome, which codes for two
rDNA units (Fig. 4a and Table 5). The IGR of this palin-
drome contains six types of repeated sequences (Fig. 4a and
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Table 2. Organisms with typical rDNA organization

A.L. Torres-Machorro et al.

IGS repeated 55
Organism Localization elements linkage References
Excavata
Crithidia fasciculata Yes X Schnare et al. (2000)
Leishmania spp. 1Ch, 1L Yes X Uliana et al. (1996), Yan et al. (1999), Martinez-Calvillo et al.
(2001), Orlando et al. (2002), de Andrade Stempliuk & Floeter-
Winter (2002)
Trypanosoma brucei 4Ch X X Hasan et al. (1984), Melville et al. (1998)
Trypanosoma cruzi >2Ch Yes X Hernandez et al. (1993)
Giardia spp. 6L (intestinalis)  intestinalis and X Edlind & Chakraborty (1987), Boothroyd et al. (1987), van Keulen
muris etal. (1992), Upcroft et al. (1994)
Trichomonas tenax X X Torres-Machorro et al. (2009)
Trichomonas vaginalis 1Ch, 1L X X Lopez-Villasefior et al. (2004), Torres-Machorro et al. (2009)
Tritrichomonas foetus 1Ch, 1L X X Torres-Machorro et al. (2009)
Chromalveolates
Eimeria tenella 1Ch, 1L X X Shirley (2000)
Toxoplasma gondiii X Sense Guay et al. (1992)
Amoebozoa
Acanthamoeba castellanii Yes X D’Alessio et al. (1981), Yang et al. (1994)
Opisthokonta
Hansenula polymorpha X Linked Klabunde et al. (2002)
Kluyveromyces lactis 1Ch, 1L X Antisense  Verbeet et al. (1984)
Saccharomyces cerevisiae 1Ch, 1L Yes Antisense  Rubin & Sulston (1973), Skryabin et al. (1984), Srivastava &
Schlessinger (1991), Dujon et al. (2004), Kim et al. (2006)
Schizosaccharomyces pombe 1Ch, 2L X X Schaak et al. (1982), Wood et al. (2002)
Torulopsis utilis X Antisense  Tabata (1980)
Yarrowia lipolytica 7L Yes X van Heerikhuizen et al. (1985)
Nosema apis X Sense Gatehouse & Malone (1998), liyama et al. (2004)

IGS, intergenic spacer; X, not identified or not present; Ch, chromosome; L, locus or loci.

Table 3). The rDNA organization in Tetrahymena pyriformis
is similar to the T. thermophila rtDNA palindrome, with
variations in the intergenic repeated motifs (Tables 3 and 5).
Dictyostelium discoideumn and Physarum polycephalum
rDNA is also encoded in palindromic extrachromosomal
molecules (Fig. 4 and Table 5). Both rDNA minichromo-
somes contain several repeated sequence elements (Table 3).
In the D. discoideum rDNA palindrome, two 5S rDNA copies
are present near the telomeric ends, in the same polarity as
the rDNA unit (Fig. 4b) (Cockburn et al., 1978). Addition-
ally, a single rDNA palindrome is located in chromosome IV
(Sucgang et al., 2003). Even though D. discoideum has six
chromosomes, a seventh ‘chromosome’ can be observed in
some chromosomal spreads. This additional ‘chromosome’
corresponds to a chromosome-sized cluster of palindromic
rDNA minichromosomes (Sucgang et al., 2003), which
suggests a physical interaction of the extrachromosomal
rDNA. This particular organization may play a role in the
expression and segregation of mitotic rDNA.
Extrachromosomal linear molecules containing one
rDNA unit are found in Didymium iridis (Fig. 4 and Table
5). Ciliates such as Euplotes crassus and Glaucoma chattoni
have extrachromosomal rDNA copies in single gene-
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sized linear molecules within the macronucleus with
characteristic intergenic repeated elements (Tables 3 and 5).
Finally, tandem rDNA genes in Paramecium tetraurelia
can be found both in circular and in linear extrachromoso-
mal molecules (Table 5), which can contain > 13 rDNA
copies.

rDNA units coded in extrachromosomal circular plas-
mids may be found in Amoebozoa (Entamoeba histolytica)
and Excavata (E. gracilis and Naegleria gruberi) (Fig. 5 and
Table 5). The most-studied E. histolytica isolate HM-1:IMSS
lacks an rDNA chromosomal copy (Bagchi et al., 1999) but
possesses about 200 copies of an extrachromosomal circular
molecule, with two inverted rDNA units and repeated
sequences in the IGR (Table 3 and Fig. 5a). This molecule
starts replication at multiple sites; the primary replication
origins are located near the pol I promoters, but other
replication origins found all the way through the circle are
activated under stress conditions (Ghosh et al., 2003).
Interestingly, a 0.7-kb RNA of unknown function is encoded
in the upstream region of one rDNA unit (Bhattacharya
et al., 1998) (Fig. 5a). Depending on the isolate, variations
are found in the size and organization of the rDNA circular
molecules: the 200:NIH E. histolytica isolate has a
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Intergenic
Size of repeated Number of region
Organism sequences repeated sequences Function size (kb) References
Excavata
Crithidia fasciculata 19bp 28 Schnare et al. (2000)
55 bp* 4 35
Euglena gracilis 14 bp, imperfect repeat 6 Greenwood et al. (2001)
30 bp imperfect 2
palindromes
Leishmania major 63 bp 16-275 4-12 Martinez-Calvillo et al.
(2001)
Leishmania amazoniensis 60 bp 35-70 Uliana et al. (1996)
Leishmania chagasi 64 bp 9 Enhancer-like Gay et al. (1996)
Leishmania infantum 63 bp 40 4-12 Requena et al. (1997)
LiR3 348 bp Transcription
termination?
Leishmania donovani 64 bp 39 5.8 Yan et al. (1999)
63bp 12 4
Leishmania hoogstraali 63 bp 40 5.5 Orlando et al. (2002)
Trypanosoma cruzi 172 bp 2-8 Pulido et al. (1996)
Giardia intestinalis 78bp 2 in GS strain, 3in GK Recombination? Upcroft et al. (1994)
strain
Giardia muris 73bp Varies, 6 min van Keulen et al. (1992)
Chromalveolates
Euplotes crassus I. ~30bp Erbeznik et al. (1999)
IV. ~17 bp
Glaucoma chattoni I.32bp (5) 3 Spacer promoter? Challoner et al. (1985)
II. 14-24bp (5) 7 Enhancer?
IIl. 18 bp (5') 1
IV. 17 bp (3') 9 Termination?
V. 130bp (3') 3 Gene packing?
Tetrahymena thermophila 1. 32 bp (5')" 4 Spacer promoter? 1.9 Challoner et al. (1985)
11.20-21bp (5) 13 Enhancer?
IIl. 20 bp (5') 7
430bp (5') 4 (2 tandem in each Replication, include
chromosome half) type | and Il repeats
IV. 17 bp (3') 5 Termination?
V. 130 bp (3" 4 Gene packing?
Tetrahymena pyriformis 1. 33 bp (5') 3 Spacer promoter? Challoner et al. (1985)
1. 10-24bp (5) 11 Enhancer?
IIl. 14-21bp (5') 5
IV. 17 bp (3') ND
V. 130bp (3') ND
Perkinsus andrewsi 15 bp approximately 8 Coss et al. (2001)
Pfiesteria piscicida 9bp Saito et al. (2002)
Amoebozoa
Acanthamoeba castellanii 106-174 bp 6 UBF binding 2.33 Yang et al. (1994)
Dictyostelium discoideum 29 bp (3') 4 Sucgang et al. (2003)
5/ §
Entamoeba histolytica Dral 170bp (3') 10 ARS-like sequences 9.2 (5') Huber et al. (1989), Mittal
Scal 144 bp (3') 7 3.5(3") etal (1992), Bhattacharya
Scal 144 bp (5) 6 et al. (1998)
Pvul 145 bp (5') 11 Pathogenic-specific
sequence
Hinfl 653 bp (5")" 2 and 4 Recombination
74bp (5) 2
Avall 153 bp (5) 5
1408 bp (5) 2
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Table 3. Continued.
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Intergenic

Size of repeated Number of region

Organism sequences repeated sequences Function size (kb) References

Physarum polycephalum 1. 130 bp (5') >22 Hattori et al. (1984)

I.130bp (3)
II. 50 bp (5) 16
I'. 52 bp (3) 6

Opisthokonta

Saccharomyces cerevisiae 1. 6 bp (5') 3 1.1(5')  Skryabin et al. (1984)

II. 16 bp (5') 2 1.25(3)
. 8bp (5") 3
IV. 11bp (3') 2
V. 9bp (3') 2
V1. 9bp (3) 2

Yarrowia lipolytica 140-150bp Varies van Heerikhuizen et al.
11bp 14 (1985), Fournier et al.

(1986)

Encephalitozoon cuniculi 29bp (5') 2 Peyretaillade et al. (1998)
19bp (5) 8
51bp (3)
43bp (3')

Repeated sequences may not be identical.
*The 55-bp repeat has an internal repeated inverted sequence.

"Type I and Ill repetitions are within a 430-bp repeated segment involved in the replication of the minichromosome.

¥inverted repeat.
$Two blocks of highly repetitive DNA bracket the transcribed region.
“Polymorphic locus with a 65-bp internal inverted repeated sequence.

ND, not determined; UBF, upstream binding factor; IGS, intergenic spacer.

Table 4. Organisms with unlinked rDNA units

Organism Copy number

Chromosomal localization and rDNA types

References

Chromalveolates

Reddy et al. (1991)

Dalrymple (1990), Brayton et al. (2007)
Dalrymple et al. (1992)

Le Blancq et al. (1997)

Kibe et al. (1994), Bishop et al. (2000)
Waters (1994)

Langsley et al. (1983), Mercereau-Puijalon

Babesia bigemina 3
Babesia bovis 3 Two in chr Il and one in chr IV
Babesia canis 4 Two in one chr and two in the other chr
Cryptosporidum parvum 5 3 tandem, 2 alone in different chr
Theileria parva 2 A and B units in different chr
Plasmodium berghei 4 Type Ain chr Xll and VII; Type C in chr Viand V
Plasmodium falciparum 5-8 Subtelomeric: Type Ain chr Vand VII; Type Sin
chr Xl and XiIll
Plasmodium lophurae 6 (7-9)
Plasmodium vivax A, S and O rDNA types
Plantae
Cyanidioschyzon merolae 3 3 different loci, two in chr XVIl and one in chr

XVl

etal. (2002), Gardner et al. (2002)
Unnasch & Wirth (1983)
van Spaendonk et al. (2000)

Maruyama et al. (2004)

Chr, chromosome.

palindromic circular organization (25.9kb), while the HK-9
(15.3kb) and the Rahman (18.3kb) isolates possess single
rDNA units in their circular extrachromosomal molecules
(Sehgal et al., 1994; Bhattacharya ef al., 1998).

Most E. gracilis tDNA is found in extrachromosomal
circular molecules that code for a single rDNA unit (Fig. 5b
and Table 5). The whole E. gracilis rDNA circle is tran-
scribed, suggesting a read-around transcription without the

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
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need for transcriptional terminators (Greenwood et al.,
2001). Naegleria gruberi rDNA plasmid contains two ORFs:
a large one downstream of the 28S rRNA (similar to a
homing endonuclease gene, HE gene) and a short one that
codes for a hypothetical protein (Maruyama & Nozaki,
2007) (Fig. 5¢ and Table 5).

The yeast C. albicans possesses both chromosomal and
extrachromosomal rDNA. About 200 copies in tandem,
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Fig. 3. rDNA organization in Plasmodium berghei. Four unlinked rDNA copies are coded in the telomeres of P berghei. Type-A rDNAs contain a mature
eLSU rRNA fragmented into three molecules (5.8S, 28Sa and 28Sb) and are expressed during the asexual stage in vertebrate hosts. Type-C rDNAs (with a
nonfragmented 28S rRNA) are expressed during the sexual development in mosquitoes. The differential expression of rDNAs is regulated by specific
promoter sequences (purple and pink boxes). Drawings are not to scale. The size of rDNA units is shown in Table 1.

Table 5. Extrachromosomal rDNA units

Lineal/ Copy Additional copies
Organism circular Size Organization ~ number in chromosome References
Excavata
Euglena gracilis C 11.5kbp Single 800-4000 4 Ravel-Chapuis (1988), Schnare
etal. (1990)
Naegleria gruberi C 14 kbp Single 300-5000 None Clark & Cross (1987)
Chromalveolates
Euplotes crassus L 7 kbp Single gene MIC Erbeznik et al. (1999)
Glaucoma chattoni L 9.3kbp Single gene MIC Katzen et al. (1981), Challoner
etal. (1985)
Nyctotherus ovalis L Single gene MIC Ricard et al. (2008)
Oxytricha fallax L 7.49 kbp Single gene MIC Rae & Spear (1978), Swanton
etal. (1982)
Oxytricha nova L 7.49 kbp Single gene MIC Swanton et al. (1982)
Paramecium tetraurelia C and L * Tandem MIC Findly & Gall (1978)
Stylonychia mytilus L Single gene MIC Lipps & Steinbriick (1978)
Tetrahymena pyriformisL Palindrome 200/haploid MAC 1 Engberg et al. (1976), Yao & Gall
(1977), Niles et al. (1981)
Tetrahymena L 21kbp Palindrome 9000 MAC Engberg (1985), Eisen et al. (2006)
thermophila
Amoebozoa
Dictyostelium L 88kbp Palindrome 90 1 Palindrome Cockburn et al. (1978), Hofmann
discoideum et al. (1993), Eichinger et al.
(2005)
Didymium iridis L 20 kbp Single Johansen et al. (1992)
Entamoeba histolytica C 24.5kbp Palindrome 200/haploid None Huber et al. (1989), Bhattacharya
HM-1:IMSS et al. (1998), Bagchi et al. (1999)
Physarum L > 60 kbp Palindrome 1% 10" Vogt & Braun (1976), Campbell
polycephalum etal. (1979)
Opisthokonta
Candida albicans Cand L 1.2 Mbp Tandem 100 200 Huber & Rustchenko (2001)

*The size depends on the number of rDNA repeats.
MAC, macronucleus; MIC micronucleus.

varying in size, are present in chromosome R while roughly
100 copies are found in an ~1.2 Mbp autonomously repli-
cating circle. Some rDNA sequences are also found in
50—150-kbp linear molecules (Huber & Rustchenko, 2001).
rDNA plasmids have only been observed in old
S. cerevisiae cell cultures. During the aging process, the
tandem rDNA copies are excised from the chromosome
and replicate autonomously. The accumulation of rDNA
circles leads to yeast sterility and shortening of the life span.
An association between rDNA locus instability and loss of

FEMS Microbiol Rev 34 (2010) 59-86

epigenetic silencing has also been observed (Sinclair &
Guarente, 1997).

The ribosomal cistron: the coding region

The typical eukaryotic rDNA coding region is composed of
the 18S, 5.8S and 28S rRNA coding sequences separated by
ITS-1 and ITS-2. The rDNA coding sequence consists of a
common core of domains that may be interspersed with a
distinct set of variable regions (also called expansion
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(&) Tetrahymena thermophila
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{b} Dictyostelivm discoideum
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|_+ 185 585 283

Fig. 4. Linear extrachromosomal rDNA units in microbial eukaryotes. (a) rDNA is coded in extrachromosomal linear palindromes in Tetrahymena
thermophila. Two head-to-head rDNA units are coded in a macronuclear minichromosome that contains typical telomeric sequences (black dots).
Upstream and downstream IGRs contain various types of repeated sequences (colored bars; see also Table 3). A group | intron (blue square) is found
within the eLSU rRNA. (b) The rDNA and 5S rDNA in Dictyostelium discoideum are linked and coded in extrachromosomal linear palindromes containing
telomeres (black dots). (c) rDNA in Physarum polycephalum is coded in palindromic head-to-head units in a minichromosome with various repeated
sequences both in the 5" and 3’ IGRs (see also Table 3). The eLSU rRNA is interrupted by two group | introns (blue squares), and a third group | intron that
includes an HE gene (purple square). (d) In Didymium iridis the rDNA is coded in linear minichromosomes containing one rDNA unit. The SSU rRNA
contains a twintron (purple box) and two group | introns are found within the 28S rRNA (blue boxes). Drawings are not to scale. The size of rDNA units is

shown in Table 1. Arrows show the polarity of transcription.

segments; Dover, 1988). Ten and 18 variable regions have
been identified in the SSU and LSU rRNAs of all organisms
(Raué et al., 1988). Three types of sequence insertions have
been found within these variable regions: (1) expansion
segments, encoding RNA sequences conserved in the mature
molecule; (2) group I introns, located within highly con-
served regions and removed after transcription; and (3)
transcribed spacers, sequences removed from the mature
rRNA, thus producing fragmented eLSU rRNA molecules
(Clark et al., 1984). Babesia bovis (Dalrymple et al., 1992),
Cryptosporidium parvum (Le Blancq et al., 1997), D. dis-
coideum (Frankel et al., 1977), E. histolytica (Huber et al.,
1989), G. intestinalis (Healey et al., 1990), K. lactis (Verbeet
et al., 1984), S. cerevisiae (Bell et al., 1977), Toxoplasma
gondii (Gagnon et al, 1996) and T. vaginalis (Lopez-
Villasenor et al., 2004) are microbial eukaryotes with the
typical rDNA organization of the coding region (Fig. 2a—e).

Insertions of expansion segments in the SSU

The average length of eukaryotic SSU rRNA is 2kb. Unu-
sually long SSU rRNAs have been found in Pelobionta
(Pelomyxa palustris), Foraminifera (Hemisphaerammina bra-
dyi) and Euglenozoa (Distigma sennii) (Table 6). The longest
SSU rRNA known is found in the Euglenid D. sennii,
comprising > 4.5kb. In most cases, the insertions are
found in the SSU rRNA variable regions V2, V4 and V7.
The only exceptions are an extended V5 region in
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A. castellanii and an expansion in a nonvariable region in
P. palustris (Gunderson & Sogin, 1986; Milyutina et al.,
2001). The rRNA variable regions are located in the mature
ribosome surface and their evolutionary implications are
unknown (Katz & Bhattacharya, 2006).

Group | introns and twintrons

Group I introns can be found as insertions in the SSU and
eLSU rRNA coding regions that are removed from the
mature molecule by means of a self-splicing reaction (Einvik
et al, 1998), generating a completely functional rRNA
molecule (Mandal, 1984). The ribozymes encoded in group
I introns have conserved secondary structures of 10 base-
paired segments, as well as some additional paired segments
depending on the intron subclass (Michel & Westhof, 1990).
The splicing reaction initiates with a nucleophilic attack of a
guanosine cofactor at the 5’ splice site and, after two
sequential transesterification reactions, the exons are ligated
and the RNA intron is removed (Einvik et al., 1998).

Group I introns are widely distributed in nature and can
be found in bacteria, mitochondrial and chloroplast gen-
omes, and in the eukaryotic nucleus (Johansen et al., 2007).
Group I introns may interrupt the SSU rRNA coding
sequence in 40 distinct conserved sites of several microbial
eukaryotes (Jackson et al., 2002) such as Acanthamoeba
griffini and the green alga Characium saccatum. These
introns may also be present in the eLSU rRNA, as is the case
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Fig. 5. Circular extrachromosomal rDNA units in microbial eukaryotes.
(a) In Entamoeba histolytica extrachromosomal self-replicating molecules
encode two palindromic rDNA units (red). The upstream and down-
stream IGRs contain several repeated sequences (coloured boxes, de-
tailed in Table 3). The 5" IGR also encodes a 0.7-kb mRNA (grey arrow). In
the HM1 strain, four hemolysine virulence proteins (HLYs) are coded
within the rRNA coding region, in antisense orientation relative to the
rRNA coding strand (navy blue arrows). (b) In Euglena gracilis the rDNA is
coded in circular plasmids and the eLSU is fragmented in 14 segments. (c)
The Naegleria gruberi rDNA plasmid encodes one rDNA unit containing
one twintron in 18S rRNA (purple box) and three type-l introns in the
eLSU rRNA (blue boxes). The IGR contains two ORFs (dark blue arrows).
Black arrows show the polarity of transcription.

for P. falciparum A-type eLSU rRNA and the 26S rRNA of
some Tetrahymena isolates (Fig. 4a, Table 7). It is interesting
that some organisms may have both the SSU and the eLSU
rRNAs interrupted by group I introns (e.g. P carinii,
Chlorella ellipsoidea and D. iridis, Fig. 4d). Table 7 describes
some of the introns found in the rDNA of several microbial
eukaryotes.

Twintrons are more complex insertions in the rDNA that
consist of two group I introns (ribozymes) and an ORF
encoding an HE (Einvik et al., 1998; Johansen et al., 2007).
The D. iridis and N. gruberi SSU twintrons contain a small
ribozyme (GIR1), followed by the HE ORF inserted into a
second ribozyme (GIR2). Two different isolates of D. iridis
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Table 6. Variations in the size of the SSU rRNA due to insertions

SSuU

Organism size (kb) References

Excavata
Astasia curvata 2.56 Busse & Preisfeld (2002)
Astasia torta 29 Busse & Preisfeld (2002)
Distigma curvatum 3.4-3.7 Busse & Preisfeld (2002)
Distigma elegans 3.9 Busse & Preisfeld (2002)
Distigma sennii 4.5 Busse & Preisfeld (2002)
Ploeotia costata 2.4 Busse & Preisfeld (2003)
Euglena gracilis 2.3 Gunderson & Sogin (1986)

Amoebozoa

Acanthamoeba castellanii 2.3
Acanthamoeba griffini 2.9
Acanthamoeba lenticulata 3

Gunderson & Sogin (1986)
Gast et al. (1994)
Schroeder-Diedrich et al. (1998)

Pelomyxa palustris 3.5 Milyutina et al. (2001)
Phreatamoeba balamuthi  2.74 Hinkle et al. (1994)
Entamoeba histolytica 2.3 Loftus et al. (2005)
Plantae
Ankistrodesmus stipitatus 2.2 Dévila-Aponte et al. (1991)
Rhizaria
Foraminifera 2.3-4  Katz & Bhattacharya (2006)

have two types of introns, containing an HE gene in both
polarities relative to the SSU rRNA gene (Fig. 6) (Johansen
et al., 2007). The twintron contains the HE ORF (I-DirI) in
the same polarity as the 18S rRNA coding region. GIR2 is a
self-splicing ribozyme that releases the HE transcript. A
second intron encoding a ribozyme (GIR1) is also found
within the twintron. GIR1 modifies the 5’ end of the HE
transcript to form a 2’5'cap that increases its translational
efficiency (Fig. 6a) (Einvik et al., 1998; Johansen et al.,
2007). In contrast, the intron II contains an HE gene (I-
DirIl) in opposite polarity relative to the SSU rRNA and
ribozyme-coding sequences (Johansen et al., 2006). Tran-
scription of I-Dirll is established from a pol II-like promoter
located immediately upstream of the HE gene (Fig. 6b)
(Johansen et al., 2006). Both D. iridis HE transcripts are
processed through the nuclear spliceosomal complex to
remove a 50-nt noncoding spliceosomal intron, found with-
in the HE coding sequences, and are polyadenylated (Vader
et al., 1999; Johansen et al., 2007).

Physarum polycephalum eLSU rDNA contains an optional
group I intron holding an HE gene (Ruoff et al., 1992). The
full-length RNA intron can be excised or alternatively
processed (immediately downstream of the HE gene) to
produce a smaller transcript. Only the full-length RNA
intron (lacking a 5'cap and a poly-A tail) is translated into
the HE I-Ppol protein (Ruoff et al., 1992). The cleavage of
this transcript in the internal processing site seems to
downregulate HE I-Ppol expression by decreasing the
stability of the transcript in yeast transintegrated introns
(Johansen ef al., 2007). Table 7 summarizes rDNA group I
introns and HE gene insertions.
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Table 7. Group | rDNA introns

A.L. Torres-Machorro et al.

Number
Organism Location of introns Size HE gene References
Excavata
Ploeotia costata SSU rRNA 1 494 bp Busse & Preisfeld (2003)
Naegleria gruberi SSU rRNA 1 I-Ngrl Wikmark et al. (2006)
LSU rRNA 3 Einvik et al. (1998)
Chromalveolates
Plasmodium falciparum LSU rRNA 1 * Langsley et al. (1983)
Tetrahymena pigmentosa LSU rRNA 1 400 bp Wild & Gall (1979)
Tetrahymena thermophila LSU rRNA 1 370-410bp Sogin et al. (1986)
Amoebozoa
Acanthamoeba griffini SSU rRNA 1 519 bp Gast et al. (1994)
Acanthamoeba lenticulata SSU rRNA 1 656 bp Gast et al. (1994)
Didymium iridis SSU rRNA 1 1.43kbp |-Dirl and I-Dirll Johansen & Vogt (1994), Johansen et al.
(2006), Johansen et al. (2007)
LSU rRNA 2 688 and 573 bp Johansen et al. (1992)
Physarum polycephalum LSU rRNA 3 0.7, 0.6 and 0.94 kbp |-Ppolt Ruoff et al. (1992), Johansen et al.
(2007)
Plantae
Ankistrodesmus stipitatus SSU rRNA 1 334 bp Davila-Aponte et al. (1991)
Characium saccatum SSU rRNA 1 477 bp Wilcox et al. (1992)
Chlorella ellipsoidea SSU rRNA 1 442 bp Aimi et al. (1994)
LSU rRNA 1 445 bp Aimi et al. (1993)
Dunaliella parva SSU rRNA 2 381 and 419 bp Van Oppen et al. (1993), Wilcox et al.
(1992)
Dunaliella salina SSU rRNA 18 397/8bp Van Oppen et al. (1993), Wilcox et al.
(1992)
Opisthokonta
Candida albicans LSU rRNA 1 379 bp Miletti-Gonzalez & Leibowitz (2008)
Pnemocystis carinii SSU rRNA 1 390 bp Sogin & Edman (1989)
LSU rRNA 1 Lin et al. (1992), Liu et al. (1992)
Histoplasma capsulatum SSU rRNA 1 403-425bp Okeke et al. (1998), Lasker et al. (1998)
Nosema bombycis SSU rRNA 1 liyama et al. (2004)

*Only in one of the eight LSU rRNA copies.
Depends on the isolate.

Coded in the 0.94-kbp intron.

SCan have two types of intron differing in sequence.

The ITS-1 and -2

The rDNA transcript is generally post-transcriptionally
processed in three rRNA mature molecules: 18S, 5.8S and
28S rRNAs that result from elimination of ETS, ITS-1 and
ITS-2 from the precursor transcript (Fig. 1). In microbial
eukaryotes, ITS-1 ranges from 100 to 400 bp, while ITS-2 is
200-500 bp. Unusually long ITSs are found in the red alga
C. merolae (Maruyama et al., 2004), where ITS-1 and ITS-2
average sizes are 862 and 1738 bp, respectively. Euglena
gracilis has the largest known ITS-1, 1188bp in length
(Schnare et al., 1990). The dinoflagellate Cochlodinium
polykrikoides 1TS-1 contains a 101-bp sequence in six
tandem repeats, resulting in an ITS-1 length of 813 bp (Ki
& Han, 2007). Yarrowia and Giardia have the shortest
known ITSs in microbial eukaryotes: the sum of ITS-1 and
ITS-2 lengths in Y. lipolytica is only 150 bp (van Heerikhui-
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zen et al., 1985), while the G. intestinalis ITS-1 and ITS-2 are
37 and 52 bp in length, respectively (Boothroyd et al., 1987).
Some Microsporidia species completely lack the ITS-2 (Fig.
7) (Vossbrinck & Woese, 1986), as discussed below. The
biological relevance of the ITSs’ length and the presence of
internal repeats are currently unknown, although their
sequence has been useful in molecular phylogenetic studies
of closely related species.

Additional ITSs generate fragmented eLSU rRNA

Some microbial eukaryotes process the pre-rRNA into more
than three mature molecules due to the presence of addi-
tional ITSs. Well-known examples of fragmented rRNA are
found among kinetoplastids, with the eLSU rRNA fragmen-
ted in seven molecules. The nomenclature of these rRNAs
varies according to the organism, the size of the rRNA
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molecule and the position in the coding region. The eLSU
rRNA of Leishmania spp. is fragmented into seven elements,
which are cotranscribed in the pre-rRNA and processed by
exo- and endonucleolytic activities to produce the func-
tional eLSU fragments: 5.8S, LSUdq, v, LSUB, 9, { and ¢
(Martinez-Calvillo et al., 2001) (Fig. 2g). Trypanosoma cruzi
and Crithidia fasciculata also code for an eLSU rRNA
fragmented into seven elements: 5.8S, 24Sa, S1, 24SB, S2,
S6 and S4 in T. cruzi (Fig. 2f) (Hernandez et al., 1988), and
rRNAs 5.8S, ¢, d, e, f, g and j in C. fasciculata (Spencer et al.,
1987).

Processing of the eLSU rRNA into several fragments has
also been found in nonkinetoplastid eukaryotes (e.g.
P. berghei and Plasmodium chabaudi blood stages and
A. castellanii) (D’Alessio et al., 1981; da Silveira & Mercer-
eau-Puijalon, 1983; Johansen ef al., 1992) (Figs 2e and 3).
Euglena gracilis has the most fragmented eLSU rRNA
currently known with 14 mature molecules that result from

(a) Didymium iridis Twintron
Pol | transcription

e

oci v T

DIGIR2
(b} Didymium iridis Intran ||
Pal | transcription Pol Il pramioter
f e
DiGIR2

Fig. 6. Group | introns that contain an HE gene. (a) Twintron present in
Didymium iridis: the DiGIR2 intron (purple) is encoded in the SSU rRNA
and transcribed by pol | as part of the pre-rRNA,; it self-splices to generate
the HE pre-mRNA (splicing sites are represented as black bars). Subse-
quently, DiGIR1 intron (blue) self-splices and processes the I-Dir | HE pre-
mMRNA in the 5’ side, producing a 2’5’-cap. The I-Dirl HE pre-mRNA is
additionally processed by the removal of spliceosomal intron SI (white
box) and polyadenylation of the 3’ side to generate a functional I-Dir | HE
MRNA (yellow region). (b) Intron Il present in D. iridis: the I-Dir Il HE RNA
found within the DiGIR2 intron is coded in antisense orientation and is
transcribed from a pol Il promoter. The HE pre-mRNA is processed by pol
Il-associated factors to generate a typical 5’-cap and a 3’ polyadenylated
tail. The spliceosomal intron Sl is removed by the spliceosome machinery.

{a} Encephalifozosn cuniculi
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the processing of 14 ITSs (ITS-1 to ITS-14, Fig. 5b) (Schnare
et al., 1990).

Protein-coding regions within the rDNA coding
region

A correlation has been observed between the virulence of
E. histolytica isolates and the sequence composition of the
rDNA circular molecule described above (Clark & Dia-
mond, 1991; Zindrou et al., 2001). Virulence associates with
the striking presence of genes encoding hemolysins (pro-
posed as virulence factors) within and overlapping the rRNA
coding sequence, but in opposite polarity. Three hemolysins
overlap with the eLSU coding region, while the fourth
(HLY4) is coded in the ITS-1 between the SSU and 5.8S
rRNAs (Jansson ef al., 1994) (Fig. 5a). In G. intestinalis, a
gene coding for a 32-kDa flagellum antigen has been
identified in the rDNA IGR that overlaps the 3’ region of
the 28S rRNA (Fig. 2d). The motif that directs transcription
of this gene seems to be a hybrid pol II/pol III promoter
(Upcroft et al., 1990).

Unusual rDNA coding regions

Microsporidia are obligate intracellular eukaryotes that pos-
sess many prokaryotic characteristics in their rRNA genes
(Weiss, 2001). The rDNA units are smaller than the standard
eukaryotic size and lack the ITS-2; consequently, the 5.8S
rRNA is fused to the 5" region of the 28S rRNA, as is found
in bacteria (Vossbrinck & Woese, 1986) (Fig. 7). Microspor-
idia are the only eukaryotes known to lack an individual
5.8S rRNA molecule (e.g. E. cuniculi and Vairimorpha
necatrix (Vossbrinck & Woese, 1986; Peyretaillade et al.,
1998). The relevance of this eukaryotic 5.85-28S rRNA
fusion is unknown. In addition to these characteristics,
Nosema bombycis and Nosema spodopterae have an unusual
rDNA gene organization (Huang et al., 2004; liyama et al.,
2004; Tsai et al., 2005) because the LSU rRNA is coded and
transcribed upstream to the SSU rRNA (Fig. 7b) in contrast
to the almost universal order of the rRNA coding regions
(Fig. 1).

|_' 165 238 -
- —

() Masema bombysis

|_' 295 165 B

Fig. 7. Unusual rDNA organization in Microsporidia. Microsporidia lack a 5.85 rRNA mature molecule and the typical 5.8S rRNA sequence is fused to
the 23S rRNA. (a) Single telomeric rDNA units are surrounded by different repeated sequences in Encephalitozoon cuniculi (see also Table 3) and the
rDNA lacks ITS-2. (b) Some Nosema species have an atypical rDNA coding organization, with the LSU rRNA coded upstream of the 16S rRNA. The typical
5.8S rRNA sequence is fused to the 23S rRNA and the 55 rDNA is linked to the rDNA unit.
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Table 8. Variability found in the rDNA
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Organism rDNA types™ Localization of variability References
Chromalveolates
Babesia bigemina 2 IGR and SSU coding region Reddy et al. (1991), Dalrymple et al. (1992)
Babesia bovis A,BandC ITS and SSU coding region Laughery et al. (2009)
Cryptosporidium parvum At least 2 ITS and coding region Le Blancq et al. (1997), Spano & Crisanti (2000)
Plasmodium berghei Aand C IGR, promoter and coding regions Waters (1994)
Plasmodium falciparum AandS IGR, promoter and coding regions Waters (1994)
Plasmodium vivax A, Sand O IGR, promoter and coding regions Lietal. (1997)
Theileria parva 2 ITS and LSU coding region Bishop et al. (2000)
Toxoplasma gondiii IGR and SSU coding region Fazaeli et al. (2000)
Oxytricha fallax 2 LSU coding region Doak et al. (2003)
Paramecium tatraurelia 6 MAC/ 4 MIC IGR Preer et al. (1999)
Perkinsus andrewsi AandB IGR and coding regions Pecher et al. (2004)
Plantae
Dunaliella salina 2 Group | introns Wilcox et al. (1992)
Opisthokonta
Saccharomyces cerevisiae IGR Skryabin et al. (1984), Jemtland et al. (1986)
Candida albicans Intron-containing and intronless LSU Miletti-Gonzalez & Leibowitz (2008)
Yarrowia lipolytica 2-5 IGR van Heerikhuizen et al. (1985), Fournier et al.
(1986), Clare et al. (1986)
Nosema apis At least 3 IGR Gatehouse & Malone (1998)
Nosema bombi At least 2 ITS O'Mahony et al. (2007)

*The number or names of the rDNA types for each species are shown.
IGR, intergenic region; MAC, macronucleus; MIC, micronucleus.

Different rDNA genes may be found within an
organism

As has been mentioned, the rRNA genes within one organ-
ism are generally conserved in the coding region with an
occasional sequence variation in the IGRs and with little
variation in the coding sequences. Sequence variability in
the IGRs may result from sequence divergence or disparity
in the number of repeated sequences, involved in both up-
and downregulation of rDNA transcription. Therefore, the
heterogeneous composition of rDNA units may influence
rDNA expression. Sequence divergence in the coding region
and/or IGR within the same organism has led to a classifica-
tion of rDNA units. For example, different types of rDNA
may be found in Paramecium, Y. lipolytica and the Apicom-
plexa group. A detailed description of this variability is
included in Table 8.

The 5S rDNA

The organization of the 5S rDNA is simpler than that of the
rDNA. Most 55 rDNAs are found in tandem head-to-tail
repeats consisting of a conserved ~120-bp coding region
and an IGR of variable size and sequence. An internal pol III
promoter is present in all 55 rDNA studied to date
(Schramm & Hernandez, 2002) (Fig. 1c).

© 2009 Federation of European Microbiological Societies
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The 5S rDNAs are found as tandem head-to-tail
repeats

The 5S rDNA in T. cruzi, Trypanosoma brucei, T. vaginalis,
Trichomonas tenax, C. fasciculata, Eimeria tenella and
C. parvum is typically organized in tandem head-to-tail
repeats. Tritrichomonas foetus has two types of 55 rDNAs,
while P. falciparum has only three 55 rDNA copies in
tandem, differing in the length of the IGRs. The main
characteristics of the 55 rDNA tandem head-to-tail repeats
of several organisms are described in Table 9.

The 5S rDNA may be interspersed with genes
transcribed by any of the three RNA polymerases

The 5S rDNA has been found linked to the rDNA (tran-
scribed by pol I) in an alternate distribution in T. gondii,
Hansenula polymorpha, Perkinsus andrewsi and various
Nosema species (Guay et al., 1992; Coss et al., 2001;
Klabunde et al., 2002; Huang et al., 2004; liyama et al.,
2004; Tsai et al., 2005; Liu et al., 2008) (Figs 2c and 7b). Two
tandem 5S rDNA copies are linked to each repeated rDNA
unit in Candida glabrata (Dujon et al., 2004). In contrast,
the 5S rDNA is linked to the rDNA in opposite polarity in
various yeast species, such as Torulopsis utilis, K. lactis and
S. cerevisiae (Fig. 2b, Table 2). Two copies of the 5S rDNA are
coded in the extrachromosomal DNA molecule in
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Table 9. Typical 55 rDNA organization
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Organism 5S rDNA types™  Localization of variability Other References

Excavata
Trichomonas tenax AandB IGR and coding region Type B IGR palindrome Torres-Machorro et al. (2009)
Trichomonas vaginalis AandB IGR IGS 10-bp palindrome Torres-Machorro et al. (2006)
Tritrichomonas foetus AandB IGR, repeated sequences vs. Torres-Machorro et al. (2009)

ubiquitin gene

Trypanosoma brucei Lenardo et al. (1985)
Trypanosoma cruzi 6 Sp1 binding sites in IGR Hernandez-Rivas et al. (1992)

Chromalveolates
Cryptosporidium parvum IGR Taghi-Kilani et al. (1994)
Eimeria tenella Stucki et al. (1993)
Plasmodium falciparum 3 IGR lengths Shippen-Lentz & Vezza (1988)
Tetrahymena pyriformis IGR Some linked to ubiquitin genes Guerreiro et al. (1993)
Tetrahymena thermophila IGR lengths IGR 12 and 16-bp palindromes Allen et al. (1984)

*The number or names of the 55 rDNA types for each species are shown.

IGR, intergenic region.

Table 10. 5S rRNA gene linkage to pol Il transcribed genes

Organism Pol Il gene Orientation References

Excavata
Trypanosoma vivax Spliced leader Sense Roditi (1992)
Trypanosoma rangeli Spliced leader Sense Aksoy et al. (1992)
Bodo saltans Spliced leader Sense Santana et al. (2001)
Bodo caudatus Spliced leader Sense Campbell (1992)
Diplonema papillatum Spliced leader Sense Sturm et al. (2001)
Herpetomonas spp. Spliced leader Sense Aksoy (1992)
Trypanoplasma borreli Spliced leader Antisense Maslov et al. (1993)
Trypanosoma avium Spliced leader Antisense Santana et al. (2001)
Euglena gracilis Spliced leader Sense Keller et al. (1992)
Tritrichomonas foetus Ubiquitin Sense Torres-Machorro et al. (2009)

Chromalveolates
Tetrahymena pyriformis Ubiquitin Sense Guerreiro et al. (1993)

D. discoideum, in the same polarity as the two rDNA copies
(Hofmann et al., 1993) (Fig. 4b). Finally, a S. cerevisiae 5S
rDNA variant is found in five repeats of 3.6 kbp, located next
to the rDNA tandem cluster locus, in the centromere-distal
side (McMahon et al., 1984).

Some Trypanosoma species such as Trypanosoma vivax
and Typanosoma rangeli have the 55 rDNA copies linked to
the spliced-leader (SL) tandem repeated genes, transcribed
by pol II. SL transcripts are necessary to process the mRNAs
in kinetoplastids by a trans-splicing reaction (Simpson et al.,
2006). A similar linkage has been found in other Euglenozoa
such as Diplonema papillatum and Bodo caudatus. In Trypa-
noplasma borreli and Trypanosoma avium, the 55 rDNA is
coded in opposite polarity relative to the SL gene (Table 10).
Interestingly, the T. borreli SL can also be linked to 5S rRNA
pseudogenes (with a truncated 5’ end) (Maslov et al., 1993).
Some 5S rDNA units in T. pyriformis and T. foetus are
associated with ubiquitin genes transcribed by pol II (Fig.

FEMS Microbiol Rev 34 (2010) 59-86

8b). Table 10 describes the relative polarity of the 55 rDNA
linked to the genes transcribed by pol II.

Some 5S rDNA copies in E. histolytica and one copy in
Leishmania tarentolae are linked to tRNA genes (Shi et al.,
1994; Clark et al., 2006), also transcribed by pol IIL
Interestingly, 48 of the 108 5S rDNA copies of Y. lipolytica
produce pol II dicistronic transcripts: tRNA-5S rRNA
hybrid molecules. The synthesis of an ~200-nt transcript is
driven by the tRNA pol III promoter, resulting in a
transcription independent of the 5S rDNA-specific tran-
scription factor, TFIIIA. The dicistronic transcripts, as
well as a unique tricistronic transcript [Lys(CTT) tRNA—
Glu(CTC) tRNA-5S rDNA] are post-transcriptionally pro-
cessed to generate the typical mature RNA molecules: tRNAs
and 5S rRNA (Acker et al., 2008) (Fig. 8¢).

Nontandem 5S rDNA copies are found dispersed
throughout the genome of some microbial eukaryotes.
Some examples are A. castellanii (Zwick et al., 1991),
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Fig. 8. The 5S rDNA may be linked to pol Il or pol Il transcribed genes. (a) In Tritrichomonas foetus the 5S rDNA is linked to a multigenic ubiquitin family.
(b) In Euglena gracilis the 5S rDNA is linked to the SL gene. (¢) In Yarrowia lipolytica dicistronic genes consisting of a tRNA gene (pink) and a 5S rDNA
(green) are dispersed in the genome. One tricistronic gene: Lys(CTT) tRNA-GIu(CTC) tRNA-5S rDNA is also found. These genes are transcribed from the
pol lll promoter of the tRNA gene. Dispersed, single 55 rDNAs are also found (green).

Y. lipolytica and Schizosaccharomyces pombe (Tabata, 1981;
Dujon et al., 2004). The 5S rDNA may also be found in
extrachromosomal DNA. Noteworthy, ciliate organisms
such as Oxytricha fallax have single 55 rDNA copies coded
in macronucleus extrachromosomal molecules (Rae &
Spear, 1978; Roberson et al., 1989). Moreover, about one
million copies of the 55 rDNA are coded in linear mini-
chromosomes flanked by telomeres in E. eurystomus (Ro-
berson et al., 1989).

Concluding remarks

Ribosomes are complex organelles that require the intricate
collaboration of three types of RNAs (rRNA, mRNA and
tRNA) and > 70 proteins for the synthesis of proteins.
rRNAs must maintain their convoluted structural motifs in
order to be functional. It is therefore not surprising that
their sequence is highly conserved among related organisms
and this similarity is gradually lost as organisms diverge. For
this reason, sequence comparison of the SSU rRNA has been
widely used in the field of molecular phylogeny (Van de Peer
et al., 2000).

The ‘typical” eukaryotic rDNA genomic organization was
proposed > 30 years ago, based on the analysis of the IDNA
in higher eukaryotes (Long & Dawid, 1980). The tandemly
repeated head-to-tail organization has been considered the
standard for eukaryotic rDNA. Surprisingly, analyses of the
genomic organization of ribosomal genes in microbial
eukaryotes demonstrate that although some organisms do
hold the typical rDNA configuration, the majority reveal
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unusual characteristics. As shown in this review, the eukar-
yotic rDNA may be arranged in a wide variety of genomic
configurations, suggesting the existence of several regulatory
mechanisms (probably species-specific) within a conserved
rDNA regulatory context.

Reiteration is one of the most conserved rDNA character-
istics. The rDNA copy number is extremely variable and
appears to be highly regulated within species. Nevertheless,
the total number of rDNA repeats does not always correlate
with the rate of rRNA synthesis (French et al, 2003),
implying that individual rDNA units may hold different
epigenetic marks that result in variable transcriptional rates
(Grummt, 2007). rDNA structure and transcription are also
important in the establishment of the nucleolar structure,
which also plays regulatory roles at the cellular level (Car-
mo-Fonseca et al., 2000). Dictyostelium discoideum, T. gondii
and some yeast species have equal numbers of rDNA and 5S
rDNA copies. This organization was considered coherent, as
the pool for rRNA molecules was supposed to hold equimo-
lar amounts of 18S, 5.8S, 28S and 5S rRNA mature mole-
cules for the efficient synthesis of ribosomes (Prokopowich
et al., 2003). However, rDNA and 5S rDNA are transcribed
by different RNA polymerases with dissimilar transcription
rates and number of transcriptionally open rDNA units.
Therefore, the rDNA/5S rDNA dosage is not directly related
to the stoichiometry of the total rRNA pool and expression
process. The rDNA/5S rDNA dosage varies widely through-
out evolution. The processes that allow the maintenance of
the pool of rRNA mature molecules in appropriate stoichio-
metry must be a complex network including epigenetic,
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transcriptional, post-transcriptional and structural mechan-
isms that may vary according to the rDNA/5S rDNA dosage.
Additionally, the location of the rDNA and 5S rDNA in the
genome may be related to its expression and physiology. The
chromosomal context, together with different chromatin
environments, may be involved in the maintenance of gene
copy number, recombination frequency, sequence conserva-
tion and transcription regulation of rDNA.

The organization of rDNA in extrachromosomal mole-
cules may be associated with the cellular need for quick
changes in the rDNA copy number under stress conditions.
Some organisms have most of their rDNA in self-replicating
extrachromosomal molecules, but retain additional copies
in the chromosome probably as a backup. Interestingly,
some organisms hold the totality of their rDNA in extra-
chromosomal molecules. It has been shown that the accu-
mulation of extrachromosomal rDNA copies in old S.
cerevisiae cultures affects cells’ health. Therefore, cells that
hold most or all rDNA copies extrachromosomally may have
special mechanisms to allow for the accumulation of large
rDNA minichromosomes without affecting the cell fitness.
However, it is possible that yeasts lack this mechanism,
resulting in cell damage when episomes accumulate.

Post-transcriptional processing of ITS-1 and ITS-2 is
observed in almost all eukaryotes. However, some organisms
possess additional ITS sequences in the 28S rRNA that
generate fragmented rRNA molecules that maintain the core
rRNA active elements in the mature ribosome. It has been
found that some organisms possess additional sequences in
variable regions internal to the SSU rRNA coding sequence
that remain in the mature molecule, thus generating unu-
sually large SSU rRNAs. It is interesting to note that the SSU
rRNA has not been found as a fragmented molecule in
nuclear genomes; in contrast, the fragmented eLSU rRNA
could be regarded as 28S molecules that have processed their
variable regions. The structure and functionality of these
rRNAs in the ribosome may help to understand the im-
portance of variable regions and the differences/restrictions
between subunits.

The rDNA coding region of several microbial eukaryotes
is interrupted by group I introns. Different transcriptional
and post-transcriptional mechanisms are involved in the
processing of introns and HE transcripts. Some C. albicans
strains have heterogeneous rDNA populations with both
intron-containing and intron-less rDNA units. Because no
function related to rDNA expression has been proposed for
group [ introns, C. albicans may provide a good model to
study the role (if any) of these introns in rRNA expression,
processing and stability.

The linkage of 5S rDNA to a variety of tandem repeated
families may be the result of homogenizing mechanisms
responsible for concerted evolution (Drouin & de Sa, 1995).
The finding that the 55 rDNA can be linked to all polymer-
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ase transcribed genes, coded alone in different chromosomal
loci or coded in extrachromosomal molecules underscores
the possibility of various mechanisms acting to regulate the
expression of different types of 5S rDNAs. The simultaneous
expression of pol I, pol IT and pol III transcribed genes in a
particular locus may alter the chromatin context as well as
the availability of transcription factors in the proximity.
Nevertheless, the significance of the linkage between multi-
genic families and 55 rDNA has not been studied. The
presence of unlinked 5S rDNA copies is also interesting
because the chromosomal context for each gene may affect
its regulation.

Widespread rDNA characteristics present among eukar-
yotic supergroups as well as particular features predominat-
ing in some eukaryotic subgroups reflect the complexity of
evolution. The typical tandem head-to-tail organization of
the rDNA and 5S rDNA is found in all eukaryotic super-
groups (Fig. 9), suggesting that the eukaryotic common
ancestor held this organization. Later on, the evolutionary
process probably led to a specialization and divergence of
the rDNA structure, resulting in the different variants
described here. Other features, such as the group I introns,
were acquired by horizontal transfer and are therefore wide-
spread among microbial eukaryotes (Fig. 9) (Sogin et al.,
1986; Van Oppen et al., 1993).

Some particular rDNA characteristics are conserved
among related species, suggesting that the common ancestor
for each group held these traits before current speciation.
Examples of this can be found in the unlinked differentially
expressed rDNA units in Apicomplexa, the extralong SSU
rRNAs in Amoebozoa and Foraminifera, the extrachromo-
somal rDNA and 5S rDNA in ciliates and Amoebozoa, the
5.85-23S rRNA fusion in Microsporidia and both the SL-5S
rDNA linkage and the eLSU fragmentation in Euglenozoa.
The 5S rDNA nontandem organization as well as the linkage
between 5S rDNA with the ribosomal cistron can also be
seen as predominant in the Fungi group (Fig. 9). Particular
traits such as the 28S rRNA fragmentation could have
appeared more than once and independently, leading to
non-Euglenozoa organisms containing fragmented rRNAs
such as A. castellanii and Plasmodium. Distinctive character-
istics shared among non-closely related species may repre-
sent phylogenetic evidence of yet unknown linkages among
eukaryotic subgroups and species. Nevertheless, a thorough
and integrated comparative characterization of rRNA genes
in poorly or nonstudied eukaryotes may help to understand
the diversity and relationship among different forms of life.

Many unanswered questions regarding the regulation of
rRNA gene expression still remain, for example, the me-
chanism(s) that determine which rRNA gene copies will be
transcriptionally and/or epigenetically active (Lawrence
et al., 2004; Grummt, 2007) or the relevance of the genomic
context that surrounds the rRNA genes. Finally, it should be
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pointed out that the rDNA organization is only one funda-
mental step in its regulation, because its expression is
interrelated with most, if not all, of the cell’s regulation
levels (Paule & White, 2000; Schramm & Hernandez, 2002;
Grummt, 2003).
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Abstract The 5S ribosomal RNA (5S rRNA) is an essen-
tial component of ribosomes. Throughout evolution, varia-
tion is found among 5S rRNA genes regarding their
chromosomal localization, copy number, and intergenic
regions. In this report, we describe and compare the gene
sequences, motifs, genomic copy number, and chromo-
somal localization of the Trichomonas vaginalis, Tricho-
monas tenax, and Tritrichomonas foetus 5S rRNA genes.
T. vaginalis and T. foetus have a single type of 5S rRNA-
coding region, whereas two types were found in 7. tenax.
The sequence identities among the three organisms are
between 94 and 97%. The intergenic regions are more
divergent in sequence and size with characteristic species-
specific motifs. The T. foetus 5S rRNA gene has larger and
more complex intergenic regions, which contain either an
ubiquitin gene or repeated sequences. The 5S rRNA genes
were located in Trichomonads chromosomes by fluorescent
in situ hybridization.
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Introduction

Trichomonas vaginalis, T. tenax, and T. foetus are parasitic
amitochondriate protozoa that inhabit the urogenital tract of
humans, the oral cavity of humans, and the urogenital tract
of cattle, respectively. Phylogenetic analyses based on the
16S ribosomal RNA (rRNA) gene place these organisms
near the base of the eukaryotic tree (Sogin 1991). This
characteristic, along with their amitochondriate nature and
prokaryotic-like ribosomes, suggest that Trichomonads are
ancestral eukaryotic organisms that conserve early regula-
tory mechanisms (Sogin 1991). Recently, the egalitarian
model of evolution (Dacks et al. 2008) has challenged the
previous proposal: it divides eukaryotes into six major
super-groups, although the relationship among them and
the order of branching remain unknown. This new eukary-
otic phylogeny emphasizes that organisms like Trichomo-
nads are not primitive, but instead highly evolved parasites
specialized for their specific environments. Today, the con-
troversy continues and the phylogenetic location of Tricho-
monads remains unclear.

Since ribosomes from Trichomonads have characteris-
tics evocative of prokaryotes (Chakrabarti et al. 1992); the
study of their rRNA genes may lead to the identification of
some eukaryotic divergent and/or specific regulatory pro-
cesses. The typical eukaryotic ribosome is composed of
four rRNAs and multiple proteins. Three of the rRNA mol-
ecules (18S, 5.8S, and 28S) are encoded in the rRNA gene
(rDNA) and are co-transcribed by RNA polymerase I (pol I).
The fourth rRNA component, the 5S rRNA, is transcribed by
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RNA polymerase III (pol IIT) and the genes are not generally
linked to the rDNA unit (Paule and White 2000).

The 5S rRNA gene is generally reiterated in the genome
and organized in tandem in head-to-tail repeats, which can
be encoded in one or in multiple gene clusters (Long and
Dawid 1980). Great variation is found in the localization
and number of chromosomal sites of the 5S rRNA genes
throughout evolution. Depending on the species, the gene
copy number per genome can range from 3 copies in Plas-
modium falciparum (Shippen-Lentz and Vezza 1988) to
about 10° copies in Euplotes carassus (Roberson et al.
1989). These genes can be localized in a single or in multi-
ple chromosomes or chromosome loci. In general, all the
copies of the 5S rRNA gene are considered identical in a
particular organism. However, some eukaryotes such as
P. falciparum (Shippen-Lentz and Vezza 1988), Cryptos-
poridium parvum (Taghi-Kilani et al. 1994), Neurospora
crassa (Selker et al. 1981), and mouse and human (Hallen-
berg et al. 1994) have sequence and length variation in the
5S rRNA intergenic region and eventually in the 5S rRNA-
coding region. It has been reported that the tandem repeats
of the 5S rRNA genes can be linked to different multigene
families. Among these are the rDNA in Dictyostelium
discoideum (Cockburn et al. 1978), some tRNA genes in
Entamoeba histolytica (Clark etal. 2006), the spliced
leader gene in Trypanosoma vivax (Roditi 1992), the his-
tone gene cluster in crustaceans (Pelliccia et al. 2001), and
the ubiquitin genes in Tetrahymena pyriformis (Guerreiro
et al. 1993).

The 5S rRNA genes are transcribed by pol III. In con-
trast to pol I and pol II promoters, the pol III promoter of
this gene is internal to the rRNA-coding region (internal
control region, ICR) (Schramm and Hernandez 2002). In
some organisms, the ICR alone is sufficient to direct pol
III transcription, but in others such as yeast, the 5S
rRNA gene transcription may also be regulated by
upstream regulatory sequences, such as an upstream pro-
moter element (upe) and a start site element (sse) (Lee
et al. 1997).

In a previous work, we reported the sequence of the
T. vaginalis 5S rRNA gene and identified putative pol III
regulatory elements such as an internal promoter, upstream
regulatory sequences, and a palindromic sequence within
the intergenic region that may indicate a high-energy hair-
pin structure (Torres-Machorro et al. 2006). In this study,
we compare the 5S rRNA gene sequence, genomic organi-
zation, and chromosome localization among three Tricho-
monad species. We found at least two types of 5S rRNA
genes in each of the three species, although most of the
sequence variation, within and between species, was found
in the 5S rRNA intergenic region. T. vaginalis and T. tenax
are more similar in the 5S rRNA gene sequence, organiza-
tion, size, and chromosomal localization, while 7. foetus
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has larger intergenic regions with particular species-spe-
cific motifs, such as an ubiquitin open reading frame (ORF)
and repeated sequences.

Materials and methods
Trichomonads and culture conditions

Trichomonas vaginalis CNCDI147 isolate (Alvarez-
Sanchez et al. 2000) and 7. foetus (02-97) were grown as
previously described (Espinosa et al. 2002). The T. fenax
Hs-4:NIH was grown in LYI Entamoeba medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum as recommended by
ATCC.

Trichomonads 5S rRNA gene cloning and sequencing

To clone the 5S rRNA intergenic regions of the three Tric-
homonads, we took advantage of the tandem organization
or these genes and of their sequence conservation (Torres-
Machorro et al. 2006). Two independent PCR amplifica-
tions were made with genomic DNA (prepared as described
by Espinosa et al. 2002) and the 5I-F (5'-TACTGGGCT
AGGAGACTT-3') and 5SI-R (5'-CGCGACTGCTTAA
TTTCCA-3") oligonucleotides (oligos), which align within
the 5S rRNA gene-coding region and extend toward the
intergenic region (Fig. 1a). The amplification reactions con-
sisted of 30 cycles of 92°C denaturing for 1 min, 46°C
annealing for 1 min, and 72°C extension for 3 min, with
Taq DNA polymerase (recombinant, Invitrogen). The PCR
products were cloned using the Zero Blunt® TOPO® PCR
cloning kit (Invitrogen). Eighteen clones from 7. vaginalis,
11 from T. tenax, and 9 from T. foetus were sequenced.

To clone the Type B-Tv 5S rRNA intergenic region of the
T. vaginalis CNCD147 isolate, a genomic PCR was made
using the Type B-Tv specific oligonucleotide RI335 (5'-
CAAAATTAAACAAAATTTTCAGCAGAGAGTGGTGT
-3") and the 5S-R (5'-AAGCAAGCACCGCACGTTCC-3)
oligo. The annealing temperature was 54°C. The PCR product
was cloned using the Zero Blunt TOPO PCR cloning kit
(Invitrogen) and four clones were sequenced.

To clone the 5S rRNA gene-coding region, PCR amplifi-
cations were made using genomic DNA and the 5S-F (5'-A
AGCGGCCACACCCGGCTGG-3") and 5S-R  oligos
(Fig. 1a). The PCR amplification conditions used were the
same as described for the intergenic region except for
changing the annealing temperature to 53°C. For each of
the three organisms, at least three independent clones of the
coding region were sequenced. These 5S gene PCR prod-
ucts were also used to estimate the gene copy number. To
obtain the complete 5S rRNA gene sequence, intergenic
and coding region sequences were assembled as shown in
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Fig. 1 Trichomonads 5S rRNA a
gene cloning and sequencing.

a Schematic diagram of the tan-
dem organization of the 5S

B 296-305-bp (Ttx)

51-R 323-bp (Tv)

rRNA genes. The regions where
oligonucleotides anneal in the
5S rRNA genes are shown with

5 851-1356-bp (Tf)
118-bp

arrows. The PCR amplification
products are shown with differ-
ent line styles. The assembly
strategy is also shown. b Tricho-
monads 5S rRNA gene frag- b
ments (obtained from TOPO

clones) used for the synthesis of wRgt

probes. ¢ Trichomonads rDNA 's.gl
fragments used as probes for the

FISH assays. The T. vaginalis SSTtx-tq‘IS
Tv-p921 clone is a genomic
clone. RcTx-5 and RcTf-11 are
clones obtained by PCR amplifi-
cation and cloning of 7. tenax

Tt
and T. foetus IDNA 5STf-pk16

T 215-bp (Tv)

40-bp
& Intergenic region
Tv-p921 285 | 16S-like 285 |
RCTxS
RCTE-11 z

Fig. la. Two clones were obtained containing several
linked 5S gene copies (see clone 5STtx-tql6, Fig. 1b),
which allowed us to discriminate between the two types of
coding regions in T. tenax.

5S rRNA gene copy number in Trichomonas tenax
and Tritrichomonas foetus

The 5S rRNA gene copy number was estimated by a com-
parative quantitative hybridization approach essentially as
described (Torres-Machorro et al. 2006; Chakrabarti et al.
1992), except for the use of a slot blot instead of a South-
ern blot approach. Briefly, genomic DNA from T. fenax
and T. foetus was digested with HindIIl, phenol extracted,
ethanol precipitated, and resuspended in 0.4 M NaOH/
10 mM EDTA solution. Decreasing amounts of this DNA
were loaded in a slot blot apparatus (Hoefer Scientific)
alongside decreasing amounts of the corresponding 5S
rRNA-coding region. This 116 bp 5S rRNA gene PCR
product represents one gene copy. Additionally, the same
5S gene-coding region PCR fragment was radioactively
labeled (Rediprime II, GE Healthcare) and used as a
probe. The conditions used for hybridization were as
described (Espinosa et al. 2002).

200-bp

Fluorescence in situ hybridization

Trichomonas vaginalis, T. foetus, and T. tenax cells were
prepared for in situ hybridization using the hypotonic
swelling technique (Xu etal. 1998) with the following
modifications. Cells grown in TYM medium with 10%
horse serum were not treated with colchicine. Cells were
grown to a density of 2 x 10° cells/ml, diluted to 1 x 10°
cells/ml in the same medium, grown further for 3 h at 37°C,
and harvested. With this modification, cells with nuclei in
multiple states of chromosome condensation were obtained.
After centrifugation, cells were resuspended in 10 ml of
10 mM KCI and incubated at 37°C for 5 min, followed by
the addition of 2 ml of fixative solution (chilled methanol
acetic acid 3:1) as an important pre-fixing step. The nuclei
were then centrifuged at 200 x g for 10 min at room tem-
perature, the supernatant was removed and the nuclei pellet
was resuspended in 10 ml of ice-cold fixative solution. This
last step was repeated two more times. Finally, nuclei were
resuspended in a final volume of 500 ul. As much as 60 pl
of the nuclei suspension was dropped from a 1.3 m height
onto clean, grease-free slides. The smears on the slides
were heat-dried. The slides were aged in a nitrogen atmo-
sphere for 3 days. Nuclei were fixed by immersion of the

@ Springer



202

Curr Genet (2009) 55:199-210

slides in 1% paraformaldehyde in 2X SSC (pH =7.4) for
30 s, washed twice in 2X SSC (pH =7.4), and air dried.
The slides were then treated with 100 pg/ml ribonuclease A
(Sigma) in 2X SSC at 37°C for 1 h. After three washes in
2X SSC, the DNA on the slides was denatured in 70%
formamide/2X SSC (pH =7.4) at 75°C for 2 min. They
were immediately placed in 70% ethanol for 2 min, passed
through dehydration series of 80 and 100% ethanol for
2 min each, and allowed to air dry. As much as 20 pl of the
heat-denatured probe (10 ng/pl) in hybridization solution
[50% formamide, 10% dextran sulfate (Sigma), 2X SSC]
was added to each slide, covered with a plastic coverslip
and incubated overnight in a slightly dampened hybridiza-
tion box at 37°C. The slides were washed with 50% form-
amide/2X SSC for 5 min at 37°C, then in 2X SSC and 4X
SSC at room temperature for 5 min. Spreads were stained
with 0.125 pg/pl DAPI (Sigma) for 1 min, washed with
PBS pH = 7.4, and mounted in Vectashield (Vector Labora-
tories). Samples were visualized with an epifluorescence
microscope (BX5I Olympus) using objective Uplan Fl
100X/1.30 Oil 00/0.17. Images were acquired with an Evo-
Iution VF color digital camera (Media Cybernetics) and
were analyzed with the Adobe Photoshop software.

Preparation of probes for FISH assays

The T. vaginalis 5S gene probe corresponds to the Type
A-Tv 5S rRNA gene from position —11 to +194 consider-
ing the transcription start point as +1 (Fig. 1b). It includes
the whole 5S rRNA-coding region (118 bp) and 87 bp of
the intergenic region. The probe was directly labeled with
Cy™3-dCTP (GE Healthcare) by PCR amplification of
the 7. vaginalis 5S rRNA gene clone 5STv-ag2 (Fig. 1b)
with 300 ng of each Pex1 (5'-CGAACAATCCTTTCGA
AGCG-3") and Pex2 (5'-AAGAGTTTTAGCAGGGAC
AA-3') oligos (Fig. 1a). The PCR conditions were as
described for the amplification of the 5S rRNA intergenic
region, replacing the dCTP with Cy3-dCTP. Salmon
sperm DNA (20 pg; Invitrogen) was added to the PCR
final product, which was precipitated with ethanol. After
centrifugation, the pellet was dissolved in distilled water
to a final concentration of ~ 100 ng/ul. Before use, the
probe was diluted (1:10) in hybridization solution. All
probes were treated in a similar way before use. The
T. tenax 5S gene probe contains two complete Type A-Ttx
5S rRNA gene-coding and intergenic regions and two
complete Type B-Ttx 5S rRNA gene-coding and inter-
genic regions (1,235bp insert in clone 5STtx-Tql6,
Fig. 1b). The T. foetus 5S gene probe contains 94% of the
5S rRNA-coding region and the complete Type B-Tf 5S
rRNA intergenic region (1,356 bp insert in clone 5STf-
pk16, Fig. 1b). The probes were labeled with Cy3-dCTP
using a Nick Translation System (Invitrogen).
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The T. vaginalis rRNA gene probe contained the com-
plete 6 kb rDNA unit of 7. vaginalis (16S-like rRNA, 5.8S
rRNA, 28S rRNA, and intergenic region). The Tv-p921
genomic clone insert (Fig. 1c) was labeled by nick-transla-
tion with Cy3-dCTP. The T. tenax and T. foetus rRNA gene
probes correspond to a 1,894 bp fragment of the rDNA cod-
ing region, which includes the complete 16S and 5.8S
rRNA-coding sequences, and 29 bp of the 28S rRNA
(Fig. 1c). The inserts of clones RCTx-5 and RCTf-11
(Fig. 1c) were labeled with Cy3-dCTP using the Nick
Translation System (Invitrogen).

Results

Trichomonads 5S rRNA gene cloning, sequencing,
and assembly

A T. vaginalis 5S rRNA gene clone was previously
obtained using a PCR approach (Torres-Machorro et al.
2006). The same approach was used for the amplification,
cloning, and sequencing of the 5S rRNA genes of T. tenax
and T. foetus, and to extend the 7. vaginalis 5S rRNA gene
analysis. For each organism, two different genomic PCRs
were made: one to amplify the 5S rRNA-coding region and
a second to amplify the 5S rRNA intergenic region. Both
PCR products, which overlap in a 90 bp region, were
cloned, sequenced, and assembled (Fig. 1a). Clones con-
taining one or several tandem 5S rRNA genes were
obtained.

The 5S rRNA gene in Trichomonads

In a previous report, only one type of 5S rRNA gene and
intergenic region was experimentally found in the T. vagi-
nalis CNCD147 isolate (Torres-Machorro et al. 2006). In
contrast, in an in silico analysis of the 7. vaginalis G3
strain, whose complete genome has been sequenced (Carl-
ton et al. 2007), two types of T. vaginalis 5S rRNA genes
could be identified. These 5S rRNA gene variants, named
here by us as Type A-Tv and Type B-Tv 5S rRNA genes,
have identical coding sequences and a similar gene copy
number. Their intergenic regions differ in size by one nucle-
otide and have a sequence identity of 84%. The Type B-Tv
5S rRNA gene has a TATA-like box located in the putative
upstream regulatory region, which is not present in the
Type A-Tv 5S gene (Fig. 2a, b; Table 1). The G3 isolate
Type A-Tv 5S rRNA gene is identical in sequence to the
one previously found in the CNCD147 isolate.
Trichomonas tenax has at least two types of 5S rRNA
genes, which measure 307 bp (Type A-Ttx 5S gene) and
316 bp (Type B-Ttx 5S gene) (Fig. 2c, d). The coding
regions were assigned by alignment with the published
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Fig. 2 The 5S rRNA gene organization in Trichomonads. Graphical
representation of the two types of 5S rRNA gene organization in the
three studied Trichomonads. A single copy of each variant is depicted,
although the genes are found as tandem repeats in the genome. The 5S
rRNA-coding regions (118 bp) are shown as boxes. The pol III pro-
moter (ICR, internal control region) is internal to the coding region.
The 5S rRNA upstream regulatory region (U) can have an upstream
promoter element (upe, triangle), a start site element (sse, arrow), and
an AT-rich region or TATA-like box (diamond), and its composition
varies depending on the 5S rRNA gene type. The coding region is fol-
lowed by runs of Ts (T) of different lengths, which act as the pol III

transcription termination signal. In 7. vaginalis, the two types of 5S
rRNA genes have a palindromic sequence (H) that can have slight se-
quence variations. The 7. tenax 5S rRNA gene has two types of coding
and intergenic regions. The Type B-Ttx 5S gene has a unique palin-
dromic region (HTtx) in the middle of the intergenic region. In 7. foe-
tus, the Type A-Tf 5S gene is characterized by the presence of an
ubiquitin ORF (in the intergenic region) with elements for transcrip-
tion by pol II: the promoter (Inr, i) and the polyadenylation signal (A).
The Type B-Tf 5S gene is characterized by the presence of an inter-
rupted ubiquitin ORF and repeated sequences (R) of variable lengths
in the intergenic region

Table 1 Comparison of the 5S rRNA gene sequences and copy number in Trichomonads

Trichomonas Trichomonas tenax Tritrichomonas
vaginalis (%) foetus (%)
Ttx A (%) Ttx B (%)
Coding region identity
Tv 100 96 97 95
Ttx A 100 97 94
Ttx B 100 96
A-Tv (%) B-Tv (%) A-Ttx (%) B-Ttx (%) A-Tf (%) B-Tf (%)

Intergenic region identity
A-Tv (334 bp) 100 84 49 55 42 34
B-Tv (335 bp) 100 43 43 36 43
A-Ttx (307 bp) 100 57 47 46
B-Ttx (316 bp) 100 38 35
A-Tf (862 bp) 100 87
5S gene genome percentage (%) 0.10 0.01 0.04
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Fig. 3 Predicted secondary structure for the 7. tenax (Type A and B)
and T. foetus 5S rRNAs. Helixes are denoted by roman numerals and
loops by capital letters. Sequences were folded with Zuker’s mfold
software (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-forml.cgi). Circles

T. vaginalis sequence. Both variants contain the putative
internal pol III promoter. The 5S rRNA putative upstream
regulatory region of both types of 7. tenax genes is com-
posed of a start site element, a GC-rich region, and a
TATA-like box (Fig. 2¢c, d). The two types of 5S rRNA
gene-coding regions (118 bp) are 97% identical in
sequence, differing only in four nucleotides (Fig.2;
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depict nucleotides specific of each type of 5S rRNA species. Squares
highlight 7. tenax 5S rRNA specific nucleotides. Pentagons show
T. tenax and T. foetus Type B 5S rRNA shared nucleotides. Tv(C) indi-
cates the localization of the T. vaginalis 5S rRNA-specific nucleotide

Table 1). The T. tenax 5S rRNA predicted secondary
structures have two nucleotide changes in paired regions
(stems) and two changes in the A and D loops (Fig. 3).
The secondary structure of the paired regions is conserved
in both types of molecules, changing only the pairing
between G-C and A-U to the non-canonical pairing G-U
(Fig. 3).
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Fig. 4 Sequence comparison of the three Trichomonads 5S rRNA-
coding region. Alignment of the 5S rRNA-coding sequences found in
Trichomonads. The pol III promoter (ICR) is composed of a box A, an
intermediate element (IE) and a box C. T. tenax has two types of 5S

Tritrichomonas foetus has at least two types of 5S rRNA
genes. These genes are identical in the coding region, but
differ in the intergenic region sequence. We named these
genes as Type A-Tf 5S rRNA gene (862 bp) and Type B-Tf
5S rRNA gene (~ 1,300 bp) (Fig. 2e, f). The T. foetus 5S
rRNA-coding region (118 bp) conserves the putative pol III
promoter sequence and secondary structure described in the
T. vaginalis 5S rRNA gene (Fig.3). Compared to the
T. vaginalis 5S rRNA gene-coding region, it has three
nucleotide variations (Fig. 4). The putative upstream regu-
latory region in both types of 5S rRNA gene are composed
of a start site element, an upstream promoter element, and
an AT-rich region (Fig. 2e, f). The typical transcription ter-
mination signal for pol III, a run of Ts, was found in the 3'-
side of the 5S rRNA-coding region of the three Trichomo-
nads (Fig. 2).

The 5S rRNA gene-coding region sequence was com-
pared among the three Trichomonads, and a very high simi-
larity was found among the three with a sequence identity
ranging from 94 to 97% (Table 1). The Type B-Ttx and the
T. vaginalis 5S TRNA gene-coding sequences are the most
related pair with 97% sequence identity. We found that
each Trichomonad has specific nucleotide variations within
the 5S rRNA-coding region, and these are “species-spe-
cific” (Fig.4) and useful for the delineation among the
Trichomonad species. It is noteworthy that the expression
of both types of 5S rRNA genes in T. tenax and T. foetus
was experimentally confirmed by RT-PCR (data not
shown).

The 5S rRNA intergenic region motifs in Trichomonads

Two different 5S rRNA intergenic regions were identified
in silico in the genome of the 7. vaginalis G3 isolate, which
differ in size by one nucleotide and have a sequence identity
of 84%. Since a single 5S gene sequence was previously
found in the T. vaginalis CNCD147 isolate (Torres-Mach-
orro et al. 2006), we experimentally searched for the second
type of 5S rRNA intergenic region in this isolate. Type B-
Tv 5S gene could only be identified by PCR amplification

rRNA-coding sequences, named 5STtxA and 5STtxB, while a single
coding sequence was found in T. vaginalis and in T. foetus. The spe-
cies-specific sequence variations are denoted in black fonts

using Type B-Tv 5S gene-specific oligonucleotides. With
this approach, eight sequence variants in the palindromic
region were also identified (Fig. 5). Nevertheless, sequence
variation in the hairpin region was also found in an in silico
analysis of the 5S rRNA gene in the T. vaginalis G3 isolate
(Fig. 5).

Trichomonas tenax has at least two types of 5S rRNA
gene, with 307 and 316 bp in length (Fig. 2c, d). The T.
tenax 5S rRNA intergenic regions are only 59% identical in
sequence (Table 1) and differ by the presence of a putative
high-energy hairpin (—9.6 kcal/mol) located in position
—118 of Type B-Ttx 5S gene intergenic region (Fig. 2d).
This hairpin shares no sequence or position similarity with
the one found in the 7. vaginalis 5S rRNA gene. Six Type
A and five Type B clones were identified by sequence, sug-
gesting a similar number of 5S rRNA genes from each type.

Trichomonas foetus has at least two types of 5S rRNA
genes with 862 and 1,262—1,367 bp in length. The Type A-
Tt 5S rRNA intergenic region (744 bp) contains a complete
OREF for ubiquitin (Fig. 2e) and a typical pol II promoter,
which is identical to the Inr previously described in 7. vagi-
nalis (Liston and Johnson 1999). In the 3'-end of the ubiq-
uitin gene the mMRNA polyadenylation signal for T.
vaginalis was found (Espinosa et al. 2002). The Type B-Tf
5S gene intergenic region can vary in size from 1,144 to
1,249 bp, depending on the number of repetitions of a 13 bp
repeated element. The intergenic region is characterized by
the presence of two blocks of repeated sequences: the first
block is composed of between 5 and 12 tandem repeated
motifs (13 bp long), which were found to interrupt the ubig-
uitin-coding region. The second block is composed of two
sequences of 47 and 71 bp, with each sequence repeated
once. The 47 bp repeated sequences are located in positions
—233 and —516 considering the tsp as +1 (Fig. 2f). Inter-
estingly, the 71 bp block contains the putative 5S gene
upstream regulatory region (positions —76 and —408).
Remarkably, the two types of 5S rRNA intergenic regions
in T. foetus are very similar in sequence (87% of identity,
Table 1) even though they differ in size by about 450 bp.
This variation in size is mainly due to the repetitive nature
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Fig. 5 Variation in the palindromic sequence found in the 5S rRNA
intergenic region of the T. vaginalis G3 strain and CNCD147 isolate.
All the hairpin sequence variations, except G3-2, correspond to se-
quenced palindromic region variants found in the 5S rRNA gene inter-

of the Type B-Tf intergenic region (Fig. 2f). Three Type A-
Tf and six Type B-Tf clones were obtained, suggesting the
presence of more Type B-Tf gene copies in the T. foetus
genome.

5S rRNA gene copy number and chromosomal localization
in Trichomonads

To find out the approximate genomic copy number of the
5S rRNA gene in 7. tenax and T. foetus, a quantitative—
qualitative hybridization analysis was used (Fig. 6). This
type of quantification is based on the known genome size of
a given organism. The genome size of T. vaginalis is con-
troversial, ranging in proposed sizes from 2.5 x 107 to
17.6 x 107 bp (Wang and Wang 1985; Carlton et al. 2007).
On the other hand, the size of T. tenax and T. foetus
genomes are also unclear, since their size determination
was based on the T. vaginalis genome (Zubacova et al.
2008). Nevertheless, it is apparent that the genome size is
similar among the three species (Zubacova et al. 2008).
Therefore, due to the difficulty in defining a reliable 5S
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genic region of the CNCD147 isolate. The first two lines correspond to
the hairpin variants found in the G3 isolate. The putative hairpin struc-
tures were obtained using the software Mfold (Zuker 2000)

rRNA gene copy number, we estimated the percentage of
the genome sequence that corresponds to the 5S rRNA
gene-coding region in each Trichomonad genome
(Table 1). The 5S rRNA genes coding region correspond to
0.10% of the genome in 7. vaginalis and 0.04% of the
genome in 7. foetus, whereas in T. tenax this value is about
one-tenth of the 7. vaginalis (0.01% of the genome).

The chromosomal localization of the 5S rRNA genes in
Trichomonads was determined by a fluorescent in situ
hybridization (FISH) procedure. The chromosomal locali-
zation of the rDNA genes was also determined as a control.
It has been reported that 7. vaginalis and T. tenax have six
chromosomes (Lehker and Alderete 1999; Zubacova et al.
2008), while five chromosomes have been identified in
T. foetus (Xu et al. 1998). As shown in Fig. 7, the 5S rRNA
gene is located in two chromosomes in 7. vaginalis and in
T. tenax, whereas this gene is found in a single chromo-
some in 7. foetus (Fig. 7a).

Due to the similar size of some of the T. vaginalis and
T. tenax chromosomes, it was difficult to classify and/or
name them using our microscopy images. The T. vaginalis
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Fig. 6 5S rRNA gene copy a
number estimation in 7. tenax Genomic DNA T. tenax
and 7. foetus. A comparative
quantitative hybridization was 1) 15 ug 2)7.5ug 3)3.8 ug 4)1.9 ug 5) 0.09 ug 6) 0.05ug
performed to estimate the 5S
rRNA gene copy number in '
T. tenax (a) and T. foetus (b).
The amount of DNA loaded in
each well is indicated. The
probes correspond to the com- 7)3.2ng 8) 1.6 ng 9) 0.8 ng 10) 0.4 ng 11) 0.04 ng 12) 0.02ng
plete 5S rRNA-coding region
of each organism, labeled with ' |
32P_dCTP by the random primer
technique

55 PCR T. tenax

b
Genomic DNA T. foetus
1) 3.9 ug 2)2ug 3)1pug 4) 0.5 ug 5) 0.25 pug
6) 0.7 ng 7)0.3ng 8) 0.17 ng 9) 0.08 ng 10)0.04ng 11)0.017 ng
i
.5 -1
58S PCR T. foetus

chromosomes have been defined as three big, two interme-
diate sized, and one mini-chromosome (Lehker and Alderete
1999). For T. tenax, we identified two large and four small
chromosomes. On the other hand, the 7. foetus chromo-
somes were easily distinguished due to their clear size vari-
ation. We were able to identify all 7. foetus chromosomes
(I-V) according to their size (Fig. 7). In T. vaginalis, the 5S
rRNA genes are localized in two of its three large chromo-
somes, while the rDNA gene is localized in the mini-chro-
mosome (Fig. 7). In T. tenax, the 5S rRNA genes are
localized in one large and one small chromosome, while the
rDNA genes are localized in one of the large chromosomes
(Fig. 7). In contrast, the T. foetus 5S rRNA genes are found
in a single chromosome (II), whereas the rDNA genes are
localized in the smallest chromosome (V) (Fig. 7).

Discussion

The high sequence identity in the 5S rRNA gene-coding
regions of the three Trichomonad species affirms a close
phylogenetic relationship among them (Felleisen 1997).
Likewise, our data show a conservation of the pol III pro-
moter. Interestingly, we found two 5S rRNA-coding

sequence variants in 7. fenax, which include variation of
the promoter region. This variation within the promoter
region may result in putative differential transcriptional reg-
ulation as seen in the Plasmodium rDNA genes (Waters
1994). On the other hand, the variation in the coding
sequence may result in the synthesis of two types of 5S
rRNA mature molecules worthy of future experimental
analyses to understand the functional implications, if any.

The putative 5S rRNA upstream regulatory region,
which includes the start site element, the upstream pro-
moter element, and sometimes a TATA-like box or an AT-
rich region is relatively well conserved among the three
Trichomonad species. These kinds of elements have been
confirmed as important transcriptional regulatory motifs in
yeast (Lee etal. 1997). Interestingly, the 5S rRNA gene
variants in the 7. vaginalis G3 isolate have a differential
TATA-like motif in the 5S rRNA upstream regulatory
region whose potential role in transcription is a working
hypothesis in our laboratory.

Since a very high sequence identity was found in the 5S
rRNA gene-coding region among the three species, we also
expected a relatively high similarity in the sequence and
motifs of their intergenic regions. However, we found inter-
esting differences in the intergenic regions of the Trichomo-

@ Springer



208

Curr Genet (2009) 55:199-210

Fig. 7 Chromosomal localiza- a DAPI
tion of ribosomal RNA genes in
Trichomonads. The 5S rRNA
genes (panel a) and the DNA
genes (16S_5.8S_28S rRNA)
(panel b) were localized in
Trichomonads metaphases by
fluorescent in situ hybridization
(FISH). The numbers of the

T. foetus chromosomes are indi-
cated. The rRNA genes probes
were labeled with Cy3 (red), and
chromosomes were visualized
with DAPI (blue)

T. vaginalis

T. foetus

b DAPI

T. tenax

T. foetus

nads that may reflect the fast evolutionary rate of intergenic
sequences in ribosomal genes. The intergenic region
sequence and motifs variation in the rRNA genes are found
throughout evolution and have been studied more in the
rRNA genes (rDNA). The possible involvement of the ribo-
somal gene sequence variants in transcriptional and epige-
netic regulation of the different rDNA gene copies has not
been studied in detail in most organisms. P. falciparum
(and other Apicomplexa) are the only organisms in which
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the rDNA gene variants have been confirmed to be
involved in a differential transcriptional regulation of the
rRNA genes (Waters 1994).

Each of the Trichomonad organisms studied has charac-
teristic species-specific 5S rRNA intergenic region motifs,
such as a sequence that could structure a high-energy hair-
pin in 7. vaginalis, a Type B-Ttx 5S rRNA-specific high-
energy hairpin in 7. tenax and an ubiquitin ORF and
repeated sequences in 7. foetus. It is reasonable to hypothe-
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size that the role of these motifs is for the regulation of 5S
rRNA expression. The ubiquitin gene linkage to the 5S
rRNA gene has also been observed in an unrelated species,
Tetrahymena pyriformis (Guerreiro et al. 1993), making
interesting the study of the functional relevance of this type
of multigenic families’ genomic linkage.

It is interesting to note that the organization of the T. foe-
tus 5S rRNA gene-repeated sequences is similar to the
organization of the rDNA main transcription unit in meta-
zoans. In the rDNA, the “spacer promoter” (a sequence
similar to the ribosomal promoter, which is repeated within
the intergenic region) has been proposed to have a role in
recruiting the pol I transcription machinery as a mechanism
to enhance the rDNA transcriptional efficiency (Paule and
White 2000). Whether the repeated sequences have a role in
regulating the 5S rRNA gene expression requires experi-
mental verification in the future.

We have shown that the 5S rRNA gene copies are
located in at least two unlinked clusters of two different
chromosomes in 7. tenax and T. vaginalis. In contrast, the
5S rRNA genes in T. foetus seem to be located in a single
cluster in one chromosome only. The fact that 7. foetus has
one 5S rRNA cluster and one chromosome less than T.
tenax and T. vaginalis makes the analysis of karyotypes in
these organisms an interesting topic of research. Whether
the genes from the sixth chromosome of 7. tenax and T.
vaginalis were reorganized, compacted or lost in the 7. foe-
tus genome, are questions with interesting implications in
evolution.

The rDNA genes are localized in a single chromosome
in the three Trichomonad species, and this may be related
to the small rDNA copy number in these organisms (Chak-
rabarti et al. 1992). In T. vaginalis and T. foetus, the (DNA
is found in the smallest chromosome, meaning that the
rDNA is not linked to the 5S rRNA gene in these organ-
isms. In contrast, in T. tenax the 5S rRNA is located in one
of the large chromosomes. Therefore, even though 7. tenax
and T. vaginalis are two closely related species, their geno-
mic organization does not seem to be completely con-
served. Few karyotyping analyses have been done in
Trichomonads (Lehker and Alderete 1999; Zubacova et al.
2008) and no chromosomal markers have been assigned to
date. As we have shown, the 5S rRNA genes and the rDNA
genes have a well-defined chromosomal localization in
Trichomonads. We, therefore, propose these genes as good
chromosomal markers for these organisms.
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Trichomonas vaginalis iS a parasitic amitochondriate pro- of trichomonads ribosomes extends is not yet known. The most
tozoa, etiologic agent of human trichomonosis. Phylogeneticecent studies on the trichomonad ribosome have focused on the
analyses based on rRNA and actin sequences place this orga®NA unit [3,6] and little is known about structural similarity
ism among the earlier eukaryotic brancli&]. This proposal of the various rRNAs or their transcriptional signals. Of special
is consistent with other trichomonad ribosomal features that arimterest is the analysis of the genomic organization and type of
reminiscent of prokaryotd8]. RNA polymerase involved in transcription of each of the rRNA

The typical eukaryotic ribosome is composed of ribosomakpecies.

RNA (rRNA) and proteins, organized into a large subunit (LSU, The aim of this work was to characterize theaginalis 5S

60S) and a small subunit (SSU, 40S). The rRNA in the SSU isRNA gene to determine its relatedness, in nucleotide sequence
18S, while the LSU contains the 28S, 5.8S and 5S-type rRNAsand in potential folding, to eukaryotic and bacterial 5S rRNAs.
The 18S, 5.8S and 28S rRNAs are generally all encoded in We also aimed at finding whether the 5S rRNA gene possessed
ribosomal main transcription unit and are transcribed by RNAa potential RNA polymerase Il promoter. The latter was of par-
polymerase I. In contrast, the 5S rRNA is transcribed by RNAticular interest because although RNA polymerase | and RNA
polymerase Il and is not generally linked to the rDNA unit. The polymerase Il promoters f@t vaginalis have been documented
5S rRNA is found in almost every organism with the exception[6,7], no RNA polymerase Il promoter has yet been identified
of some plant, fungi and protist mitochondfi]. The func- in this early diverging organism.

tion of the 5S rRNA has not been entirely elucidated but it has Our initial but unsuccessful approach to identify the 5S rRNA
important roles in translational fidelity, ribosome biogenesisgene inT. vaginalis involved biochemical and molecular biol-
peptidil-transferase activity and LSU stabil[&]. ogy techniqueg8]. During this time, the partially assembled

In trichomonads, the sedimentation coefficient of ribosomesequence for th€ vaginalis genome became accessible atfhe
is 70S and the ribosomal SSU and 5.8S RNAs are smaller than imginalis genome sequence project (The Institute for Genomic
a typical eukaryote, thus trichomonads ribosomes have featuré&esearchwww.tigr.org/tdb/e2k1/tvly An in silico search for
of eubacterial ribosomg8]. How far this eubacteria-like nature the 5S rRNA gene was then carried out using the Blast program

incorporated in the web page. Various 5S rRNA sequences from
prokaryotic and eukaryotic organisms were used as prighes

Abbreviations: b, base; bp, base pairs; ICR, internal control region; LSU, BI,aSt search parametgrs were mOd,Ifleq to reduce St”n,gency' In
ribosomal large subunit; rDNA, ribosomal DNA; rRNA, ribosomal RNA; S, this way about 30 contigs of tHe vaginalis genome were iden-
Svedberg sedimentation units; sse, start site element; upe, upstream promotdied which contained potential 5S rRNA related sequences.
element Among these, two different repeated sequences (of 334 and

* Note: Nucleotide sequence data reported in this paper are available in thg§35 hgses each) were identified and selected for further in
GenBank™ database under the accession number DQO29070. silico analysis. In each repeat sequence a putative 5S rRNA

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56223366; fax: +52 55 55500048. . . . .
E-mail address: imelda@biomedicas.unam.mx (I1bpez-Villaséor). COdmg region of 118 bp within a conserved region of 234 bp

0166-6851/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2005.10.009
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(B)

Fig. 1. (A) T vaginalis 5S rRNA gene and putative RNA polymerase Il promoter elements within the coding region. The non-template chain is shown. The three
conserved upstream regions of 5S rRNA genes are denoted in bold (an A+ T rich element at p&ti@G+ C rich region at-13 and a C at-1). The proposed

first transcribed base (G) is marked with an empty-headed arrow and the putative last nucleotide of the mature molecule is shown circled (C IrigpsBioali

caps correspond to sequences similar taStreharomyces cerevisiae upstream promoter element (up&T85CG-3) and start site element (ssé:AACTATC-3')

[11]. Underlined sequences correspond to the putative RNA polymerase Il type I internal control region (ICR): Bax(&/6)(C/T)(C/T)AANCNNNNNNN-

3], intermediate element [IE:"§C/G)NN(G/A)(G/A)N-3] and Box C [3-NNG(G/A)TGGGNG(T/A)CCN(C/T)NNG-3. The —~AGUA—- motif characteristic of
eukaryotic 5S rRNA corresponds to positions +74 to +77. Empty boxes reckon T-runs as putative termination sequences. Black-headed arropalindioateca
sequence and, within this and in italics, a sequence similar to the nuclear factor 1 (NF1) binding¥$it&GCANNNTGCCAR-3) [10]. The first 234 bases were
conserved between the tWovaginalis 5S rRNA genes identified, while the remaining 101 bases were minimally 61% identical (not shown). (B) Predictedmature
vaginalis 5S rRNA secondary structure. Helixes are denoted by roman numerals and loops are named by capital letters. dG of the secondary3&ddtaad/mol.
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The sequence was folded with Zukerigold software fttp://www.bioinfo.rpi.edu./applications/mfold/old/ta
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was found. The remaining intergenic region (101 bases) hadloned fragments (GenBank DQ029070) (see figure legend of
an identity of 61% between the two repeaEg( 1A). The  Fig. 2.

putative 5 and 3 ends of the maturd. vaginalis 5S rRNA A further in silico analysis revealed a potential RNA poly-
molecule were in silico assigned by alignment with 5S rRNAmerase Il type | promoter within tHE vaginalis 5S rRNA gene
sequences and secondary structures from organisms of differgitig. 1A). In this sequence, several putative promoter elements
phylogenetic groupss@pplementary materiat journal web-  were identified; of special relevance was the presence of homo-
site). The rRNA gene sequence was experimentally confirmelbgues to the intermediate element [IE(E/G)NN(G/A)(G/A)

in our laboratory by PCR amplification and sequencing of theN-3'] and to the Box A [5-N(G/C)(C/T)(C/T)AANCNNNN-

High mw — -
FlA ~160 b
~160b — ~120b

~120b —
~80b — ~80b
(A) (B)
T. vaginalis genomic 58 rBRNA
DNA / Smal RT-PCR product

AL AL

' “Nul N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

5n —
4n —
3n—
2n — | -

335bp (n) — | " -

[ T X —120bp

(©)

Fig. 2. Genomic organization of tI# vaginalis 5S rRNA gene and its relation with a transcribed molecule. (A) Total RNA was extracted/frarginalis strain

CNCD 147 as previously reportéil7] and was electrophoresed in a 4% polyacrilamide 7 M urea gel. Three small-size RNA fragments of about 160, 120 and 8(
bases were clearly separated (lane T). These individual bands were cut and the RNA was eluted in 0.3% SDS, 0.14 M NaCl and 0.05 M sodium acetaiegpH 5.2, d
4 h at 37C. The recovered material was electrophoresed to verify pureness (lari&@b RNA; lane 2~120b RNA,; lane 3~80b RNA). Trypanosoma cruzi

small rRNAs were used as molecular weight mark28. (B) Dot-blot hybridization of th&. vaginalis small RNA molecules. Two micrograms of the purifigd
vaginalis small-size RNAs was spotted on a nylon membrane and hybridized with a 5S rRNA specific probe. The hybridization signal showslthabtiRNA
fragment is related to the 5S rRNA sequence. The 5S rRNA specific probe was generated as follows: a 215 bp PCR fragment was aniplifieddadisnDNA

using the following oligonucleotides—5S-1"-6GAACAATCCTTTCGAAGCG-3 and 5S-2: 5AAGAGTTTTAGCAGGGACAA-3. The 215bp PCR product

was cloned and sequenced. As a control, a northern blot was performed using tetghalis RNA separated in an agarose gel, as previously rep@tdd The

only hybridization signal obtained with the 5S probe was with a band of about 120 bases among the small RNA species (data not shown). (C) 5S gere organiz:
and reiteration. This approach was performed as previously des¢&peith slight modifications. Briefly, genomic DNA froffi vaginalis partially digested with

Smal (which cuts only once per 5S repeat) was separated on a 0.8% agarose gel (lanes 1-5: 750, 375, 200, 100 and 50 ng, respectively). Decreasing amoun
5S rRNA RT-PCR product were loaded on the same gel (lanes 6-11: 0.37, 0.186, 0.046, 0.0232 and 0.0116 ng). This 116 b 5S rRNA RT-PCR product repres
one 5S rRNA copy and was obtained with oligonucleotides 5S-FRA5CGGCCACACCCGGCTGG-3and 5S-R: 5AAGCAAGCACCGCACGTTCC-3using

the TermoScript Reverse Transcriptase (Invitrogene) for the synthesis of the cDNA strand and the purified 5S rRNA molecule as the template. TliigeBCR amp
product was cloned and sequenced. A Southern assay was performed as described using ammonium acetate as trihgfef w58 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 (BireRlad). A li
correlation was obtained between the DNA concentration and the radioactive counts for each band: for example, the hybridization signal incdal DhNAGEt

the same as in 0.059 ng of the single copy 5S RT-PCR fragment (data not shown). These data indicate that the 5S rRNA gene is present in about 280 copies in
vaginalis genome, if a value of 2.5 10 bp is assumed as the size of theaginalis genome19].
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NNN-3'] and Box C [3-NNG(G/A)TGGGNG(T/A)CCN(C/T) to be confirmed by crystallography and/or RNA sequence
NNG-3] of the internal control region (ICR). The ICR has beenanalysis. It is worth to point out the remarkable amount of
identified as the binding site for transcription factor TFI[®].  information contained in the 5S rRNA sequence that operates at
In addition, we identified putative upstream regulatory elementéwo levels: (a) 5S rRNA gene transcription regulation by RNA
similar to the start site element (ssS&&AACTATC-3') andthe  polymerase |l and (b) biological function of the transcribed
upstream promoter element (upé:T&CG-3) from Saccha-  sequence during ribosome biogenesis and the translation
romyces cerevisiae. These motifs are involved in gene expressionprocess.
efficiency and have been shown to interact with transcription In order to relate the 5S rRNA gene to its transcribed prod-
factor TFIIIB [11]. Other sequence features found in the 5Suct, totalT. vaginalis RNA was fractionated by electrophoresis
rRNA gene fromT. vaginalis which appear to be phylogeneti- in 7M urea 4% acrylamide gels. Three well-defined bands of
cally conserved among species include an A+ T rich region aabout 160, 120 and 80 bases were resolved which can be pre-
nucleotide—32 (TATA-like sequence), a G + C rich region cen- sumed to be the 5.8S rRNA-(L60 b), the 5S rRNA{120 b) and
tered at nucleotide-13 and a cytidylic acid residue at position the tRNA population {80 b) Fig. 2A). A dot-blot hybridiza-
—1[11] (Fig. 1A). tion with RNA purified from the~160,~120 and~80 b bands
Efficient RNA polymerase lll transcription is highly depen- clearly established that the120 b RNA band contains the 5S
dent on proper terminatiofi0]. A cluster of four or more T rRNA sequenceKig. 2B).
residues surrounded by GC rich sequences has been describedlhe gene copy number of the 5S rRNA may vary widely in
as a signal to terminate transcription by RNA polymerase lll.eukaryotes. It has been reported that this gene is often encoded
This run of Ts can contribute to initiation and reinitiation effi- in tandem arrays of about 250 copies@h fasciculata [15],
ciency and may play a role in RNA polymerase recycling.about 1600 copies ifirypanosoma cruzi [8] and about 20,000
In higher eukaryotes some protein factors, such as nucleaopies in theXenopus oocyte[16]. The genomic organization
factor 1 (NF1), have been implicated in accurate terminatiorof the T. vaginalis 5S rRNA gene was analyzed by Southern
and RNA polymerase Il recyclingl0]. In this context, the blot of T. vaginalis DNA partially digested withSmal (which
T. vaginalis 5S rRNA gene possess two contiguous runs ofcuts once in the 5S rRNA gene) and a 5S rRNA RT-PCR frag-
five Ts (positions +119 and +126, immediately downstreanment as probeHig. 2C). The ladder-like bands of hybridization
from the last proposed coded base) that could function as tegvidence a tandem array of the 5S rRNA gene, encoded in
mination elementsHig. 1A). Furthermore, we noted a palin- repeats of about 335bp. In order to estimate the gene copy
dromic sequence at position +135 which can be in silico foldechumber of the 5S rRNA a comparative quantitative hybridiza-
into a 10 nt hairpin structure of high thermodynamic stabil-tion assay was performe#ify. 2C), which indicated about 200
ity (dG=-13.0kcal/mol) Fig. 1A). Within this palindromic  copies of the 5S rRNA gene. This result was further validated
sequence we distinguished a sequence that resembles a Ny slot—blot hybridization, which rendered very similar values
binding site [%YTGGCANNNTGCCAR-3] [10]. The func-  (data not shown).
tionality of the putative regulatory elements mentioned above In conclusion, we have identified and characterized the 5S
remains to be determined and is a current topic of study in ourRNA gene fromT. vaginalis and shown that it resembles other
laboratory. eukaryotic 5S rRNAs, both in sequence and in the predicted
In most cases the 5S rRNA molecule has a well-conservedecondary structure of the mature 5S rRNA molecule. The pro-
sequence and secondary structure. Regardless of its origin, $®sed regulatory elements for this sequence include an RNA
rRNA can be folded ird a Y shaped structure consisting of five polymerase Il internal promoter and transcription termination
helices 1-V), two hairpin loops (C and E), two internal loops motifs. To our knowledge this is the first potential RNA poly-
(B and D) and a hinge region (A), organized in a three helixmerase Il promoter identified in trichomonatids.
junction [5]. The B end of the mature 5S rRNA corresponds
to that of the primary transcript while thé 8nd undergoes Acknowledgements
a maturation process driven by an exonuclease trimming
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