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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es un parásito protozoario causante de la enfermedad
de Chagas. Dentro del marco del proyecto genoma de T. cruzi y como un
activo aporte a su concreción, se ha caracterizado un nuevo tipo de
marcador genético asociado a la secuencia repetida SIRE denominado
SAS, que condujo a la identificación de cuatro nuevos genes y de las
secuencias repetidas TCRELy VIPER. Para contribuir a la construcción del
mapa fisico, se construyó y caracterizó una biblioteca de ADNgenómico de
T. cruzi en vectores YACcon un tamaño promedio de inserto de 365 kpb,
que fue utilizada para construir el mapa fisico de una región de "900 kpb
del cromosoma XVI y comenzar la construcción del mapa fisico del
cromosoma XX. También se construyeron cromosomas circulares en
levaduras por el método de clonado RAT utilizando las secuencias
repetidas como base del clonado, y se probó la utilidad de un vector de
fragmentación que sirvió para ubicar el gen TcP2B cerca de una región
telomérica de un cromosoma de -1 Mpb.
Para contribuir con los estudios genómicos funcionales se diseñó y
construyó el vector necesario para obtener cromosomas artificiales de T.
cruzi.
Finalmente, estos estudios llevaron a utilizar comparaciones de secuencia
para definir las características de sintenía de extensas regiones genómicas
de T. cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania major.

Palabras clave:
Trypanosoma cruzi, marcadores genómicos, organización genómica,
cromosoma artificial, fragmentación cromosómica.



Genomicstructure and
development of novel transfection
vectors for Trypanosoma cruzí.

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is a parasitic protozoan that causes Chagas disease. As
part of the T. cruzi genome project and to contribute to its concretion we
have characterized a new type of chromosomal marker associated to the
repetitive element SIRE named SAS, that allowed the identification of four
novel genes and two repetitive sequences, TcREL and VIPER. To
accomplish the construction of the physical map of the T.cruzi genome, we
constructed and characterized a genomic YAClibrary of T. cruzi with an
average insert-size of 365 kbp that was used to get the physical map of a
"900 kbp region from chromosome XVI and to start the assembly of
contigs from chromosome XX. In addition, we also constructed circular
artificial chromosomes in yeast, based on a T. cruzi repetitive sequence by
RAT cloning, and verified the utility of a fragmentation vector in the
position of the TcP2Bgene near a telomeric region of a chromosome of "1
Mbp. To perform functional genomic studies we designed and constructed
a vector that can be used as an artificial chromosome in T. cruzi. Finally,
comparison and sequence analysis allowed us the identification of large
genomic sintenic regions among T. cruzi, Trypanosoma bmcei and
Leishmania major.

Keywords:
Trypanosoma cruzi, genomic markers, genomic organization, artificial
chromosome, chromosome fragmentation.
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Introducción

INTRODUCCION

1.1 La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, denominada así en honor al fisiólogo Carlos

Chagas que describió la enfermedad en 1909, existe sólo en el continente

americano. La misma es causada por el parásito protozoario Trypanosoma

cruzi y transmitida a humanos por el insecto triatomino conocido

popularmente como vinchuca en Argentina. La distribución geográfica de

la enfermedad se extiende desde Méxicohasta el sur de nuestro país. Esta

enfermedad afecta entre 16 a 18 millones de personas y alrededor de 100

millones (el 25% de la población de América Latina) se encuentra en riesgo

de contraer la enfermedad [Moraes-Souza, H., 1999].

Se han descripto dos estadios de la enfermedad de Chagas en humanos: la

fase aguda que aparece inmediatamente después de la infección y la fase

crónica que aparece luego de un período asintomático (etapa

indeterminada) que puede durar varios años. La fase aguda es

generalmente asintomática pero puede llegar a manifestarse como fiebre,

anorexia, linfoadenopatía, una suave hepatoesplenomegalia y miocarditis.

Las lesiones de la fase crónica afectan ineversiblemente órganos internos

como el corazón, esófago, colon y el sistema nervioso periférico. Luego de

varios años de un período asintomático, 27% de los enfermos presentan

síntomas cardíacos (miocarditis) que pueden llegar a provocar muerte

súbita, 6% desarrollan daños viscerales, principalmente megavisceras y

3% presentan problemas a nivel del sistema nervioso periférico [ Brener, Z.

1992; Pinto Dias, J.C. 1992].

El riesgo de infección con Chagas está directamente relacionado con la

pobreza: un hábitat favorable para el insecto hematófago que transmite el

parásito lo constituyen las paredes de adobe y los techos de paja

característicos de las casas pobres de las áreas rurales y de las villas

localizadas en la periferia de las ciudades. Los movimientos migratorios

rurales y urbanos ocurridos en América Latina durante los ’70 y ’80
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cambiaron el patrón epidemiológico clásico de la enfermedad de Chagas

convirtiéndose en una infección urbana que puede ser transmitida por
transfusión sanguínea. La proporción de sangre infectada en los bancos de

sangre en algunas ciudades del continente varian entre el 3% al 53%

indicando que la prevalencia en la sangre infectada con T. cruzi es mayor

que la registrada para la infección con HIVy hepatitis B y C. De acuerdo

con el informe de desarrollo humano de la UNDP,el promedio del producto

bruto'anual per-cápita en América Latina es de 2966 Uss. Así, la pérdida

económica causada al continente debido a la mortalidad o incapacidad

producida por esta enfermedad a la franja de la población correspondiente

a los jóvenes adultos (la clase económicamente más activa) alcanzaría la

cantidad de 8156 USS millones que equivale al 2,5% de la deuda externa

total del continente en 1995 [Informe de la Organización Mundial de la

Salud: www.who.int/ctd/ chagas/ disease.htm].

1.2 El ciclo de vida

El insecto vector, la vinchuca, se infecta al alimentarse de sangre

contaminada con parásitos proveniente de humanos o de animales. El

parásito se multiplica como epimastigote por fisión binaria en el intestino

del insecto y luego se diferencia al estadío tripomastigote metacíclico, la

forma infectiva para el hospedador mamífero. Luego, durante una ingesta

de sangre a partir de un segundo hospedadór vertebrado, los

tripomastigotes metacíclicos son liberados en las heces del insecto cerca

del sitio de la picadura. El hospedador entonces se infecta por la entrada

del parásito a través de lesiones en la piel, de membranas mucosas o de

conjuntivas. Una vez dentro, los tn'pomastigotes invaden las células del

hospedador donde se diferencian a la forma replicativa intracelular

amastigote. Los amastigotes se multiplican y diferencian a la forma

tripomastigote los cuales son liberados al torrente sanguíneo como

tripomastigotes circulantes. Estos tripomastigotes son incapaces de

dividirse (a diferencia de los tripanosomas africanos). La replicación sólo se
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produce cuando el parásito entra a otra célula o es ingerido por otro vector

diferenciándose nuevamente a la forma epimastigote ['I‘yler,K.M. et. al,

2001L

Trypanosoma cruzi también puede ser transmitido por transfusión de

sangre, transplacentariamente y por accidentes de laboratorio [Mazza S,

et. al. 1936; Moraes-Souza H, 1999;Morel C, 1999; Pinto Dias JC, 1992;

Brener Z, 1992].

1.3 Diagnóstico de la enfermedad

Actualmente se utilizan tres ensayos distintos para diagnosticar la

enfermedad. Como criten'o se considera que una persona esta infectada

cuando al menos dos de los tres ensayos siguientes dan positivos:

-Hemoaglutinación indirecta
-Inmunofluorescencia

-Detección de anticuerpos por ELISA.

Alternativamente se pueden utilizar la técnica de PCR, xenodiagnósitico o

visualización directa de parásitos en sangre al microscopio óptico

[Schijman A, 2000].

1.4 Tratamiento

La medicación para la enfermedad de Chagas suele ser efectiva cuando es

suministrada durante la fase aguda de la infección. Las drogas disponibles

para el tratamiento son benznidazoly nifurtimox.

Para el período indeterminado o la fase crónica de la enfermedad no hay

ningún medicamento probado que haya sido efectivo. El tratamiento en

estos casos involucra manejar los síntomas asociados con la enfermedad.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que pacientes crónicos o

indeterminados tratados con benznidazol disminuyen su titulo de

anticuerpos hasta hacerse negativos [Sosa Estani S, 1999]. Actualmente la
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Organización Mundial de la Salud está recomendando la utilización de

Benznidazol para el tratamiento de pacientes crónicos o indeterminados.

Desde 1994, el Programa de Control de Chagas en Argentina incluye el

subprograma “Detección y Tratamiento de Chicos Infectados con T. cruzi

con hasta 14 años de edad” el cual monitorea chicos que viven en casas

con control de la población de tn'atomíneos. Esta es una condición

necesaria para la administración del tratamiento especifico. Actualmente el
tratamiento en Argentina se recomienda para (a)todos los pacientes que se

encuentran en la etapa aguda; (b) chicos y gente joven en la fase

indeterminada; (c) adultos en la fase indeterminada o con lesiones

cardíacas incipientes; (d) donantes o receptores de transplantes [Sosa

Estani s, 1999].

1.5 Clasificación de las cepas de T. cruzi

Las cepas de T. cruzi son poblaciones multiclonales complejas que difieren

tanto en sus características biológicas y genéticas así como en su

comportamiento en el hospedador mamífero. Estas cepas representan

subespecies de T. cruzi basadas en características intrínsecas como la

variación antigénica, susceptibilidad a la quimioterapia, patrones

isoenzimáticos y patrones genómicos de ADNk. Estudios de la relación

hospedador-parásito han mostrado diferencias en el determinismo de las

lesiones tisulares producidas dependiendo del tropismo, la virulencia y la

patogenicidad de las cepas de T. cruzi. Andrade y colaboradores

propusieron en 1970 agrupar las cepas de T. cruzi en 3 grupos bien

definidos o biodemas denominados tipo I, II y III basados en estudios

intensivos de las características biológicas y patogénicas de cada cepa.

Análisis de isoenzimas (zimodema)de cepas representantes de cada uno de

estos tres biodemas propuestos permitieron discriminar entre los tres tipos

de cepas y dieron una buena correlación con los datos biológicos

[Tibayrenc M, 1988; Andrade V, 1983]. De esta manera, el biodema de tipo
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II corresponde al zimodema 2, el biodema III al zimodema 1 y el biodema I
al zimodema 2b o 3.

Las características biológicasy bioquímicas de los distintos tipos de cepas
de T. cruzi se correlacionan con distintas lesiones tisulares como fue

observado generando infecciones agudas en ratón utilizando distintas

cepas de parásitos [Andrade SG, 1985; Andrade LO, 1999]. En la fase

crónica de la enfermedad también se ha observado una clara diferencia en
el tipo de lesiones histopatológicas en función del tipo biológico de cepa.

Las cepas de tipo III (zimodema 1) eran las más patógenas produciendo

lesiones intensas en músculo esquelético y cardiaco, observándose tejidos

parasitados incluso en estadios tardíos de la infección. Las cepas de tipo I

y II también producían lesiones cardíacas durante la fase crónica de la

enfermedad en ratones [Andrade, S.G. 1990]. Estos dos últimos tipos

producen además daños en las neuronas del plexo mioentérico.

El zimodema 2 (biodema tipo II) ha sido identificado por Lauria-Pires y

Texeira en 1996 en un stock de T. cruzi de un paciente con la forma

digestiva de la enfermedad de Chagas sugiriendo la participación de este

zimodema en la patogénesis de megasíndromes de la enfermedad de

Chagas [Laun'a-Píres, 1996].

También se ha encontrado correlación entre el tipo de cepa y la resistencia

a la quimioterapia con Benznidazol o Nifurtimox [RevolloS, 1998].

En 1988, Tibayrenc y Ayala realizaron un análisis isoenzimático tomando

15 genes distintos. Así, analizando 121 cepas de T. cruzi, encontraron una

mayor heterogeneidad que aquella descripta por Milesen 1980, agrupando

las 121 cepas en 43 zimodemas distintos. Basándose en esto, Tibayrenc y

Ayala propusieron un modelo de la estructura poblacional de las cepas de
T. cmzi basados en la existencia de líneas clonales, sin interacciones

sexuales, separadas entre sí por un largo proceso evolutivo. Esto sugirió la

posible correlación entre la clasificación bioquímica y las propiedades

biológicas de T. cruzi. De acuerdo con esta teoría, las cepas de T. cruzi son

clones naturales y la selección natural, favoreciendo sólo ciertas
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combinaciones genéticas, determina la eidstencia de un número limitado

de zimodemas, representados por tres clones mayoritarios (zimodemas 1, 2

y 3).

Debido a que el análisis de estos marcadores genómicos con alta tasa

evolutiva no permite la agrupación de las distintas cepas en grupos

definidos, en 1993 Souto y Zingales propusieron la utilización de la

clasificación de cepas por amplificación por PCR del dominio variable D7

del gen que codifica el ARNr 24Sa. Mediante este método, pudieron

agrupar 16 stocks de T. cruzi en dos grupos [Zingales B, 1999].

Más tarde, Souto y colaboradores describieron una segunda región

variable correspondiente a la secuencia espaciadora del gen codificante

para el mini-exón que también mostraba dimorfismo entre cepas de T.

cruzi por PCR [Zingales B, 1998].

Por amplificación de ambos marcadores fue posible agrupar las distintas

cepas en uno de los siguientes tres grupos:

ggpo Marcador ADNr Marcador Mini-exón
1 125 pb 300 pb
2 110 pb 350 pb

1/2 110 pby 125 pb 300 pb
Tabla 1.1: Tamaño de los productos de amplificación por PCR de l 1a región variable del
locus ribosomal y del mini-exón.

Analisis por RAPDmostraron variabilidad entre aislamientos individuales,

sin embargo estudios del árbol filogenético indicó la presencia de dos

ramas principales o linajes, una de las cuales correlacionaba precisamente

con aislamientos del grupo 2 (linaje 2) mientras que la otra correlacionaba

con aislamientos de los grupos l y 1/2 (linaje l). Las cepas

correspondientes al zimodema 2 equivalen a1 linaje l mientras que las

cepas del zimodema 1 corresponden al linaje 2. Con respecto al zimodema

3 (2h), estudios de la secuencia espaciadora del mini-exón determinó que

el mismo corresponde a un sublinaje del linaje 2 [Fernández et al 1998a].

Este agrupamiento bipolar ha sido confnmado posteriormente por análisis
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de riboprinting [Stothard J, 1998], secuencia y actividad del promotor

ribosomal y mini-exón [Floeter-Winter LM, 1997; Nunes LR, 1997a y

1997b), marcadores microsatélite [Olivera RP, 1998] y la estructura del

espaciador del mini-exón [Fernandes O, 1999].

El linaje 1 de T. cruzi presenta una fuerte asociación con el ciclo doméstico

de la enfermedad mientras que el linaje 2 parece estar asociado al ciclo

selvático [Fernandes O, 1999; Zingales B, 1998]. Es más, el análisis de 68

stocks de T. cruzi aislados de mamíferos y triatomíneos en el estado de Río

de Janeiro, Brasil, sugieren una mejor adaptación del linaje l a los

primates mientras que el linaje 2 parece adaptarse mejor a los marsupiales

[Fernandes O, 1999].

Criterio de clasificación
Características biológicas Biodema tipo I Biodema tipo Biodema tipo III
y patogénicas (Andrade II
et al 1970)
Isoenzimas (Miles et al Zimodema 2h Zimodema 22 Zimodema Z1
1980) o 23
PCR del dominio D7 del Grupo 2 Grupo 1 y Grupo 2
gen ribosomal 218a y del 1/ 2*
espaciador del mini-exón
(Souto et al 1996)
Análisis filogenético por Linaje 2 Linaje 1 Linaje 2
UPGMA a partir de
ensayos de RAPD (Souto
et al 1996)
Tabla 1.2: Clasificación de las cepas de T. cruzi. ‘ Eïlïgrupo 1/2 aparece en ciertos
estudios filogenéticos asociado al linaje 2, dependiendo de los parámetros utilizados.

1.6 Vadabindad cariotípica en T. cruzi
fi'ypanosoma cruzi tiene un genoma muy plástico. Se pueden observar

polimorfismos en el tamaño de los cromosomas entre diferentes cepas así

como entre clones originados a partir de la misma cepa. De esta manera, el

tamaño del genoma puede variar enormemente dependiendo de la cepa
estudiada. El contenido de ADN total estimado varía desde 125 a 280

fg/ célula para varias cepas incluyendo el ADNdel kinetoplasto (ADNk)que

representa alrededor de un 16% a 30% del ADNtotal. Sin considerar el
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ADNk, el genoma de T. cruzi es de un tamaño aproximado de 80-160 Mpb

[Henriksson J, 1996].

Durante la mitosis, la cromatína de T. cruzi se encuentra muy poco

condensada y por lo tanto deben utilizarse técnicas alternativas que

permitan visualizar sus cromosomas. Es por ello que para estudiar y

caracterizar el cariotipo de T. cruzi se utiliza la técnica de electroforesis en

campos pulsados (PFGE).Utilizando condiciones de corrida estándar con
varias cepas de T. cruzi se obtiene un patrón de aproximadamente 20

bandas cromosómicas que van desde las 450 kpb hasta los 3,5 Mpb [Cano

MI, 1995]. En algunos aislamientos se pudieron detectar cromosomas

menores con un tamaño estimado de 50 kpb a 200 kpb. Las bandas más

grandes varían entre 2,5 a 4 Mpb dependiendo de la cepa. Estos tamaños

son similares a los encontrados en otros kinetoplástidos como T. brucei,

Leishmania sp y Trypanosoma rangeli. Las bandas cromosómicas

separadas por PFGEy teñidas con bromuro de etidio presentan diferentes

intensidades reflejando posiblemente la presencia de múltiples

cromosomas en alguna de las bandas. Esto sugiere que el número total de

cromosomas es considerablemente mayor a las 20 bandas cromosómicas
observadas inicialmente. Utilizando condiciones de corrida de PFGE

optimizadas para resolver diferentes rangos de tamaño se pudo establecer

que cada una de las 20 bandas cromosómicas estaban compuestas por
más de un cromosoma. Actualmente, se estima que el número total de

cromosomas en T. cruzi es de 80 (o 40 pares de cromosomas homólogos),

considerando un genoma de 100 Mpb y un tamaño cromosómico promedio

de 1,2 Mpb [Henriksson J, 1996].

Existe un gran polimorfismo en el cariotipo entre diferentes cepas de T.

cruzi. Sin embargo, el cariotipo molecular dentro de cada cepa es muy

estable y representativo de todos los estadios del parásito. La única

excepción detectada hasta el momento ha sido rearreglos registrados en el

cromosoma que porta los genes que codifican el mini-exón. Estos

rearreglos provocan cambios en el número de copias del gen del mini-exón.
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A1igual que en otros tripanosomátidos, en T. cnlzi se ha detectado un

elemento extracromosómico denominado LED que contiene van'as copias

del gen del mini-exón y genes ribosomales. Esta molécula

extracromosómica podría estar involucrada en el rearreglo de los

cromosomas que portan los genes del mini-exón.

Se ha encontrado una cierta correlación entre el patrón cariotípico y los

zimodemas. Cepas pertenecientes a uno de los 43 zimodemas descriptos
por Tibayrenc, muestran patrones de hibridación semejantes con distintos

marcadores genómicos [Henriksson J, 1993]. Es más, cepas dentro de los

zimodemas clásicos Zl y Z2 descriptos por Miller muestran también

algunos patrones similares de hibn'dación [Henriksson J, 1996].

Una diferencia particular entre las cepas de los zimodemas Z1 y Z2, es que

los marcadores suelen hibridar con cromosomas más grandes en el caso

de las cepas de Z2 con respecto a las pertenecientes a Zl. Este incremento

generalizado en el tamaño cromosómico de los miembros del zimodema 2,

puede reflejar un evento de especiación y apoya la relación distante que

existe entre los miembros de ambos zimodemas [Henriksson J, 1996].

Un estudio realizado con 5 grupos de marcadores genómicos ligados, cada

uno formado por 2 a 4 marcadores, permitió determinar que, salvo

excepciones, la estructura cromosómica se encuentra conservada en la

mayoría de los cromosomas. Esto es así, incluso entre cepas

pertenecientes a distintos zimodemas, a pesar del gran polimorfismo

observado en los cromosomas [Henriksson J, 1996].

Se ha observado que el ADNrepetitivo está involucrado en la aparición de

polimorfismo en los cromosomas de varios parásitos protozoan'os. En T.

cruzi se han descripto un gran número de secuencias repetidas, algunas

de los cuales representan una proporción importante del ADNgenómico

total. Ejemplos de estas últimas, son el ADNsatélite de 196 pb de largo y

la secuencia E13 que comprenden el 9% y el 7% del genoma

respectivamente. Estudios realizados comparando cepas con distinto
contenido de ADN indicaron una correlación entre el incremento del
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tamaño cromosómico y el contenido de secuencias repetitivas tanto

codificantes (como el gen codificante para la histona H1) como no

codificantes (ADNsatélite y otras secuencias repetidas). Es posible que

estas amplificaciones de secuencias repetidas contribuyan

significativamente al incremento en el tamaño cromosómico en las cepas

pertenecientes al zimodema ZZ [Henriksson J, 1996].

1.7 "ploidía

En la actualidad no está claro cual es la ploidía de T. cruzi. Van’osestudios

apoyan una constitución cromosómica diploide mientras que otros

sugieren aneuploidia. Análisis por RFLP y PFGE utilizando distintos

marcadores moleculares, dan en su mayoría un patrón de una o dos

bandas. La conclusión más probable es que las dos bandas correspondan

a dos alelos polimórficos localizados en dos cromosomas homólogos

separados y la banda única refleje la ausencia de polimorfismo genético o

cromosómico favoreciendo entonces la hipótesis de diploidía. Sin embargo,

estos resultados también pueden tener otra explicación, como por ejemplo

que T. cruzi es una célula haploide con varios genes o cromosomas

duplicados [Henriksson J, 1996].

La gran proporción de bandas dobles obtenidas en estos estudios indica

que al menos la mayoría de los cromosomas de T. cruzi son disómicos,

pero hasta que todos los cromosomas no hayan sido identificados con

varios marcadores el interrogante acerca de la ploidía permanecerá
abierto.

1.8 Organización genómica
El genoma de T. cruzi tiene un contenido de GC del 51%, menor al 63%

encontrado en Leishmania. También posee una alta representación de

repeticiones de di-trinucleótidos de Ay T .

El número estimado de genes en T. cruzi es entre 5000 - 10000, con una

densidad de 1 gen cada 3,5 a 4 kpb, considerando que el tamaño haploide

lO
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del genoma de la cepa CL Brener de T. cruzi es de aproximadamente 45

Mpb [Porcel B, 2000]. Dado que una parte considerable del genoma de T.

cruzi esta compuesto por grandes familias génicas así como por secuencias

repetidas, este número de genes posiblemente esté sobreestimado.

En T. cruzi los genes codificantes para proteínas no poseen intrones de

clase II y se encuentran generalmente asociados formando densas

agrupaciones denominadas unidades transcripcionales. Estas
agrupaciones suelen estar constituidas por genes no relacionados, aunque

pueden encontrarse unidades transcripcionales compuestas por varias

repeticiones de un mismo gen formando grandes familias multigénicas,

como es el caso de los genes codificantes para la histona H2A [Vanhamme

L,1995L

En T. cruzi los genes suelen estar separados por regiones cortas de entre

150 pb a 500 pb de longitud denominadas regiones intergénicas. Las

unidades transcripcionales son transcriptas por la ARNpolimerasa II como

largos ARNpolicistrónicos inmaduros, aunque hasta el momento no se ha

descripto la presencia de promotores específicos para esta polimerasa. Los

genes pertenecientes a una misma unidad policistrónica pueden mostrar

diferentes niveles de expresión, sugiriendo que el control de la expresión

genética opera principalmente a nivel post-transcripcional [Vanhamme L,

1995L

La transcripción policistrónica emplea un mecanismo de corte y empalme

para procesar los transcriptos primarios en ARNm maduros

monocistrónicos, adicionando un m7G-CAPen el extremo 5’ y una cola de

poh'Aesen el extremo 3’ [Vanhamme L, 1995].

El proceso de “capping” es llevado a cabo mediante un mecanismo

denominado trans-splicing. Los complejos n'bonucleoproteicos necesarios

para la reacción son similares a los involucrados en el proceso de cis­

splicing de eucariotas superiores, a excepción del U1 snRNP el cual no ha

sido encontrado hasta el momento. Esta maquinaria adiciona en el

extremo 5’ del sitio de corte del transcripta primario un oligon'bonucleótido

ll
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común a todos los ARNm denominado “spliced leader” o SL (de 39 nt de

largo), el cual lleva un m7G-CAP en su extremo 5’. El SL proviene del

procesamiento de una molécula de ARN donante (de llO nt de largo) la

cual es codificada por el gen del mini-exón que se encuentra formando
grandes agrupaciones en tándem [Vanhamme L, 1995].

Las regiones intergénicas contienen las señales necesarias para que se

produzca el trans-splicing. Ellas son un tracto de polipirimidinas (pPY)que
puede variar en su longitud y tamaño y un dinucleótido AG, aceptor del

SL, que se encuentra localizado a unas 30-60 bases río abajo del pPY y

hacia arriba del codón de iniciación del gen. Tanto la región de pPY como

el AG aceptor conforman el sitio 3’ss (“splicing site"). También se han

descripto procesos de trans-splicing alternativos en donde se utilizan

diferentes dinucleótidos AGaceptores presentes entre el tracto de pPYy el

ORF localizado río abajo, dando como resultado ARNm con extremos 5’

UTR de extensión variable. En estos casos, la población de ARNm que

utiliza el AG más cercano al tracto de pPY suele ser la preponderante

[Hummel H ,2000].

5'33 BP 3'38 5‘85 v y?
ÉÜJ-——-—A—AGÉ Precursores[53:60- + AGE:
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1:5: Cinca: IntermediariosEn "° «4::
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Figura 1.1: Comparación entre el cis-splicing y el trans-splicing. A 1aizquierda se detalla
el proceso de cis-splicing entre dos exones dando como producto el empalmado de exones
y lazo de ARN correspondiente al intrón. A la derecha se detalla el proceso de trans­
splicing que da como resultado la adición del SL al ARNm y como subproducto la
estructura en Y correspondiente a la región intergénica y el “intrón” (extremo 3’)del ARN
del SL.
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Con respecto al sitio de ramificación o “branch site” utilizado durante el

trans-splicing, no se ha identificado hasta el momento una secuencia

consenso análoga a la de eucariotas superiores, aunque se sabe que es

utilizado un nucleótido de adenina, al igual que en el cis-splicing [Pastel E,

1989L

Por otro lado, el proceso de poliadenilación no ha sido completamente
caracterizado. A pesar que no se ha encontrado una secuencia consenso

como en eucariotas superiores, se sabe que este proceso está acoplado al

proceso de trans-splicing (Fig 1.2). La maquinaria de poliadenilación se

posa sobre el tracto de pPYy censa cual es el AG a utilizar como aceptor

del SL para luego cortar y agregar el poliA 100 a 150 nt hacia arriba del

AG aceptor. El agregado de la cola de poliA siempre se produce a

continuación de una adenina [Vasella E, 1994]. A diferencia de la

poliadenilación de los ARNmen eucariotas superiores, en los cuales existe

un único sitio de inserción del poliA, en tripanosomas la poliadenilación

no siempre se da en el mismo lugar, lo cual genera una población de

mensajeros maduros que se diferencian en el largo de la región 3’UTR.

4 ' -.- w. W '.«afiüfiehéxma' ' ‘ ' ' tft}:
uHIII

Trans- licin

Sp g E Poliadenilación ; Trans-splicingARNm maduro 5’
A ARNmmaduro5’
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Figura 1.2: Modelos propuestos para el acoplamiento del TS y la poliadenilación. (A)Se
propone que primero se produce el TS del gen 3’y luego ocurre la poliadenilacíón del gen
hacia arriba. (B)Ambos procesos ocurren simultáneamente.
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En resumen, el tracto de pPYy el AG aceptor de las regiones intergénicas

participan y regulan ambos procesos de maduración del ARNm.A pesar de

ser procesos acoplados, esto no significa que no puedan producirse

independientemente [Vasella E, 1994]. Estudios realizados con el gen que

codifica para la proteína hsp70 en T. brucei describen la presencia de

algunos transcriptos poliadenilados sin SL [Huang J, 1991]. El fenómeno

opuesto también fue descripto para el gen de la a-tubulina, donde
alrededor del 50% de los transcriptos que contienen SL no están

poliadenilados [Vanhamme L, 1995].

Más allá de ello, estos dos eventos de procesamiento parecen ocurrir muy

rápidamente después de la síntesis del ARN y probablemente sean

procesos co-ü‘anscripcionales.

La secuenciación completa de un contig que abarca -93 kpb del

cromosoma III del clon CL Brener de T. cruzi permitió dilucidar como es la

organización genómica en este parásito. En un primer análisis de la

secuencia se identificaron 151 ORFs mayores a 300 pb, 38 de los cuales

fueron identificados mediante el programa de detección de genes humanos

GRAILy la expresión de otros 4 ORFs fue confirmada por identificación de

ADNc homólogos. Los genes identificados se organizan formando dos

unidades transcripcionales orientadas en sentido contrario. A partir de la

base 34000 del contig, los ORFs detectados por GRAILse encuentran en la

hebra directa mientras que río an'iba de esta posición, se localizan en la

hebra inversa. Esta disposición sugiere que los genes ubicados delante de

la base 34000 son transcriptos sobre la hebra inversa, mientras que

aquellos localizados después de esta posición, lo hacen sobre la otra hebra

[Andersson 8,1998]. Así, la región localizada entre las dos unidades

transcripcionales podría contener una región promotora bidireccional o

dos regiones promotoras separadas, una para cada unidad transcripcional

[Andersson B, 1998].

En la zona ubicada entre las dos unidades transcripcionales, se observan

3 ORFs por tres secuencias repetidas: un elemento VIPER y dos
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secuencias que presentan homología con los elementos repetidos TRSl.6 o

INGI de T. brucei. Llama la atención el hecho que la región donde se

produce un cambio en la orientación de los genes sea rica en elementos

repetidos. Esto podría estar dar indicio acerca de uno de los mecanismos

responsables del alto grado de polimorfismo observado en los cromosomas

de T. cruzi. Si los cromosomas de este parásito están compuestos por

largas unidades transcripcionales dentro de las cuales se encuentran
intercalados elementos repetidos, estos podrían proporcionar 1a homología

suficiente como para que se produzca una recombinación homóloga entre
dos cromosomas no relacionados.

Este tipo de organización genómica también ha sido descripta en

Leishmania major [Myler P, 1999]. La secuenciación completa del

cromosoma 1 de 269 kpb permitió identificar 79 genes. Los mismos están

organizados formando dos unidades transcripcionales, una compuesta por

50 genes en la hebra directa y la otra localizada en la cadena

complementaria conteniendo los genes restantes. Las dos unidades

transcripcionales están separadas por sólo 1,6 kpb y son transcriptas en

direcciones opuestas desde esta región de 1600 pb hacia los telómeros.

Datos obtenidos de la secuenciación parcial del cromosoma 3 de L. major

[MylerP,1999] indican que también este cromosoma esta compuesto por

dos unidades transcripcionales. Sin embargo, al contrario que el

cromosoma 1, el sentido de transcripción es desde los telómeros hacia el

centro del cromosoma. Basadas en esto, varias hipótesis pueden explicar

la regulación de la transcripción en el cromosoma 1 de Leishmanía: (a)

Delante de cada unidad transcripcional se encuentra una región

promotora para la polimerasa II donde comienza la transcripción, la cual

continua hacia los telómeros; (b) La transcripción puede comenzar en

varios sitios diferentes a lo largo del cromosoma; y (c)La región que separa

las dos unidades transcripcionales pueden contener un origen de

replicación y/o funcionar como un centrómero.
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1.9 Análisis de la distribución de nucleótidos como herramienta

para el estudio de genoma:

Recientemente, analizando genomas bacterianas se ha observado una
correlación entre la dirección de la replicación y de la transcripción, con

un incremento en el contenido de purinas en la cadena lider durante la

replicación del ADN[Freeman J, 1998; Grigoriev A, 1998]. De esta manera,

cuando se grafica el exceso de purinas (EP)en función de la posición en el
genoma, se obtiene una curva en forma de “V”con un mínimo que coincide

con el origen de replicación del ADN bacteriano y un .máximo

correspondiente a1 terminador de la replicación [Freeman J, 1998].
Resultados similares también han sido obtenidos con otro análisis

estadístico denominado GCskew acumulativo, que refleja 1avariación en la

proporción (G-C)/(G+C)de ventanas sucesivas de pequeño tamaño que

cubren todo un cromosoma. El origen de replicación y el terminador
suelen coincidir con la zona donde se obtiene un GC skew mínimo o

máximo respectivamente [Freeman J, 1998; GrigorievA, 1998].

Se han propuesto dos teorías para explicar la distribución asimétrica de

nucleótidos: (a) La fuerte correlación entre el exceso de purinas y la

dirección de la replicación sugiere que, durante 1aduplicación del ADN,se

producen errores o mutaciones que llevan a un incremento en el número

de purinas en la cadena líder. Por ejemplo, se ha demostrado que la
frecuencia de deaminación de citosinas aumenta 100 veces cuando el ADN

está como simple cadena, causando un incremento en la proporción de Gy

T en esa hebra [Grigoriev A, 1998], y (b) Los mecanismos de reparación

acoplados a la transcripción eliminarían la mayor parte de los daños
causados al ADNen la cadena molde (citosinas deaminadas y dímeros de

timidinas) produciendo como resultado un incremento en el contenido de

purinas en la hebra codificante. Dado que los genes presentan una
marcada tendencia a ser transcriptos en la dirección de la replicación del

ADN, esto conduciría a una acumulación de purinas en la cadena lider

[Francino MP, 1997].
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Un estudio de la distribución de nucleótidos realizado en el cromosoma 1

de Leishmania major demostró que, a diferencia de lo observado en

bacterias, el EP disminuye en el sentido de la transcripción al igual que el

GC skew acumulativo [McDonagh P, 2000]]. Se ha propuesto que esta

- asimetría en la distribución de nucleótidos podría deberse a que las dos

hebras de ADN se transcriben completamente [McDonagh P, 2000]. El

único factor que contribuir-ía a esta asimetría sería la replicación del ADN,

favoreciendo la acumulación de pirimidinas en la hebra lider que coincide

con la cadena codificante [McDonaghP, 2000].

1.10 Conservación de la organización genómica entre distintas
especies de kinetoplástidos

Van'os estudios han indicado recientemente la existencia de sintenía ­

regiones conservadas de ADN entre organismos de distinto género o

especie - entre parásitos de la familia de los kinetoplástidos. Sintenia

inter-especie ha sido documentada para T. cruzi/ T. brucei [Redpath M,

1998, resultados de la tesis], y Sintenia inter-género para T. cruzi/ T.

brucei/ Trypanosoma congolense/ Tïypanosoma vivax/ L. donovani

[Bringaud F, 1998]. Debido que estos organismos, relacionados

evolutivamente, tienen ciclos de vida diferentes y causan enfermedades

disímiles en humanos, resulta lógico esperar que los genes responsables

de realizar las funciones celulares básicas (genes “housekeeping")

mantengan una organización genómica similar. Por otro lado, es probable

que las características fenotipicas y de comportamiento infectivo de cada

especie esté relacionado con grupos de genes y secuencias de ADN

genómico específicos, como se ha descripto para bacterias [Groisman EA,

1996L

1.11 Promotores

Una particularidad de T. cruzi y de los kinetoplástidos en general es la

ausencia aparente de promotores para la ARNpolimerasa lI que din'jan la
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transcripción de los genes codificantes de proteínas. La transcripción en

estos organismos sin embargo es hebra-específica y llevada a cabo por

ARN polimerasas que presentan sensibilidades al tratamiento con alfa­

amanitina similares a Las ARN polimerasas I, II y III de mamíferos

[Donelson J, 1999].

Como era de esperar, han sido encontrados promotores para la ARN

polimerasa I, resistente a alfa-amanitina, delante de los genes codificantes
para el ARNr. Sin embargo, este tipo de promotores también han sido

encontrados dirigiendo la transcripción de los genes codificantes para las

glicoproteínas variables de superficie (VSG) y prociclinas en T. brucei

[Vanhamme L, 1995].

En forma similar, una actividad ARN polimerasa III, con sensibilidad

intermedia al tratamiento con alfa-amanitina, transcribe los genes

codificantes para los pequeños ARN, típicamente reconocidos por la ARN

polimerasa III en otros eucariontes [Gunzl A, 1995].

Por último, se ha observado que la mayoria de los genes codificantes para

proteínas, son transcriptos con una actividad polimerasa sensible al

tratamiento con alfa-amanitina, tipico de la transcripción por ARN

polimerasa II [DonelsonJ, 1999]. Sin embargo, hasta el momento no se ha

podido encontrar este tipo de promotores delante o entre los genes que

componen las unidades transcripcionales. Es más, en ausencia de

regiones promotoras, ciertos plásmidos derivados del vector pBR322 de

Escherichia coli pueden expresar genes reporteros en T. cruzi y otros

kinetoplástidos [KellyJ, 1992]. Esto sugiere que en los kinetoplástidos no

existirian promotores definidos para polimerasa II sino que cualquier

secuencia de ADN es capaz de iniciar la transcripción con una cierta

probabilidad. Esta hipótesis llamada “landing pad” por Beverly y

colaboradores [Resumen No. 38, Molecular Parasitology Meeting, Woods

Hole, U.S.A., 1996] propone además que cuanto más larga sea la molécula

de ADN,mayor será la probabilidad de poder iniciar la transcripción.
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Recientemente se han encontrado ciertas excepciones a esta regla. Una de

ellas son los genes que codifican para el ARN del mini-exón, los cuales

presentan una región con actividad promotora, sensible a alfa-amanitina,

río arriba de cada región codificante [Gilinger G, 2001]. Posibles regiones

promotoras también han sido descriptas para los genes hsp70 y actina.

Sin embargo, al clonar estas regiones delante del gen reportero luciferasa,

no se. observaron incrementos significativos de la actividad [Háusler T,
1996L

1.12 Regulación de la expresión genética

Como se mencionó anteriormente, los genes codificantes para proteínas en

T. cruzi estan organizados en largas unidades transcripcionales

policistrónicas. En tripanosomas no esta claro todavia como es la

maquinaria involucrada en dirigir y regular la transcripción de estos genes

y a diferencia de lo que ocurre en eucariotas superiores, aun no se han

encontrado promotores para polimerasa II. Debido al tipo de organización

de los genes en T. cruzi, una regulación de la expresión genética al nivel de

la transcripción implicaría que los genes pertenecientes a una misma
unidad policistrónica presentarían una misma tasa de transcripción. Sin

embargo, se ha observado que estos genes presentan niveles variables de

expresión genética en un determinado estadío. Por esto se considera que la

regulación de la expresión genética en tripanosomátidos ocurre post­

transcripcionalmente. Se ha observado que el control n'anscripcional de

los genes se produce a nivel de amplificación génica, trans-splicing,

poliadenilación, estabilidad del ARNm,regulación de la tasa de traducción

y estabilidad de las proteínas [Vanhamme L, 1995; Belli S, 2000].

También ha sido sugerido que en tripanosomas puede haber mecanismos

epigenéticos de control de la expresión genética. Se han observado
variaciones en los niveles de condensación de la cromatina durante los

diferentes estadios de estos parásitos acompañada por cambios en los

niveles y tipos de histonas presentes. En tripanosomas, la concentración
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intracelular de las histonas centrales (H2A,H2B, H3 y H4) es más alto en

el estadío tn'pomastigote no replicativo que en la forma replicativa

epimastigote. El nivel de histona H1 aumenta en el estadío tripomastigote

pudiendo ayudar con la estabilización de la cromatina cuando el parásito

es sometido a mayores temperaturas en el huésped mamífero.

Alternativamente, la histona H1 incrementaría el grado de condensación

de la. cromatina, silenciando los genes que no son requeridos por el
parásito durante la infección [Bellis, 2000].

1.13 Organización telomérica
Los telómeros de T. cruzi están compuestos por repeticiones en tándem de

la secuencia GGGTTAcon un tamaño promedio que varía con la cepa. En

las regiones subteloméricas se encuentran secuencias asociadas con el gen

gpSS/sialidasa, el elemento repetido SIRE, el SAS SZ23, y también el

retrotransposón L1Tc [Chiurillo MA, 1999; Lúcio H, 1999].

Un estudio de los telómeros mostró una organización diferente en función

de la cepa de T. cruzi analizada. En un grupo de cepas, el tamaño de los

telómeros era relativamente corto y homogéneo (0,5 a 1,5 kb) mientras que

en otro grupo, el largo de las repeticiones era heterogéneo, formando

telómeros más grandes (1,0 a >10,0 kb). Estos dos grupos se ajustan

bastante bien con la clasificación de las cepas de T.cruzi basándose en los

genes del ARNr, el espaciador del mini-exón e isoenzimas, sugiriendo que

el control diferencial del largo telomérico y su organización es un evento

que apareció temprano en la historia evolutiva de T.cruzi [LúcioH, 1999].

Con respecto a la organización de la cromatina telomérica, se ha observado

que sólo parte de esta región se encuentra asociada a histonas formando

nucleosomas mientras que otras regiones no [LúcioH, 1999].

1.14 El Proyecto Genoma de Trypanosoma cruzi
La necesidad de comprender los mecanismos genéticos que Trypanosoma

cruzi pone en juego para colonizar a un individuo y de encontrar una
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estrategia para eliminar la enfermedad de Chagas establecieron las bases

para el lanzamiento del Proyecto Genoma de Trypanosoma cruzi, cuyo fin

es la secuenciación total de su genoma. T. cruzi posee características

genéticas únicas que impiden el estudio genético clásico de sus

propiedades. Entre ellas podemos citar la gran variedad de cepas,

acompañada por variaciones importantes en el tamaño de los genomas

respectivos, la ausencia de condensación cromosómica durante la
metafase y una pobre definición cariotipica con la consecuente deficiencia

en la definición de los marcadores cromosomales. Es por esto que se

decidió elegir como cepa de referencia el clon CL Brener para el proyecto

genoma de T. cruzi (reuniones del CYTED 1994, OMS 1994 y reunión del

proyecto genoma OMS-CYTED 1996).

A partir del lanzamiento del Proyecto Genoma de T. cruzi se ha

determinado el cariotipo molecular de la cepa CL-Brener (tamaño del

genoma nuclear 87 Mpb). Utilizando electroforesis en campos pulsados

(PFGE) se revelaron 20 bandas cromosómicas: 12 bandas cromosómicas

de tamaño mega, de 1 a 3.5 Mpb, y ocho cromosomas de menor tamaño,

entre 1 y 0.45 Mpb (Cano MI, 1995). Las 20 bandas fueron reconocidas por

sondas teloméricas, confirmando su identidad como cromosomas. La
coloración con bromuro de etidio de las bandas cromosómicas indicarÍa la

existencia de fenómenos de comigración de bandas o aneuploidía

[Henriksson J, 1996].

1.15 Bibliotecas disponibles
Con el fin de incrementar el número de marcadores disponibles para el

proyecto y de contar con las herramientas suficientes que permitan la
construcción de los mapas fisicos y el posterior secuenciamiento del

genoma de T. cruzi, se construyeron varios tipos de bibliotecas genómicas y

de ADNc. Debido a que existen regiones del genoma que son más

fácilmente clonables que otras, según la técnica y el vector utilizados, es
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importante contar con la mayor variedad de bibliotecas para asegurar una
buena representación del genoma de T.cruzi.

Así, se prepararon bibliotecas de grandes fragmentos de ADNgenómico en

vectores YAC (cromosoma artificial de levadura) y BAC (cromosoma

artificial de bacterias) con la asistencia técnica del CEPH (Paris, Francia).

La biblioteca YAC equivale aproximadamente 10 equivalentes genómicos,

con insertos promedio de 360 kpb y las bibliotecas BACconstan de 2000 y

9000-clones con insertos de 25 a 60 kpb, representando en su conjunto 5

equivalentes genómicos. Ambas bibliotecas fueron caracterizadas por PCR

y rastreos con secuencias repetitivas o de copia única [Ferrari I, 1997].

Otras bibliotecas que se encuentran disponibles son [información en

www.dbbm.fiocruz.br/TcruziDB/]:

I Biblioteca de ADNc normalizada y no normalizada de de la cepa CL

Brener del estadío epimastigotes de T. cruzi (Dr. Edson Rondinelli, UFRJ,

Rio de Janeiro, Brasil).

I Biblioteca de ADNcde amastigotes (en construcción, Antonio Gonzales,

Granada, España).

I Biblioteca de ADNc de tripomastigotes (en construcción, Antonio

Gonzales, Granada, España).

' Biblioteca genómica de cósmidos de la cepa CL Brener de T. cruzi (Dr.

J oerg Hoheisel, Heidelberg, Alemania).

l Biblioteca BAC de la cepa CL Brener de T. cruzi (Dr. Bjorn Andersson,

Universidad de Upsala, Suecia).

- -Biblioteca BAC (Denis le Paslier) 2000 clones, tamaño promedio de

inserto de 100 kpb.

I -Biblioteca genómica de la cepa CL Brener en el vector XFIXII, tamaño

promedio de inserto de 15 kpb (Dr. Edson Rondinelli, UFRJ, Rio de

Janeiro, Brasil).

1.16 Información disponible en las bases de datos
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En los últimos tiempos, y gracias al avance del proyecto genoma de T.

cruzi, se han incrementado el número de secuencias enviadas a los bancos

de datos. Mientras que hasta 1996 se habían enviado sólo 357 secuencias

genómicas, durante los últimos cinco años ese número se ha incrementado
notablemente alcanzando actualmente más de 12232 secuencias. El

número de ESTs (Expressed Sequence Tags) ha alcanzado un valor de

10133 secuencias (datos obtenidos de la base de datos del NCBI). En

conjunto, esto equivale aproximadamente a más de 8 Mpb secuenciadas.

También se han creado nuevas bases de datos que no sólo contienen datos

genómicos de T. cruzi (secuencias genómicas, ESTs, etc) sino también otro

tipo de información como aspectos del ciclo de vida y de su metabolismo.

La red de laboratorios del proyecto genoma de Trypanosoma cruzi ha

puesto a disposición diferentes bases de datos las cuales pueden

consultarse por internet:

Iniciativa del httpzl ¿www.dbbm.fiocruz.br¿TcruziDB¿
genoma de T.
cruzi
BD AceDB de T. httgzz¿www.dbbm.figcruz.br¿TcruzQ‘Bidgtabasehm

delcruzi
Fiocruz iAceDBI
BD del TIGR htt: www.t' r.or tdb mdb tcdb
(secuencias
“shot gun” de
BACsl
BD del httD:/ lwwm7chi ac "¡el " ÍTcGN/P ‘ Ínrnfmme html
proteoma de T.
cruzi
BD de http: j /www Ph?ac IIk/cgi-biii/namsites/ ' ’ n
secuencias de T.
cruzi traducidas
en los 6 marcos
de lectura
BD de GSS y httn://www.iib "num eri" m‘/ ‘ L’tcruzi/índeï html
EST de la
Universidad de
San Martín
Tabla 1.3: Dirección de internet de algunas de las bases de datos disponibles de la red de
laboratorios del proyecto genoma de T. cruzi.

1.17 Marcadores ESTs (Expressed Sequence Tags)
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La secuenciación a gran escala de marcadores EST constituye una de las

estrategias utilizadas por la red de laboratorios del proyecto genoma de T.

cruzi para descubrir genes nuevos. Hasta la fecha se han secuenciado y

registrado en la base de datos GenBank alrededor de 10100 ESTs, que

equivalen a más de 3 Mpb [datos del GenBank]. La gran mayoría de estos

marcadores provienen de bibliotecas de ADNcdel estadío epimastigote de

este parásito.
Se estima que este número representa -55% del número total de genes

expresados en el estadío epimastigote y por lo menos un 30% del número

total de genes únicos en T.cruzi.

Un estudio realizado por Porcel y colaboradores a partir de 5013

secuencias EST reveló 778 grupos (52% del total de secuencias) y 2382

singletes (48%). La redundancia de secuencias estimada fue de -50% y

3000 transcriptos diferentes fueron identificados. El ADNcencontrado más

frecuentemente era el que codificaba para 1a familia multigénica de las

mucinas (2.1%) seguido por los mensajeros de las histonas H2A (1.4%) y

H3 (1%). Del total de las secuencias analizadas, sólo el 33% presentaba

homologías con alguna secuencia de la base de datos GenBank, a 20% de

las cuales se le pudo asignar una posible función. El 14% (450) de las

secuencias presentaba similitudes significativas con Saccharomyces

cerevisiae o Caenorhabditis elegans y de éstas el 12% (365) eran

compartidas por los 3 organismos, representadas mayormente por genes

“housekeeping”. El bajo porcentaje de similitudes obtenido entre T. cruzi y

S. cerevisiae y C. elegans podría estar reflejando la divergencia evolutiva de

los tripanosomátidos, similar a lo que ha sido sugerido también para otro

protozoario Toxoplasma gondii [Ajiokaet al. 1998]. Por último, 7.8% de las

secuencias presentaban similitudes significativas sólo con otros

kinetoplástidos de los cuales más del 50% no tienen función conocida

[Porcel B, 2000].

Los EST que no presentan similitud significativa con otras secuencias o

que sólo lo hacen con secuencias pertenecientes a otros parásitos
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relacionados, pueden representar adaptaciones filogenéticas y/o

patológicas especificas, sugiriendo posibles blancos para el desarrollo de

drogas antiparasitarias.

La secuenciación de ESTs como estrategia para el descubrimiento de genes

nuevos en tripanosomátidos presenta el problema que no todos los genes

se encuentran igualmente representados en la población de transcriptos

celulares de un estadío. Mientras que algunos genes como los codificantes
para'las mucinas se encuentran muy representados, otros, identificados a

partir de secuencias genómicas, no se encuentran en las base de datos de

EST. Así, los niveles de expresión génica parecen variar considerablemente

entre distintos genes y para un mismo gen en diferentes estadios. Además,

se ha observado que el grado de redundancia de la biblioteca de

epimastigotes es considerable llegando a valores aproximados del 50%

[Informe de la Red de Laboratorios del Proyecto Genoma de T. cruzi, 1999].

Dado la alta densidad génica que presenta T. cruzi, parece lógico que una

mejor estrategia es secuenciar fragmentos de ADN genómico. Esto

presenta varias ventajas: (1) el ADN es más fácil de preparar; (2) la

redundancia de secuencias es baja; (3) no hay tendencia a secuenciar

siempre los genes que presentan un mayor nivel de expresión [Ivens A,

1999]. Es más, estudios realizados por Agüero y colaboradores [Agüero F,

2000] a partir de 11500 secuencias genómicas (representando "4,3 Mpb)

permitió identificar 2670 genes, 946 de los cuales no habían sido

identificados hasta el momento en T. cruzi. Sin embargo, también se

encontró una alta redundancia en el genoma, donde "35% de las

secuencias pertenecían a unas pocas grandes familias de secuencias,

incluyendo ciertas familias multigénicas como sialidasas, mucinas,

glicoproteína gpóB y cruzipaina, retrotransposones y otras secuencias

repetidas.
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A continuación se detalla el número de genes identificados hasta julio de

2001 en T. cruzi agrupados por su función, según datos obtenidos de la

base de datos de parásitos del EBI (www.ebi.ac.uk).

IETABOLISHO (56)
Metabolismo de aminoácidos (16)
Metabolismo de nitrógeno y sulfuro (3)
Metabolismo de nucleótidos (13)
Metabolismo de fosfatos (4)
Metabolismode compuestos carbonados y carbohidratos (21)
Metabolismo de lípidos, ácidos grasos e isoprenoides (3)
Metabolismo de vitaminas, cofactores, y grupos prostéticos (5)
Metabolismos secuendarios (1 )

ENERGIA (12)
Glucólisis y gluconeogénesis (4)
Respiración (4)
Metabolismo de reservas energéticas (glucógeno y trealosa) (3)
Ciclo del glioxilato (l)

CRECIMIENTO Y DIVISION CELULAR Y SINTESIS DE ADN (29)
Crecimiento celular (8)
Polaridad celular (5)
Síntesis de ANDy replicación (1)
Recombinación y reparación de ADN(2)
Control del ciclo celular y mitosis (10)
Citocinesis (3)

TRANSCRIPCION (22)
Transcripción de ARNr(6)
Transcripción de ARNt (6)
Transcripción de ARNm (6)
Otras actividades transcripcionales (4)

SINTESIS DE PROTEINAS (13)
Proteínas n'bosomales (9)
Traducción (iniciación, elongación y terminación) (4)

PROTEINAS QUE ACTUARSOBRE OTRAS PROTE
Plegado y estabilización de proteínas (7)
Localización,ordenado y translocación de proteínas (3)
Modificación de proteínas (16)
Ensarnblado de complejos proteicos (4)
Proteólisis (23)

TRAISPORTE FACILITADO(5)
Canales iónicos (1)
Tranportadores con actividad ATPasa (4)

TRANSPORTE¡“RACELULAR (12)
Transporte vesicular (3)
Transporte vacuolar (6)
Transporte extracelular (secreción) (1)
Importación celular (2)

BIOGENESIS CELULAR 6
Biogénesis nuclear (3)
Biogénesis vacuolar y lisosomal (3)

COMUNICACIONCELULAR/TRANSDUCCIONDE SEÑAL” (29)
Transducción de señales sin especificar (2)
Morfogénesis (6)
Osmosensores (9)
Via de respuesta nutricional (8)
Otras actividades de transducción de señales (4)

RESCATE CELULAR, DEFENZA Y MUERTE CELULAR (1 1)
Respusta al stress (8) *
Reparación de ADN (1)
Detoxificación (5)

HOHEOSTASIS ¡UNICA (5)
Homeostasis de iones metálicos (5)

IISCELLANEA DE GRANDES FAMILIAS PROTEICAS (35)
Portadoras de dominios ADN-J (2)
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Pegado a ARN (4)
Pegado a ADN (2)
Pegado a GTP (2)
Proteínas / Antígenos de superficie (12)
Otros antígenos (l l)
Mucinas (2)

FROTEINAS HIPOTETICAS (18)
PROTEINAS N0 CLASIFICADAS(43)
TOTAL DE PROTEINAS: 349

1.18 Manipulación genética en tripanosomátidos
Como fue mencionado anteriormente, T. cruzi exhibe varias propiedades

bioquímicas inusuales incluyendo el trans-splicing, la edición de ARNy la

transcripción policistrónica. Para avanzar en el estudio de los mecanismos

involucrados en estas propiedades inusuales, se han desarrollado en T.

cruzi diferentes sistemas de transformación de ADN. Primero, el uso de la

recombinación homóloga permite incorporar eficientemente genes que

confieren resistencia a antibióticos dentro de regiones específicas de un

cromosoma [Otsu K, 1993; Cooper R, 1993]. Este método permite tanto la

expresión de genes heterólogos así como la disrupción de genes,

incluyendo escisiones y mutaciones sitio-específicas. Segundo, para evitar

efectos deletéreos o mutaciones en una región específica del cromosoma,

se han creado varias construcciones plasmídicas que permiten la

formación de moléculas de ADNcircular extracromosómicas (episomas) en

T. cruzi u otros tripanosomátidos [KellyJ, 1992]. Estos plásmidos, una vez

dentro de la célula, forman episomas constituidos por varias copias del

plásmido original dispuestas en tándem. Estos episomas parecen

establecerse fácilmente en T. cruzi, Leishmania sp y Leptomonas sp aunque

sólo se ha descripto un caso en Trypanosoma brucei [Clayton C, 1999]. Los

mecanismos y las secuencias involucradas en la replicación y segregación
de estas moléculas de ADN son hasta el momento desconocidos. Sin

embargo, estos episomas pueden ser mantenidos por largos períodos de

tiempo en ausencia de selección [KellyJ, 1992]. Una segunda familia de

vectores la constituyen los vectores pRlBOTEX [Martinez-Calvillo S, 1997]

y pTREX [Vázquez M, 1999]. Estas moléculas de ADN circular portan el

promotor ribosomal de T.cruzi permitiendo una activa transcripción de los
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genes que se encuentran insertados río debajo disminuyendo el tiempo

requerido de selección. Otra diferencia fundamental entre estos vectores y

los antes mencionados es que tanto pTREX como pRIBOTEX no se

mantienen como episomas de alto peso molecular sino que se integran en

el cromosoma correspondiente a1 locus ribosomal por lo general como

copia única. Aun no esta claro si la ausencia de elementos

extracromosómicos derivados de estos dos vectores, se debe a la

imposibilidad de poderse replicar autónomamente por la alta tasa de

transcripción o porque existe un mecanismo de recombinación altamente

eficiente y específico dependiente de la presencia del promotor ribosomal.
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1.19 Objetivos

En 1994 comenzó el proyecto genoma de Trypanosoma cmzi cuyo objetivo

final es la secuenciación total del genoma nuclear. Basándose en la

tecnología disponible en ese momento, se diseñó una estrategia basada en

1aconstrucción inicial de los mapas físicos de cada uno de los cromosomas

del parásito. Esto permite seleccionar un numero mínimo de fragmentos

superpuestos de ADN clonados (contigs), que representan el total del

genoma, para su secuenciación.

Para construir el mapa fisico, se necesitó poner a punto diferentes técnicas

que permitiesen, por un lado, generar un gran número de marcadores, y

por el otro, localizar dichos marcadores en los distintos cromosomas del

parásito. Además, era necesario disponer de varios tipos de bibliotecas

genómicas representativas, que contengan fragmentos de ADNde distinto

peso molecular.

De acuerdo con lo expuesto, se proponen los siguientes objetivos para esta
tesis:

(1) Incrementar el número de marcadores genómicos disponibles para

el proyecto genoma de T. cruzi.

(2) Construir una biblioteca de grandes fragmentos genómicos en

vectores YACutilizando diferentes estrategias.

(3) Construcción de los mapas fisicos de los cromosomas XVI,XVII,XIX

y XX de T. cruzi.

(4) Desarrollar un vector de fragmentación para determinar la
localización relativa de marcadores en cada cromosoma.

(5) Construcción de una cromosoma artificial de T. cruzi, que pueda ser

utilizado inicialmente como un vector eficiente para estudios

genómicos funcionales.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

2.1 SOLUCIONES Y MEDIOS UTILIZADOS
2.1.1 Medios

0. LB: 1% bacto-triptona (Difco, Detroit, MI, USA), 0.5% extracto de

levadura (Difco, Detroit, MI, USA), 1% NaCl, pH: 7.0.

.LB-amp: LB + 100 mg/ ml ampicilina.

"LB-agar; LB + 1.5% bactoagar (Difco, Detroit, MI, USA).

LB-top agarosa: LB+ 0.7% agarosa.

Medio 2zYT: (para un litro) bacto-tn'ptona 16 g, extracto de

levadura 10 g , NaCl 5 g

Medio mínimo M9 ( + Tiamina): Na2HPO4 6 g/l, KH2P04 3 g/l,

NaCl 0.5 g/ 1,NH4Cl 1 g/l, se autoclava y luego se adiciona: glucosa

2 g/l (esterilizada por filtración), MgSO4 2mM, CaClg 2g/l . Se

adiciona con Tiamina lmM.

Medio SOB: (1Litro)Bacto triptona 20 g, Bacto extracto de levadura

5 g, NaCl 5M 2 ml, KCl 100 mM 25 ml. Autoclavar y agregar MgCIJZ

1M 10mly MgSO4 1M 10ml.

Medio LIT: Infusión de higado 5 gr, triptosa 5 gr, NaCl 1M 68 ml,

KCl 1M 5.3 ml, NagHPO4 1M 22ml, glucosa 20% 10 ml, heminal m1,

penicilina-estreptomicina 100X 10 ml, 10% de suero fetal bovino
inactivado.

Medio mínimo SD YNBsin aminoácidos y sin sulfato de amonio 1.7

g, Sulfato de amonio 5 g, Glucosa 20 g, llevar a 1 L con agua y a

pH=5.8.

Medio YPD Extracto de levadura 20 g, Glucosa 20 g, Peptona 20 g,

llevar a 1 L con agua (para medio sólido agregar 15 g por 1 L de

medio)

Medio AHC YNBsin aminoácidos 6.7 g, Hidrolisado ácido de caseina

10 g, Adenina hemi-sulfato 0.02 g, llevar a 1 L con agua.
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o Medio TOP Agar y medio para placas del metodo de
transformación de esferoplastos de levadura:

Solución A 2M sorbitol

Solution B 1.7 g YNB sin aminoácidos y sin sulfato de

amonio, 30 g Dextrosa, 5 g (NH4)ZSO4,25 g Bacto agar, llevar

a 500 m1con agua.

_Autoclavar las soluciones A y B separadas. Mezclar 500 ml de

Isolución A con 500 m1de solución B. Agregar suplementos.

2. 1.2 Soluciones generales
O PBS 10X: 8% p/v NaCl, 0.2% KCl, 1.4% Na2HPO4, 0.24% KH2P04 a

pH 7.4.

SM: 50 mM Tris-HCl pH: 7.5, 100 mM NaCl, 8 mM MgSO4, 0.02%

gelatina.

TE: 10 mM Tn's-HCl pH: 8, lmM EDTA.

TBE 10X: (1 litro) Tn's base 108 g, ácido bórico 55 g, EDTA 0.5 M

(pH 8.0) 40 ml.

TAE 50X: (1 litro) Tris base 242 g, ácido acético glacial 57.1 m1,

EDTA 0.5M (pH 8.0) 100 ml.

SSC 20X: Citrato de sodio 88.2 g, llevar a pH=7 con HCl

Buffer de siembra 6X: ( Ácidos nucleicos) 60% Glicerina, 0.25%

azul de bromofenol, 0.25% Xilencianol.

2.1.3 Soluciones para preparar células competentes
O TFB I: Acetato de potasio 5 M 1.5 ml, MnC12 1 M 12.5 ml, KC12 M

12.5 m1, CaClg l M 2.5 ml, glicerol 37.5 ml llevar a pH 5.8 con ácido

acético 0.2 My a un volumen final de 250 ml. Esterilizar por filtrado.

TFB II: MOPS pH 7.2 M 12.5 ml, CaCh 1 M 18.8 ml, K012 M 1.25

ml, glicerol 37.5 ml llevar a pH 6.5 con ácido acético 0.2 M y a un

volumen final de 250 ml. Ester-¡lizarpor filtrado.

2.1.4 Soluciones para la preparación de esferoplastos de levadura
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SCE 1 M sorbitol, 0.1 M Citrato de sodio, 0.06M EDTA pH=7.

Esterflizar por filtración. Guardar a temperatura ambiente.

SCEM 20 ml SCE, 43 pl 2-Me 14 M.

Solución de lisis 20 mM Tris-CIH pH=8, 100 mM EDTA, 2%

Sarkosyl de SIGMA,2 mg/ ml de Proteinasa K. Guardar a —20°C.

2.1.5 Soluciones para la transformación de esferoplastos de levadura:
. .

0

'2M Sorbitol 182.2 g de Sorbitol en 500 ml de agua.

SPE 250 ml Sorbitol 2 M, 5 ml Na3PO4, pH 7.5 1 M, llevar a 500 ml

con agua. Esterilizar por filtración. Guardar a temperatura

ambiente. Antes de usar agregar 2-Me.

Solución de Zymolyase lOOT 10 mg/ m1en 50% glicerol. Guardar
a —20°C.

STC 250 ml sorbitol 2 M, 5 ml Tris-HCl 1 M pH=7.5, 5 ml CaC12 1

M, llevar a 500 ml con agua. Ester-¡lizar por filtración. Guardar a

temperatura ambiente.

Solución de PEG (20% PEGSOOO) Agregar 100 g de PEG 8000 a

490 ml de agua. Agregar 5 ml Tris-HCl 1 M pH=7.5 y autoclavar. A1

sacar del autoclave agitar con agitador magnético. Después de

enfriarse agregar 5 ml CaC12 1M. Puede formarse precipitado pero

no pasa nada. Esterilizar por filtración. Guardar a temperatura
ambiente.

SOS 250 ml sorbitol 2 M, 3.3 ml de CaCl2 1M, 1.25 g extracto de

levadura, 2.5 g bactopeptona, llevar a 500 ml con agua. Esterflizar

por filtración. Guardar a temperatura ambiente.

2.1.6 Solución DB 0.5 para bloques de parásitos 0.5 M EDTApH=8, 1%

N-lauril sarcosina, 0.5 mg/ ml de Proteinasa K.

2.1.7 Soluciones para preparación de bloques de levadura
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o LDS Dodecil sulfato de sodio 5 g, EDTA pH=8 0.5 M 100 ml, Tris­

HCl pH=8 1 M 5 ml, llevar a 500 m1con agua, esterilizar por

filtración y guardar a temp. amb.

o 100% NDS Mezclar 350ml H20, 93g EDTAy 0.6g Tris base. Llevar a

pH >8 con 100 a 200 pellets de NaOH sólido. Agragar N-lauril

sarcosina (5gperdisueltos en 50ml de H20). Llevar a pH 9.5 con

INaOHconcentrado. Llevar a 500ml con agua. Esterilizar por

' .filtración y guardar a temp. amb.

o Solución I Sorbitol 1 M 10 ml, EDTA pH=8 0.5 M 400 m1, 2-Me 14

M 10 ml.

o Solución de enzima Zimoliasa a 6 mg/ ml en solución I.

o Solución de Agarosa Sorbitol 1 M 10 ml, EDTApH=8 0.5 M 400 ml,

agarosa SeaPlake 0.2 g, fundir en microondas y equilibrar a 40°C.

Luego agregar 2-Me 14 M 10 ml. Mantener a 40°C.

o Solución II Sorbitol 1 M 10 ml, EDTApH=8 0.5M 400ml, Tris

pH=7.5 1 M 100 m1, 2-Me 14 M 10 m1, zymoliasa 20 mg.

2.1.8 Soluciones de lavado de las hibridaciones:

o I (500m1): 2 x SSC + 0.2 % SDS: 50 ml 20 x SSC, 10 ml 10% SDS.

o II (500ml):0.2 x SSC + 0.2 % SDS: 5 m1 20 x SSC, 10 ml 10% SDS.

2.1.9 Soluciones para minipreparación de ADNplasmídico:
o I : Glucosa 50 mM, Tris-HCl pH=8 25 mM, EDTA pH=8 (Autoclavar)

o II: NaOH 0.2 N, SDS 1%

o III (100 ml): KAc 5 M 60 ml, ácido acético glacial 11.5 ml, H20 dd
28.5 m1.

2. 1.10 Oligonucleótidos utilizados

o SIRE O: 5’-TCCTCCGGGCAGCTGGCCGGATCCTGA-3’
o SIRE 1:5’—GGAGGACCCAAAGTCGTCC—3’

o SIRE 2:5’—GATC'I’I‘GGGAGAGCTGGCTA—3’
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SIRE 3:5’-C’I"I‘ACGAAGTGGCAGAC’I"I"I‘-3’

ZSC: 5’- TTTGCTCTCGTGGTGGAA-B’

ZSD: 5’- GGGCT'I'I‘GGACCACC'I'I‘T-3’

ZSE: 5’—TTATCGTAAAGATGGGTG-S’

ZSF: 5’- AGACGATGGATCCTGACA-S’

ZSG: 5’- AACATCGCTCTCTATGGA- 3’

JZSH: 5’- GGATAAGACAGAGGAACA-B’

“ZSI : 5’—GCTCATGGGCCTCGTTCC-3’

ZSJ: 5’-GGAAACGCGCGCATGATT—3’

ZSK: 5’- ACGCTTCGGATCACGGT-B’

ZSL: 5’-TTCACGAGGGAGGAGTT—3’

ZSM: 5’-GGTCTTGGGATGCACCAT—3’

ZST: 5’-CCATGGTGCAGCGGGAT-3’

ZSP: 5’-GGTCACAAGCATAGCGTT—3’

ZSR: 5’-CGCATGATGCAACTGCA—3’

FORWARD:universal para pBluescript

REVERSE:universal para pBluescn'pt
T7: universal

SK: universal

RibDS: 5’-GTGTGTACTTGTGCGCAT—3’

MpSBam: 5’-GGATCCAATACCGCTCCATG—3’

MP5: 5’-GAGCTCCCTAAAAAAA’I"ITI‘GG—3’

MP3: 5’-TCTAGAATACCGCTCCATGATG—3’

PROMS: 5’-GCACCCACCTT'I‘CCCGT—3’

PROM3: 5’-CACACGGCGC'I‘TTGACT-3’

HSP703ense: 5’-GGGCACCGGTAAGCGGAACCAG—3’

HSP70antisense: 5’-TCCTGACGAAGACGACGGGTTCG—3’

GP903ense: 5’-TATAGGATCCCCTGTGAACACTCGG-3’

GP90antisense: 5’-TTAGTCTAGAT'I'I‘CCCGTCCTTGAT-3’

J L7-H493ense: 5’-GCGGAATTCATGGAGCAGGAGCGCAGG-3’

J L7-H49antisense: 5’-GCGGGATCCAACAAAGTGGCTGTCGTC-3’
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2.1.11 Plásmidos

o pGEM-T easy: lacZ, pGEM-SZf(+)3T, Ampr (Promega)

¡»GEM-3211+):lacZ, Ampr (Promega)

pBlueScript: lacZ, Ampr

o pTREX: Ampr, Neor

o pRIBOTEX: Ampr, Neor

O

O

2.2 BACTERIAS

2.2.1 Cepas bacterianas.

o E. coli JM109: supE44, endAl, hst17, gyrA96, relAl, thi A(lac—

proAB), recAl. Mantenida en medio M9 + Tiamina.

. E. coli DHSa: F'/endA1, hst17, supE44, thí-l recAl, gyrA relAl

AlacIZYA-argF)U169 deoR (A80dlacA(la(Z)M15). Mantenida en medio

LB Agar + Kanamicina.

o E. coli Y1090: AlacU169, proA+, Allan, araD139, strA, supF, (trp

022::Tn10), (pMC9). pMC=pBR322, lacIQ. Mantenida en medio LB

Agar + Ampicilina

2.2.2 Mantenimiento de las cepas: Las cepas se mantuvieron en placas

del medio correspondiente a 4°C por cortos períodos de tiempo (15 días) y

en cultivos líquidos con 50% de glicerola -70°C durante meses.

2.3 CEPA DE REFERENCIA DE T. cruzí

La cepa de referencia utilizada por el proyecto genoma de Tripanosoma

cruzi se origina a partir de un clon de la cepa CL de T.cruzi denominado

clon CL Brener. El mismo cumple el ciclo de propagación insecto­

vertebrado, asegurando que toda la información genética que determina la

infectividad está presente en el clon. La misma también presenta

estabilidad genética en condiciones de crecimiento de laboratorio (Brener,

Z., comunicación, Parasite Genome Network Planning Meeting, Fiocruz, Rio

de Janeiro, Brasil, 14-15 de Abril de 1994). Esta cepa es mantenida
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actualmente en nuestro laboratorio a 30°C en medio de cultivo LIT y

replicada cada 7 dias.

2.3 BIBLIOTECAS

O Biblioteca de expresión de T. cruzi en lgtl 1: lac5, AshndlIIXQ-3,

er7t3°, cItsSS7, 311140,nin5, srns°, SamlOO. Clonado de ADNc de

IT. cruzi cepa 'I‘ulahuen II, en el sitio EcoRI.

“Biblioteca genómica de T. cruzi en A.-Zap II: Xsbth° (T amp

ColEl ori lacZ’promotor T3-sitio múltiple de Clonado-promotor T7 I)

sr113° cIt3857 sd7L4°nin5 srfl5°. Clonado de ADNc de T. cruzi cepa

'I‘ulahuen II, en el sitio EcoRI, ésta biblioteca fue cedida por el Dr. S.

Reed, Seattle Biomedical Reaserch Institute, Seattle, WA,USA.

Biblioteca normalizada de ADNc de T. cruzi en pT7T3-18D:

vector plasmídico (Pharmacia) en el cual se clonaron ADNc de T.

cruzi provenientes del clon CL Brener, obtenidos mediante un

proceso de normalización que permite que se encuentren más

fácilmente los mensajeros con bajo nivel de expresión. La biblioteca
fue construida en el laboratorio del Dr. Edson Rondinelli del

instituto Fiocruz de Rio de Janeiro, Brasil.

2.5 MANIPULACIÓNDE FAGOS RECOMBINANTES

2.5.1 Plaqueo de la biblioteca de ADNcen X-ZapII

Incubar por 15 min. 600 ml de bacterias JM109 crecidas en medio M9

(+ tiamina) a 37° C.

Mezclar con 8 ml de LB-top agarosa a 48°C, homogeneizar y volcar

sobre placas de Petri de 150 mm precalentadas a 37°C por lo menos

30 min. Incubar toda la noche (12 hs, mínimo).

2.5.2 Plaqueo de la biblioteca lgtl 1:
Preparación de las bacterias Y1090:
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Inocular una colonia aislada de E. coli Y1090 en 5 ml de LB

conteniendo 100 pg/ ml de ampicflina.

Incubar durante toda la noche a 37°C con agitación.

Al día siguiente inocular 100 pl del cultivo en 50 ml de LB con 100

ug/ ml de ampicilina, 0.2% maltosa y 0.5 ml de MgSO4 1M; incubar a

37°C con agitación hasta que llegar a D0660m=0.5.

cosechar las bacterias por centrifugación a 3000 rpm durante 10 min
a 4°C y se resuspender en 0.4 volúmenes de MgSO4 10 mM estéril y

frío. Las bacterias así preparadas pueden ser mantenidas a 4°C por no
más de 15 días.

Plaqueo de la biblioteca:

Incubar 600 ul de bacterias Y1090 20 min a 37°C con 4 x104 ufp en

100 pl de SM.

Luego mezclar con 8 ml de LB-top agarosa previamente equilibrada a

48°C, homogeneizar y volcar sobre placas de Petri de 150 mm

precalentadas a 37°C por lo menos 30 min.

Incubar toda la noche (12 hs, mínimo).

2.5.3 Purificación de clones positivos:
Extracciónde fagos con señal positiva:

Siguiendo las marcas del filtro, hacer un calco en una hoja de nylon

transparente para poder así ubicar las playas de lisis de los fagos

positivos.

Extraer la zona de la placa correspondiente a la señal positiva con una

pipeta automática cuya punta se cortó previamente para aumentar su
diámetro.

Colocar el fragmento de agar con las playas de lisis extraída en un tubo

Eppendorl® con lml de SM más 30 ul de cloroformo y dejar durante

una noche a 4°C para que los fagos difundan.

Rastreos sucesivos: punficacíón defagos con señal positiva.
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Para purificar el fago recombinante positivo, repetir el rastreo con

sonda radioactiva a partir de los fagos extraídos de la zona

correspondiente a la señal positiva, a una densidad menor de ufp por

caja de Petri (50-100 ufp).

Aislar los fagos que a su vez produzcan una señal positiva y volver a
rastrear.

Repetir el procedimiento hasta que en el rastreo todos los fagos den
señal positiva. En ese momento se considera al clon purificada.

2.5.4 Amplificación de los fagos recombinantes:
Con el objeto de obtener una suspensión de fagos de aproximadamente

101° ufp/ml, infectar 200 ul de un cultivo de E. coli, de la cepa

adecuada (JM109 ó Y1090), competentes para infección, con 10 pl de

fagos (aproximadamente 106ufp/m1).

Luego de 20 min a 37°C agregar 3 ml de top-agarosa (previamente

fundida y mantenida a 48°C)y colocar la mezcla en una placa de Petri

(de 96 mm) conteniendo LB-agar (con o sin ampiclina).

Incubar a 37°C. Dejar crecer toda la noche hasta confluencia de las

playas de lisis de los fagos.

Agregar 5 ml de SM por placa e incubar no menos de 2 hs con

agitación.

Luego pasar la suspensión a un tubo Eppendorf®. _
Recolectar los fagos remanentes en la placa con 2 ml más de SM y

juntar con los 5 ml anteriores. Agregar cloroformo (3% final) y agitar

suavemente durante 15 min a temperatura ambiente.

Separar las bacterias no infectadas y los restos celulares de la

suspensión de fagos por centrifugación a 12000 rpm durante 10 min.

Recoger el sobrenadante y luego del agregado de cloroformo (0.3%V/V)

mantener a 4°C.

2.5.5 Escisión in vivo del plásmido pBS SK- de X-Zapn
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' Se usalacepa JM109 que es RecA-/F’+

I Mezclar 200 pl de JM109 (D0660=1) + 100 pl de 7L-ZapII (105 ufp) 0 10

pl de fago (103 ufp)+ 20 pl de Fago Helper R408 (1.5 1011 ufp/ml).

Colocar en un tubo falcon de 50 ml.

' Incubar 15 min a 37° C.

' Agregar 5 ml de medio 2xYT.

' Continuar la incubación 4hs más a 37°C con agitación.

' Incubar la mezcla a 70°C por 20 mín para inactivar al fago y matar las
bacterias.

' Centrifugar a 1000x 5 min.

' Pasar el sobrenadante a un tubo estéril (contiene el fago f1 helper y el

f1 con el plásmido pBS). Se puede conservar un mes a 4°C.

' Mezclar 200 pl de JM109 + 200 pl de fago f1..

' Incubar 15 min a 37° C

' Plaquear sin diluir y una dilución 1/ 100.

' Si el número de colonias es adecuado, picar y crecer toda la noche en
LB o SOB a 37°C.

2.6 TRANSFERENCIA DEL ADN DE LOS FAGOS RECOMBINANTES A

FILTROSDE NYLON:( Método de transferencia de Benton Davis )

Sobre las cajas de Petri utilizadas en los rastreos se colocó un filtro de

nylon (I-beond-N*®,Amersham) de modo que las placas de lisis quedaran

cubiertas por el mismo; se realizaron marcas sobre el filtro para 1a

posterior identificación y después de 1 minuto (en el caso de duplicados 2

min y en el caso de triplicados 3 min) se retiraron los filtros con una pinza

y se colocaron 5 min sobre un papel Whatman® 3MM (el lado que estuvo

en contacto con las placas de lisis se colocó opuesta al Whatman® 3MM)

embebido con una solución desnaturalizante; luego se transfirió durante 5

min a una solución neutralizante y por último se realizó un lavado de 5

min en iguales condiciones en una solución de 2xSSC. Se dejó secar sobre
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un papel Whatman® 3MM. Una vez secos, se realizó la fijación apoyando

las membranas sobre tres hojas de papel Whatman® 3MMembebidas en

NaOH 0.4 N y se dejó fijar entre 20 min a 60 min. Luego se envolvieron las

membranas en nylon y se conservaron a 4°C hasta su posterior utilización.

Para el rastreo de la biblioteca construida en el vector pT7T3-18D se

utilizó el mismo protocolo para transferir el ADN de las colonias
transformadas.

2.7 PREPARACIÓN DE BACTERIAS COMPETENTES DE E. coli DHSa

PARA TRANSFORMAR

Tornar un erlenmeyer de 500 ml con 50 ml de medio LB e incubar con

50 ml de bacterias DHSF’a(previamente crecidas a 37° C toda la noche)

hasta llegar a una Doóóo=o,45-o,55.

Enfriar rápidamente en baño de hielo-agua durante 30 min.

Pasar el cultivo a dos mamaderas pre-enfriadas de 250 ml y centrifugar

a 2500 rpm, 10 min a 4°C.

Luego eliminar el sobrenadante y resuspender en 100 ml de solución

TFB I fría. Centrifugar a 3500 rpm, 10 minutos a 4° C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 20 ml de
volumen de TFB II e incubar en hielo.

Alicuotar 500 pl de células en tubos pre-enfriados y congelar

inmediatamente en nitrógeno líquido

Guardar en freezer a —70°C.

2.8 TRANSFORMACIÓNDE BACTERIAS COMPETENTES DHSa

En un Ependorff ® agregar 100 pl de bacterias competentes + más 5 pl

del plásmido a transformar o de la ligación.

Dejar 30 min en hielo.

Shock térmico a 42°C, 2 min.
5 min en hielo.
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Llevar a 1 m1 con el agregado de SOC o LB.

Llevar 1 h a 37°C y luego centrifugar 1 min. A 13000 rpm.

El precipitado se resuspende en 100 pl de sobrenadante.

Para rastríllar se utiliza 100 pl de bacterias, 20 pl de IP’I‘G100 mM, 40

ul de X-Gal 2%.

Incubar toda la noche a 37°C.

2.9 ‘Ï’REPARACIÓN DE VECTOR PARA CLONADO DE PRODUCTOS DE

PCR

Digerir el plásmido pGEM3zf(+)con la enzima Econ (deja extremos

romos).
Inactivar la enzima calentando a 65°C 20 min;

Precipitar el ADNagregando 1/10 volumen de NaAc 3 M y 2 volúmenes
de EtOH absoluto.

Dejar 1 hs. a —20°Cy centrifugar 15 min a 13000 rpm 15 min.

Lavar una vez con 500 pl de EtOH 70%. Dejar secar y resuspender el

pellet en buffer TE.

Incubar con l U de Taq polimerasa por cada ug de ADN en 20 pl de

volumen final usando buffer Taq estándar en presencia de 2 mM de
dT'I‘Pdurante 2 hs a 72°C.

Extraer con fenolzcloroformozisoamílico25:24: 1.

Precipitar el ADNagregando 1/ 10 volumen de NaAc 3 M y 2 volúmenes
de EtOH absoluto.

Resuspender en buffer TE.

2. 10 PREPARACIÓN DE SONDAS RADIACTIVAS:

Las sondas radiactivas se prepararon con el kit Megaprime®ADNlabelling

system (Amersham).

Se colocó 4 pl del templado de ADN en TE (50 ¡ig/pl) con 2.5 pl de primer

solution (solución de nonámeros al azar) y 10 pl de agua deionizada. Se
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hirvió 5 min e inmediatamente se colocó en hielo. Se centrífugó unos

segundos para bajar lo que se condensó en las paredes del tubo.

Se agregó 5 ul de Labelling Mix (mezcla de nucleótidos fríos), 2.5 pl de [a32P

]dCTP 25 pCi y 1 ul de fragmento Klenow, y se incubó 20 min a 37°C.

Luego se colocó en hielo.

Para el precipitado de la sonda se colocaron 2 pl de canier'ADN, 13.5 pl (¡/2

volumen) de acetato de amonio 7.5 M y 81 pl (2 volúmenes) de etanol

absoluto; se dejó 20 min a —70°C.A continuación se incubó 2 min a 37°C

para resuspender los nucleótidos que no se incorporaron en la sonda, y se

centrífugó inmediatamente durante 15 min a 12000 rpm.

Se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 500 pl de etanol

67%, 0.67 M de acetato de amonio. Se centrífugó otros 15 min en iguales

condiciones; se desechó el sobrenadante y se dejó secar en estufa a 37°C.

Cuando estuvo seco se resuspendió en 100 ul de TE pH 8.0. En todos los

pasos de precipitación se midió la marca radiactiva, utilizando un contador

Geiger en precipitados y sobrenadantes como control de la correcta

incorporación de los isótopos radiactivos en la sonda en preparación.

2.1 1 HIBRIDACIÓN CON SONDAS RADIACTIVAS

Se colocaron los filtros en bolsas de nylon con solución de hibridización

comercial: Rapid hybridization system de Amersham. (3ml por filtro de 15

mm de diámetro + 5 ml adicionales por bolsa)

La pre-hibridación se llevó a cabo a 65°C entre 15 min a 1 h, luego se

agregó la sonda radiactiva, desnaturalizada a 100°C durante 5 min. La

hibridación se realizó con agitación suave a la misma temperatura por un

período no menor a 2 horas.

Los filtros fueron lavados en condiciones de alta homologia: 2 lavados de

25 min cada uno a temperatura ambiente y con agitación en solución I de

lavado y 2 lavados de 20 min a 65°C con agitación en solución II de
lavado.
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Entre los lavados se monitorearon los filtros con un contador Geiger para

obtener una buena relación entre la sonda híbridada específicamente y el
ruido de fondo.

Los filtros se expusieron sobre películas AGFA-GEVAERTCun’x RPl con

pantalla intensificadora, a —70°C, por tiempo variable de acuerdo a la
marca retenida.

2.12 ELECTROFORESIS con ARN PARANORTHERNBLOT

Se preparó los materiales a usar lavándolos con soluciones con 0.1 M

NaOH, lmM EDTAy enjuagando con agua tratada con dietilpirocarbonato

0.1% (DEPC)y/o autoclavándolo 2 veces. Las soluciones también fueron

tratadas con DEPC 0.1%. El manejo del material se realizó con guantes
descartables cambiándolos frecuentemente.

Se corn'ó el ARNobtenido en un gel de agarosa 1% en buffer MOPS 1X, 6.6

% formaldehído en agua libre de ARNasa.Las muestras sembradas fueron

preparadas en un volumen final de 40 ul, y contenían 4 a 10 pg de ARN

total, 4 pl de MOPS 10X, 8 ul de formaldehído 37.5% y 22 pl de formamida

deionizada. Se calentó a 65°C durante 10 mín, y luego se dejó 2 min en

hielo. A cada muestra se agregó 2 ul de bromuro de etídio (10 mg/ ml) y

buffer de siembra para ácidos nucleicos 6X y se sembró en el gel. El gel fue
conido en buffer MOPS 1X con 6.6% de formaldehído a 75 V constantes.

El gel fue observado en un transiluminador de luz UV y fotografiado. Se

transfu'ió a una membrana de nylon Hybond NW(Amersham) durante toda

la noche usando como buffer MOPS 10X. El ARNse fijó a la membrana por

'autocrosslinking’ con un UV Stratalinker® 1800 de Stratagene. La

membrana fue híbridada con sondas realizadas a partir de los genes

TcRHl, TcNUl o TcEIFósegún el caso durante toda la noche.
2.13 TRANSCRIPCIÓN REVERSA DE ARN TOTAL DE T. cruzi

Para la transcripción reversa se utilizó 1 ug de ARNtotal de T. cruzi, buffer

M-MLV®RT 1X (Promega), 10 U de inhibidor de ARNasa, dNTP 2mM, 200

ng de hexámeros al azar, 600 U de enzima M-MLV'DRT y agua csp 20m.
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Se incubó durante 10 min a 25°C, 40 min a 42°C y 5 min a 95°C.

2.14 PREPARACIÓNDE ADNTOTAL DE T. cruzi

Tomar 1 ml de un cultivo saturado de epimastigotes de T. cruzi (1x103

cel/ ml) y centrifugar a 3000 rpm 10 min.

Resuspender en 1 ml de PBS 1Xy volver a centrifugar a 3000 rpm 10
min.

Resuspender en 1 ml de solución de lisis (Tris-HCl 10 mM pH=8,

EDTA 100 mM pH=8, 1% N-Lauril Sarcosina).

Agregar 2 pl de ARNasa 10 mg/ ml e incubar a 37°C 1 hs.

Agregar 500 ul de fenolzcloroformozisoamflico 25:24zl. Mezclar por

inversión y centrifugar 5 min a 13000 rpm.

Con un tip azul cortado tomar la fase acuosa y pasarla a otro tubo.

Repetir el paso anterior.

Agregar 500 ul de cloroformozisoamílico 24: 1. Centrifugar 5 min a

13000 rpm.

Tomar la fase acuosa con un tip azul cortado y pasarla a otro tubo.

Agregar 1 volumen de isopropanol 100%. Dejar a temperatura
ambiente 10 min.

Centrifugar 10 min a 13000 rpm.

Lavar el pellet con 500 ul de EtOH 70%.

Centrifugar 10 min a 13000 rpm.

Secar el pellet a temperatura ambiente. Resuspender en 200 ul de TE.

2.15 SOUTHERN BLOTS

Se digírió 5 ul de ADN de Trypanosoma cmzi y fue comido junto con un

marcador de peso molecular 1 Kb Ladder (BRL)en un gel de agarosa 0.8 %

a 25 V. Se transfirió a una membrana de nylon Hybond N+®con una
solución de NaOH 0.4 N durante toda la noche.

Las membranas se guardaron a -20°C hasta su hibridación con sondas
radiactivas.
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2.16 AMPLIFICACIONPOR PCR

Se amplificó por PCR los insertos a partir de ADN genómico o ADNc. Se

tomó 200 fmoles de ADN, se le colocó 50 pmoles de cada primer, 200 pM

de dNTPs, 2.5 pM de MgClg, Buffer Taq para 1X final, 2.5 U de enzima Taq

poh'merasa y agua deionizada de máxima pureza csp 100 ul. Como control

de contaminación se utilizó un tubo que no contenía ADN;y como control

de que los procedimientos realizados fueron correctos, se amplíficó

plásmidos con insertos conocidos.

La reacción se realizó en GeneAmp PCR System 9600 Perkin Elmer y las

condiciones fueron las siguientes:

Desnaturalización del ADN 1 min. a 94°C

Pegado de los oligonucleótidos 1 min a temperatura durante
variable de acuerdo a1 fin 30 ciclos

de los oligonucleótidos

Síntesis de ADN 1 min.por cada 1000 pb a

amplificar a 72°C J
Completado de cadenas 10 min.a 72°C

Luego se corrió 5-10 ul de cada reacción en un gel de 0.8-1 % de agarosa

en TAE 1X con 1 pl bromuro de etidio (10 mg/ml) a 100 V. Para la

determinación del tamaño de los insertos amplificados, se usó como

marcador de peso molecular 100 pb ladder o 1 kb DNA ladder. Se

observaron en un transiluminador de luz U.V. de 300 r|m y se

fotografiaron.

2.17 SUBCLONADOEN PLÁSMIDOS

Para subclonar en los plásmidos se utilizó los insertos que habían sido

amplificados por PCR y/o cortados con las enzimas de restricción

correspondientes, extraídos después de la corrida en un gel preparativo de

0.8 - 1% de agarosa de bajo punto de fusión. Para la ligación se utilizó la

relación molar vectorzinserto de 1:1 y 1:5. Las experiencias de ligado de los
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insertos y los plásmidos se llevaron a cabo en un volumen de 10 ul con 20

ng de plásmido, 1 U de T4 ADN ligasa durante 12-18 hs a 16°C. Como

control de ligación se incluyó una reacción de ligado de vector sin inserto

(autoligado).

2.18 SUBCLONADOEN EL PLÁSMIDOpGEM-T Easy°(Promega)

Este vector se empleó para realizar un clonado directo de productos de

PCR.'É1plásmido posee la característica de tener bases T protruyentes en

los extremos 3’. Este tipo de extremos permite la ligación en forma muy

eficiente de fragmentos de PCR amph'ficados que presentan bases

deoxiadenina en sus extremos generadas por la Taq poh'merasa en forma

independiente del templado. Este vector permite además una selección

rápida de las colonias recombinantes por (JL-complementación.

2.18.1 Análisis de los plásmidos recombinantes
Se picaron con escarbadientes colonias blancas (oen su defecto al azar), se

colocaron en tubos con 3 ml de medio LB con ampicilina y se dejaron

crecer durante toda la noche. Como control se picó una colonia azul (o de

un plásmido sin inserto). Se colocaron en tubos Eppendorfw 100 pl de los

cultivos con 50 pl de fenol-cloroformo (1:1) y 10 pl de buffer de siembra 6X

para ácidos nucleicos. Se agitó en vórtex durante 1 min, se centrifugó

durante 5 min a 12000 rpm a temperatura ambiente. Se corrió 20-25 pl de

la fase acuosa en un gel 0.6-0.8 % con 1 pl de bromuro de etidio (10

mg/ ml) y se comparó el ADNplasmídico de control con el de las muestras

de posibles recombinantes. En los casos que se observó que el plásmido

tenía mayor tamaño que el control sin inserto se hizo una extracción del

ADNplasmídico.

2.19 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en geles de

agarosa. El porcentaje de agarosa usado fue variable oscilando en el rango
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de 0.5-1%, dependiendo del tamaño de los fragmentos a resolver. Los geles

se prepararon y la electroforesis se realizó en buffer TAE 1x. Las muestras

fueron mezcladas en proporción 1:5 con el buffer de siembra 6X (30% de

glicerol / 0.25% azul de bromofenol /0.25% xilen-cianol FF). La

electroforesis se llevó a cabo en un aparato de electroforesis horizontal de

BRL (Horizon) a 100 V (voltaje constante).

El ADN fue coloreado agregando BrEt 1 ug/ ml al gel. El ADN fue

visualizado en un transiluminador “Baby Imager” (Appligene). La

determinación del tamaño de los fragmentos de ADN se llevó a cabo

mediante la comparación con marcadores de peso molecular apropiados.

2.20 ELECTROFORESIS EN GELES DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)
La corrida electroforética se realizó en un CHEF II de la firma Bio Rad. La

mejor resolución para YACsse obtuvo en un gel 1% de agarosa Sea Kem

GTG (FMC)en las siguientes condiciones: Intervalos de pulsos de 60 seg.­

120 seg.; 6.0 V/ cm; 14°C y un tiempo de corrida de 26 horas. Para geles

analíticos de la cepa 'I‘ulahuen lI de T. cruzi las condiciones de corrida

fueron las siguientes: buiïer TBE 0.5X; 60 seg-90 seg, 6 V/ cm, 16 hs; 200

seg-500 seg., 3 V/cm, 20 hs; 500 seg-1200 seg, 2.7 V/cm, 24 hs; 14°C; gel
SeaKem 1%.

Las condiciones de corrida para purificar las bandas cromosómicas XIXy

XX por geles preparativos del clon CL Brener de T. cruzi fueron las

siguientes: buffer TAE 1X; agarosa SeaPlake 0.8%; 15 seg-300 seg, 3

V/cm, 30 hs; 500 seg-900 seg, 2.7 V/cm, 30 hs; 900 seg-1500 seg, 2.7

V/cm, 30 hs; 14°C.

Para determinar la posición de los marcadores SAS, se utilizaron

cromoblots cedidos por el Dr. Franco da Silveira, San Pablo, Brasil. Estos

cariotipos electroforéticos se obtuvieron según se describe en [Cano MI,

1995i

2.21 ELECTROFORESISEN GELESDE cupos INVERTIDOS(FIGE)
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La corrida electroforética se realizó en un FIGE Mapper de la firma

BioRad". La mejor resolución para los clones pTNTse obtuvo en un gel 1%

de agarosa SeaKem GTG (FMC)en las siguientes condiciones: intervalos de

pulsos de 0.1 a 2.0 seg. en rampa lineal. Voltaje hacia delante de 180 V y

voltaje hacia atrás de 120 V en buffer TBE 0.5X a 18°C y un tiempo de

corrida de 16 hs. Para geles preparativos las condiciones de corrida fueron

las siguientes: gel 1% de agarosa SeaPlake GTG (FMC), intervalos de

pulsos de 0.1 a 3.5 seg. en rampa lineal. Voltaje hacia delante de 180 V y

voltaje hacia atrás de 120 V en buffer TBE 0.5X a 18°C y un tiempo de
corrida de 16 hs.

Para determinar la estructura linear/ circular de los CrATs las 2

condiciones de corn'da utilizadas fueron las siguientes:

o Condición 1: gel 1% de agarosa SeaPlake GTG (FMC),intervalos de

pulsos de 1.5 a 2.0 seg. en rampa lineal. Voltaje hacia delante de

180 V y voltaje hacia atrás de 120 V en buffer TBE 0.5X a 18°C y un

tiempo de con‘ida de 20 hs.

o Condición 2: gel 1% de agarosa SeaPlake GTG (FMC),intervalos de

pulsos de 0.1 a 2.0 seg. en rampa lineal. Voltaje hacia delante de

180 V y voltaje hacia atrás de 120 V en buffer TBE 0.5X a 18°C y un

tiempo de corrida de 16 hs.

2.22 EXTRACCIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN EN GELES DE

AGAROSA DE BAJO PUNTO DE FUSIÓN

Después de correr en un gel de 1% agarosa de bajo punto de fusión, se

cortaron los fragmentos correspondientes, en un transiluminador de luz
UV con un bisturí lo más pequeño posible, tratando de no tomar agarosa
sin ADN.

Se colocó el fragmento de agarosa en un tubo Eppendor't® con 200 pl de

TE y 100 pl de acetato de sodio 3 M pH= 6. Se dejó el tubo en un baño de

65°C por 10 min. Luego se agregó 500 ul de fenol precalentado a 65°C, se

mezcló con vortex y se centn'fugó 3 min a 12 rpm. Se tomó el sobrenadante
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(fase acuosa supen'or) y se repitió la extracción con fenol. Para retirar el

fenol remanente se hicieron 2 lavados con 500 pl de éter saturado con

agua, se agitó y luego se desechó. Se dejó unos minutos a temperatura

ambiente hasta que el éter que pudiera quedar se volatilizara.

Se le agregó 2 volúmenes de etanol absoluto frío y se dejó 20 min a -70°C

para que precipite, y a continuación se centrifugó 20 min a 12000 rpm. Se

descartó el sobrenadante y se Iavó el precipitado con 200 pl de etanol 70%,

se centrífugó nuevamente en las mismas condiciones que antes y se

extrajo el sobrenadante y se dejó secar en una estufa a 37°C. Se

resuspendió con una pipeta y vortex en 30 pl de TE.

2.22.1 Protocolo alternativo de purificación usando el kit Wizard DNA

Clean-Up'9 (Promega)

Para purificar los insertos cortados con las correspondientes enzimas de

restricción, se corrieron en un gel de 0.8-1% agarosa de bajo punto de

fusión. Se cortaron los fragmentos correspondientes, en un

transiluminador de luz UV con un bisturí, tratando de no tomar agarosa

sin ADN. Se le agregó 200 ul de TE y se los incubó en un baño a 68°C

hasta que la agorosa se disolvió completamente. Luego se le agregó 1 ml de

resina del kit Wizard DNA Clean Up‘”(Promega), se mezcló por inversión

varias veces y se dejó que tomara temperatura ambiente. Se pasó la

suspensión por una minicolumna provista por el kit y se lavó 2 veces con

isopropanol 80%. Se centn'fugó 2 min a 12000 rpm para desechar los

restos del alcohol y se incubó a 70°C. Inmediatamente se le agregó a la

columna 30-40 ul de TE o agua deionizada precalentados a la misma

temperatura y se dejó durante 1 min. Se centrifugó la minicolumna 20 seg

a 12000 rpm para eluir el ADN.
2.23 DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restricción y su buffer apropiado fueron obtenidas de New

England Biolabs y fueran utilizadas según indicaciones de la empresa. Se
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utilizaron 2-3 U/pg de ADNy se incubó a la temperatura indicada por la

empresa.

2.24 EXTRACION DE ADN PLASMIDICO

Se utilizó una modificación del método de Birnboim y Doly, lisis alcalina

(1979)

A partir de una colonia aislada se inocularon 5 m1de LB+50 ug/ ml de

am'picilina en tubos de ensayo.

Incubar con agitación durante la noche a 37°C.

Cosechar las bacterias por centrifugación a 4000 rpm por 5 min a

temperatura ambiente.

Agregar 300 ul de solución I fría y reuspender por vortex.

Agregar inmediatamente 300 pl de solución II mezclar cuidadosamente

por inversión, e incubar por 3-5 min (no más) en hielo.

Añadir 300 pl de solución III fría y mezclar por inversión. Dejar en

hielo por 10 min.

Centrifugar 10 min a 13000 rpm.

Agregar a1 sobrenadante ARNasa A (libre de ADNsa)concentración final

= 50 pg/ml. Incubar por 20 min a 37°C.

Añadir 600 pl de cloroformozisoamílico (24:1)

Centrifugar 3 min a 12000 rpm y quedarse con la fase acuosa.

Añadir 1 volumen de Isopropanol 100%, mezclar por inversión e

incubar por 10 min ( como mínimo) a temperatura ambiente.

Centrifugar a 13000 rpm a temperatura ambiente.

Lavar el precipitado con 500 pl de etanol 70%.

Secar el precipitado y resuspender en 32 pl de H20 bidestilada para

secuenciación o sino en 50 pl de buffer TE pH=8.

2.24. 1 Purificación por PEG(8000) para secuenciación automática.

A1plásmido resuspendido en H20 se le agregan 40 pl de una solución

de PEG (8000) 13% + 8 ul de NaCl 4 M, e incubar 30 min en hielo.
so
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I Centrifugar 15 min a 4°C (IMPORTANTE)

' Lavar el precipitado con ETOH75%.

' Secar el precipitado y resuspender en 20 pl de H20 bidestilada.

2.25 SECUENCIACIÓN DE ADN UTILIZANDO EL KIT DE SECUENCIA

f molo (Promega)

La secuenciación de ácidos nucleicos se llevó a cabo por el método de
terminación de cadena con dideoxinucleótidos. Para ello se utilizaron los

kits de secuenciación fmol® (Promega) y se siguieron las indicaciones de
los fabricantes.

Se mezcló en un tubo 5 pl de Buñ'er fmol 5X (que contiene los dNTPs sin

marcar), 3 pmol oh’gonucleótido, 100 ng de ADNa secuenciar, 0.5 pl de [a­

358]dATP10uCi/ul y agua hasta alcanzar un volumen final de 16 pl. Se

agregó 1 ul de Taq ADN Polimerasa (Sequencing Grade). 4 pl de esta

mezcla se trasvasaron a cuatro tubos rotulados A, C, G, T conteniendo

cada uno 2 ul de la mezcla apropiada de d/ddNTP. Posteriormente se

agregó una gota (aproximadamente 20 pl) de aceite mineral. Luego se

realizó una reacción de PCR con el siguiente progama: 2 min a 94°C para

la desnaturalización del ADNdoble cadena, y 30 ciclos con los siguientes

parámetros: 30 seg a 94°C (desnaturalización), 30 seg a 42°C

(aparcamiento del oligonucleótido) y 1 min a 70°C (elongación).

Una vez fmalizada la reacción se agregó 3 pl de Solución Stop a cada tubo.

Los tubos fueron precalentados a 70°C durante 2 min antes de sembrar

las muestras en el gel. Se utilizó una cuba de electroforesis Gibco-BRL®de

geles verticales de 30 x 40 cm, con espaciadores de 0.3 mm. Se emplearon

geles de poliacrilamida 8% y 7 M de urea. Los geles se prepararon a partir

de una solución stock de acrilamida-bisacrílamida (40:2) 40%. Se disolvió

a 37°C en agitador 42 g de urea (Sigma)con 15 ml del stock de acrilamida

40%, más 10 ml de TBE 10X y fue llevado hasta 100 ml con agua

deionizada. La polimerización se realizó con 280 pl de persulfato de amonio
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10% y 0.08% V/V de TEMED. La electroforesis se llevó a cabo aplicando

una potencia constante de 60 W. Concluida la migración se enjuagó el gel

con agua corriente, para retirar la urea remanente. Los geles se secaron

en vacío a 80°C durante 2 horas. Los filtros se expusieron sobre películas

AGFA-GERVAERTCurix RP1 durante una noche a temperatura ambiente

(Sambrook, 1989).

2.25.1 Geles de poliacrilamida
Se comieron geles de poliacrilamida 8% y 7 M de urea.

Se utilizó geles verticales de 30 x 40 cm, con espaciadores de 0.3 mm.

Los geles se prepararon a partir de una solución stock de acrilamida­

bisacrilamida (40:2) 40% . Se disolvió a 37°C en agitador, 42 g de urea

(Sigma) con 15 ml del stock de acrilamida 40%, más 10 ml de TBE 10X y

fue llevado hasta 100 ml con agua deionizada.

La polimerización se realizó con 280 ul de persulfato de amonio (0.8

mg/ml) y 0.08% V/V de TEMED.

La electroforesis se llevóa cabo aplicando una potencia constante de 60 W.

Generalmente se hicieron dos descargas (se sembraron dos veces las

muestras) para lograr leer aproximadamente 350 pb.

Concluida la migración se fijó el gel con metanol 10%, ácido acético y

agua, durante 15 min. A continuación se enjuagó el gel con agua corriente,

para retirar la urea remanente.

Los geles se apoyaron sobre Whatman® 3MM y se cubrieron con nylon.

Luego se secaron en vacío a 80°C durante 2 hs. Los geles se expusieron

sobre películas AGFA-GERVAERTCurix RPl a temperatura ambiente, en

tiempo van'able según la actividad del radioactivo utilizado.

2.26 SECUENCIACION AUTOMATICA

Se usó el sistema de secuenciación modelo 373 de Applied Biosystems,

que es un instrumento automático con barrido de gel. El ADNse preparó
como se describe más adelante. Las reacciones de secuenciamiento se
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llevaron a cabo con oligonucleótidos marcados con colorantes
fluorescentes o con dNTPSmarcado como se describe más adelante

Los fragmentos marcados con el colorante son sometidos a una

electroforesis en gel de poliacrilamida y separados por su tamaño. Cuando

los fragmentos alcanzan una posición fija por encima de la cámara inferior

del buffer, la fluorescencia de los colorantes es excitada por la luz del

láser,le1 cual hace UN barrido de atrás hacia adelante a lo largo de esta
área 'del gel. Un tubo fotomultiplicador (PMT)detecta la luz fluorescente y

lo convierte en una señal eléctrica. Estas señales son luego transmitidas a

la computadora y almacenadas para su procesamiento.

2.26.1 Reacciones (Kits“ Prism Ready Reaction” de Perkin Elmer)

Dye terminator (oligonucleótidosin marcar)

- ADN molde: 1ug

' Oligonucleótido: 32 pmoles

' Mezcla de reacción: 9.5 pl (contiene los dNTPS+ dNTPS modificados,

buffer de reacción y la AmpliTaq® polimerasa)

I Agregar H20 csp 20 ul

Reaccion de PCR

96° C 30 seg

50° C 5 seg 25 ciclos

60° C 4 seg
Mantener a 4°C

Purificación de las muestras :

I Cada tubo de reacción se pasa a un tubo Eppendorfwde 1.5 m1y se

agregan 2.5 ul de CTAB 5% y mezclar bien todo a temperatura
ambiente.

' Centrifugar 3-4 mín 12000 rpm.

' Descartar el sobrenadante y agregar 50 pl de NaCl 1.2 M y 125 pl de

EtOH absoluto, mezclar bien con pipeta.

S3
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Centrifugar 5 min.

Sacar sobrenadante y agregar 500 pl de EtOH 70%.

Secar el precipitado en vacío.

Dye primer (oligonucleótidomarcado)
Reacciones de PCR

Se preparan un tubo Eppendorfmde 0.2 pl para cada nucleótido (4 en

total):

A C G T

ADN (200ng/u1) 1;.1 1m 2m 2m

Mezcla de reacción 4 pl 4 pl 8 pl 8 pl

95°C 30 seg

55°C 30 seg 15 ciclos

70°C 60 seg

95°C 30 seg

70°C 60 seg 15 ciclos

Mantener a 4°C

Purificación de las muestras:

I Transferir el contenido de los cuatro tubos a un tubo Eppendorf ®

- Agregar 80 pl de EtOH 95% + 1.5 ul de NaAc 3 M frío

I 10 mina 15 min en hielo.

I Centrifugar a 13000 rpm 15 min a 4°C.

' Lavar el precipitado con 250 pl de EtOH 70%.

' Secar el precipitado en vacío.

2.27 PREPARACION DE MEMBRANASDE YACS

Autoclavar las membranas intercaladas en papel Wattman.

Descongelar los gh'ceroles a 4°C.

Inocular 100-200 pl de cultivo en medio SD (URA-),'(TRP—).
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Recongelar inmediatamente los gliceroles.
Incubar a 30°Cdurante 24-48 hs.

Tratar las membranas con papel Wattamn embebido en solución SCEM

+ lmg/ ml Zymolyase 60-T

Dejar toda la noche a 30°C
Colocar la membrana 5 min en un Wattman embebido en 10% SDS.

Colocar la membrana 5 min en un Wattman embebido en 0,5 M de
NaÓH.

Colocar la membrana 5 min en un Wattman embebido en 2XSSC, 0.2 M

Tris-HCl pH=7.5.

Dejar secar brevemente en un Wattman.

Repetir los pasos 8,9,10 hasta ver desaparecer las colonias (más o

menos 3 veces) y luego prehibridar.

2.28 PROTOCOLO DE BLOQUES DE YACS

Antes de comenzar:

Preparar 50 ml de solucion de agarosa (Ver REACTIVOSY SOLUCIONES).

Fundir en microondas, agregar el 2-Me y dejar equilibrar en un baño a

40°C. Colocar una cinta adhesiva en una cara de los moldes para bloques.

Crecer un cultivo en medio rico YPDdurante toda la noche hasta llegar

a saturación (aproximadamente 5x107 - 1x103 cel/ ml). Hacer una

dilución 1:10 en agua y contar las células en una cámara de
Neubauer.

Centn'fugar 1.5 ml de células a 1000 x g por 5 min y remover el
sobrenadante.

Resuspender las células en 1.2 ml de 50 mM EDTA (pH=8). Volver a

centrifugar.

Resuspender el pellet en 50 pl de solución I y agregar suficiente

solución de enzima para llegar a una concentración fmal de 1 mg/ ml

de enzima (5 pl), de manera tal de tener 2x109 levaduras/ ml.
Calentar la mezcla brevemente a 40°C.
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I Inmediatamente agregar un volumen igual de solución de Agarosa (55

pl, concentración final de 1x109levaduras / m1de bloque).

I Mezclar con un tip cortado en la punta y colocar la muestra

rápidamente en el molde de los bloques.

I Dejar los moldes a 4°C por 10 min para que solidifique la agarosa.

I Colocar los bloques en lml de solución II por ml de bloque.

I Incubar 2hs a 37°C.

I Reemplazar la solución II por lml de LDSpor ml de bloque.

' Incubar a 37°C por lhs y luego reemplazarla con la misma solución e
incubar a 37°C toda la noche.

' Lavar los bloques con 1 ml de 20% NDSpor ml de bloque durante 2 hs

a Temperatura ambiente. Repetir el lavado

2.29 PURIFICACION DE ADN TOTAL DE YACs POR EL METODO DE

ESFEROPLASTOS

' Colocar una colonia aislada crecida en medio AHCfresco o un pequeño

número de células a partir de un cultivo en glicerol congelado en 5 ml

de AHCen un tubo de centrífuga de polipropileno de 50 ml.

' Incubar de 24 a 48 hs a 30°C en shaker (250 rpm) hasta llegar a fase

logaritmica o a una D0650=1.

' Centrífugar 5 min a 1600 x g (3000 rpm) a temperatura ambiente.
Descartar el sobrenadante.

' Resuspender el pellet en lO ml de 50 mM EDTA pH=8. Mezclar con
vortex.

' Centrifugar 5 min a 1600g. Descartar el SN. Resuspender el pellet en

50 mM EDTA pH=8.

I Centrifugar 5 min a 1600 x g. Descartar el SN. Resuspender el pellet en

100 ul SCE. Incubar 5 min a temperatura ambiente.

I Agregar 100 pl de SCE+200 U/ml de zymoliase y 20 pl de 0.28 M de 2­

Me. Incubar 2 hs a 37°C agitando durante la incubación.
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Agregar los esferoplastos a un tubo que contenga 220 ul de solución de

lisis. Agitar el tubo mientras se agregan los mismos.
Incubar 2 hs a 50°C.

Extraer el ADN con fenolzcloroformozlsoamíh'co25:24:1, precipitar con

l/2vol. de 7.5 M NH4Ac y 2.5 vol. de EtOH 100%.

Secar el pellet de ADNcon vacío. Resuspender el pellet en 100 pl de TE.

Opcionalmente agregar 2ul de ARNasa libre de ADNasa. Incubar 15 min
a 37°C.

Repetir los pasos 10 y 11.

2.30 TRANSFORMACION DE ESFEROPLASTOS DE LEVADURA

Crecer un cultivo de 50 ml de levaduras (50 ml en un erlenmeyer de

500 ml) con buena agitación para asegurar buena aireación a 30°C

toda la noche hasta llegar a un D0660=1.

Centrifugar las células a 3100 x g, por 3 min a -5°C.

Lavar l X con agua, 20-50 ml.

Lavar 1 X con 1 M sorbitol, 20-50 ml.

Agregar 20 ml SPE y agitar con vortex; después agregar 20 ul de

Zymolyase 20T y 40 pl de 2-Me 14 M y mezclar con vortex.

Los próximos pasos deben ser suaves.

Incubar a 30°C por 20 min con agitación suave.
Test de lisis:

A varios tiempos antes de los 20 min, medir la D0660de:

A. Células tratadas después de diluir 1:10 en 1M sorbitol

B. Células tratadas después de diluir 1:10 en 2% SDS
Las células están listas cuando la diferencia entre las dos lecturas

es de 3 a 7 veces

Lavar 2-3 veces en 25 ml de 1 M sorbitol. Centrifugar a 600 x g por 10
min a -5°C

Resuspender suavemente en 2 ml STC. Estos esferoplastos pueden ser

mantenidos hasta 1 hs a temperatura ambiente
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2.30. 1 Transformación con el vector RATy el ADNgenómico blanco.

Mezclar 1 pg (10 ul) del vector TAR linealizado y 5 ug de ADN genómico

aislado suavemente de un bloque de agarosa prefundido tratado con

beta-agarasa.

- Agregar 500 pl de esferoplastos competentes a la mezcla de ADN.

I Mezclar con cuidado e incubar 10 min a temperatura ambiente.

' Agregar 8.0 m1 de solución de PEG. Mezclar suavemente. Incubar 10

min a temperatura ambiente.

' Centrifugar 5 min a 600 x g, 5°C.

I Agregar 2 ml SOS y mezclar a mano. Incubar 40 min a 30°C sin

agitación.

I Fundir TOP agar (mismos ingredientes que las placas) y poner en un
baño a 48°C.

' Poner a equilibrar tubos de plástico a 48°C. Se necesitarán 5 tubos por

cada transformación. Una vez equilibrados, poner 8 ml de TOP agar en
cada tubo.

' Agregar 400 ul de la suspensión en SOS a cada tubo conteniendo el

TOP agar. Mezclar suavemente.

I Plaquear rápidamente.
I Permitir solidificar.

I Incubar las placas a 30°C. Las transformantes pueden ser vistas a
partir del tercer día.

2.31 TRANSFECCIONDE EPIMASTIGOTES DE T. cruzi

Las electoroporaciones se llevaron a cabo con un electroporador BioRad‘D

gene pulser según las siguientes condiciones: Se crecieron epimastigotes

de la cepa 'I‘ulahuen II o CL Brener de T.cruzi en medio LIT a 28°C hasta

alcanzar una densidad de 107 parásitos/ ml (10 ml totales). Luego fueron

recolectados por centn'fugación, lavados 1 vez con PBS 1X y

resuspendidos en 0.35 ml de buffer de electroporación (PBS 1X, 0.5 mM
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MgClz, 0.1 mM CaClg) Luego se mezclaron con 100 pg de ADN plasmídico

(purificado con columnas de Quiagen") o con un volumen equivalente de

buffer TE en cubetas de electroporación de 0.2 cm. Las células fueron

electroporadas con un único pulso de. 400 V 500 uF con constantes de

tiempo que variaron entre 3.8 y 4.8 mseg. Posteriormente las células

fueron diluidas en 10 m1de medio LITe incubadas 24 hs a 28°C. Luego se

las pasó a medio LITcon G418 para seleccionar los clones resistentes.

2.32 REPARACIONDE BLOQUESDE T. cruzi

Cosechar los parásitos por centrifugación a 1500 rpm 10 min, lavar 2

veces con PBS lX/ Glucosa 2% y determinar el número de células
totales en cámara de Neubauer.

Resuspender las células en PBS 1X/Glucosa 2% a una concentración

de 2x103 parásitos/ ml y calentar levemente ("30 seg) a 50°C.

Agregar un volumen igual de 1.4% de agarosa SeaPlake en PBS 1X

previamente equilibrada a 50°C. Mezclary transferir a los moldes.

Dejar endurecer 5-10 min en hielo.

Incubar las muestras en 3-5 volúmenes de DB 0.5 por 48 hs a 50°C

con agitación suave.
Guardar las muestras a 4°C.

2.33 PREPARACION DE EXTRACTOS DE T. cruz! PARA ENSAYOS CAT

Centrifugar los cultivos a 3000 rpm 10 min.

Resuspender en 1 m1PBS 1Xy pasar a EppendorfD.

Centrifugar a 3000 rpm 10 min.

Resuspender los parásitos en 150 ul de 0.25 M Tn's-HClpH=8.

Congelar y descongelar 3 veces en nitrógeno liquido, mezclando con
de

homogenización. La correcta lisis de los parásitos es fundamental.
Incubar a 65°C 10 min.

Centrifugar a 13000 rpm 10 min.

vortex después cada descongelado para asegurar buena

Transferir 100 ul de SN a un nuevo tubo.
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2.34 MEDICION DE ACTIVIDAD CAT

2.35 PU'RIFICACION

Preparar la mezcla siguiente por cada extracto: cloranfenicol C14(0.25

mCi/ ml) 3 pl, n-butiril CoA 5.4 pl, Tris-HCl 0.25 M pH=8 51 pl.

Mezclar 40 pl del extracto con 60 pl de la mezcla.

Incubar a 37°C.

A los 20 min extraer 30 ¡.11de cada muestra con 70 pl de xileno. Mezclar

bien con vortex.

Centrifugar y pasar 50 ul de la fase orgánica a un nuevo tubo.

Re-extraer el primer tubo con 75 pl de xileno. Mezclar bien con vortex.

Centrifugar, tomar 75 ul de la fase orgánica y mezclar con los 50 pl
anteriores.

Extraer el combinado con 75 pl de 0.25 M Tris-HCl pH=8. Mezclar bien
con vortex.

Centrífugar y colocar 80 pl de la fase orgánica en un vial.

Agregar a cada vial 2 ml de tolueno omnifluor. 7
Medir actividad en contador de centelleo.

DE BANDAS CROMOSOMICAS A PARTIR DE

GELES PREPARATIVOS CORRIDOS EN PFGE O FIGE

Cortar el fragmento de agarosa SeaPlake que contiene la banda de ADN

a purificar.
Estimar el volumen y agregarle un volumen similar de buffer TE.
Fundir a 65°C de 5 a 10 min.

Agregar 1 volumen de fenol-Tris a temperatura ambiente. Mezclar por
inversión.

Centn'fugar 5 min a 10000 rpm y transferir la fase acuosa a un nuevo

tubo. Repetir la extracción con fenol.

Centrifugar como antes y ytransferir la fase acuosa a un nuevo tubo

que contiene 0.1 volúmenes de LiCl 4M. Mezclar por inversión; un
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precipitado blanco se forma inmediatamente. Colocar el tubo en hielo 2

min. Centrifugar a 10000 rpm 5 min.

- Transferir a un nuevo tubo sin tomar el pellet transparente. Agregar 2

pl de glicógeno cada 50 pl de SN y precipitar con 2.5 volúmenes de

etanol frío. Mezclar y dejar a —70°C30 min.

I Centrifugar a 10000 rpm, 15 min. Lavar el pellet con 5 ml de etanol
70%.

I Dejar secar y resuspender en 120 pl de agua o TE

2.36 CONSTRUCCIÓN DE LA BIBLIOTECA YAC

2.36.1 Preparación de ADNgenómico de T. cruz! para construir las
bibliotecas YAC

Se prepararon bloques de agarosa conteniendo aproximadamente 20 ug de

ADN genómico del clon CL Brener según se describe anteriormente en el

punto 24 de materiales y métodos.

2.36.2 Digestión parcial del ADNgenómico de CLBrener

Se preincubaron los bloques de agarosa en buffer de digestión en

presencia de 10 mM de MgC12y luego se agregó 5 U de EcoRIpor cada pg

de ADN y se incubó a 37°C por 1 h 30 min. La reacción se detuvo

agregando EDTA hasta llegar a una concentración final 20 mM. El

fraccionamiento por tamaño del ADNfue seguido por PFGE preparativos.

2.36.3 PFGEpreparativos del ADNdigerido parcialmente
Se sembraron los bloques conteniendo ADN digerido parcialmente en un

gel preparado con agarosa SeaPlake 0.8% en buffer TBE 0.5X. Luego los

fragmentos de ADNde distinto tamaño se separaron por PFGE usando las

siguientes condiciones: 140 V, 18 hs, 12°C con pulsos de 60 seg. En estas

condiciones, los fragmentos de más de 400 kpb quedan retenidos en la

zona de compresión del gel. Se extrajo el ADN de esta región y se la dejó

equilibrando en buffer de ligación.
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2.36.4 Preparación del vector pYAC4

Se linearizó el vector pYAC4 por digestión con BamHI y luego se

defosforilaron ambos extremos. Después de extraer con fenol-cloroformoy

precipitar con etanol, se digirió el sitio de clonado con EcoRI, seguido por

defosforilación, extracción con fenol-cloroformoy precipitación con etanol.

2.36.5 Ligación y transformación del ADN y transformación de
esferoplastos de levadura
Las tiras de agarosa que contienen el ADNdigerido seleccionado se lavaron

2 veces en buffer de ligación (66 mM 'I‘n's-HCI, pH 7.5; 10 mM MgCl2) sin

ATP. Luego se le agrego un exceso 80 molar del vector y se fundió las tiras

de agarosa a 68°C por 10 min y la mezcla se cargó en moldes antes de

dejar solidificar a temperatura ambiente. La agarosa se equilibró.

posteriormente en buffer de ligación en presencia de 1 mM de ATPy 15 U

de T4 ADN Ligasa (Boehringer Mannheim, Germany) por cada 1 g de

agarosa. La ligación se llevó a cabo a 4°C por 1 h y luego a 14°C durante

toda la noche. Los productos de ligación fueron seleccionados por tamaño

según se describe en 2.36.3. Finalmente, se cortó la región del gel que

contiene el ADNligado de los parásitos y se la dejó equilibrando en buffer

de B-agarasa. Luego de degradar la agarosa con B-agarasa, se procedió a

transformar esferoplastos de levadura según lo descripto en el punto 22

con .10 pl de la ligación, plaqueando en medio sólido' SD sin uracilo e

incubando a 30°C durante 6 días. Las colonias rojas se picaron en placas

con doble selección sin uracilo ni triptofano.

2.37 DIGESTIÓN DE BLOQUESDE T. cruz! CON Ba131

I Equilibrar cada bloque en 1 ml de buffer TE a 4°C por 1 h.

l Sacar el TE y agregar 1 ml de buffer Ba131. Dejar a 4°C por 1 h.

' Sacar el buffer y agregar 200 pl de nuevo buffer Ba131conteniendo las

unidades de enzima requeridas. Incubar a 4°C 1 h.
I Incubar a 37°C durante 2 hs.
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2.38 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCIÓN DE NUCLEOTIDOS

' Los parámetros GC skew y AT skew acumulativos, fueron calculados
utilizando una ventana de 10000 nucleótidos según la fórmula 1, donde

Xi es el puntaje acumulado por el algoritmo; L es la longitud de la

secuencia analizada; j es la posición de la ventana dentro de la secuencia;

8a es el número total de purinas (ya sea G o A)y 8Ves el número total de

pin'níidinas (ya sea G o T).

L-10000 J+ 10000

x,=Z ¡(agan/(¿msm] 1
L=1 ¡=1

- El exceso de purinas fue calculado según la ecuación 2, donde Xies el

puntaje acumulado por el algoritmo; L es la longitud de la secuencia

analizada y SNes el puntaje acumulado por el nucleótido N (A, T, G o C)

desde la posición 1 hasta la posición L.
L

x,= Z [mesmo] 2
l

I El exceso de secuencias codificantes fue calculado según la ecuación 3,

como la sumatoria de todos los nucleótidos encontrados a lo largo de una

secuencia codificante (Soon)menos los nucleótidos que pertenecen a una

secuencia molde (81mm.).Las bases que se encuentran en las regiones no

codificantes suman cero. L, es el largo total de la secuencia y Xi es el

puntaje acumulado por el algoritmo.

L

Xi: z [500D'BMOL] 3

1
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RESULTADOS

3. Caracterización de marcadores genómicos asociados a la

secuencia repetida SIRE (SAS,sitios asociados a SIRE)
Con el fin de incrementar el número de marcadores genómicos que

permitan la construcción del mapa fisico del genoma de T.cruzi, se rastreó

una biblioteca genómica de T. cruzi construida en el fago XZAPIIutilizando

una sonda específica de la secuencia repetida SIRE. Se aislaron así, 17

fragmentos genómicos positivos para dicha secuencia. Se generó un mapa

de restricción de cada uno por análisis con enzimas de restricción y

Southern blot (Fig 3.1). La secuenciación de los extremos de los distintos

fragmentos aislados permitió determinar que correspondían a distintos
loci.

V) N W N

Id-II
¡IIIm

SzlS

E E E5221[::—::—
E E E5218“1:1

E HD HD E

5236
Figura 3.1: Mapa de los clones SZ. Los rectángulos naranjas indican las regiones
correspondientes al elemento repetido SIREy los rectángulos azules corresponden a las
secuencias utilizadas como SAS. E: EcoRI, H: HinclI, P: PstI, B: BamHI, HD: Hindlll, PV:
Ihnill

Las regiones adyacentes al elemento repetido SIRE, llamadas SAS (de
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_S_ecuenciaAsociada a glRE) fueron utilizadas como sondas para

determinar su localización cromosómica por Southern blot de cariotipos

electroforéticos del clon CL-Brener (PFGE, ver materiales y métodos, pag

47). Los marcadores asi generados se resumen en la tabla 3.1.

SAS longitud No. De bandas en Bandas Homologías
Spb) Southern blot cromosómicas

szZ 360 - Sin homología
szS 700 2 111,VII ORF : Familia DEAH de helicasas de ARN

y família EIF-6
sz7 200 y 240 l V1],XV Sin homología
sz]0 250 5 - SZIZ, SZ31, gen FL-160 de Tcruzí, vp85

de T.cruzi
5212 700 Varias SZ31, SZIO, gen FL-160 de T.cruzi, vp85

de T.cruzi
szl4 900 XIII, XVI, XVII, SZZ3, T.cruzi GP85/Sialidasa

XVIII, XIX
szl 5 2000 Varias - Transcrípmsa reversa de retrovirus
szl 8 1000 - - Sin homología
57.23 640 5 XIII, XVI, XVII, SZl 4; ORF : Sin homología

XVIII, XDi
sz3l - SZlO, SZIZ, gen FL-160 de T.cruzi, vp85

de T.cruzi
sz32 600 l VI, VII Sin homología
sz36 1900 l - Sin homología
sz38 100 - - Sin homología

¿239 1000 l ll, X, XII, XV ORF Sin homolggía

Tabla 3.1: Detalle de los SZ caracterizados hasta el momento:

Un estudio más detallado de las secuencias, permitió identificar marcos de

lectura abiertos, u ORFs, por Open Reading Frame, en los SAS SZ5, SZlO,

SZlZ, SZl4, SZ15, SZ23, SZ31 y SZ39.

3.1 Caracterización de los fragmentos SZlO, 8212 y 8231
Los ORFs correspondientes a SZlO, SZlZ y SZBl presentaron homologias

significativas entre sí y con la región que codifica para el extremo C­

terminal de la proteina vp85 de T. cruzi (AF051695), que está relacionada

con la virulencia de este parásito [Weston D, 1999].

Es interesante notar, que la secuencia no codificante localizada río abajo

de los ORF mencionados (region 3’ UTR),también está muy conservada, no
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sólo entre estos SASy la región 3’ UTRdel gen que codifica para vp85, sino

también con una porción de 181pb correspondiente a1 3’ UTR del gen FL­

160 (AF080220) y de la secuencia repetida E22 de T. cruzi (Fig 3.2,

X95485). Esta región, denominada TcREL, se encuentra flanqueada por

largos poliTs. Las secuencias correspondientes a esta region presentan

mas de un 70% de identidad. Este análisis permitió detectar una nueva

secuencia repetida, TcREL,que podría jugar algún papel en la regulación

de la expresión de los genes que la contienen.

ORF V085 -200 1 210 470 774
b STOPSonda 1

SZ10 (720 pb)

E l EP .
llTp° —>

SZ31 (800 pb)

E i + E
| pOla-Sonda 2 ¡”HT -—->

szn(1200pb) _ SIRE
E + E + + E

poliT poliT poliT poliT

E22(mph)
E STOP poliT poliT Es,meqt:­

+ 4
poliT poliT

Figura 3.2: Esquema de los clones SZlO, SZ31, SZ12, E22 y región 3’ del gen que
codifica para la proteína FL-160. Rectángulo verde, secuencia SIRE; rectángulo gris,
secuencia TcREL(70% de identidad); rectángulo azul, zonas con 50% a 60% de identidad;
rectángulo celeste, región 3’ no codificante del gen FL-160; rectangulo blanco, regiones
sin homología significativa; STOP, codón de fin de traducción; poliT, región rica en el
nucleótido timidina; E, sitio EcoR]. Las flechas indican la orientación 5’ -) 3’ de la
secuencia codificante del gen que codifica para la proteína vp85 y de la secuencia repetida
SIRE.En la parte superior del gráfico se indican las distancias en nucleótidos relativas al
extremo 5’ de los clones SZ3 1 y SZlQ.

Ensayos de Southern blot utilizando una sonda específica de la región 5’
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del fragmento SZlO (sonda 1 en Fig 3.2) y otra que abarca la región 3’ no

codificante del fragmento 8212 (sonda 2 en Fig 3.2), permitieron confirmar

el carácter repetitivo de TcREL en el genoma de T. cruzi (Fig 3.3).

Sondal Sonda2
l 2 3

0.5­

Figura 3.3: Southern blots a partir de ADNgenómico de 1a cepa Tulahuen II de T. cruzi
digerido con EcoRI(1)y BamHI (2). Panel izquierdo y derecho, hibridación con sonda 1 o 2
respectivamente (ver figura 2).

En la figura 3.4, se muestra el alineamiento del SAS SZ12 con las regiones

3’ de los genes vp85, FL160 y del elemento E22.

VPBS . 1
5212
322
FL160-2

vr85.1 t cTGGTGACAGCACTGÉGCGTGTGCGCGTGTCTTGTGTTGCTGCTTCT
sz12 «TGEGACAGETGTGCGTGTGCGCGTGTQTTGEGTG TGCTGCTECTT

322 CgTGATTTC a 'ACAGCACEGTGCGTGTGCGTGTCTTGTGTGGCTGCTTCTruso-2 c c" ¿ ¡ 'lc TGT 'WG T" " T-T 'r c ­
consenso caCtGC , ‘ ,‘,, , , L ‘g ,‘ ‘É , _ a , , , thTgcttcTt-ttct

430 . . . . . . .440 . . . . . . .450 . . . . . . .460 . . . . . . .470 . . . . . . . .481 . . . . . .490 . . . . . . .
STOP

V285 . 1
5212 c vAAGAGTETGGAATTGCGACTCCTCACGGAGI

¡22 IGAGTGTGGTTGCecasncmoñ"ruso-2 T TTT'J.‘ T-T a " T ¿
consenso gGgatTngTg-gag'rtC-W‘” ,‘ ** "', v 4'? T'rgcgactcctcacggaghat

500 . . . . . ..510 . . . . . ..520 . . . . . ..530 . . . . . . . .541 . . . . . .550 . . . . . ..560 . . . . . ..
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V285 1 cGTT­

3212 ñTTTTfiT
322 c TETT TTETT -»Truso-2 T TT T TTc Tc'T
consenso gT---gtgcCgC--------- --aTchccgcgthT-tttTT

570 . . . . . ..580 . . . . . ..590 . . . . . . ..601 . . . . ..610

V285.1
5212
322
2L160-2

veas . 1 TrTTTTGTTGTTTGTTGCCCACACGCGGTGCCGGCC

5212 CTGTHATGAGEGAHGTGTTECCC HTETTGTTGTTTGTTGCCCECACGCEGTICCGGCC cm

1:22 CTGTEATGAGÉGAEGTGBTQCCCCTikTTTGETETTñTT GCC21.160-2 AC C ¡“A TGACGTGTTCC'CC TTGÉTTrT
CACACGCGGTGCCGGCC

c G T GC T"
consenso ctgtcatg gtgacgtgttccccc---tgttttgttgtttgtt—-gcccacacgcgqt

71 .. .721 . . . . ..730 740 . . . . . ..750 . . . . . ..760.

¡CCG CC
6%mrT CiCC" ACAC

V285.1 GG G T GAAGAAEAGGCCGGATGCCGCAATAAAAGTGAG
GAEGAACAGGCCG cc T'" GT5212

322
FL160-2

consenso

VP85.1
8212
32
FL160-2

vras . 1 cTAAAAGTCCTGCCGAATcAAC- A“5212 AA .A METm
222 » c ú T T T'c'ccEAv»
ruso-2 T T TTT . y y

y : - - Uta-vay ¡unn-uuu v vu
990 . . . . . ..1000 . . . . ..1010 . . . . . ..1021.....1030 . . . . ..1Q4O. . . . ..1050 . . . . ..

V285.1 T ­
3212 c c GT
322 --------------- -­ruso-2“finamch
consenso--tg--t-tttt-t--t

1060. . . . ..1070...

Figura 3.4: Alineamiento de secuencias correspondientes a los fragmentos SZ12, E22,
región 3’ codificante y no codificante del gen vp85.1 y región 3’ no codificante del gen
FL160 (FL160—2).En rojo con fondo amarillo se indica la posición de los codones STOP.
Solo rojo indica la secuencia consenso TCRELy en azul la región rica en Ts. Las
minúsculas y mayúsculas indican nucleótidos poco y muy conservados, respectivamente.

3.2 Caracterización de los fragmentos SZ14 y SZ23

El análisis de los ORFs correspondientes a los SAS SZ14 y SZ23, permitió
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determinar que ambos eran homólogos (identidad mayor al 70%) al

extremo 5’ del fragmento genómico pVATcl7 de T. cruzi (No de Acceso

GenBank AF100651) [Chiurrillo MA, 1999]. pVATcl7 forma parte de una

región subtelomerica, y esta localizada a 1000 pb río arriba de la secuencia

telomérica. Usando SZ23 como sonda, se rastreo la dbEST del GenBank.

Se detectaron por lo menos 10 ESTs de T. cruzi homólogos a las tres

secuencias mencionadas, sugiriendo que este tipo de locus se expresa en

epimastigotes.

A diferencia de los fragmentos SZlO, 12 y 31, la región ubicada río abajo

de los ORFs de SZl4 y 23 no esta conservada. Sin embargo, 1a

organización genómica de los lociSZ14, 23 y pVATcl7 es similar. Río abajo

del ORF se encontró una secuencia repetida SIRE insertada en la misma

orientación pero a distinta distancia con respecto al codón STOP de cada

fragmento (Fig 3.5).

OR, STOP Pseudogen ¡pu/13A

sz14(2300hp) nm-...................“fingirihinfi«WWW
-—-- “88:14 ->

3223(3900hp) m Ema-— M88:23
a A

pVATc17(1400bp) m WW-rn

EST¡“034994 {ZZ

Figura 3.5: representación esquemática de los fragmentos genómicos SZ14, SZ23,
pVATcl7 y el EST A1034994. La zona celeste indica región con más de 70% de identidad.
El rectángulo amarillo indica homología con el gen que codifica 1a proteína gp85. El rojo
corresponde a la región subtelomérica de T.cruzi. Las flechas rojas indican la orientación
de los marcos de lectura abiertos y las negras indican la orientación 5’-)3’de la secuencia
repetida SIRE.

3.3 Caracterización del fragmento SZS
El ORF correspondiente a la región 5’ del fragmento SZ5, denominado gen

TcRHl, presentó una homología significativa (E<10‘1°)con la subfamilia de

helicasas de ARN, DEAH-box [Wagner J, 1998]. Esta familia de proteínas

interviene en el mecanismo de cis-splicing en eucariotas superiores
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[Lüking A, 1998].

Análisis de Southern blot indicaron que TcRHl es un gen de copia única

en CL Brener (Fig 3.6).

g .
m thI stl PstI Sacl SacII XbaI

É

P399395"? nueces:

IIII

Figura 3.6: Southern blot a partir de ADNgenómico del clon CLBrener hibridado con el
SAS SZ5. En la parte superior se indican las enzimas de restricción utilizadas. A la
izquierda se detallan los pesos moleculares correspondientes.

Ensayos de Northern blot utilizando una sonda del gen TcRHl, indicaron

que el mensajero correspondiente tenía un tamaño de aproximadamente

3.0 kb (Fig3.7). Este tamaño corresponde al mensajero esperado teniendo

en cuenta la secuencia completa del gen (ver pag 74 de la secuencia).

Para clonar la región 5’ del gen TcRHl, se realizó una reacción de RT-PCR

a partir de ARNtotal del estadío epimastigote de 1a cepa Tulahuen II de T.

cruzi utilizando los primers Z5 y MX (específicos de la región 5’ del

fragmento SZS y la región 3’ del miniexón de T. cruzi respectivamente).
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RT-PCR MR
‘V . ' kpbl

9’o- 2.0
ll

¡ur-n OO

999 NQUI

Figura 3.7: Ampli-ficación por RT-PCR con los primers MX y ZS del extremo 5’ del AR_NrJn
que codifica para TcRHl. La flecha indica la banda que por Southern blot da positiva con
el SAS SZS. MR, marcador de peso molecular; RT-PCR, producto de la RT-PCR. A la
derecha se indican los pesos moleculares correspondientes.

Debido a que el primer Z5 es complementario a una región conservada de

la familia de proteínas DEAH-box de helicasas de ARN, se esperaba

obtener varios productos de amplificación, lo que se confirmo

posteriormente. Para determinar cual de las bandas contenía el extremo 5’

faltante, el Southern de la amplificación se hibridó con el SAS SZS. De esta

manera, se identificó una banda de aproximadamente 1.5 kpb (flecha en

Fig 3.7).

Dado que esta banda se encontraba minoritariamente representada, se

purificó a partir de geles preparativos y luego se la sometió a una segunda

ronda de amplificación por PCR. El producto así obtenido fue clonado en el

vector pGEM-Teasy generando el plásmido pRT5. Su secuenciamiento

permitió determinar que las primeras 290 pb del extremo 3' eran 100%

idénticas al extremo 5' de SZS, confirmando así que ambos fragmentos

comprendían las regiones 5' y 3' del gen TcRHl (Fig3.8).
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Fragmento SZS

Figura 3.8: Esquema del locus SZS. Los rectángulos celeste, violeta y rojo indican las
regiones codificantes. Los rectángulos amarillos indican la secuencia SIRE. Los
rectángulos blancos indican regiones no codificantes. El sitio de restricción BstXI es
indicado con una B.

La secuencia completa del fragmento SZS permitió determinar que el ORF

completo del gen TcRHl tiene una longitud de 2703 pb y codifica para una

proteina de 901 aminoácidos con un peso estimado de 100,4 kDa.
I Ia

GETGSGKtTQqu «¡mmm Rv
TcRBl 189 LL H HI H'T‘OPRRLAAISVAERV 263
m1 585 .VI . . . . . . . . ..IT...A.AGYTSRGKIG . . . . ..V..M...K.. 630
prp22 503 V. . . . . . . . . . ..IT...D..GFSNYGMIG . . . . ..V..V...K.. 548II

xx! vgïxin TxxxyxTDleL lxx! Bmw}:er
TcRHl 264 I "D'W‘DTT VaH INHHIIGTTKDTR 340
m1 631 SE.FGCCL.QE. . .TI. .EDCTS.E.VIKYM.. . .L.R.CLI. .DLTQYAI..L . . . . . .T.H. .V.F. . . .KTK 706
prpZZ 549 .E.VGCKV.HD. . .TI. .EDV‘I‘..D. .IKYM. . . .LQR.ALL. . .MSKY.V. .L . . . . . .TVA. .V.FA. . .KAK 682

III IV
su gnxxpv LVFx

TcRfll 341 NKQLKVIVASATINAEKL-QFFDGAPIFSIKGTNIPVDVsr n"T‘TLVFL 414
HRHl 707 RQDM.L..T. . .LD.V.FS.Y.YE. . . .T.P.RTY. .EIL.TK. .ET. .LD.SLIT.MQIHLTEP-—. . . . . . . . 779
prp22 683 RPE. . . . .T. . .L.SA.FSEY.LNC. .IN.P.KTF. .E.L.SQT.QM. .IE.ALDC.IDIHINEG-- . . . . . . . . 698

IV V
xG Qxxx!‘ RxxvxaTNinEtslTixGxxny

TcRHl 415 PGQEDIENCAAAIVKHSQTSGGQLRPLMVLPIYASLPPREQRRIYEVPPPTTRKVVIATNIAETSITIDGWYVV489
ERE]. 780 T. . .E.DTACEILYERMKSL.PDVPE.II. .V.SA. .SEM.T. .FDPA. .GS . . . . . . . . . . . . .L. . . .IY. . . 855
pzp22 699 T. . .E.DS.CEILYDRVK.L.DSIGE.LI. .V.SA. .SEI.SK.F.PT.KGS. . . .F . . . . . . . . . . . . .IY. . . 773

DxGxxkxxxy S QRxGRxGRxxxxG
TcREl 490 nm'TWKQN"r DTQQJÁNAM‘ gRECXnaii Q 546
ERHI 856 .P.FV. .KV. .SKTGIDQ.V.T. . . . .Q.K. .A . . . . . .GPGK. . .L. .ERAY.D.ML 913
prp22 774 .P.FA.I.I..ARAGI.Q.I.S.....Q.N..K . . . . ..GPGK...L..ESA.Y..MÏL831

Figura 3.9: alineamiento de las secuencias correspondientes a TcRI-Il,HRHI y prp22. En
negrita se indican los motivos conservados entre los miembros de esta familia de
proteinas. Los números romanos indican los dominios característicos que definen la
familia de helicasas de ARNDEAH-box.Subrayado se encuentra una inserción rica en los
aminoácidos Lys, Gly y Glu presente en TcRHl. Los puntos indican aminoácidos
idénticos. Las rayas indican gaps.

La región central del polipéptido (residuos 192-527) contiene los siete

dominios conservados (I, Ia, II, III, IV, V, VI)característicos de la subfamilia
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de las ARN helicasas DEAH-box [Lüking A, 1998]. Esta porción presenta

un 46% de identidad con la región central de la proteína prp22 de

Saccharomyces cerevisiae y su homóloga humana HRHl, ambas son
helicasas DEAH-box involucradas en la liberación del ARNm maduro del

spliceosoma [Ono Y, 1994] (Fig 3.9). Confirmando esta identidad, los

primeros 191 aminoácidos de TcRHl contienen una elevada proporción de

arginina, aspártico, glutámico y serina, característico de las proteinas

prp22, HRHl y prp16 [Zhou Z, 1998].

Río abajo del gen TcRHl y río arriba de la secuencia repetida SIRE, se

detectaron 2 nuevos ORFs (Fig 3.8). El primero de ellos, denominado

TcNUl, se encuentra 223 pb río abajo del codón stop del gen TcRH1 y

tiene una longitud de 783 pb. Este ORF codifica para un polipéptido de

261 aminoácidos de longitud con un peso estimado de 29.7 kDa. El

segundo ORF, TcEIFó, tiene una longitud de 861 pb y se encuentra 287 nt

río abajo del codón stop del gen TcNUl y 129 pb río arriba de la secuencia

repetida SIRE.

AAGTGCACGT
GAGCAAAAGA
IÏCCTGLCÁI

CGGGGGITTT

GTGGAGTTCG
ATTTTGTGAG

GCTTTTTGTG
GAATAGAAAA
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W6C W W619!!! CTACACLCMmarca:¡“CW mmm
TGGGWT“ MW TWCGL CCGGÁGGACT

IC'IC'I'CCGAT TTGTTTT TCTCTTTTTG TAGACATG'I‘C ATCTGCCGG
ATTATTATTA TTATTATTAT TATTAATGCT GTTTCTGCCG AACCGTTGC

GTTGAAATCATTTTAMCCT menear!!! MHGCTGT TGTTTCTGTTTGCTATTTT
GCGGG IBTTGG C GAAA GGGGGCACAT TTTGCTTTGG GTG TGC

mmm MMM
rremcaan W6C!!! comemos W CGLCGCMGCGCCGCCGGI

9B

%ÉFGAGTG ACGGCGGGAC GAACCCATTT TTATGTTCGT TTGGTTTGCC TGTGGCGTATC TCA’I‘GT GTGCGTGCAA TGGGCATCGA CTTAGTTGTA ATTGCTTTTT GTGTGTTTTT BXlA
‘TTTCTACGGG GGATGTGTCA TGCCCGCCAA AAATTGCTGC GGGTGGTTCC TTGTCGATTT
‘TTCGGTTTGG TCTGCGCTTATTATTATTATTTTTATTAmmm CTCC'ZCATTC
ACMGCATTT GTGGTGGTGATTCTGGCGAT TTTGLGTACA ATAIGAMCC ACAÑGLITarmaemmacrm mmm mame GMGMCGC!‘

Ó I-3É
¡recuerda CCOCGGGCGGWW MCTLCI'CCGmmm Gemma
LACCLCATCC CMGGI'G'IA CACG’I‘CCAMMGGITCTC GCGTGMTGG LCGCCTCACL
IMWC GCCACGGAC!me! RMGCGL CWCÁGGÁGCTGCLGCLC

GG
meca WTC manana emm CTCCATCGC'I'TMII'G

WTCC.“ GMBCATCCC

WW W AICCTGCTGC
W TTGGCGTABGAATGGACGGAGACAACGATGGGGGGGGAA
CAAATTAATT AGCATCCAAC CACCAGTATA CATGTATATA TATATATATA TATATA‘I’ATA
TATACAAAGG TABmms; GGCTALCT
TMMWGÁ¡MACARCWEA WIC!!! TMWACTTTCTGCCGTM“MMOW GammaW CW CCM“!!!
mmm WTGCCH TCCÁCCCRCCcccmmr TCCCLCCICGCGMGGGGTC
W643 LGGLCCCCMGIMCTGCCTCMCMM “1'an ¡“recam
W GGACCR'IGC!WTCCICMTC

Figura 3.10: Secuencia completa del locus SZS. En azul y subrayado se indican los
posibles dinucleótídos AG aceptores del miniexón y el posible tracto de polipirimidinas
utilizado durante el tran-splicing. En verde se indican las regiones codificantes. En rojo se
muestra la secuencia correspondiente al elemento repetido SIRE. Recuadro azul, región
intergénica BXl. Recuadro rojo, región intergénica BXlA.

Búsquedas de homología utilizando el programa BLASTPcontra la base de

datos NR del GenBank, reveló que la región C-terminal de la secuencia
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aminoacídica de la proteína TcNUl presentaba 45% de identidad con el

dominio C-terminal de la familia de proteínas NifU [Hwang D, 1996]. Estas

proteínas intervienen en la formación de grupos Fe-S de la enzima

nitrogenasa en bacterias fijadoras de nitrógeno. Aunque la función de este

dominio aun no se conoce, se sospecha que intervendría en la formación o

la estabilidad de grupos Fe-S [Yuvaniyama P, 2000]. Es interesante

subrayar que las dos cisteinas características del dominio C-terminal de

esta familia de proteínas también están conservadas en TcNUl (Cisteínas

175 y 178, asteriscos en Fig 3.11).

i i
..H ._L- . _...._.. L . L- . "2.

TW‘I’ ¡i - í ‘ Ñ- '- BD‘IWIJE‘TD’P‘FÏ‘P‘I
Spomb161 ....IETSI..SI.E.....EFRG.D.K..T...KI.R . . . . ..S..AV...N..QQMI...YI...E.. 228
Bsubt 42 VQ.V'L-DKL..FLL.....CE.VDV'D.--.I.K.RLL...GS....TI...A....ALLEEV.G.V.. 107

Figura 3.11: Alineamiento de las secuencias correspondientes al dominio C-terminal de
TcNUl y dos dominios similares presentes en la proteina NifUde Spomb indica NifUde
Schizosaccharomyces pombe (Spomb)y de Basilus subtillis (Bsubt). En negrita se indican
los motivos muy conservados (mayúsculas) y medianamente conservados (minúsculas)
del dominio C-terminal de esta familia de proteínas. Con asteriscos y en rojo se indican
las dos cisteinas conservadas de este dominio. Los puntos indican aminoácidos idénticos.
Las rayas indican gaps.

El análisis de la secuencia aminoacídica codificada por el tercer ORF,

TcEIF6, indica que este polipéptido comparte 61% de identidad con la
familia de factores de traducción eucariota eIF6.

TCIEG 1 MT' .... .. _ """Ir'vvnsuwanv 1'" 74
Musms 1 .AV.AS..N'NCE..C.AK...AYC..AI...E . . . . . ..G..SDA....HA....C.I...MCV . . . . . . ..H.. 74
Spomb 1 .A..AQ..N.NBI....N...SYA..AL...E . . . . . ..A..GDW...HTT...T.I . . . . . . . ..K . . . . . .. 74

TcIE‘G 75 . I TW“? “91‘99" n 'n-n‘ 149
Musms 75 ..MCV. . . . ..I...N'NT. . . . . ..I . . . . . . ..QIR. . . . ..S....VTT...Y...V.P..D.......V.V.P 149
Spomb75 . . . . . . . . . ..L...ST..N...........P..I...D...s....I.A...Y...V.P.IE . . . . . ..V.V.P 149

TCIE‘6 150 _ I‘“" VVAGTINRGNAAIG224
Musms150 ..D.......A.V.K.EV..QTV.DQV.....C.FS.Q.GL.....SIB.Q..LS . . . . ..L....V...SBV.A 224
Spomb 150 .IB . . . . ..IA.V.D.EV..Q‘I‘V.G.V.T...CALS.Q.AL...R.SI.EQ..LS . . . . ..I. . . . . . . ..SDV.. 224

TCIFG 225 avui ¿nLn¿AvvnnL 275
Musms225 A.M.....C.....D..S..LS...SV.K.N---EAKPSTIATSM..S.I.SLT 274
Spomb225 A. . . . . . . ..A..D.....LA.C.S..K.Q---DAQPSAIIS-N....V'ESYT 273

Figura 3.12: Alineamiento de las secuencias correspondientes a TcEIF6junto con los
factores de traducción eIF-ó de Mus musculus (Musms) y de Schizosaccharomyces pombe
(Spomb).Los puntos indican aminoácidos idénticos. Las rayas indican gaps.

Estas proteínas se asocian a 1a subunidad ribosomal 603 impidiendo su
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interacción con la subunidad 40s [WoodL, 1999]. Dado que la identidad se

da en toda 1a extensión de TcEIF6, es posible que esta proteina sea el

factor de traduccion eIF6 en T.cruzi (Fig3.12)

Por hibridación de cromoblots de la cepa CL Brener con una sonda

especifica del gen TcRHl, se estableció que el locus SZS se encuentra

localizado en las bandas cromosomales III y VII (de 0.7 Mpb y 0.9 Mpb

respectivamente, Fig 3.13A).

Para determinar si la organización genómica del locus SZS se mantenía en

ambos cromosomas, se hibridó un Southern blot de ADNgenómíco total de

la cepa CL Brener, digerido con la enzima BstXI, con sondas especificas de

los genes TcRHl, TcNUl y TcEIFó. Las tres sondas revelaron una única

banda de un tamaño aproximado de 4.1 kpb confirmando que los tres

genes están ligados en ambos cromosomas (Fig3.13B).

A) B) o)

Figura 3.13: (A)Cromoblot del clon CL Brener usando una sonda especifica del locus
SZS. (B) Southern blots a partir de ADNgenómíco total del clon CL Brener digerido con
BstXI. (C) Northern blots a partir de ARN total del estadío epimastigote del clon CL
Brener. TcRHl, TcNUl y TcEIF6, calles hibridadas con una sonda específica para el gen
TcRHl, TcNUl o TcEIFó respectivamente. A la derecha de las figuras (B)y (C)se indican
las posiciones relativas de los marcadores de peso molecular.

Para estudiar su expresión, se realizaron ensayos de Northern blot a partir

de ARN total del estadio epimastigote de T. cruzi, utilizando sondas

especificas de cada ORF. Las sondas TcRHl y TcEIF6 revelaron una banda
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de 3.0 kb y 1.7 kb respectivamente, mientras que con la sonda TcNUl no

se observaron bandas (Fig3.13€).

Para determinar si la ausencia de expresión observada en TcNUl se debe a

la influencia de las regiones intergenicas que lo flanquean, region BX1 rio

(LH’DIIHX 1——GAPDH

HX1--40

BX1-40

BX1A-40

HXl-BX 1A

BX1-BX1A

Figura 3.14: Esquema de las construcciones utiTizadas para estudiar las regiones
intergénicas BX1 y BX1A. PromRib, promotor ribosomal; HXl, región intergénica HXl;
BX1, región intergénica BX1; BX1A, región intergénica BXIA; 40, región de
procesamiento del Virus SV40; GAPDH, región intergénica del gen GAPDH;CAT,gen que
codifica para la enzima cloranfenicol acetil transferasa.

arriba y region BXIA rio abajo, se realizaron experiencias de transfección

estable con plasmidos de expresión en los que se clonaron las regiones

BX1 y BXIA delante y detrás del gen que codifica para la enzima

cloranfenicol acetil transferasa (CAT).Como controles se utilizaron las

siguientes regiones: (1) HXl, correspondiente a la secuencia 5’ no

codificante del gen que codifica para la proteína ribosomal TcP2B de T.

cruzi [Schijman A, 1995]; (2) GAPDH, región intergénica del gen que

codifica para la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa [Kendall G, 1990] y

(3) SV4oque corresponde a una región de procesamiento derivada del virus

SV4o.Estas secuencias permiten altos niveles de expresión genética y

procesamiento del ARNm [Vázquez M, 1999]. En la figura 1.14 se
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muestran las diferentes construcciones utilizadas.

Los resultados de las transfecciones se muestran en la figura 1.15. Los

niveles de actividad CAT alcanzados cuando las regiones BX1 o BXIA se

encuentran río arriba son del 7% y del 35% respectivamente, porcentajes

calculados con respecto a la transfectantes que contienen HX1-40 (100%).

BX1A también produce una disminución en los niveles de expresión del

78% cuando se encuentra localizada en la región 3’ del gen CAT. El efecto

producido por estas dos regiones se ve potenciado cuando BX1 y BX1Ase

encuentran río arriba y río abajo del gen CAT respectivamente,

obteniéndose solo un 4% de actividad CAT con respecto al control

HX1—40. Esto explica los resultados de la figura 1.13, donde no se

observan niveles detectables de ARNmpara TcNUl en epimastigotes.

Medición de actividad CAT
en líneas celulares estables

Figura 3.15: Ensayos de actividad CATen líneas celulares transfectadas establemente
con el vector correspondiente. Los números sobre cada barra indica 1a actividad CAT
registrada expresada como porcentaje con respecto al control (HX1——40).Las barra de
error corresponde a un desvío estándar con respecto a la media.

Por último, para determinar si efectivamente, el primer dinucleótido AG
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después del tracto de polipirimidinas es el receptor del miniexón en las

regiones BXl y BXlA (reacción de trans-splaicing, ver pp en introd.) se

clonó el producto de RT-PCR del extremo 5’ de los ARNm provenientes de

las líneas celulares transfectadas con las construcciones BXlCAT40 y

BX1A—40 en el vector pGEM-Teasy. La secuenciación de los fragmentos

SL-CATcorrespondientes, indicó que, cumpliendo con lo previsto [Hummel

H ,2000] el primer dinucleótido AG utilizado en ambos casos es el primero

después de la región de polipirimidinas. En BXl se encuentra 56 pb n'o

arriba del codón de iniciación del gen TcNUl y en BXlA, el dinucleótido

AGutilizado se encuentra 52 pb río arriba del gen TcEIF6.

3.4 El locas SZSes un ejemplo de sintenía inter-especie entre T. cruzí
y T. brucei

Para investigar si la organización genómica del locus SZS se mantiene en

otros kinetoplástideos, se realizó un análisis de similitud de secuencias en

la base de datos HTGS del GenBank utilizando el programa TBLASTX.Los

resultados obtenidos confirman que un locus homologose encuentra en el

cromosoma 10 de T. brucei (Fig 3.16). La proteina TcRHl presenta 61% de

identidad en toda su extensión con su homóloga de T. bmcei, TbRHl. Las

proteínas codificadas por los genes TcNUl y TcEIF6 se encuentran más

conservadas, llegando a un 80% de identidad para TcNUl y 89% para

TcEIF6. Dada la conservación de la organización genómica de este locus,

así como el de las proteínas que codifica, es factible que los tres genes de

T. cruzi y T. brucei sean ortólogos.

Resultados preliminares en Leishmania major sugieren que genes

homólogos a TcRHl, TcNUl y TcEIF6 también se encuentran ligados en el

cromosoma 36 aunque todavía falta definir su organización (sentido de

transcripción de los tres genes implicados).
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Figura 3.16: Secuencia nucleotidica del locus SZS de T. brucei. En azul y subrayado se
indican los posibles tractos de polipirimidinas y dinucleótidos AG aceptores del mini­
exón; en gris se indican las regiones codificantes y debajo 1a secuencia aminoacídica
correspondiente alineada con la proteína homóloga de T. cruzi. Los rectángulos celestes
resaltan los aminoácidos conservados entre las dos proteínas. En negrita se indican los
motivos conservados característicos de la familia de proteínas DEAH-Boxy del dominio C­
terminal de 1afamilia NiÍU.
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3.5 Caracterización del fragmento SZIS
El análisis del ORF presente en el SAS SZ15 permitió identificar motivos

característicos de la familia de las transcriptasas reversas (RT). Entre

éstos, se detectó un dominio de ARNasaHpresente en distintas RT como la

del retrovirus HIV-2 (No Acceso GeneBank P04584) y la del

retrotransposón Burdok de Drosophila melanogaster [TchurikovNA,1989].

La secuenciación completa de SZlS permitió determinar que este locus

contiene un nuevo tipo de retroelemento, no descripto hasta el momento

en tripanosomatídeos, que denominamos VIPER. Este elemento tiene una

longitud de 2359 pb y se encuentra delimitado en su extremo 5’ por las

primeras 150 pb de SIREy en su extremo 3’ por las 270 pb finales de SIRE

(ver esquema en Fig 3.17A). A pesar que en VIPERno se observan marcos

de lectura abiertos extensos, dado que presenta motivos de ARNasaHy de

transcriptasa reversa (RT), su estructura sugiere que codifica un ORF

degenerado, un pseudogén, derivado de una secuencia retroviral

progenitora que quizas contenía uno o más marcos de lectura abiertos.

Comparando la secuencia VIPER con la base de datos de ESTs del

GenBank, se detectaron varios fragmentos con homologías significativas

que permitieron reconstruir su único ORF. El mismo, comienza en la

posición 708 (ver esquema) y codifica para una hipotética RT de 487

aminoácidos. El codón stop de este ORF se halla localizado dentro de la

región 3’ de SIRE. Los motivos de RT y de ARNasaH que presenta este

polipéptido se hallan separados por un péptido espaciador, como en otros

retroelementos [XiongY, 1990]. La figura 1.17B muestra como se alinea la

hipotética RT de VIPER , con la de un retrotransposón LTR de D.

melanogaster denominado Burdock [Tchurikov N, 1989] y con la RT del

retrovirus TRB del arroz [HayJ, 1991].

Análisis de Southern blot indicaron que VIPERse encuentra muy repetido

en el genoma de T. cruzi [Vázquez M, 2000].
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Por comparación de secuencias con la base de datos GSS del GenBank, se

detectaron secuencias genómicas de T. brucei que al ser traducidas

presentan una significativa similitud de secuencia con la RT de VIPER(Fig

3.18).
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Figura 3.17: A) Esquema de VIPER.Rectángulos amarillos, región 5’ y 3’ de SIRE; flecha
azul, región codificante con dominios de RT; flecha naranja, región codificante con
dominios ARNasaH; línea punteada, región espaciadora. b) Alineamiento del dominio RT
de VIPERcon el del retrotransposón LTRBurdock de Drosophyla melanogaste (DROME)y
con la RTdel retrovirus RTBVdel arroz. Los dominios conservados, propuestos por Xiong
y Eickbush están numerados del 1 al 7 [XiongY, 1990]. Los residuos conservados entra
VIPERy las otras dos secuencias se muestran en negrita. Los residuos conservados en las
tres secuencias se indican con un asterisco. Los aminoácidos altamente conservados
entre las RT según el análisis de Xiong y Eickbush se indican sobre la secuencia en el
lugar correspondiente. h, aminoácido hidrofóbico; p, residuo polar pequeño. B)
Alineamiento de los dominios ARNasaH. Los aminoácidos muy conservados según el
análisis de Doolittle, et al. [Doolittle R, 1989], son indicados sobre la secuencia. Las
flechas indican 3 aminoácidos esenciales para 1aactividad de las ARNasaH.
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Es interesante destacar que esta similitud se pierde en la región del ORF

de VIPERcorrespondiente a 1asecuencia 3’ de SIRE (datos no mostrados).

Tanto en 1a RT de VIPER como en su secuencia homologa en T. brucei se

conserva el motivo WIDNasí como varios de los dominios de ARNasaH.
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Figura 3.18: comparación de VIPER con una secuencia homóloga de T. brucei. Los
asteriscos indican aminoácidos idénticos; los dos puntos, cambios conservativos (según el
programa de análisis de proteínas PROSIS). Tb, Trypanosoma brucei; Tc, Trypanosoma
cruzi. En azul se indican los aminoácidos conservados en el dominio ARNasaHde las RT.
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4 Construcción de una biblioteca genómica YACdel clon CL

Brener de Trypanosoma cruzi
Una de las estrategias utilizadas para facilitar la secuenciación del genoma

de T. cruzi, es la contrucción previa del mapa fisico de cada uno de sus
cromosomas. Para ello es fundamental contar con una buena colecciónde

marcadores genómicos que sean representativos de todo el genoma junto

con varias bibliotecas genómicas que contengan distintos tamaños de

inserto. En base a esto, se decidió construir una biblioteca de grandes

fragmentos de ADN genómico de T. cruzi en vectores YAC, que junto a los

marcadores SAS generados anteriormente, permita la construcción del

mapa fisico de los diferentes cromosomas del parásito.

4.1 Preparación del ADNgenómico de epimastigotes de T. cruzi

Para construir la biblioteca YAC , base del mapa fisico, es necesario

obtener ADN genómico de T. cruzi intacto. Para ello, se resuspendieron

3x109 epimastigotes en 3 ml de agarosa de bajo punto de fusión que

sirvieron para preparar aprom’madamente 30 bloques de 100 ul cada uno,

conteniendo cada uno alrededor de 20 pg de ADNgenómico. La integridad

del material fue analizada por corridas en PFGE. Posteriormente, se

pusieron a punto las condiciones para obtener fragmentos de ADN de

tamaño entre 300 kpb a 500 kpb por restricción parcial con la enzima

EcoR]. Así, los mejores resultados fueron obtenidos utilizando 5 U de

enzima por cada l ug de ADN genómico. Para preparar los insertos, se

digirió parcialmente 100 ug de ADN genómico. Luego se seleccionó el ADN

del rango mencionado en PFGE preparativos. Aquellos fragmentos que

presentaron un tamaño entre 300 kpb a 500 kpb fueron recuperados del

gel y ligados en agarosa a los brazos del vector pYAC4 (ver materiales y

métodos, pag 61). Los productos de la ligación fueron sometidos a una

segunda vuelta de selección por tamaño en PFGE preparativos. Una vez

recuperado el ADN, se trató con la enzima agarasa para eliminar la
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agarosa remanente. Luego, el ADN ligado fue utilizado para transformar

esferoplastos de la cepa AB1380 de levaduras. Los YACs con inserto

(detectados por su característico color rosa debido a que el gen SUP4ARNt

es interrumpido por el fragmento clonado) fueron ordenados en placas de
96 wells.

Para determinar el tamaño promedio de inserto de la biblioteca, se

tomaron 60 clones YACal azar y se determinó su tamaño por Southern

blot de cariotipos electroforéticos de PFGE usando una sonda específica de

uno de los brazos del vector YAC.Los resultados indicaron que el tamaño

promedio de los insertos de la biblioteca es de 365 kpb (Fig4.1).

Figura 4.1: Panel izquierdo, tinción con bromuro de etidio de una separación por PFGE
de ADN genómico de 11 clones YACprovenientes de la biblioteca genómica de T. cruzi. A
la izquierda se indican los tamaños correspondientes al marcador de peso molecular en
kpb (calle M). Panel derecho, Southern blot a partir de la misma corrida en PFGE e
hibridada con una sonda específica para uno de los brazos del vector YAC.

4.2 Estudios de representatividad de la biblioteca genómica YAC
Se utilizaron dos métodos para evaluar la representatividad de la

biblioteca: (1)preparación de filtros a partir de cada placa de 96 wells con

posterior hibridación con sondas específicas e identificación de YACs

positivos y (2) utilización de la técnica de PCR tridimensional para
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amplificar secuencias específicas utilizando como templado diferentes

mezclas de ADNprovenientes de distintos clones cada una.

4.3 Verificación de la identidad del ADNclonado en la biblioteca YAC

Para confirmar que el ADN clonado en 1a biblioteca YACera de T. cruzí, se

desarrolló un protocolo de PCR para amplificar la secuencia repetida SIRE,

específica de este parásito, a partir de “pools” de ADN de los YACs. La

figura 4.2 muestra el resultado del rastreo de una de las placas de 96

wells. En este caso, 18 de las 20 mezclas de ADN dieron productos de

amplificación provenientes de SIRE o de secuencias derivadas de este

elemento repetido, indicando que 55 de los 96 clones contenían SIRE o
secuencias relacionadas.

¡2 3-! S ln 7 8 9|0Hl2|3l4l5lbl7|8

Figura 4.2: Rastreo por PCR de la secuencia repetida SIRE a partir de mezclas de ADN
provenientes de distintos clones YACde la biblioteca genómica de T. cruzi. Las flechas
indican el producto de amplificación de tamaño esperado.

4.4 Rastreo del gen que codifica para la proteína gp90
En el genoma de T. cruzi se encuentran aproximadamente 40 copias del

gen codificante para la proteína gp90, localizándose en 10 de las 20

bandas cromosómicas [Cano MI, 1995]. Rastreos por PCR, a partir de

mezclas de ADN representativas de 200 clones, permitió identificar 12

YACs positivos para gp90 que fueron confirmados posteriormente por

Southern blot de PFGE (Fig4.3).
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Figura 4.3: Panel izquierdo,tinción con bromuro de etidio de una separación por PFGEde
ADNgenómico de 10 clones YACprovenientes de la biblioteca genómica de T. cruzi. Panel
derecho, Southern blot a partir de la misma corrida en PFGEe hibridada con una sonda
específica para el gen gp90.

4.5 Rastreo del gen que codifica para la proteína hsp70
El gen hsp70 se encuentra localizado en las bandas cromosómicas IX y X

de T. cruzi [Cano MI, 1995]. Por PCR tridimensional a partir de ADN

proveniente de 400 YACs se identificó un fragmento genómico que poseía

la secuencia codificante de este gen.

4.6 Rastreo del gen que codifica para la proteína JL7-H49

Los genes codificantes para esta proteína se localizan en las bandas

cromosómicas XVI y XVII y se encuentran ligados al gen que codifica la

proteína JL8 [Cano MI, 1995]. Por hibridación de 10 membranas de nylon

con una sonda específica del gen J L7, representando un total de 960

clones, se identificaron 3 clones positivos para el gen J L7—H49de T. cruzi.

Esto fue confirmado con posterioridad por PCR a partir del ADNgenómico

de los YACscorrespondientes.

Estos primeros resultados mostraron que la biblioteca genómica YACera

era representativa del genoma nuclear ya que contiene un 60% de los

YACs positivos para SIRE, 10% positivos para gp90 y un bajo porcentaje

de representatividad para los genes J L7—H49y hsp70.

Con el fin de estudiar la presencia de quimeras, se realizaron ensayos de

Southern blot de los clones YAC positivos para gp90, J L7—H49y hsp70 y

se compararon los tamaños de los fragmentos de restricción obtenidos a

91



m!

Resultados

partir de ADNde cada clon, con aquellos obtenidos por restricción de ADN

genómica de la cepa CL Brener de T. cruzi. En todos los casos analizados

no se observó la presencia de YACsquiméricos.

4.7 Caracterización de la estabilidad de la biblioteca genómica YACde
T. cruzí

Finalmente, se completó la caracterización de la biblioteca genómica YAC,
determinando la estabilidad de los cromosomas artificiales. Para ello se

tomaron 20 YACsal azar y se determinó por Southern blots de PFGE el

tamaño de los insertos de los YACsluego de 100 repiques. En ningún caso

se observaron variaciones en el tamaño de los YACs (Fig4.4) demostrando

que son estables, requisito indispensable para utilizarlos en la

construcción del mapa fisico.

Figura 4.4: Radiografia de un cromoblot de PFGE de cuatro clones YAC antes (N)y
después (N')de 100 repiques con sonda específica de uno de los brazos del vector YAC.

4.9 Mapa físico del cromosoma XVII
En colaboración con el laboratorio del Dr. Franco da Silveira, Universidad

de San Pablo, Brasil, se comenzó la construcción del mapa fisico del

cromosoma XVII.En dicho cromosoma se localizan dos copias del gen H49

y una del gen JL8 [Cano MI, 1995].
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Rastreos de la biblioteca YAC con estos genes y otros marcadores EST,

permitió el aislamiento de 9 YACsque cubren esta región. Posteriormente,

se pudo determinar el tamaño de los insertos por Southern blot de PFGE

hibridados con sondas especificas para los genes H49 y JL8. Los YACs

Y7A2 (600kpb), Y7H8 (400kpb), Y7H7 (300kpb), Y5G9 (180kpb), Y8E1

(200kpb), Y9H8 (180kpb) y Y6B7 (200kpb) son positivos para el marcador

H49. Los YACs Y7A7, YSGQ,Y9H8 y YóB7 son positivos para el marcador

JL8.

Por mapeo de restricción parcial e hibridación con otros marcadores y con
sondas de extremos de los YACs construidas utilizando 1a técnica de

Bubble PCR [Vázquez M, 1999] se logró ensamblar un continuo de

fragmentos clonados (contig)que abarca un tercio (0.8Mpb)del cromosoma

XVII de 4.6 Mpb [Santos M, 1999](Fig 4.5).

Y7Aa(4ooKpb)n r W)YACS
LEM _rrnr_rr r

¿Lim-4 l. Y7H7(300Kpb)MMM
_ r rrr rrrtmnrr r r contig

w El‘! E

Figura 4.5: esquema del mapa físico de una región del cromosoma XVIIde la cepa CL
Brener de T. cruzi.

4.10 Mapa físico de los cromosomas XIX y ¡QC

Para construir los mapas fisicos de los cromosomas XIXy XX se rastreó 1a

biblioteca genómica YACcon dos marcadores específicos de ambas bandas

cromosómicas: TcPOy TcPl. De esta manera, se hibridaron membranas

conteniendo 1000 YACsde la biblioteca con una sonda del gen TcPO, que

es un marcador específico de estas bandas cromosómicas. Los YACs

positivos en este primer rastreo fueron confirmados por amplificación del

gen TcPO por PCR y por hibridación de Southern blots de PFGE (Fig 4.6).
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Así se pudieron aislar dos YACs (clones 117 y 496) que contenían al gen
TcPO.

Y117 Y496

Figura 4.6: Southern blot de PFGE hibridado con sonda específica del gen TcPO. Las
flechas indican la banda correspondiente al YAC117 (izquierda)y 496 (derecha).

Al igual que el cromosoma XVII, se determinó el tamaño de los YACs

positivos por Southern blots de PFGE. El YAC 117 contiene un inserto de

175 Kpb y el YAC496 uno de 240 Kpb. Este último también híbrida con

la secuencia repetida SIRE .

También se realizaron Southern blots a partir de ADNgenómico total de

cada YAC hibridados con una sonda específica para el gen TcPO

Figura 4.7: Southern blot de AD-Ñgenómico total digerido con Ecofi de: levadura (calle
1); clon 117 (calle 2); clon 496 (calle 3); Trypanosoma cruzi (calle 4). La flecha indica la
banda que contiene al gen TcPO.

observándose que mientras el YAC117 dio como resultado una banda de

6.5 kpb al igual que el ADN genómico de la cepa CL Brener, el YAC496
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dio una banda de mayor peso molecular, sugiriendo la presencia de una

posible quimera (Fig4.7).

4.1 1 Purificación de las bandas cromosómicas XIX y JDK

Otra forma para identificar YACscon fragmentos de los cromosomas XIXy

XX. Esta consiste en realizar un rastreo de la biblioteca genómica YAC

utilizando como sonda las bandas cromosómicas purificadas. Se pusieron

a punto las condiciones de corrida en PFGE preparativos que permitieron

resolver las bandas cromosómicas de 3.3 Mpb y 3.5 Mpb (cromosomas XIX

y XX respectivamente). Estas condiciones fueron: buffer TAE 1x, agarosa

SeaPlake 0.8%, 15 seg —300 seg 30 hs 3V/ cm, 500 seg —900 seg 30 hs

2,7V/cm, 900 seg —1500 seg 30 hs 2,7V/cm 14°C, ángulo 120°.

Una vez separadas y purificadas, se controló la pureza de las bandas. Para

ello, a partir del ADN puñficado se realizaron amplificaciones por PCR

utilizando cebadores específicos para los marcadores cromosómicas TcPOy

TcPl como control positivo y como control negativo cebadores especificos

para marcadores de otras bandas cromosómicas como por ejemplo el gen

ribosomal TcP2B. El análisis por PCR demostró que el ADN purificado

provenía de las bandas cromosómicas de interés y que, al menos para los

marcadores utilizados, no contenían cantidades detectables de ADN

perteneciente a otros cromosomas. La figura 4.8 muestra una corrida de

PFGE de ADN total de la cepa CL Brener de T. cruzi y de los ADN

purificados de las bandas cromosómicas XIXy XX. La flecha indica la zona

de compresión donde sólo corren las bandas XIXy XX.
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Figura 4.8: PFGE de las bandas cromosómicas XIX y XX purificadas. T. cruzi: calles
correspondientes a ADN genómico total de la cepa CL Brener de T. cruzi; XX ADN
purificada del cromosoma XX;XIX:ADNpurificado del cromosoma XIX.

4.12 Construcción de una sub-biblioteca YACdel cromosoma XX

Se utilizó la banda del cromosoma XX purificada para hacer una sonda

cromosoma-específica con la cual hibridar la biblioteca YAC.El rastreo de

una membrana de nylon conteniendo 1000 YACscon esta sonda, permitió

construir una sub-biblioteca 64 YACs enriquecida en clones con

fragmentos genómicos pertenecientes al cromosoma XX de T. cruzi (Fig

4.9).

Figura 4.9: rastreo de la biblioteca YAC utilizando como sonda ADN purificada
proveniente del cromosoma XX.

La hibridación de esta sub-biblioteca con la secuencia repetida SIRE indicó

que aproximadamente el 50% de los clones contenían dicha secuencia
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repetida. Posteriormente, se rastreó la sub-biblioteca con una sonda

específica para el marcador TcPOobteniendo 6 posibles clones positivos, 4

de los cuales fueron reconfirmados posteriormente por hibridación con un

cromoblot de PFGE (Tabla 4.1). Esto permitió corroborar que la sub­

biblioteca contenía fragmentos pertenecientes a las bandas cromosómicas

XIXyXX.

YAC Tamaño SIRE TcPO
16 + ­
18 - ­
34 180kpb + +
43 — ­

54 150kpb + +
62 170kpb + +
63 175_l_{pb + +

Tabla 4.1: caracterización de 7 YACsespecíficos del cromosoma XX

4.13 Generación de marcadores EST (Expressed Sequence Tags)
cromosoma específicos
Para incrementar el número de marcadores EST sobre las bandas

A)

Figura 4.10: A) Rastreo de La boblioteca de ADNc de T. cruzi con ADN purificado del
cromosoma XIXutilizado como sonda. B) Confirmación por Southern blot de los clones de
ADNcaislados en el primer rastreo digeridos con EcoRIe hibridados con sonda específica
del cromosoma XD(. Las flechas indican las bandas correspondientes a la hibridación
específica de los insertos con el ADNdel cromosoma XIX.
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cromosómicas XIXy XX, se diseñó un protocolo de hibridación de sondas

cromosómicas sobre bibliotecas de ADNcde T. cruzi. La puesta a punto del
método se realizó con una sonda derivada del cromosoma XIXcon la cual

se rastreó una biblioteca de ADNcdel estadio epimastigote de T. cruzi. Se

aislaron así 9 clones positivos (Fig4.10A), de los cuales sólo 3 (clones 2', 8

y 9) confirmaron reactividad a posteriori con la misma banda cromosómica

(Fig4.108).

Se secuenciaron los extremos de los ADNcprovenientes de los clones 2', 8

y 9 (Fig 4.11) y se realizó una búsqueda de secuencias homólogas en la

base de datos del GenBank, determinando que los mismos no poseían

homologia con algún gen conocido.

Clon 9

l JH} l WMV

Clon 2'
LLILLLILLLJLLÁLJlllllllllllllll

Clon B
ALILlillllllllllllLLLllllLLlLlLlllllLlllllLL

‘11le l

Figura 4.11: secuencias de los extremos de los fragmentos de ADNcde los clones 2’, 8 y
9.

4.14 Análisis de sintenía de grandes fragmentos genómieoe en
tripanopsomátidos.
El mapa fisico de un genoma es la representación de las moléculas de ADN

que conforman sus cromosomas, y se construye a partir de la

superposición de grandes fragmentos de ADN clonados. La construcción

del mapa físico de un cromosoma es una forma conveniente de analizar la

estructura y el orden de los genes que contiene, y permite realizar

comparaciones entre mapas fisicos de diferentes especies y/o géneros.

Es por ello que, a partir de la construcción del mapa fisico del cromosoma
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XVIdel clon CL Brener, se realizó un estudio comparativo para determinar

si los marcadores utilizados se encontraban también ligados en T. brucei y

L. major. Luego de realizar una búsqueda de homolog'ías con cada uno de

los marcadores utilizados para en el armado del contig del cromosoma XVI

no se detectaron grupos de ligamiento conservados entre las tres especies

de tripanosomatídeos.

Con objeto de analizar la existencia de sintenía en largas regiones

crómosomicas se decidió analizar un fragmento secuenciado de 94 kpb

correspondiente al cromosoma III del clon CL Brener de T. cruzi. Esta

región posee dos unidades transcripcionales orientadas en sentido

opuesto, separadas entre si por una zona rica en secuencias repetidas,

entre las que figura VIPER [Andersson B, 1998]. Debido a que la RT de

VIPER tambien se encuentra en T. bmcei (homologia a nivel de secuencia

de amino acidos), se decidió analizar si en T. brucei, VIPEResta asociado a

los mismos genes a los que se asocia en el cromosoma III de T. cruzi.

Para este estudio se utilizaron secuencias de ADNprovenientes de cuatro

cósmidos de T. cruzi (No. Acceso GenBank AF052831, AF052832,

AF052833, AF242860) abarcando una región de 123 kpb del cromosoma

III, que contiene dos unidades transcripcionales separadas por un

fragmento de aproximadamente 15 kpb que contiene la secuencia VIPER.

Utilizando la secuencia de 123 kpb como sonda contra la base de datos

HTGS y NR de T. bmcei del GenBank mediante los programas TBLASTX,

TBLASTNy BLASTPse encontro lo siguiente (Fig 4.12):

De la traducción de los 35 marcos de lectura abiertos anotados para la

secuencia de 123 kpb de T. cruzi, 25 presentaron homología significativa

(E<10'1°) con ORFs presentes en el cromosoma 1 de T. brucei. De los 25

genes homólogos, tres de ellos correspondían a una de las unidades

transcripcionales y los 22 restantes a la otra.

Cuando se analizó la organización genética del cromosoma 1 de T. brucei,

se determinó que no sólo se conserva la posición relativa de los genes

homólogos, sino también el sitio en el que cambia la orientación del
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sentido de la transcripcion de ambas unidades policistronicas, es decir, en

la region intergenica que separa los genes 3 y 4 en ambas especies (Fig

4.12). Esto sugiere que estas unidades transcripcionales se encontraban

ligadas y en orientación opuesta ya en el ancestro común a T. cruzi y T.

brucei, que probablemente existió hace más de 600 millones de años (cita).

La extensa intergénica que ambas unidadesregión separa

transcripcionales esta minada por secuencias repetidas.

_ 2 u 3 II u n­Icruz:
Tbrucei
L.major

Tcruzi msm
ÏbÏUCGI . n ¡amm ¡minimum ' 4

L.major '5- — 1 I
10 ll fl 12 13- 14 15

a

Tcruzi "c "16 fl 18 19
Tbrucei ' '
L.major_ _.. _ _Tcruzi“WIbruceiW
Lmajor_ ._.. ._ —-___—___—.-_-—_.n.___—_

IcruziL.major¿TALLE-W
9 C

Figura 4.12: Esquema de la región sinténica del cromosoma III de T. cruzi y sus
homólogas correspondientes al cromosoma 1 de T. brucei y en el cromosoma 12 de L.
major. Rectángulos celestes, genes específicos de T. cruzi; rectángulos rojos, genes
específicos de T. brucei; rectángulos violetas, genes específicos de L. major, rectángulos
naranjas, genes conservados en los 3 parásitos; rectángulos azul oscuro, secuencias
repetidas; rectángulos amarillos, genes conservados en T. cruzi y L. major. Con flechas
amarillas se indica la orientación de los elementos repetidos. Los genes con marco de
lectura abierto en la hebra directa o inversa se ubican por sobre o por debajo de la línea
respectivamente.
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En el caso de T. brucei se encuentran dos retrotransposones INGI de -5

kpb cada uno orientados en la misma dirección (Fig 1.12). Por otro lado,

en T. cruzi se encuentra VIPER seguido río abajo por dos secuencias

repetidas con diferentes grados de homologia a INGIde "4.3 kpb cada una,

on'entadas en sentido contrario. Ambas presentan una significativa

homología con INGI (E<10'2°)a nivel de secuencia peptidica, siendo la más

conservada de las dos, la que se localiza mas río abajo y que posee la

misma orientación que los dos elementos INGI del cromosoma 1 de T.

brucei (Fig 4.12). De esta manera, se podria especular que la inserción de

al menos uno de estos dos elementos ( el de igual orientación que en T.

brucez) haya ocurrido antes de la separación evolutiva entre T. cruzi y T.
brucei.

Un análisis comparativo de la región que comprende los primeros 15 genes

homólogos entre T. cruzi y T. brucei permitió determinar que la distancia

entre estos genes está relativamente conservada, a excepción de las

regiónes intergénicas que separan los genes 3 y 4 y 4 y 5 (Tabla 4.2).

Existen otras particularidades que se conservan entre las regiones
analizadas, tanto en T.brucei como en T.cruzi, la región comprendida

Región T. cruzi T. brucei
intergénica Long (pb) Long (ph!

I 1-2 939 1805
I 2-3 16329 18541
I 3-4 15300 43863
I 4-5 3838 270
I 5-6 647 354
I 6-7 1833 2004
I 7-8 879 890
I 8-9 4256 2006

I 9- 0 1008 1175
I 10-11 453 260
I 11-12 4925 2466
I 12-13 1495 4200
I 13-14 2493 2082
I 14-15 2965 2522

Tabla 4.2: Comparación de las regiones intergénicas de T. cruzi y T. brucei
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entre los genes 2 y 3, de más de 10000 pb de extensión, posee un muy

bajo contenido de GC (Fig4.13).

GC %T. cruzi GC% T. brucei

UIO

GC°/ol100

8

Posiciónl100 (pb) Pos ¡ción/100(pb)

Figura 4.13: Porcentaje de contenido de GC de la región correspondiente al cromosoma
III de T. cruzi y su homóloga en T. brucei. Las flechas rojas indican la región intergénica
con bajo contenido en GC localizada entre los genes 2 y 3.

El tamaño de las proteínas codificadas por los primeros 15 genes

homólogos también se conserva. Una excepción es la proteína codificada

por el gen 12 que es dos veces más larga en T. brucei que en T. cruzi,

aunque no puede descartarse la utilización de un codon atg interno como

codón de inicio de traducción (Tabla 4.3). Las variaciones en 1a extensión

de las regiones codificantes se deben principalmente a cambios en la

posición del codón de inicio de traducción o a la existencia de inserciones

o escisiones. En contraposición, la posición de los codones stop se

encuentra generalmente conservada.

ORF T. cruzi T. bn¿cei
Long. (aa) Cont. GC (%) Long. (aa) Cont. GC (%)

1 363 53.5 511 44.4
2 703 54.6 791 50.6
3 662 40.3 865 46.7
4 133 44.9 133 48.6
5 584 44.8 607 48.3
6 545 43.6 656 50.8
7 1237 48.5 1182 53.9
8 1718 50.7 1737 53.5
9 723 53.1 807 55.7
10 814 58.4 912 56.4
11 497 61.2 569 53.6
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12 633 54.8 1249 57.8
13 600 59.4 539 51.8
14 704 49.7 925 54.5
15 334 55.8 3 | 53 53.4

Tabla 4.3: Comparación de las regiones cod-iÍ-icantesde T. cruzi y T. brucei.

El contenido en GC no presentó variaciones significativas en los genes

homólogos a excepción de los genes 1, 6, 11 y 13. En estos casos, la

variación se debe principalmente a un cambio en la frecuencia de G y/o C

en la tercera posición de los codones sinónimos (aquellos que codifican

para el mismo aminoácido).

Utilizando el programa CodonW, se calculó el uso de codones para los 15

genes y se lo comparó con el uso esperado [datos de 1apágina de internet

www.kazusa.or.jp/codon/] tanto en T. cruzi como en T.brucei (Tabla 4.4).

En la región comparada, 1a relación del uso de codones entre T. cruzi y T.

brucei es cercana a 1 (TcObs/TbObs). La excepción 1a constituyen algunos

codones que ya en el calculo entre las relaciones de usos esperados

(TcCU/TbCU) se alejan de 1 (Tabla 4.4, columnas 8 y 9). Es interesante

observar que los usos observados suelen ser más próximos a 1 que la

relación entre los usos esperados (Tabla4.4, casillas en amarillo).

24.5 24.2 18.91 17.9 0.99 1.17 1.26 . 1.06

13.8 9.06 14,34 18.2 0.66 - - 0.68
4‘9 8.91 10.16 7 1.82 - - 1.45
14.9 24.5 21.72 15.9 1.51 1.04 0.94 1.37

20.3 233 20‘47 21.5 1.15 1.14 0.94 0.95

14.7 11.7 16.56 17.7 0.80 0.71 0.33 0.94

3.5 6.09 6,563 8.5 1.74 - - 0.77
29 21.1 18.13 18.7 0.73 1.16 1.55 0.97

19.7 26.6 24.03 19.8 1.35 1.21 0.99 1.11

15 14.5 14.06 15.6 0.83 0.89 0.96 0.90

4.9 7.81 10.78 10.3 1.59 - - 1.05
24.6 15.6 15.63 25.2 0.64 1‘00 0.98 0.62

18.5 18.4 18.91 21.4 1.00 0.98 0.86 0.88
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13.5 11.6 7.656 12 0.86 1.51 1.13 0.64

5.7 7.66 11.41 12 1.34 - - 0.95
37.2 24.8 24.53 27 0.67 1.01 1.38 0.91

10.4 16.4 14.22 10.5 1.58 1.15 0.99 1.35

13.6 16.7 16.56 11 1.23 - - 1.51
9.1 16.1 15.31 10.7 1.77 1.05 0.85 1.43

13.3 15.2 13.59 8.7 1.14 1.11 1.53 1.56

8 11.6 14.84 10.2 1.45 - 1.46
12 14.5 16.09 10.6 1.21 0.90 1.13 1.52

11.8 17.2 15.94 12 1,46 1.08 0,98 1.33

15.4 19.2 15.63 9.9 1.25 1.58

11.2 10.9 14.22 14.6 0.98 0.77 0.89 1.13

14.9 14.3 14.81 14.7 0.33 0.96 1.17 1.01

14.9 18.3 17.03 18.5 1.23 - - 0.92
26.4 20.9 18.28 15.8 0.79 1.16

17.8 13.4 17.19 20.9 0.75 - - 0.82
25.9 14.7 13.59 20.3 0.57 - - 0.67
18.6 16.9 16.25 26 0.91 - - 0.63
30.6 17.5 15.31 20.4 0.57 1.14 1.50 0.75

7.1 13.3 13.59 10.6 1.87 - - 1.28
17.6 18 17.66 15.9 1.02 1.02 1.11 1.11

8.5 13.8 15.16 9 1.62 0.91 0.94 1.68

13.5 17.5 16.09 14.9 1.30 1.09 1.05 1.25

10.4 13.6 14.34 15.4 1.31 - - 0.80
23.3 17.7 18.91 20.6 0.76 0.93 1.13 0.92

15.8 16.7 15 17 1.06 1.11 0.93 0.88

21 14.5 16.25 23.4 0.69 0.89 0.90 0.69

15.2 13.1 11.25 26 0.86 - - 0.43
37.7 18.1 20 35.1 0.48 0.91 1.07 0.57

21.2 17.3 18.91 26.1 0.82 0.92 0.81 0.72

27.4 13.9 14.34 26.9 0.51 1.13 1‘02 0.46

23.2 14.8 14.34 33.1 0.55 - - 0.37
45.1 18‘4 18.91 39.6 0.41 0.98 1.14 0.48

6.2 14.2 13.75 8.2 4.29 - - 1.68
14.6 17 17.5 11.7 1.35 0.97 1.08 1.50

11.9 15.6 15.63 9.8 1.31 1.59
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14.3 24.2 23.44 15.5 1.55 0.95 0.92 1.51

19.1 20.5 16‘88 15.1 1.07 - - 1,12
6.7 16.1 11.88 7.1 4,40 1‘36 0.94 1.67

10.1 16.1 17.5 9.7 1.59 0.92 1.04 1.80

11‘1 15.3 17.97 11.5 1.38 0.85 O97 1.56

15.5 14.2 16.25 13.9 0.92 0.88 1 12 1.17

4,1 7.5 9.844 6.4 1.83 - - 1.54
7.7 11.4 14.22 7.9 1.48 0.80 0.97 1.80

19.3 18.3 21.41 23.8 0.95 - - 0.90
28.3 15.8 14.22 18.5 0.56 - - 0‘77
14.3 13.9 14.38 15.9 1.13 - - 0.90
14.6 14.5 14.5 14.1 1.00 - - 1.03

Tabla 4.4: análisis del uso de codones para los 15 primeros genes homólogos de T. cruzi y
T. brucei. En azul se indican los 20 aminoácidos con sus codones correspondientes.
TcCU, uso de codones calculado para T. cruzi; Tc, uso de codones de los 15 genes
homólogos de T. cruzi; TbCU, uso de codones calculado para T. brucei; Tb, uso de codones
para los 15 genes homólogos de T. brucei; TcObs/TcCU y TbObs/TbCU, relación entre la
frecuencia observada y esperada de cada codón en los 15 genes comparados en T. cruzi o
T. brucei respectivamente; TcCU/TbCU, relación las frecuencias de uso de codones
esperadas entre T.cruzi y T.brucei;TcObs/TbObs, relación de las frecuencias observadas
del uso de codones entre T. cruzi y T. brucei.* Frecuencia de los codones cada 1000
aminoácidos. En el análisis no se incluyen los codones stop. En amarillo se resaltan las
relaciones que muestran un uso diferencial de codones entre T. cruzi y T. brucei, ya sea
observada o esperada.

4.15 La región analizada del cromosoma III de T. cruzi se conserva en
L. major

El análisis del banco de datos HTGSpermitió ubicar una zona homologa a

1a descripta previamente en L. major. Los resultados de este análisis se

muestran en el esquema de la figura 4.12 que representa el alineamiento

de las regiones de T. cruzi y T. brucei junto con un contig preliminar

correspondiente al cromosoma 12 de L. major.

De los 35 ORF anotados para T. cruzi, 21 se conservan en el locus de L.

major. La posición relativa de los ORF homólogos también se conserva, a

excepción del gen 1 y el gen C que se encuentran a 70 kpb y 158 kpb río

abajo del gen 18 respectivamente y los genes 23 y 24 que se encuentran a

357 kpb río abajo del gen 18.

Es llamativo que en este parásito también se conserva el cambio de
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orientación de las dos unidades transcripcionales, aunque, a diferencia de

lo observado en T. cruzi y T. brucei, la distancia entre las unidades no

contiene secuencias repetidas.

4.16 Estudio de la distribución de nucleótidos en la región sinténica

A)

B)

C)

Figura 4.14: GC skew, AT skew y exceso de purinas de las regiones sinténicas de (A)T.
cruzi, (B) T. brucei y (C) L. major. Línea celeste, exceso de secuencias codificantes; linea
azul, GC skew; línea verde, AT skew; línea roja, exceso de purinas; eje vertical, puntaje
del estadístico en unidades arbitrarias; eje horizontal, posición a lo largo de la región
sinténica en unidades arbitrarias.
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Se realizó un estudio sobre la distribución de bases en la región del

cromosoma III de T. cruzi y de sus homólogas en T. brucei y L. major para

determinar si en estos parásitos se cumplen las reglas descriptas para

genomas bacterianos.

En la figura 4.14 se grafican el exceso de purinas (EP),el GC skew y el AT

skew junto con el exceso de secuencia codificante (suma de las diferencias

entre el número de bases codificantes en la hebra directa y la hebra

inversa).
El análisis de EP mostró una distribución de nucleótidos asimétrica. En

particular, se observó una correlación positiva entre el EP y la dirección de

transcripción de los genes en T. cruzi y T. brucei mientras que en L. major

la correlación fue negativa. En los dos primeros casos, el mínimo

correspondió a la región localizada entre las dos unidades

transcripcionales, mientras que en esta posición se registró un máximo en

L. major (Fig 4.14, línea verde).

Resultados análogos fueron obtenidos cuando se analizó el GC skew (Fig

4.14, linea azul), donde se registró un mínimo que coincide con la región

donde se produce el cambio en la orientación de los genes y una

correlación positiva con respecto al sentido de transcripción tanto en T.

brucei como en T.cruzi, mientras que lo opuesto fue observado en L. major.
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Llamativamente, en las tres especies se observó una relación inversa entre

el ATskew y la dirección de transcripción de los genes, con un máximo en

la región que separa las dos unidades transcripcionales (Fig 4.14, línea

roja). En T. cruzi, esta tendencia es menos marcada que para Leishmania y
T. brucei.

A)

B)

C)

Figura 4.15: GC skew, AT skew y exceso de purinas de las regiones intergénicas
sinténicas de (A) T. cruzi, (B) T. brucei y (C) L. major. Línea celeste, exceso de secuencias
codificantes; línea azul, GCskew; línea verde, ATskew; línea roja, exceso de pun'nas; eje
vertical, puntaje del estadístico en unidades arbitrarias; eje horizontal, posición a lo largo
de la región sinténica en unidades arbitrarias.
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Los resultados obtenidos en esta región del cromosoma 12 de L. major son

comparables a los observados en su cromosoma 1, en donde se detectó

una correlación negativa entre el EP y el GC skew y la dirección de la

transcripción [McDonagh P, 2000].

A)

B)

C) 12000
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6000

4000 ­
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o .
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Figura 4.16: GC skew, AT skew y exceso de purinas de las regiones codificantes
sinténicas de (A) T. cruzi, (B) T. brucei y (C) L. major. Línea celeste, exceso de secuencias
codificantes; línea azul, GCskew; línea verde, ATskew; línea roja, exceso de purinas; eje
vertical, puntaje del estadístico en unidades arbitrarias; eje horizontal, posición a lo largo
de la región sinténica en unidades arbitrarias.

Para determinar si la tendencia en la distribución de bases se incrementa
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en las regiones intergénicas, por estar sometidas a una menor presión de

selección, se analizó por separado el EP, GC skew y AT skew de las

regiones codificantes y no codificantes (Fig4.16 y 4.15 respectivamnete).

Así, las regiones intergénicas de T. cruzi, T. bmcei y L. major presentan una

tendencia similar al análisis global realizado anteriormente (en la Fig 4.14].

Sin embargo, un análisis de las regiones codificantes en L. major, reveló

una tendencia distinta a aquella observada en el análisis global y de sus

regiones intergénicas. En este caso, tanto el EP como el GC skew y AT

skew presentan una correlación positiva con respecto al sentido de

transcripción de los genes (Fig4.16).

Un fenómeno similar también ocurre en T. cruzi, donde el AT skew

presenta una tendencia positiva con respecto al sentido de transcripción,

en contraposición a lo observado para las regiones intergénicas (Fig4.16,

linea roja).

Luego se analizó la distribución de los nucleótidos en las regiones

codificantes según la posición que ubicaban dentro de cada codón,

encontrándose un comportamiento similar en los tres parásitos.

La primera posición del codón, presentó una correspondencia positiva

entre la dirección de transcripción y el contenido de purinas, el GCskew y

el ATskew (línea celeste en Fig 4.17).

La segunda posición presentó una tendencia negativa del GC skew y

positiva del AT skew con respecto al sentido de transcripción, no

advirtiéndose un exceso de purinas significativo (línea verde en Fig 4.17).

Finalmente, en la tercera posición, se observó un comportamiento opuesto

a la segunda, registrándose una correlación positiva con el GCskew y una

negativa con el ATskew (línea roja en Fig 4.17).
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T. cruzi T. brucei L. major

A)

GCskew

ATskew

Figura 4.17: GC skew (A), AT skew (B) y exceso de purinas (C) de las regiones
codificantes sinténicas de T. cruzi (panel izquierdo),) T. brucei (panel central y L. major
(panel derecho). Línea celeste, posición 1 del codón; línea verde, posición 2 del codón;
linea roja, posición 3 del codón; eje vertical, puntaje del estadístico en unidades
arbitrarias; eje horizontal, posición a lo largo de la región sinténica en unidades
arbitrarias.

Dado que el exceso de purinas es casi equivalente a la suma de los skew

GC y AT integrados utilizando un intervalo muy chico, la ausencia de

correlación entre el EPy el sentido de transcripción en las posiciones 2 y 3

de los codones, podrian deberse a las tendencias opuestas que presentan

los skew GCy ATen la segunda y tercera posición.

4.17 Una alternativa al método clásico de clonado en YACs:

construcción de YACspor recombinación asociada a la transformación
en levaduras.

Debido a que los genomas presentan distintas regiones con diferente

capacidad de ser clonadas, se decidió generar una segunda biblioteca YAC

utilizando la técnica de clonado por recombinación asociada a la
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transformación en levaduras. Esta técnica permite generar YACslineales o

circulares al co-transformar levaduras con ADN genómico total de un

determinado organismo y un vector linealizado que contiene en uno o

ambos extremos una secuencia específica de dicho ADN.Este vector debe

contener además un gen de selección en levaduras (por ejemplo el gen que

permite un crecimiento en un medio sin histidina) y una secuencia

telomérica en un extremo para generar YACs lineales. Con el fin de

determinar si era posible generar YACslineales o circulares mediante esta

técnica aprovechando la gran dispersión de la secuencia repetida SIRE en

el genoma nuclear de T.cruzi, se construyeron tres vectores: pCSl, pC82 y

pLSl (Fig 4.18).

tam Mill. pCS1
Bmg—®w 9082PLS1

:Secuenciade replicaciónautónomade levaduras
L! :SecuenciaSIREde 100pb m :Gende resistenciaa ampicilina

:ngencia sms de400pb 4 :Secuenciateloméricade Tetrahymena
® :Secuendamoméñca :GendeHistidlna

mSecuencia SIREde 300pb

Figura 4.18: esquema de los vectores pCSl, pCS2 y pLSl.

Los vectores pCSl y 2 están diseñados para generar YACs circulares

llevando en sus extremos 300 y 100 pb de la secuencia SIRE, y un gen de

selección por histidina. El vector pLSl, lleva una secuencia telomérica del

ciliado Tetrahymena sp. en un extremo, un gen de selección por histidina y

la secuencia SIRE de 400 pb en el otro.
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T15 T7 Lev

Mb

0.91

0.78

0.55

0.45

0,2

Figura 4.19: Cromoblot de PFGE de ADNgenómico total de los clones T7 y
T15 con una sonda específica del elemento repetido SIRE.Las flechas rojas
indican 1aposición de los YACobtenidos linearizados.

Durante la puesta a punto de esta técnica con el vector pCSl y ADN

genómico total de T. cruzi, se obtuvieron dos clones positivos denominados

T7 y T15. A pesar que las moléculas circulares de muy alto peso molecular

quedan retenidos en el lugar de siembra en corridas de PFGE,

linealizaciones espontáneas permiten determinar el tamaño de los clones

por PFGE (Larionov V, comunicación personal). Por análisis de Southern

blot de PFGE hibridados con SIRE, se determinó que el clon T15 posee un

inserto mayor a 600 kpb mientras que el clon T7 posee un inserto cercano
a los 500 kpb (Fig4.19).
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5 Desarrollo de vectores de fragmentación en T. cruzi

5.1 Construcción de los vectores pLFGAP,pLFSIREy pH64

En todo proyecto genoma es de gran utilidad contar con una herramienta

eficaz que permita determinar la posición de los diferentes marcadores

genéticos que se vayan generando con respecto a los telómeros o

centrómeros de un determinado cromosoma. Dado que T. cruzi presenta

una muy baja condensación cromosómica durante la división mitótica y no

posee un ciclo de reproducción sexual, técnicas como la de hibridación in

situ o métodos de genética clásica no son utilizados para posicionar un

marcador en un cromosoma. Para contribuir a la construcción del mapa

fisico de este genoma, se decidió utilizar una nueva herramienta,

denominada fragmentación cromosómica, que permite localizar

marcadores con respecto__ a los telómeros de los cromosomas

correspondientes [LeBowitzJ, 1998].

Vector de
,aY Fragmentación

Cromosoma a l ¡ ><4; '

l Fragmentación

HI1

Figura 5.1: esquema de fragmentación cromosómica en el locus H64. Rectángulo celeste,
gen de resistencia a G418; rectángulo amarillo, secuencia marcadora; rectángulo violeta,
gen de resistencia a ampicilina; triángulos rojos, secuencia teloméríca.

El principio que permite la fragmentación es semejante al que sirvió para

obtener los cromosomas circulares por la técnica de RAT (pag 111), es

decir la capacidad de recombinación, pero en este caso referida a T. cruzi.

Así, la recombinación se establece entre una secuencia en un cromosoma

(que contiene la secuencia a posicionar) y un vector linearizado (vector de

fragmentación) que contiene en su extremo el marcador que se quiere
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posicionar en el cromosoma. La disminución en el tamaño del cromosoma

resultante es utilizada para calcular la distancia del marcador al extremo

telomérico (Fig 5.1).

pLFGAP

Figura 5.2: Representación esquemática de los vectores de fragmentación pLFGAP,
pLFSIRE y pH64. Neo, gen de resistencia a G418; GAPDH, región intergénica del gen
GAPDH, Amp, gen de resistencia a Ampicilina; H64, marcador del locus TcP2BH6.4;
triángulo rojo, secuencia telomérica de Tetrahymena sp.

Como primer paso, se construyeron los vectores pLFGAPy pLFSIRE. Los

mismos poseen una secuencia telomérica de Tetrahymena sp de 200 pb en

un extremo, un gen de selección en bacterias que confiere resistencia a

ampicilina y el gen Neoque confiere resistencia a G418, flanqueado en sus

extremos 5’ y 3’ por la región intergénica del gen GAPDHde T. cruzi para

que el ARNm sea procesado correctamente por el parásito. El vector

pLFSIRE contiene además la secuencia repetida SIRE de T.cruzi de 400 pb

(Fig 5.2).

En una segunda etapa, se desarrolló el vector pH64 que contiene una

secuencia telomérica de Tetrahymena sp de 700 pb en un extremo y una

secuencia de 1400 pb correspondiente al locus H6.4 del gen TcPZB de

Trypanosoma cruzi en el otro [Vázquez M, 1994] (Fig 5.2).

En el caso de los vectores pLFGAP y pH64, las secuencias blanco de

recombinación son la región intergénica del gen GAPDHy la región que

contiene al gen TcPZBH6.4respectivamente.

Las primeras experiencias de fragmentación fueron llevadas a cabo con los

vectores pLFGAPy pLFSIRE. Los mismos se linearizaron con enzimas de

restricción de manera que quedara la secuencia telomérica en un extremo
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y la secuencia intergénica de GAPDH (pLFGAP) o SIRE (pLFSIRE) en el

otro. Después de electroporar la cepa Tulahuén II y dejar recuperar en

medio LIT durante 24 hs, se seleccionaron los parásitos resistentes en

medio de cultivo con 100 ug/ ml de G418 durante 21 días. Posteriormente,

se purificó ADN genómico y se analizaron las transfectantes por
cromoblots de PFGE. En todos los casos no se detectaron variaciones en el

cariotipo electroforético.

TULwt [FGAP LFSIRE

—- Sitio de siembra

—CromosornaGAPDH

Figura 5.3: Southern blot de PFGE hibridado con una sonda específica de la región
intergénica del gen GAPDHde T. cruzi. TULwt, ADNtotal de la cepa Tulahuén II salvaje de
T. cruzi; LFGAP, ADN genómico de T. cruzi transfectado con el vector pLFGAP; LFSIRE,
ADNgenómico de T. cruzi transfectado con el vector pLFSIRE.

La hibridación de cromoblots de PFGE con la región intergénica del gen

GAPDHmostró una banda muy fuerte de hibridación que corresponde al

sitio de siembra y bandas muy difusas hacia abajo. En ningún caso, el

tamaño del cromosoma que contiene a1 gen GAPDHmostraba alteraciones

con respecto a1 control, tanto en los clones transfectados con pLFGAP

como con pLFSIRE (Fig 5.3).

Cuando se hibridó el mismo cromoblot con el gen Neo, sólo se obtuvo la

banda intensa del sitio de siembra y las bandas difusas de menor tamaño,

no apareciendo la banda correspondiente al cromosoma que contiene al

gen GAPDH.Esto indicó que no había ocurrido recombinación alguna del

116



Resultados

vector pLFGAP con el Zocus GAPDH ni del vector pLFSIRE con alguno de

los cromosomas. Es más, el patrón de hibridación indicaba la probable

formación de un plásmido circular de muy alto peso molecular, que al ser

corridos en PFGE quedan retenidos en el sitio de siembra en forma de

circulo abierto dando una serie de bandas difusas que corresponden a

distintas formas de superenrollamiento y/o linearizaciones espontáneas

[Martínez-Calvillo S, 1997].

Para investigar en que estructura se encontraba el vector, se realizaron

ensayos de Southern blot a partir de ADNgenómico total digerido con las

enzimas de restricción ScaI y SphI que linearizan al vector circular por el

gen de resistencia a ampicilina y Neo respectivamente. La hibridación con

el gen Neodio una banda del tamaño correspondiente al plásmido lineal lo

que estaria indicando la presencia de un tándem (Fig 5.4). Sin embargo,

también se pudieron observar varias bandas de menor y mayor peso

molecular que corresponderían a otro tipo de rearreglos.

pLFGAP pLFSIRE

Scal SphlScalSphI ScalSphI

‘- Tándem

-hmmwmg

f4)

Figura 5.4: Southern blots de ADNgenómico total de T. cruzi transfectado con el vector
pLFGAP o pLFSIRE, digerido con ScaI o SphI e hibridado con sonda específica del gen
Neo.La flecha indica la banda esperada correspondiente a un tándem.
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Para descartar que la recircularización de los vectores se debía a

secuencias teloméricas demasiado cortas para ser funcionales, o a que la

secuencia blanco de recombinación (SIRE o GAPDH)no era del tamaño

necesario para recombinar [Papadopoulou B,1997], se diseñó un nuevo

vector (pH64)conteniendo una secuencia telomérica de Tetrahymena sp de

mayor longitud (700 pb) y la secuencia correspondiente al locus TcP2l3H6.4

(1400 pb) como blanco de recombinación (Fig 5.2).

Este vector linearizado se utilizó en un nuevo ensayo de transfección,

seleccionando los clones resistentes en medio LITcon 60 ug/ ml de G418.

El análisis de_cmmoblot de PFGE mostró exactamente el mismo patrón de

hibridación que los clones anteriores sugiriendo que la secuencia

telomérica de Tetrahymena sp no es funcional en T. cruzi.

5.2 Transfecciones con el vector de fragmentación pLF2

De acuerdo con los resultados se construyeron dos nuevos vectores, pLF2

A) B)

Figura 5.5: Vectores de fragmentación pLF‘2 (A)y pLF3 (B). H64EcoRll-IindIlI, marcador
genético del locus H6.4 del gen TcP2beta; TcEIF‘ó,marcador genético correspondiente a 1a
región S’del gen TcEIF6 del locus SZS de T. cruzi; Neo, gen de resistencia a neomicina;
TEL, Secuencia telomérica de T. cruzi; AmpR, gen de resistencia a Ampicilina; GAPDH,
regiónes intergénicas del gen de la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; HindIII,EcoRI
y Kpnl, sitios de restricción utilizados para linealizar los vectores.

y pLF3, en los cuales se reemplazó la secuencia de Tetrahymena sp por

una secuencia telomérica y sub-telomérica de T. cruzi de 900 pb [Chiurrillo
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MA, 1999]. Además se colocó una secuencia blanco de recombinación más

extensa correspondiente al locus H64 del gen ribosomal TCPZB,de 1900 p,

o la región 5’ del gen TcEIF6 del locus SZS de 600 pb para los vectores

pLF2 o pLF3 respectivamente (Fig 5.5).

Los primeros ensayos se realizaron con el vector pLF2, el cual fue

linearizado con las enzimas de restricción EcoRI y KpnI antes de ser

transfectado. Luego de 4 semanas de selección en medio LITcon 60 ug/ m1

de G418 los clones resistentes fueron analizados por electroforesis en

banda cromosomicg>
del gen TcPZB

TcPZB Neo

Figura 5.6: análisis por PFGE de las líneas transfectadas con pLFl (1) y pH64 (2) e
hibridadas con TCPQB(panel izquierdo) o con el gen de resistencia a Neomicina (panel
derecho).

campos pulsados y Southern blot. La figura 5.6 muestra la hibridación de

los cromoblots con sondas específicas del gen Neo y el gen TCPZB.Como

control se incluyó uno de los clones transfectados con pH64, el cual se

mantiene como episoma de alto peso molecular sin integrarse al

cromosoma correspondiente.

El hecho de no se observar diferencias entre el cariotipo electroforético de
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la cepa transfectada y salvaje podría indicar que: (1) la localización del
locus TcP2BH6.4 está próxima al extremo telomérico del cromosoma de

manera tal que la resolución del PFGE no permite apreciar la variación de

peso molecular, o (2) el vector se ha insertado en dicho locus en lugar de

producir una fragmentación.

Southern blot a partir de ADNgenómico total de los clones transfectados

sugirió que el vector de fragmentación recombinó por su región 5’ con el
lo'é‘uïs‘WWW). Estoseapreciaporla
aparición en todos los casos de una nueva banda, tanto en las digestiones

con BamHI y KpnI hibridadas con el gen TcPZB,como en la digestión con

EcoRVhibridada con una sonda específica a la región ubicada río abajo

del gen TcP2B (sonda 2, ver esquema Fig 5.8, Fig 5.7).

É
E

TulWT PLF1 EcoRV

É Ée 8
o: L:KpnI PLF1

WT ELFI BamHI Kenl pLFl WT

Sonda Tchfi Sonda 3 Sanda 2

Figura 5.7: Southern blots a partir de ADNgenómico total de la cepa Tulahuén II de T.
cruzi salvaje (WT)o transfectada con el vector linealizado pLF2 (pLF2). Sonda TcP2|3, 2 y
3, ver esquema de la Fig 5.8.

Por digestión con BamHI se observó la aparición de una banda nueva

sugiriendo que el vector podría haber fragmentado el cromosoma.
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EcoR-V BamHI

<—//—¡————|—/H
BamHI

ECORV Bmw Iocus H6.4

Fragmentación
Sonda Sonda 2 Sonda 3

4-—-//-——l———-———+> Tcpzbeta \ fBamHl

50on BamHI Kpnl E - K nl
4 kpb

BamHI EcoRVBamHI
r:va BamHI4-—//—-¡————|-—//_¡

BamHI

EooRV BamHI

Integradón Duplicación del Iocus H64GM
<——-//—-4———r——>—+>——m—-w——>

3mm 13°on BamHI EwRV

5 kpb

Figura 5.8: Esquema representativo de la posible integración o fragmentación del vector
pLF2. Línea roja, vector de fragmentación pLF2; línea negra, cromosoma; rectángulo azul,
marcador del locus H6.4 del vector; rectángulo verde, marcador del locus H6.4 salvaje;
triángulos amarillos, secuencias teloméricas. En el recuadro se muestra la posición de las
distintas sondas utilizadas durante los Southern blots.

El vector pLF2 posee un sitio BamHI interno río arriba de la secuencia

telomérica. Una integración debería dar como resultado la aparición de

una copia nueva del gen TcP2Bseparada de la primera por dicho sitio de

restricción, esperándose así un patrón compuesto por tres bandas (Fig

5.8). La hipótesis de fragmentación se ve apoyada además por el hecho

que Southern blots de ADN genómico total digerido con BamHI o KpnI, no

muestran diferencias entre la cepa salvaje y 1atransfectada cuando se usa

una sonda específica de la región 3' del locus TcP2BH6.4 que no esta

presente en el vector pLF2.(sonda 3 en Fig 5.8), (Fig 5.7).
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6 Desarrollo de un cromosoma artificial de 'h‘ypanosoma
cruzi (CrAT)

6.1 Transfecciones con el vector pTNTl

Para preparar el análisis funcional de genes y fragmentos genómicos que

surjan del proyecto genoma de T. cruzi, se comenzó la formulación de un

nuevo tipo de vector de clonado y expresión para este parásito: el

cromosoma artificial de T. cruzi (CrAT).La primera construcción realizada

(pTNTl) poseía una secuencia telomérica de Tetrahymena de 300pb en

cada extremo y una única copia del gen Neoflanqueado en sus extremos 5’

y 3’ por la región intergénica del locus GAPDHde T. cruzi . El extremo 5’ de

este gen se encuentra a 2.9 kpb del comienzo de la secuencia telomérica y

el tamaño total del vector es de aprox. 9.0 kpb (Fig6.1).

Figura 6.1: esquema del vector pTNTl. Triángulos rojos, secuencias teloméricas de
Tetrahymena; rectángulo violeta, gen de resistencia a ampicilina; rectángulo celeste, gen
de resistencia a neomicina; rectángulos blancos, región intergénica del gen GAPDH;linea
negra, secuencia del vector pBluescript.

Este vector fue transfectado en forma lineal en cultivos de epimastigote de

T. cruzi y luego de seleccionar los clones con 60 ug/ m1 de G418 durante 4

semanas se preparó ADNgenómico total y en bloques de agarosa para su
análisis.

Cromoblots hibridados con una sonda específica del gen Neomostraron un

patrón de hibridación típico de un episoma de alto peso molecular,

indicando que el vector pTNTl se recircularizó y amplificó aumentando su

tamaño como lo hicieron los vectores de fragmentación previamente

descriptos (Fig 6.2). Los resultados de Southern blots, a partir de ADN

genómico total, indican que dicho episoma no sólo está formado por

unidades del vector repetidas en tándem sino también por copias

rearregladas (aparición de bandas de peso molecular distinto al de una

unidad de vector).
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pTNTl WT

Figura 6.2: Cromoblot de PFGE de ADN genómico de parásitos transfectados con el
vector pTNTl hibridado con una sonda específica del gen Neo. pTNTl, parásitos
transfectados con el vector pTNTl, WT,parásitos sin transfectar. La flecha roja indica el
sitio de siembra.

6.2 Transfecciones con el vector pTNTZ

En esta etapa, la secuencia telomérica de Tetrahymena sp se reemplazó

por las regiones teloméricas de T. cruzi de 900 pb. Debido a que la

presencia de las secuencias teloméricas orientadas en sentido opuesto

desestabilizaron al vector circular en su pasaje por bacterias, entre ambas

secuencias telomericas se clonó una secuencia espaciadora de 1.0 kpb,

proveniente del locus H6.4 del gen TcP2beta de T. cruzi (Fig 6.3).

Una vez linearizado con HindIlI, el vector pTNT2 fue transfectado a

epimastigotes. Luego de seleccionar durante 4 semanas en medio LIT

conteniendo 60 ug/m1 de G418, se analizaron las células transfectantes

por electroforesis de campos invertidos (FIGE)y Southern blots a partir de

ADN genómico total.

Figura 6.3: Esquema del vector pTNT2 linearizado con la enzima HindllI. Triángulos
rojos, secuencia telomérica de T. cruzi; Amp, gen de resistencia a Ampicilina; Neo, gen de
resistencia a Neomicina; GAPDH,región intergénica del gen GAPDH;rectángulo verde,
región espaciadora; linea negra, esqueleto plasmídico.
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Por tinción del gel de FIGE con bromuro de etidio, se advirtió la aparición

de una banda de un tamaño aproximado de 97 kpb. Una sonda específica

del vector reveló varias bandas en un rango que va desde 80 kpb a 150

kpb (Fig 6.4).

¡“TÍHIM“!
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Figura 6.4: Análisis por FIGE de la linea celular transfectada con pTNT2 linealizado.
pTNT2HindllI, vector pTNT2 digerido con Hindlll; pTNT2transf., población de parásitos
transfectados con pTNT2 lineal; pDeltaS, control de episoma de alto peso molecular;
pTNT2circ., Plásmido circular pTNT2.

Para determinar si las mismas eran lineales, se realizaron ensayos de

digestión con exonucleasa Ba131 (Fig 6.5). Luego, el ADN digerido se corrió

en FIGE y se transfn‘ió e hibridó con una sonda específica del plásmido.

Todas las bandas positivas fueron digeridas por Bal31, sugiriendo que la

banda que contiene al vector se encuentra, en todos los casos, como una
molécula lineal. Como 1a hibridación del FIGE evidenció varias bandas,

esto se podría explicar de dos maneras, (1) que cada célula posee más de

una copia del vector con distinto peso molecular, o (2) que la presencia de

varias bandas se debe a que el análisis fue realizado a partir de una

población de parásitos, donde celulas diferentes contienen un cromosoma
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artificial de tamaño diferente en cada caso.

¡y

Figura 6.5: Tratamiento del ADNcromosómico de la línea celular transfectada con pTNT2
con 0, 1, 5, 10 y 20 unidades de exonucleasa Ba131.

Para investigar estas hipótesis, se realizó el clonado de los parásitos por

diluciones mínimas. Luego, cada una de las poblaciones clonales

obtenidas fue analizada por FIGE e hibridación con la sonda específica del

gen Neo. Los resultados se muestran en la figura 6.6. A diferencia de 1a

población policlonal, las poblaciones clonales presentan una única

banda positiva. Esto sugiere que cada célula posee un único tipo de

cromosoma artificial, aunque aun no se ha determinado su número de

copias por celula. Es interesante recalcar, que el tamaño de los

cromosomas artificiales es heterogéneo, encontrándose inclusive algunos

de bajo peso molecular (40 kpb) que no habían sido identificados en la

población policlonal. Esto sugiere que los mismos se encontraban

minoritariamente representados. La mayoría de los parásitos clonados

presenta un cromosoma artificial de 97 kpb, indicando que el mismo se
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encuentra mayoritariamente representado en 1a población policlonal. Esto

también explica porque la banda de 97 kpb híbrida con mayor intensidad

cuando se analiza esta población (Fig6.6).

BrEt Sonda Neo

Figura 6.6: análisis por FIGE del ADNde parásitos clonados por diluciones mínimas.
Panel izquierdo, tinción con bromuro de etidio; Panel derecho, cromoblot hibridado con
sonda específica para el gen de resistencia a Neomicina. A la izquierda de cada panel se
muestran las posiciones relativas de los marcadores de peso molecular en kb. TNT2,
población policlonal; A1, A5, B2, C5, D1 y D7, poblaciones clonales; PI-IX, población
control que posee un episoma de alto peso molecular.

La intensidad de hibridación de todas las bandas son similares entre sí

(Fig6.6, panel derecho y Fig 6.7), sugiriendo que todos contienen el mismo

numero de copias del vector inicial (pTNT2).

D7 D1 BZ

Intensidad 4834 6832 7274

Figura 6.7: cuantificación de la intensidad de hibridación de las lineas clonales D7, D1 y
B2.
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Por lo tanto, el incremento del peso molecular puede explicarse por la

incorporación de secuencias no presentes en el vector original. Este

fenómeno ya ha sido observado en cromosomas artificiales de

Trypanosoma brucei [Patnaik P, 1993; Gwo-Shu Lee I, 1995].

Para estudiar la organización genómica del cromosoma artificial, se
hibridaron Southern blots de ADNgenómico de los clones A5, B2 y D7 con

sondas específicas del gen Neo, del esqueleto plasmídico o de la secuencia

espaciadora (Fig6.8).

BamHI XbalA532n7A532n7wrMR
Kpb

:‘S

-4
.3

Figura 6.8: Southern blot de los clones A5, BZ y D7 usando una sonda específica del
esqueleto plasmídico (panel izquierdo), de la secuencia espaciadora (panel central), o del
gen Neo (panel derecho). WT,parásitos sin transfectar. XhoI,KpnI, BamHIy XbaI, enzimas
de restricción utilizadas.

A pesar que la estructura definitiva de este CrATno pudo ser establecida,

los resultados indican que en cada uno de los casos analizados el

cromosoma contiene al menos 3 copias intactas del vector pTNT2

dispuestas en tándem (aporte de 3 copias de vector al tamaño total del

n nn ¿{Inn ¡una ¡IK/nn un n
J ll ¿LJ II L_.IJ II L I/ aAll‘Il

Figura 6.9: Esquema de la hipotética estructura del CrAT. Línea negra, esqueleto
plasmídico; triángulos negros/ amarillos, secuencias teloméricas; línea amarilla,
secuencias adicionadas al vector original; rectángulo celeste, gen Neo; rectángulo rojo,
región intergénica del gen GAPDH; rectángulo verde, secuencia espaciadora. B, sitio
BamHÏ, K/Xh, sitios KpnI y XhoI.
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cromosoma= 24kpb) y separadas entre si por una copia de la secuencia

espaciadora orientada en la dirección 5’->3’o 3’—>5’(Fig 6.9).

La estructura de los cromosomas fue confirmada luego por dos métodos

independientes: (a) Southern blot de una digestión de ADNtotal con Ba131

y (b)corridas en FIGE utilizando distintos pulsos.

En el primero de los casos, se digirió ADNgenómico total de cada clon con

la exonucleasa Ba131a distintos tiempos y posteriormente se trató con la

enzima BamHI. Finalmente, se corrió el ADN en geles de agarosa y se

transfirió e hibridó con una sonda específica del gen Neo y del SAS SZS

como control de hibridación de una molécula lineal (Fig 6.10). Los

resultados indicaron que las bandas correspondientes al CrAT eran
sensibles al tratamiento con Ba131.

min. O 5 10 20 30

32"->

825 ->

Figura 6.10: Southern blot de una digestión con BamHIde ADNgenómico total tratado
previamente con Bal31 durante 0, 5 10 20 o 30 minutos. SZS, hibridación control con
una sonda del locus SzS; B2, hibridación con una sonda específica del gen Neo.

(b) Otra forma de demostrar si una molécula es lineal o circular, es

observar su migración en un gel de agarosa cuando es sometida a distintas

condiciones de corrida, comparándola con un marcador de peso molecular

lineal. Si una variación en las condiciones de corrida cambia la migración

relativa de la molécula de ADNcon respecto al marcador de peso molecular

lineal, entonces la molécula es circular [Birren B, 1993].
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En la figura 6.11 se muestra la migración por FIGE del CrAT B2, de 48

kpb, en dos condiciones distintas. En todos los casos, 1a banda

correspondiente al CrAT migró en forma similar al marcador de peso

molecular lineal, sugiriendo, una vez más, una estructura lineal para esta
molécula.

Figura 6.1 1: Tinción con BrET (en negativo) de dos corridas electroforéticas por FIGE del
CrAT B2 usando dos condiciones de pulso distintas. A la derecha de cada panel se
indican los tamaños correspondientes a los marcadores de peso molecular. Las flechas
rojas indican la banda correspondiente al CrATB2.

Finalmente, para estudiar la estabilidad del cromosoma artificial, se

crecieron las poblaciones clonales A5, B2 y D7 en ausencia o en presencia

de 60 ug/ml o 300 ug/ m1 de G418 durante 64 generaciones

(aproximadamente 2 meses). Posteriormente, se analizó cada una de las

poblaciones por Southern blot de corridas en FIGE o a partir de ADN

genómico digerido con BamHI, utilizando siempre como sonda al gen Neo.

Los resultados indican que el CrAT es mantenido aún en ausencia de

G418, aunque pudieron observarse apariciones de nuevas bandas en las

poblaciones seleccionadas con 300 ug/ m1de G418 (Fig6.12).
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A5 BZ

3000 V»300

l

Figura 6.12: análisis por Southern blot de un FIGE de los clones A5 y B2 crecidos en
medio LITcon O, 60 o 300 pg/ml durante 64 generaciones e hibridado con una sonda
específica del gen que confiere resistencia a neomicina. Las flecha indican las bandas
correspondientes al cromosoma artificial original.

Para estimar si el número de copias del gen Neo había variado al cambiar

las concentraciones de G418, se hibridó el Southern blot de ADNgenómico

total del clon B2 digerido con BamHI con el SAS SZS y se cuantificaron las

intensidades relativas de las banda correspondiente al gen Neo con

respecto a la banda específica del SAS SZS para cada tratamiento. En la

tabla 6.1 se detallan los resultados obtenidos (Fig6.13):

Concentración Intensidad Neo Intensidad SZS Relación Neo/SZS
G418

60 ug /m1 4296.48 3435.59 1.25
300 pg/ m1 1809.82 1411.04 1.28

0 Eglml 5368.10 4662.58 1.15

Tabla 6.1: cuantificación de la intensidad de las bandas obtenidas por hibridación de un
Southern blot a partir del ADNgenómico del clon BZ digerido con BamHIe hibridado con
una sonda específica del gen Neoy otra correspondiente al SASSZ5 como control.

Como puede observarse, no parece haber variaciones en cuanto el número

de copias del gen Neo, tanto en el caso de los parásitos crecidos en

ausencia de antibiótico como aquellos crecidos en presencia de 300 ug/ ml
de G418.
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32*)

SAS825 --->

Figura 6.13: Southern blot a partir del ADNgenómico del clon B2 crecido con 60 ug/ ml ,
300 yg/ ml o 0 ug/ m1de G418, digerido con BamHIe hibridado con una sonda especifica
del gen Neo y otra correspondiente al SAS SZS como control. Las flechas indican las
bandas correspondientes a cada sonda.

6.3 Construcción de la biblioteca del CrAT32

Para identificar las secuencias de T. cruzi incorporadas por el vector

pTNT2, se contruyó una biblioteca a partir de ADNpurificado del CrATB2.

Para ello, se corrió ADNgenómico total del clon BZ en FIGE preparativos,

se cortó la banda correspondiente al CrATB2 y se purificó por extracción

con fenol-cloroformo y precipitación con etanol. El ADN así purificado se

digirió parcialmente con la enzima de restricción Sau3AI y se clonó en el

vector pGEM3zf(+), digerido con BamHI y desfosforilado. El tamaño

promedio de los insertos de esta biblioteca fue de 700pb.

El rastreo de 40 clones de esta biblioteca con sonda pTNT2 permitió

identificar un fragmento de aproximadamente 1.2 kpb (denominado clon

50) que no reacciona con pTNT2, pero sí con el CrAT B2 y con un

cromosoma de alto peso molecular de la cepa CL Brener (Fig 6.14)

sugiriendo que el aumento del peso molecular del CrAT B2 se debió en

parte a la incorporación de ADNgenómico de T. cruzi.
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B2 D7 WT

Figura 6.14: Panel izquierdo, Southern blot de ADNgenómico total del clon B2, D7 o CL
Brener sin transfectar (WT)separado por FIGE usando una sonda proveniente del clon
50. La flecha azul indica la banda correspondiente a la zona de compresión del ADN
genómico total. La flecha roja indica la banda correspondiente al CrATB2. Panel derecho,
cromoblot de ADNgenómico total del clon CLBrener salvaje usando una sonda específica
del clon 50. La flecha roja indica la banda correspondiente a unos de los cromosomas de
mayor peso molecular de T.cruzi.

Las secuencias obtenidas por secuenciación parcial de los extremos de

este fragmento genómico no mostraron homología con ninguna secuencia

almacenada en la base de datos GenBank. Tampoco pudieron identificarse

marcos de lectura abiertos pero sí regiones ricas en polipirimidinas, típicas

de las regiones inergénicas de T. cruzi.

6.4 Construcción de un cromosoma artificial con extremos

telomericos que contienen diferentes genes de resistencia
Para desarrollar un vector que permita clonar grandes fragmento de ADN

que se mantengan establemente en T. cruzi como un cromosoma artificial,

se construyó un nuevo vector denominado pTNPT(Fig6.15). Este vector es

un derivado del plásmido pTNT2 al que se agregó un gen de resistencia a

puromicina, Pac, inmediatamente río arriba de una de las secuencias

teloméricas. Para el correcto procesamiento de este gen, se ubicó en su

extremo 5’ la región HXl y en su extremo 3’ la región intergénica GAPDH
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(Fig 6.15). De esta manera, los dos genes de resistencia, Neo y Pac, se

encuentran orientados en direcciones opuestas (centro-telomero),

separados entre sí por el esqueleto plasmídico de 3 kpb y con sus extremos

3’ inmediatamente río arriba de cada extremo telomérico. Así, ambos

extremos del vector poseen una secuencia GAPDH y una secuencia

telomérica, generando una repetición invertida de 1.6 kpb que lo hace

inestable cuando es amplificado en E. coli. Por lo tanto, fue necesario

agregar una secuencia espaciadora, de aproximadamente 2 kpb y derivada

del vector de clonado pYAC4,entre los dos extremos teloméricos.

Hindu \\ pTNPT Hindu! e\\ \

pTNODCPT«_ h­

Figura 6.15: esquema de los vectores pTNPT y pTNODCPTlinearizados con Hindll].
Triángulos rojos, secuencias teloméricas de T. cruzi; GAPDH,región intergénica del gen
GAPDH;Neo, gen Neo; ODC, gen que codifica para la ornitina decarboxilasa; HXl, región
intergénica del gen TCPZB;Amp, gen de resistencia a ampicilina; PAC,gen de resistencia a
Puromicina; Rectángulo negro, esqueleto plasmídico. Las flechas indican la orientación de
los genes.

En un primer ensayo, se clonó el gen de Chritidia fasciculata ornitina

decarboxilasa (ODC) inmediatamente río arriba del gen Neo, el cual

permite crecimiento en un medio sin poliaminas (vector pTNODCPT, Fig

6.15). Luego de linearizar el vector con HindIII, se purificó la banda

correspondiente al CrAT en geles preparativos y posteriormente se

transfectaron epimastigotes del clon CL Brener. Los parásitos fueron

seleccionados en medio LIT con las siguientes concentraciones de

antibiótico: (a) 100 ¡ig/ml de G418, (b) 60 ul/ml de G418 y 10 ug/ml de

Puromicina, o (c) 20 ug/ ml de Puromicina. Finalmente, se aislaron 3

poblaciones monoclonales crecidas en condición (a), 4 con doble selección

(condición b), y 2 solo con puromicina (c).
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Cada uno de los clones obtenidos se analizó por Southern blot de PFGE y

FIGE usando una sonda específica del gen Neo (Fig 6.16). De los 9 clones

analizados, 4 presentaban una única banda con un tamaño aproximado

entre 100 kpb y 2 Mpb. Los cuatro clones restantes presentaron un patrón

de hibridación característico de una molécula circular de alto peso

molecular, sugiriendo que algunas de las moléculas transfectadas 'se

habría recircularizado y rearreglado. Dos clones aislados en la condición

(b) llaman la atención. El CrAT E5 (Fig 6.16, panel derecho), con un

tamaño cercano a las 2 Mpb y el CrATC5. Es posible que el E5 represente

una copia integrada del vector en alguno de los cromosomas del parásito, o

un vector al que se le han incorporado fragmentos genómicos de gran
tamaño.

De mantenrse la organización genómica del vector en el CrAT 05, de

aproximadamente lOOkpb, estaría sugiriendo que la transcripción se

produce en ambas direcciones. El estudio de las propiedades de estos
CrATscontinua actualmente en nuestro laboratorio.

D437E3E4C5E5F6G7 D4E733E40535F607

Figura 6.16: Southern blot de ADNgenómica de los clones transfectados con el vector
pTNPTusando una sonda especifica del gen Neo. Panel izquierdo, FIGE; panel derecho,
PFGE. La flecha indica la zona de compresión del gel donde corre el ADNgenómico. D4 y
E7, clones seleccionados con G418; E3 y E4, clones seleccionados con Puromicina; C5,
E5, F6 y G7, clones seleccionados con G418+Puromicina.

Por último, para determinar si los niveles de expresión alcanzados por el
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gen ODC clonado en los CrATs son suficientes como para permitir el

crecimiento de T. cruzi en ausencia de poliaminas, se crecieron los clones

C5 y E5 en el medio mínimo SDM-79. Los resultados obtenidos muestran

que los dos clones crecen en este medio (Fig6.17).

60

U’IO

40 +C5
+E5
+CL

No.parásitos/mlx106

o)0

Días

Figura 6.17: Curva de crecimiento de los clones C5 (-0-), E5(-I-) o CL Brener sin
transfectar (-A-)en medio mínimo SDM-79 sin poliaminas.
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7 Estudio del promotor ribosomal de T. cruzi

7.1 Transfeccionescon el vector prt linealizado
A1desarrollar el cromosoma artificial de T. cruzi, se pensó en la posibilidad

de usarlo como plataforma para sobre-expresar proteínas propias o

heterólogas de interés.

En T. cruzi no se conocen promotores para la ARNpolimerasa II a pesar de

que dicha enzima parece ser 1a encargada de la transcripción de la

mayoría de los genes estructurales en T. cruzi (ver introducción, pag 11).

Por el contrario, el promotor de la ARN polimerasa I, que transcribe los

genes ribosomales, ya ha sido descripto en T. cruzi [Martínez—CalvilloS,

1994]. A pesar que la secuencia consenso no se conoce con exactitud, se

sabe que dicho promotor esta comprendido dentro de una región de 800

pb localizada 1.5 kpb río arriba del gen que codifica para el ARNr 18s.

Como en Trypanosoma cruzi y en otros tripanosomátidos en general, el

agregado del CAPen el extremo 5’del ARNminmaduro, no se encuentra

Figura 7.1: esquema del vector pRIBOTEX.Rib. prom, región de 800 pb que contiene el
promotor ribosomal de T. cruzi; gapdh, región intergénica del gen GAPDH; Neo, gen de
resistencia a G418.

asociado a la transcripción sino al proceso del agregado del mini-exón

durante el trans-splicing, es posible expresar genes, como el de la proteína

cloranfenicol acetil transferasa (CAT),bajo la dirección del promotor de

ARNpolimerasa I. La transcripción por esta enzima es hasta 10.000 veces
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más eficiente que la realizada por la ARNpol II [Martínez-Calvillo S, 1997].

De esta manera, se pensó en introducir un promotor ribosomal en el

cromosoma artificial de T. cruzi para dirigir la transcripción del gen de

selección Neo, lo cual permitiría una selección mucho más rápida e

incrementaría la expresión de cualquier gen que se introduzca río abajo.

Resultados previos han demostrado que transfectando un vector circular

denominado pRIBOTEX (Fig 7.1), que contiene el gen de resistencia Neo

bajo la dirección del promotor ribosomal, el vector se integra en el locus del

ARNr del parásito. En ningún caso se observó recombinación con el locus

correspondiente al gen GAPDH,ni vectores que se mantengan en forma de

episomas.

Este caso particular del promotor ribosomal se opone a lo que suele

suceder en T. cruzi. Para que haya recombinación homóloga entre una

secuencia del genoma del parásito con su homóloga presente en el vector,
la última debe encontrarse en uno de los extremos de un vector

linearizado. Si el mismo vector es circular, no se observa recombinación

homóloga. Esto llevóa plantear las siguientes hipótesis:

1- En T. cruzi no es posible expresar genes bajo la dirección del promotor
ribosomal fuera del locus ribosomal.

2- La secuencia promotora utilizada en los plásmidos contiene en sus

primeras 200 pb una serie de repeticiones en tándem características de los

promotores ribosomales, y que se encuentran en varias copias río arriba

K nl tspl S IItspZ
v

Figura 7.2: esquema del promotor ribosomal contenido en el vector pRlBO’l‘EX.El
rectángulo gris indica la zona donde se encuentran los elementos ribosomales repetidos
en tándem. La flecha negra indica el sitio de inicio de transcripción. En rojo figura un
probable sitio de inicio de transcripción. KpnI y SaclI, sitios de corte de enzimas de
restricción. Las regiones MP (violeta)y HRS (amarilla) se definen mas abajo.

del promotor en el locus ribosomal (Fig 7.2). Debido a que en el promotor
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ribosomal estas repeticiones en tándem se encuentran en gran número, es

probable que promuevan la recombinación homóloga entre el vector y el

locus ribosomal [Martínez-Calvillo S, 1997].

Para poner a prueba la primera hipótesis, se decidió transfectar el vector

pRIBOTEX linearizado en el sitio NheI (región 3’ de la región intergénica

del gen GAPDH)para estudiar si era posible dirigir la recombinación del

vector hacia el locus del gen GAPDH (Fig 7.3). Luego de seleccionar con

500 ug/ m1de G418, se analizaron los parásitos transfectados por PFGE y

Southern blots. La hibridación de los cromoblots con sondas específicas

del gen ribosomal 21a o de la región intergénica del gen GAPDHindicaron

que el vector se inserto en el locus ribosomal incrementado su tamaño en

aproximadamente 50 kb (Fig 7.3).

A) B) C)

pRIBOTEX prLnI

S
a

HH-fi-{j-ifi-m
Figura 7.3: (A)Esquema de la linearización de pRIBOTEXcon NheI; (B y C) Análisis por
PFGE de las lineas transfectadas con pRIBOTEX o pRIBOTEX linealizado en GAPDH
(pRibLIN). pRibLIN, línea transfectada con pRibLIN; pRIBOTEX, línea transfectada con
pRIBOTEXcircular. (B). Cromoblot hibridado con sonda específica del gen del ARNr 21a
Las flechas indican la posición de los cromosomas ribosomales; (C)Cromoblot hibridado
con sonda específica del gen Neo. Las flechas indican la posición de los cromosomas que
contienen integrado el vector correspondiente.

7.2 Construcción de los vectores prt, pDK,pDSy pDP
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Para determinar si 1a recombinación de pRIBOTEXse debía a la presencia

de las repeticiones del extremo 5’ del promotor ribosomal, se construyeron

cuatro vectores que contenían el gen CAT bajo la dirección del promotor

entero (prt) o un promotor con deleciones parciales producidas por

digestión con KpnI (pDK)y SacII (pDS). La cuarta construcción no contiene

promotor y fue utilizada como control (pDP) (Fig 7.4). Las construcciones

circulares fueron transfectadas y se siguieron por medición de la actividad

CATen líneas transitorias y estables. Además se analizó 1a capacidad de
los vectores de recombinar con el locus ribosomal.

pDP r
Figura 7.4: esquema de los vectores prt, pDK,pDS y pDP. Rectángulo azul, región que
contiene las repeticiones ríbosomales; rectángulo violeta, región MP; rectángulo amarillo,
región HRS; rectángulo rojo, región que contiene el tsp2; HXl, región HXl, SV40, región
SV40; CAT,gen CAT;flecha negra, tspl; flecha roja, tsp2.

7.3 Ensayos de expresión del gen CATcon los vectores prt, pDK,
pDS y pDP

Los ensayos transitorios indican que la eliminación de las repeticiones

localizadas en las primeras 200 pb del promotor ribosomal del vector pDK

no afecta los niveles de expresión del promotor. Por otro lado, las

construcciones pDS y pDP mostraron una gran caída en los niveles de

expresión de CAT (7.5).

Se ha postulado que el promotor ribosomal utilizado contiene un sitio de

inicio de transcripción localizado aproximadamente a 90 pb río abajo del

sitio KpnI (tsp 1)y otro ubicado 70 pb por debajo del sitio de restricción
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Figura 7.5: medición de los ensayos CAT de las líneas transfectadas en forma transitoria
con las construcciones prt, pDK, pDS y pDP. Los resultados se expresan como
porcentajecon respecto al controlprt.

Sacll (tsp2) que podría ser funcional [Dietrich P, 1993], (Fig 7.2). Dado que

pDK contiene los dos sitios de inicio de transcripción y que pDS sólo

conserva al segundo, es posible especular, basándose en los resultados

obtenidos, que el tsp2 no es funcional o si lo es, lo sea con muy baja

actividad. Cuando se analizaron las lineas estables, se observó un

incremento en la actividad CATde las lineas transfectadas con pDS y pDP,

con respecto a lo observado con las transfecciones transitorias, (Fig 7.6).
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Figura 7.6: medición de los ensayos CATde las líneas transfectadas en forma estable con
las construcciones pDK, pDS y pDP. Los resultados se expresan como porcentaje de
actividad CATcon respecto al control pDK.

7.4 Estudios de la.recombinación en el promotor ribosomal
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Cuando las lineas estables fueron analizadas por Southern blot y

cromoblots, se observó que los vectores prt y pDK se habían integrado al

locus ribosomal (Fig 7.7). En cambio, los vectores pDS y pDP formaron

episomas de alto peso molecular constituidos por unidades en tándem del

vector original (Fig 7.7). Esto explica también el aumento en la expresión

de CATobservada en estas lineas estables, ya que a1amplificarse el vector,

aumenta el número de copias del gen CATpor molécula de episoma y por

lo tanto sus niveles de expresión.

atun XmaA)Egea ¡»Saga c>ÉE

Figura 7.7: (A y B) Cromoblots de las transfecciones estables con las construcciones
pDK, pDS y pDP hibridados con una sonda especifica de la repetición ribosomal (A)y del
gen Neo (B).En (A),las flechas indican las bandas correspondiente a los cromosomas que
contienen los genes ribosomales. En (B), La flecha indica la banda correspondiente al
cromosoma que contiene integrada la construcción pDK. (C, panel izquierdo) Cromoblot
de 1a transfección estable con las construcción prt hibridado con una sonda del gen
Neo. (C, panel derecho) Cromoblot de ADN de la cepa Tulahuen II sin transfectar
hibridado con con una sonda específica del gen ribosomal 21a. Las flechas indican las
bandas correspondiente a los cromosomas que contienen los genes ribosomales. (D)
Southern blot de ADN genómico de las transfecciones estables con pDK, pDS y pDP,
digeridos con XhoI usando una sonda específica del gen Neo. La flecha indica la banda
correspondiente a una unidad de vector linealrizada.

La inserción de pDK en el locus ribosomal indica que la recombinación no

se debe a la presencia de las repeticiones presentes en el promotor ya que
son inexistentes en esta construcción.

7.5 Identificación del sitio de recombinación

Dado que las repeticiones no eran las responsables de la actividad

recombinogénica del promotor, se decidió determinar cual era el sitio de

recombinación. Para ello se recuperó la construcción prt integrada, por
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digestión de ADN genómico total con SacI, ligación y transformación en

bacterias. Luego, se secuenció el promotor ribosomal de la cepa no

pribot
Integ
prom!!! oraya“

a

pribot
Integ
pronfiT

4‘!

r8.

“e.

pribot
Intag
pronifl!

KpnI
pribot nmmceommmmnfeïñfiInteg
pronifl.‘

J J
L_J tspl

pribot
Integ
proufi'l‘

Integ HRS

SacII

tsp2

pribot recam!
Integ mamen!
prom)!!! TGCGTGAAT

Figura 7.8: Secuenciación del promotor ribosomal recuperado de las lineas transfectadas
con prt. Integ, vector recuperado; pribot, secuencia original del vector prt; promwt,
secuencia del promotor salvaje de 1acepa Tulahuén II. Los rectángulos grises indican el
lugar en donde divergen 1a secuencia del vector y la del promotor salvaje. En rojo se
indica la región HRS en donde ocurre 1a recombinación. En letras negras con fondo
amarillo se indican la posición del tspl y del tsp2.

transfectada, el promotor ribosomal del plásmido prt y el recuperado de
las células transfectadas con dicho vector. De esta manera, pudo

establecerse que la región de recombinación estaba localizada dentro de
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una zona de 131 pb de longitud (que denominamos región HRS, amarilla

en Fig 7.8) entre las posiciones +101 y +232 con respecto al tspl. Esto

confirmó además, que la recombinación no se produjo en la zona

correspondiente a las repeticiones (Fig 7.2).

7.6 Búsqueda de un promotor ribosomal sin actividad
recombinogénica

Como el vector prt recombina por la región HRSdel promotor ribosomal,

se decidió investigar si eliminando esta secuencia era posible eliminar la

actividad recombinogénica del promotor. Así, se generaron cinco nuevas

construcciones por escisiones de distintas porciones del promotor

ribosomal (Fig 7.9): (a) pRMP, contiene una región promotora que abarca el

extremo 5’ del promotor ribosomal hasta 10 pb río abajo del tspl

incluyendo la repetición ribosomal; (2)pR5MP, es similar a pRMP pero con

pDK

pRMP

pRSMP 1’ '

pMP

pMPDS

pRMPDS

Figura 7.9: Esquema de las construcciones pDK, pRMP, pR5MP, pMP, pMPDS y
pRMPDS.Rectángulo azul, región que contiene las repeticiones ribosomales; rectángulo
violeta, región MP; rectángulo amarillo, región HRS; rectángulo rojo, región que contiene
el tsp2; HXl, región I-le, SV40, región SV40; CAT,gen CAT;flecha negra, tspl; flecha
roja, tsp2.

5 repeticiones ribosomales en tándem; (3) pMP, similar a pRMP pero sin

las primeras 200 pb de la repetición ribosomal; (4)pMPDS, que contiene la
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secuencia HRS debajo del tspl y (5)pRMPDS, que contiene tanto la región

HRS como las repeticiones ribosomales, pero que no contiene el posible

segundo sitio de transcripción.

Inicialmente, estas construcciones se transfectaron de manera transitoria,

para determinar el funcionalidad del promotor en cada caso.

La actividad CATen ensayos transitorios indicó que los vectores pRMP y

pRSMPpresentaban un "25% de la actividad del control positivo, pDK. En

300.0 E
U

250.0 g
.12

200.0 .2H

aO O eA

conrespectoapDK

DK pRMP pR5MP pMP pMPDS pRMPDS

Figura 7.10: medición de los ensayos CAT de las líneas transfectadas en forma
transitoria con las construcciones pDK, pRMP, pRSMP, pMP, pRMPDS y pMPDS. Los
resultados se expresan como porcentaje de actividad CATcon respecto a pDK.

contraste, pMP, pMPDS y pRMPDS mostraron una actividad promotora

similar a la observada con pDK (Fig 7.10).

7.7 Estudio de la actividad recombinogénica de los distintos
promotores
Luego de los ensayos transitorios, se obtuvieron las lineas estables

correspondientes. Análisis de Southern blots y cromoblots a partir de las

mismas, permitió determinar que todas presentaron recombinación en el

locus ribosomal (Fig 7.11). Sin embargo, el análisis de copias recuperadas

del vector pMP a partir de líneas celulares estables, sugieren que este

vector es rearreglado antes o durante el proceso de recombinación en el
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locus ribosomal (datos no mostrados).

pRMPDS pMPDS É

4.

Neo Neo Rib

pMP

pRMPDS
f pMPDS

Rib Neo

Figura 7.11: Cromoblots de las transfecciones estables con las construcción pRMP,pMP,
pRMPDSy pMPDS. Cromoblots hibridados con una sonda específica del locus ribosomal
(A,C,E)y del gen Neo (B,D,F).Las flechas indican la banda correspondiente al cromosoma
que contiene los genes ribosomales.

Como la actividad CATobtenida con pRMP (y pRSMP)en ensayos

200.0

A o:.°o

100.0

PorcentajedeactividadCATcon

respectoapDK

Figura 7.12: ensayos CATde las líneas transfectadas en forma estable con los vectore
pDK, pRMPy pRMPDS.Los resultados se expresan como porcentaje de actividad CATcon
respecto a pDK.

transitorios resultó significativamente menor a la registrada con pDK, se

decidió determinar si las celulas establemente transfectadas con pRMPse

comportaban de manera similar. Asi, se analizaron las actividades CATde
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las líneas celulares estables transfectadas con pRMP y pRMPDS y pDK

como controles. Contrariamente a lo observado en las lineas transitorias,

las celulas con integración de pRMPpresentan la misma actividad que las

otras dos construcciones (Fig 7.12).

7.8 Integración en transfecciones transitorias
Finalmente, para determinar el momento en que ocurre la recombinación,

se transfectaron epimastigotes con el vector pDK y se analizó la presencia

de copias integradas por PCR y Southern blots a partir de ADNgenómico

purificado después de 5, 24 y 48 horas post-transfección (Fig 7.13). Los

resultados demuestran que a las 5 hs post-transfección ya hay copias

integradas de pDK en el locus ribosomal. Southern blots hibridados con

una sonda específica del gen Neoindicaron que un gran número de copias

B) nach?¿5552

Figura 7.13: (A) Southern blot a partir da ADÑ genómico total purificado a las 5hs, 24hs y 48hs post­
transfección con el vector pDK e hibridado con una sonda específica del gen Neo. (B y C) Análisis por PCR
utilizando primers específicos de la construcción pDK integrada (B) o de la construcción pDK epísomal (C).
La flecha en negrita indica la banda correspondiente al vector pDK integrado. Las flechas finas señalan e]
patrón en escalera observado.

de pDK entra a los epimastigotes durante la electroporación pero son

rápidamente degradadas mostrando un perfil en escalera dentro de las

primeras 48 hs (Fig 7.13A).
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Los datos obtenidos nos obligan a descartar la posibilidad de incluir el

promotor ribosomal dentro de cualquier tipo de construcción destinada a

obtener cromosomas artificiales para T.cruzi.
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DISCUSION

Un factor importante del todo proyecto genoma es poder contar con un

gran número de marcadores genómicos que permitan la construcción del

mapa fisico como paso previo a su completa secuenciación. Dichos

marcadores deben estar distribuidos por todo el genoma de manera tal que

cada .región cromosómica pueda ser identificada a1 menos por una
secuencia marcadora. No todas las regiones del genoma de un organismo

son clonadas con la misma facilidad ni se expresan con la misma

intensidad. Por lo tanto, para el proyecto genoma de T. cruzi, es de vital

importancia desarrollar un gran número de técnicas alternativas que

permitan, en su conjunto, generar marcadores cromosómicos

representativos de la totalidad de su genoma.

8.1 Marcadores Genómica: SAS

Aprovechando que el elemento repetido SIRE se encuentra distribuido a lo

largo de todo el genoma de T. cruzi, se estudió la factibilidad de utilizar las

secuencias adyacentes como un nuevo tipo de marcador cromosómico

denominado SAS. De esta manera, el aislamiento y caracterización de 14

fragmentos genómicos positivos para SIRE, permitió determinar que los

SAS pueden funcionar como excelentes marcadores genómicos. Los SAS

suelen ser secuencias de copia única o poco repetidas que se encuentran

en uno o pocos cromosomas. Cerca del 50% de los clones SZ poseen

marcos de lectura abiertos, sugiriendo que SIRE puede encontrarse
asociado a secuencias codificantes. Por lo tanto, la utilización de los SAS

como secuencia marcadora presenta la ventaja adicional de permitir el

descubrimiento de nuevos genes como ocurrió con los SAS SZ5, SZ23 y
SZ14.
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8.2 Análisis de los fragmentos SZlO, SZIZ y 8231

Utilizando el programa BLAST se determinó que los SAS SZlO, 12 y 31

tienen homología significativa con la región 3’ codificante y no codificante

del gen de la proteína vp85, que está relacionada con la virulencia de T.

cruzi [Weston D, 1999] y con la secuencia repetida E22. Río abajo de la

región codificante se detectó una secuencia muy conservada de 181 pb

flanqueada por poliTs que fue denominada TcREL. TcREL no sólo se
conserva en las secuencias SZ12, 31, E22 y vp85 sino también en la región

3’ UTR del gen de la proteína FL-160 de T. cruzi [Van Voorhis W, 1989].

Cabe destacar que la expresión del gen FL-160 está controlada en parte

por secuencias de la región 3’ UTR del ARNm, que se localizan

inmediatamente río debajo de TcREL (Weston D, 1999). Dado que fuera de

TcREL el gen FL-160 no presenta homología significativa con ninguna de

las secuencias analizadas, TcRELpodría ser un nuevo elemento repetido.

Esto fue confirmado por ensayos de Southem blot (Fig3.3, pag 67) donde

al utilizar unaisonda que incluía la secuencia TcRELse obtuvo un patrón

de hibridación característico. Los extremos 3’ de SZlO, 12 y 31 contienen

un elemento repetido SIRE. El análisis de las secuencias adyacentes indicó

que SIRE se encuentra integrado en regiones de poliTsdistintas, presentes

ño abajo del codón stop correspondiente a cada fragmento (Fig 3.2, pag

66).

8.3 Análisis de las secuencias 8223 y 8214
Los fragmentos SZ23 y 14 también están relacionados. En el extremo 5’,

ambas secuencias genómicas contienen un ORF de 354 pb que comparten
un 70% de identidad entre sí. Este marco de lectura abierto se encuentra

también asociado a los telómeros de T. cruzi presentando homología con el

extremo 5’ del fragmento telomérico pVATcl7 [Chiurrillo MA, 1999].

Aunque la secuencia aminoacídica codificada por este ORF no presenta

similitud con proteínas conocidas, por comparaciones de secuencia con la
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base de datos dbEST sí pudo establecerse que ésta se expresa al menos en

epimastigotesde cruzi.
Una diferencia con los fragmentos genómicos relacionados al gen vp85, es

que la similitud entre 8223, 14 y pVATc17, desaparece río abajo del codón

stop del ORF correspondiente. Sin embargo, la organización genómica de

los tres loci se mantiene, conteniendo un elemento SIRE insertado a una

distancia variable del ORF, pero con la misma orientación (Fig3.5,pag 69).

8.4 Caracterización de SZS

El locus SZS se encuentra en las bandas cromosómicas IIIy VIIde 0.7 y

0.9 Mpb respectivamente, en el clon CL-Brener de T.cruzi (Fig3.13, pag

76) [LorenziH, 2000]. Dado que los análisis de Southern blot indican que

este locus es de copia única, es posible que las bandas III y VIIsean un par

de cromosomas homólogos polimórficos.

El análisis de SZS permitió detectar tres genes nuevos. Uno de ellos,

denominado TcRHl, tiene una homología muy significativa con la

subfamilia de helicasas de ARN DEAH-box [Lüking A, 1998L Estas

proteínas intervienen en la reacción de cis-splicing en eucariotas

superiores. Sin embargo, esta reacción sólo ha sido descripta en

tripanosomátidos durante la maduración del ARNmde la polimerasa de

poliA en T. brucei [Mair G, 2000]. Es posible entonces, que esta familia de

proteínas intervenga en el trans-splicing, proceso que esta relacionado con

el cis-splicing. Dentro de la familia DEAH-box,la proteína TcRHl presenta

mayor identidad con la proteina prp22 de Saccharomyces cerevisiae, que

participa en la liberación del spliceosoma del ARNm maduro [Schwer B,

1998L

La proteína codificada por el gen TcRHl contiene los siete dominios que

caracterizan a la familia DEAH-box[Lüking A, 1998]. La distancia entre los

dominios también está conservada, a excepción del mayor espacio entre el

dominio I y Ia debido a una inserción rica en residuos glicina, lisina y

ácido glutámico, que no se encuentra en el resto de los miembros de esta
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- familia.

El segundo ORF del locus SZS, el gen TcNUl, presenta un dominio C­
terminal con 45% de identidad con el dominio C-terminal de la familia de

proteínas NifU de las bacterias ñjadoras de nitrógeno [Hwang D, 1996].

Este tipo de proteínas participa en la formación de grupos Fe-S de la

enzima nitrogenasa y tiene una organización modular con dominios N- y

C-terminales [Agar JN, 2000]. Dentro de este último, hay 4 Cys (Cysl37,
Cy3139, Cysl72 y Cysl75) que interaccionan con los grupos [2Fe-28] y

que junto con otras tres cisteínas del dominio N-terminal (Cys35, Cys62 y

Cys106) son fundamentales para obtener una actividad fisiológica

completa [Agar JN, 2000]. En TcNUl no sólo las Cys 172 y 175 se

encuentran conservadas, sino también existen las tres Cys en la región N­

terminal (Cys23, Cys43 y Cys109) en una disposición similar a las del
dominio N-terminal de NifU.No es extraño encontrar una enzima con estas

caracteristicas en un organismo eucariota unicelular y parásito, en

levaduras se ha informado la existencia de una proteína con este dominio

C-terminal que participaria en la formación o estabilidad de grupos [2Fe­

28] de ciertas enzimas respiratorias mitocondriales [SchilkeB, 1999].

El tercer gen del locus SZ5, TcEIF6, codifica para una proteína de 281

aminoácidos de longitud que presenta 61% de identidad en toda su

extensión con el factor de traducción eucariota EIF-6 [WoodL, 1999]. Esta

proteína estabiliza la subunidad 60s impidiendo su asociación con la

subunidad 40s [WoodL, 1999; Si K, 1999]. Ensayos hechos en levaduras

con una mutante termosensible para esta proteína, demuestran que

cuando la proteína se inactiva, disminuye 1acantidad de subunidades 608

en la célula y el número total de ribosomas 803 [WoodL, 1999].

Por ensayos de Northern blot se observó que los genes TcRHl y TcEIF6 se

expresan en el estadío epimastigote del clon CL Brener (Fig3.13, pag 76).

TcRHl híbrida con una banda de aproximadamente 3000 bases,

coincidiendo con el tamaño esperado (35 bases correspondiente a la

secuencia mini-exón + 110 bases del 5' UTR+ 2703 bases del ORF + aprox

151



Discusión

100 bases del 3'UTR + cola del poliadeninas, Fig 3.13, pag 76). Para

TcEIF6, el tamaño del ARNm obtenido fue de aproximadamente 1700

bases sugiriendo que la secuencia SIRE localizada río abajo del ORF

TcEIF6 forma parte de la región 3'UTR del mensajero maduro (Fig 3.13,

pag 76).

Por último, a pesar de que no se encontró expresión del gen TcNUl en

epimastigotes de T. cruzi, es posible que el mismo se exprese en algún otro

estadío del parásito. De ser así, las regiones intergénicas BX1 y BXlA,

adyacentes al ORF TcNUl, serían de particular importancia ya que

permitirían 1aexpresión de proteinas de manera estadío-específicas.

La utilización de estas dos regiones en experimentos de transfección en

epimastigotes utilizando el gen CAT, indica que tanto BX1 como BXlA

disminuyen un 93% y un 63% respectivamente los niveles de expresión de

CAT comparados con el control positivo HX1 (Fig 3.15, pag 78). El poder

inhibitorio de BX1 se ve potenciado casi un 50% más, cuando río abajo de

CATse coloca la secuencia BXlA, llegando a registrarse una disminución

del 96% con respecto al control pHXlCAT40 (Fig3.15, pag 78).

Es interesante resaltar, que la disminución del 96% se logra cuando el gen

CAT se encuentra bajo la dirección de un promotor fuerte, como lo es el

promotor ribosomal de T. cruzi. En condiciones normales, el gen TcNUl es

transcripto por la ARNpolimerasa II y por lo tanto es de esperar que la

disminución en los niveles de expresión debida a las secuencias BX1 y

BX1A flanqueantes, reduzcan a valores cercanos a cero los niveles de

ARNm.Esto explica así los resultados de Northern blot obtenidos.

Por último, merece destacarse que, la identificación del dinucleótido AG

que funciona como aceptor del miniexón durante la reacción de trans­

splicing en BX1 y BXlA, determinó que el AG utilizado es el primero que

se encuentra río abajo del tracto de polipirimidinas, confirmando hipótesis

previas al respecto [Hummel H ,2000].

8.5 Caracterización del clon 8215
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El análisis de 1a secuencia completa del clon SZlS permitió establecer que

el mismo constituía un nuevo tipo de elemento repetido no descripto hasta

el momento en Trypanosoma cruzi que denominamos VIPER. El mismo

tiene una longitud de 2359 pb y se encuentra delimitado en su extremo 5’

por las primeras 150 pb de SIRE y en su extremo 3’ por las 270 pb

restantes del mismo elemento repetido (esquema Fig 3.17A, pag 86).

Comparaciones de secuencia permitieron posteriormente determinar que
la mitad 5' presenta mas variabilidad que 1amitad 3’de VIPER.

VIPER no presenta marcos de lectura abiertos extensos aunque la

secuencia presenta motivos de ARNasaHy de transcriptasa reversa (RT),

indicando que el mismo podría tratarse de un pseudogen derivado de una

secuencia progenitora que contenía uno o más marcos de lectura abiertos.

La identificación de ESTs de T. cruzi que presentan homologias altamente

significativas con VIPERindica que ciertas copias del mismo se expresan

al menos en epimastigotes. A partir de estos ESTs Se reconstruyó un

posible ORF de VIPER, que codifica para una proteína de 487 residuos.

Aun queda por determinar si esta proteína puede funcionar efectivamente

como una transcriptasa reversa, ya que el motivo [YF]-X-D—D,

característico del sitio activo de esta familia de proteínas, se encuentra

reemplazado por el motivo WIDN que se encuentra muy conservado en
distintas secuencias de VIPER de la base de datos GSS del GenBank

[XiongY, et al 1990]. Es interesante notar, sin embargo, que en ambos

casos el primer residuo de este motivo es un aminoácido aromático y el.

cuarto corresponde a un glutámico para las RTclásicas, mientras que en

VIPERes una glutamina, un derivado aminado del glutámico.

La asociación del elemento VIPER a la secuencia repetida SIRE llevó a

plantearse si ambas secuencias se hallaban evolutivamente relacionadas.

En otras palabras: ¿Es VIPER el resultado de la inserción de un
retroelemento dentro de la secuencia SIRE, o la secuencia SIRE deriva de

un elemento repetido de mayor tamaño que le dio origen por escisiones
sucesivas?
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Resultados obtenidos por comparación de secuencias en la base de datos

GSS del GenBank, permitió determinar cual de estas dos hipótesis puede

ser la correcta. La traducción de secuencias genómicas de T. brucei

permitieron detectar secuencias con homología muy significativa con la

proteína codificada por el ORF reconstruido de VIPER (E=1x10-2°,Fig 3.18,

pag 87). Esta homología se pierde en la región en que el ORF de VIPER se

introduce dentro de la secuencia 3’ de SIRE.

Este resultado podría sugerir que, un ancestro de VIPER presente en el

antepasado común a ambos tripanosomas, podría haberse integrado

dentro de SIRE, como parte del proceso de especiación que llevo a la
constitución de T.cmzi como tal.

Tanto en VIPER como en el posible retroelemento de T. brucei se conserva

el motivo WIDN así como varios de los dominios de ARNasaH, incluyendo

la distancia entre RTy ARNasaH, distancia muy variable en otras RT (Fig

3.18, pag 87)[XÍOngY, et al 1990].

8.6 Sintenía en T. cruzi, T. brucei y L. major

Una de las ventajas de la secuenciación a gran escala de los proyectos

genoma, es que permiten realizar estudios evolutivos comparando las

secuencias de los genomas provenientes de distintos organismos.

Analizando las secuencias enviadas a las bases de datos, se pudo

identificar una secuencia genómica correspondiente al cromosoma 10 de T.

brucei homóloga a1 locus SZS de T. cruzi. Esta región posee 3 genes

homólogos a los genes TcRHl, TcNUl y TcEIF6, dispuestos en la misma

orientación, conservando la organización genómica del locus. Como era de

esperar, las regiones intergénicas son las que presentan mayor

variabilidad. En particular esta se debe a inserciones y escisiones. Con

respecto a los genes, el gen TcEIF6 es el más conservado, seguido por el

gen TcNUl y TcRHl (Fig3.16, pags 80-84).
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En T. cruzi como en T. brucei se observó un mayor porcentaje de GC en las

regiones codificantes (52% y 51% respectivamente) con respecto a las

regiones intergénicas (41%y 45% respectivamente).

Al analizar una porción secuenciada del cromosoma III de T. cruzi de 123

kpb y compararla contra la base de datos, se observa que esta región se

conserva en otros tripanosomátidos. En este caso, se encontró una región

homóloga en el cromosoma 1 de T. brucei y otra en el cromosoma 12 de L.

majoHFig 4.12, pag 100).

Las tres regiones presentan un muy alto grado de conservación, no sólo a

nivel del orden relativo de los genes, sino también a nivel de la orientación

de los mismos. El hecho que se conserve la organización genómica en dos

unidades transcripcionales opuestas separadas por la región intergénica

localizada entre los genes 3 y 4, sugiere que esta disposición se encontraba

en el ancestro común de los tres parásitos (Fig 4.12, pag 100). Sin

embargo, el grado de conservación parece ser mayor entre T. cruzi y T.

brucei, aunque no puede descartarse que este efecto se deba, en parte, a

una baja calidad de la secuencia de L. major, la cual todavía se considera

preliminar.

La región que presenta mayor variabilidad es la comprendida entre los

genes 3-4 y 4-5. Esta región se caracteriza por un bajo contenido de GC,

sugiriendo que podría tratarse de un origen de replicación o de una región

promotora donde comenzaría la transcripción de las dos unidades

transcripcionales en sentidos opuestos. Además, en el caso de T. cruzi y T.

bmcei, esta región parece presentar una tendencia a acumular secuencias

repetidas. En T. cruzi se encuentra VIPERy una secuencia similar a INGI

mientras que en T. brucei hay insertados dos retroelementos INGI. No

queda claro cual es el papel que dichos elementos pueden estar jugando

en esta región tan particular del cromosoma.

El análisis de la distribución de nucleótidos mostró un patrón de

distribución similar entre T. cruzi y T. brucei, mientras que en L. major se
observo una tendencia diferente.
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En tripanosomas se observa una correlación positiva entre la dirección de

transcripción y las relaciones GCskew y EP , semejante a lo observado en

la mayoría de los genomas bacterianos [Freeman J, 1998]. Se ha

propuesto, que esta distribución desigual de nucleótidos se debe a la

asimetría de la replicación del ADN, causando que las cadenas lider y

rezagada acumulen mutaciones diferencialmente [GrigorievA, 1998].

Por otro lado, Francino y Ochman , sugieren que la distribución asimétrica
de nucleótidos se debe a un efecto transcripcional. Los sistemas de

reparación acoplados a la transcripción, remover-¡anlas mutaciones más

frecuentes (citosinas deaminadas y dímeros de timidinas) en la hebra

molde, la cual tendería a acumular pirimidinas [Francino M, 1997].

Además, la cadena molde, esta protegida significativamente contra daños

en el ADN durante la transcripción, mientras que la hebra codificante

permanece expuesta como simple cadena (la forma del ADN más

vulnerable a las mutaciones). En este tipo de modelo, la selección evolutiva

debería incrementar el contenido de purinas, menos sensibles a

mutaciones, en la hebra codificante, explicando así también las

correlaciones observadas en T.cruzi y T. brucei [Freeman J, 1998].

En L. major se vio una correlación negativa entre la dirección de

transcripción y el EP, el GCskew y el AT skew. Un estudio realizado en el

cromosoma 1 de L. major arroja los mismos resultados que la distribución

observada en el cromosoma 12 ['McDonaghP, 2000]. McDonagh y Stuart

tratan de explicar esta distribución inusual de nucleótidos proponiendo un
modelo en el cual las dos hebras del cromosoma se transcriben en toda su

extensión. Así, la acumulación de pirimidinas asociada a la transcripción

ocurriría en ambas cadenas, dado que ambas son usadas como molde

durante la transcripción. Esto causaría una compensación en 1a

acumulación de pirimidinas en ambas hebras y conducin'a a una

acumulación de purinas en la hebra rezagada durante la replicación, como

resultado del proceso de mutación asociado a la replicación. Este modelo

predice que el origen de replicación estaría localizado en la región de
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máximo GC skew y no en el mínimo como ocurre en bacterias. Sin

embargo, no se pueden descartar otras explicaciones sobre esta

distribución inusual de nucleótidos, como por ejemplo la utilización de

procesos inusuales de reparación de ADN. Es más, ensayos de “nuclear

run-on” realizados sobre los cromosomas 1 y 3 de L. major permitieron

determinar que los niveles de transcripción no son iguales para ambas

hebras. Estos estudios demostraron que la hebra molde es transcripta con
mayor intensidad que la hebra complementaria (es decir, la cadena

codificante [Martínez-Calvillo S, 2001].

Sin embargo, a diferencia del cromosoma l de L. major, las regiones

codificantes del fragmento del cromosoma 12 mostraron una tendencia

opuesta a la observada en el análisis global de este cromosoma,

presentando la misma distribución que las secuencias codificantes de T.

cruzi y de T. brucei. Sin embargo, cuando se analizó la distribución de

bases en función de la posición del codón, se observó que en la tercera

posición (sometida a una menor presión de selección) el GC skew es

mucho menor en Leishmania que en los tripanosomas, mantendiendo el

GCskew observado en las regiónes intergénicas.

Considerando que la distribución de nucleótidos en T. cruzi y T. brucei es

semejante y que esta distribución también se conserva en L. major , por lo

menos en sus regiones codificantes, parecería factible que el ancestro

común a los tres ldnetoplástídos presentara una distribución asimétrica

similar a la de T. cruzi y T. brucei. Luego, cuando L. major se separó

evolutivamente de las líneas que conducirían a T. cruzi y T. brucei, cambios

en los procesos que causan la distribución de nucleótidos en Leishmania

produjeron una disminución gradual en los contenidos de purinas de las

cadenas de ADNde las hebras codificantes, invirtiendo el GCskew y el EP

globales. Es de esperar que la acumulación asimétrica de

purinas/pirimidinas ocurra más lentamente en las regiones codificantes,

porque están sometidas a una mayor presión de selección que las regiones

intergénicas. Esto explicaría porque las regiones codificantes de L. major
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presentan una distribución de nucleótidos semejante a la de tripanosomas

y también porqué la tercera posición del codón presenta un GC skew

mucho menor al observado en T. cruzi y T. brucei, tendiendo a un GCskew

negativo, como se observa en las regiones intergénicas.

Finalmente, al estudiar la primera posición de los codones, para los tres

parásitos estudiados se observa una tendencia a la acumulación de

purinas en la hebra codificante. Esto determina que el EP de esta posición
presente una excelente correlación positiva con la dirección de

transcripción.

En conclusión, el locus SZS, así como otros ejemplos anteriormente

descriptos, tales como el locus del gen del transportador de glucosa

TcrHTl [Bringaud F, 1998], son ejemplos claros de la existencia de

sintenía entre kinetoplástidos. Sin embargo, los casos analizados hasta el

momento abarcan unas pocas kilopares de bases involucrando una única

unidad transcripcional.

8.7 Construcción y caracterización de la biblioteca YACde T. cruzí

Utilizando el vector pYAC4 se construyó una biblioteca genómica de la

cepa CL Brener de T. cruzi. La misma posee un tamaño promedio de

inserto de 365 kpb implicando, aproximadamente, 10 equivalentes

genómicos. Mediante la utilización de diferentes sondas se ha podido

determinar que la bibliotecaes representativa.

También se ha demostrado que grandes fragmentos de ADN de T. cruzi

clonados en vectores YAC son estables y no sufren alteraciones por lo

menos durante 100 repiques.

Como parte del estudio de la representatividad de esta biblioteca

genómica, también se han podido aislar dos clones YACpositivos para el

gen TcPO de T. cruzi (marcador específico de los cromosomas XIX y XX),

siete YACspositivos para JL7-H49 y cuatro para J L8 (específicos para las

bandas cromosómicas XVIy XVII).
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8.8 Sub-biblioteca cromosoma-específica

Para facilitar y acelerar la construcción de los mapas fisicos de las bandas

cromosómicas XIX y XX, se decidió generar sub-bibliotecas YAC

específicas para ambos cromosomas. Para ello fue necesario poner a punto

la electroforesis preparativa de cromosomas de T. cnlzi para aislar las

bandas cromosómicas de interés. Una vez purificadas, se analizó el grado

de pureza de las mismas por amplificación de diferentes marcadores por
PCR}'UtiIizado este material como sonda, se pudo generar una sub­

biblioteca enriquecida en clones específicos del cromosoma XXconstituida

por 64 clones YACa partir de la cual, mediante un rastreo con una sonda

específica del gen TcPOse pudo aislar 4 YACsTcPOpositivos.

La misma estrategia fue utilizada para generar marcadores ESTespecíficos

del cromosoma XIX, por rastreo de una biblioteca de ADNc. Este método

tiene la ventaja adicionaI que la secuenciación de estos marcadores

posibilita el descubrimiento de nuevos genes. Mediante esta técnica se

aislaron 3 clones positivos para la banda cromosómica XIX, que también

hibridaron con otras bandas cromosomales (datos no mostrados).

A pesar del gran número de secuencias repetidas que se encuentran

presentes en el genoma de T. cruzi, que podrían interferir en la utilización

de cromosomas como sondas, las experiencias llevadas a cabo con la

biblioteca YACdemuestran que es factible su utilización en la construcción

de bibliotecas enriquecidas en la banda cromosómica de interés. Sin

embargo, en el caso de las bibliotecas de ADNcesta técnica no resulto tan

efectiva. Una posible explicación de los resultados obtenidos es que en el

caso de los clones YAC,cada uno de los insertos representa una porción

importante de la banda cromosómica, dentro de las cuales pueden

encontrarse un gran número de secuencias de una o pocas copias. Como

las sondas generadas por marcación a1 azar de 1a banda cromosómica de

interés, representan en forma proporcional el número de copias de cada
secuencia dentro del cromosoma, es de esperar que un gran fragmento de

ADN rico en secuencias poco repetidas y proveniente de la banda
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cromosómica de interés, hibridará (por sumatoria de secuencias únicas)

con una intensidad igual o mayor que un fragmento de ADN no

relacionado con el cromosoma (el cual posee una o algunas copias de una

secuencia repetida).

En el caso de las bibliotecas de ADNc, cada uno de los clones proviene de

un único gen que por lo general es poco repetido a excepción de algunos

que llevan consigo un fragmento de una secuencia repetida. De esta
manera, los primeros hibridarán con una muy baja señal mientras que los
segundos darán una señal mucho más alta por compartir una secuencia

repetida con el cromosoma de interés. Por lo tanto, en este último caso, es

de esperarse un mayor número de clones falsos positivos que en el caso de
los YAC.

8.9 Construcción de YAC:mediante la técnica de clonado RAT.

Como SIRE es una secuencia muy repetida que se encuentra dispersa en

el genoma de T. cruzi SIRE llevó a postular su utilización en la

construcción de vectores YAC mediante la técnica de clonado por
recombinación asociada a la transformación.

Por lo tanto, se construyeron 3 vectores diferentes con uno de los cuales se

obtuvieron dos fragmentos clonados de "500 kpb. Sin embargo, los

estudios realizados hasta el momento no permiten afirmar si dichas

secuencias provienen de T.cruzi.

8.10 Fragmentación cromosómica
Junto con el incremento de los marcadores especificos de cromosoma, se

comenzó con el desarrollo de un vector de fragmentación que permita

determinar la distancia de un determinado marcador al telómero por

observación de las alteraciones en el cariotipo electroforético de los

parásitos transfectados. 1

En los primeros intentos de fragmentación con los vectores pLFGAP,

pLFSIREy pH64, no se obtuvieron clones resistentes a G418 que tuvieran
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alterado su cariotipo, sino que conservaban el vector transfectado en forma

de episoma de alto peso molecular. Las tres construcciones transfectadas

permitieron descartar que la ausencia de recombinación se deba a una

secuencia blanco o a una secuencia telomérica demasiado cortas. Es
posible, que a pesar que la secuencia telomérica de Tetrahymena sp 'es

funcional en levaduras, no lo sea en Trypanosoma cruzi.

En base a lo expuesto anteriormente, se construyó el vector de
fragmentación pLF2, que contiene secuencias teloméricas de T. cruzi. Los

resultados obtenidos con este vector, sugieren que la carencia ,de

recombinación cromosoma-específica se debía a que la secuencia

telomérica de Tetrahymena sp no era funcional.

Aunque no se tienen evidencias concluyentes de que el vector pLF2 haya

producido una fragmentación en vez de una integración, hay ciertos

indicios en favor de la primera hipótesis:

l-En el análisis de Southern blot a partir de ADNgenómico digerido con

BamHI, sólo aparece una banda adicional (Fig5.7, pag 120). Esto indicaría

que el vector pLF2 podría haber fragmentado debido a que, como posee un

sitio BarnHI interno, una integración debería dar como resultado la

aparición de una segunda copia del gen TcP2|3separada de la primera por

dicho sitio de restricción. De esta manera, se esperaría un patrón

compuesto por tres bandas (Fig5.8, pag 121).

2- Southern blots a partir de ADN genómico total digerido con BamI-Ho

KpnI e hibridados con una sonda específica de 1a región 3' del locus H6.4,

no contenida en el vector, no muestran diferencias entre los clones

salvajes y los clones transfectados (Fig5.7, pag 120).

El resultado obtenido indicada que el gen TcPZBdel locus H6.4 estaría

cerca del telómero. Esta posición es crucial para explicar el fenómeno de

expansión del número de copias observado en este gen, mediado

probablemente por un mecanismo asociado al elemento SIRE [VázquezM,

1994]. Asi podría explicarse la aparición de varias copias de este mismo

gen rodeadas o asociadas a SIREen otros entornos genómicos.
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8.11 Desarrollo del cromosoma artificial

La evidencia de que la secuencia telomérica de T. cruzi esta jugando algún

papel importante en cuanto a la estabilidad del vector transfectado, se vio

reflejada también en el desarrollo del cromosoma artificial de Trcruzi. El

primer vector construido, pTNTl, contenía en sus extremos la secuencia

telomerica de Tetrahymena sp y como resultado de las transfecciones sólo
se obtuvieron episomas de alto peso molecular. En cambio, cuando las

secuencias de Tetrahymena sp fueron reemplazadas por una secuencia

telomérica y subtelomérica de T. cruzi, se obtuvieron vectores que

presentaban un patrón de migración en FIGE completamente diferente y

compatible con la migración de una banda cromosómica artificial lineal.

En este caso, el vector pTNT2transfectado era sensible al tratamiento con

exonucleasa Bal31, indicando que no se encuentra en forma circular. La

naturaleza lineal del vector fue posteriormente confirmada al observar el

patrón de migración del vector comparado con el de un marcador lineal

(Fig 6.11, pag 129).

Los clones seleccionados contenían moléculas del vector original con un

tamaño que variaba entre 35 kpb a 100 kpb. La naturaleza de las

secuencias responsables del incremento en el tamaño de los cromosomas
artificiales se desconoce. Si este aumento en el tamaño se debiera a una

amplificación de la secuencia del vector en forma de tándem, la intensidad

de las bandas durante la hibridación del FIGE de la figura 4.6 con la

sonda específica del gen de Neo, deberian ser directamente proporcionales

al incremento en el tamaño del vector. Es decir, la calle correspondiente al

clon A5 que posee un vector de alrededor de 100 kpb deberia hibridar con

una intensidad aproximadamente tres veces mayor que el clon D7, cuyo

vector tiene cerca de 35 kpb. La cuantificación de las intensidades de

hibridación del FIGEpermite, inicialmente, descartar esta hipótesis.

Otra posible explicación del incremento en los tamaños del vector podria

ser la incorporación de secuencias genómicas del parásito. Esto ya ha sido
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informado para T. brucei, el cual al ser transfectado con un vector lineal

que funciona como un cromosoma artificial, agrega secuencias al vector,

incrementando así su tamaño [Gwo-Shu Lee I, 1995; Patnaik P,' 1996].

Southern blots a partir del ADNgenómico de cada clon, indicaron que los

CrATde los clones A5, B2 y D7 contenían la misma estructura básica: tres

copias del vector originaldispuestas en tándem, separadas una de otra por

la secuencia espaciadora orientada en ambas direcciones. Esto último

sugiere que el espaciador fue incorporado al vector post-transfección y no

es un artefacto producido por una digestión parcial con HindllIdurante la

linearización de pTNT2 (Fig6.9, pag 127).

También se ha demostrado que el cromosoma artificial se mantiene en

forma estable por más de 60 generaciones en ausencia de selección, no

observándose variaciones en el número de copias por célula aunque si se

detectaron rearreglos tanto en ausencia como en presencia de 300 ug/ml

de G418 (Fig6.12 y 6.13, pags 130 y 131 y Tabla 6.1, pag 130).

Todavía no esta claro por que el vector incrementa su tamaño, aunque se

especula que las moléculas de ADN en tripanosomas deben tener un

tamaño mínimo para poder replicarse y expresarse [Patnaik P, 1997]. Esto

se ve reflejado en el aumento de tamaño observado tanto en los episomas

como en los vectores que permanecen como elementos extracromosómicos

lineales. Una posible explicación, puede ser la ausencia en estos vectores,

de orígenes de replicación específicos de T. cruzi. Por lo tanto, la

multimerización puede ser la consecuencia de la existencia de orígenes de

replicación débiles. Como la iniciación de la replicación es considerada

generalmente como un factor limitante durante la división celular, los

vectores multiméricos pueden mantenerse (replicando al menos una vez

por cada ciclo celular) incrementando el número de sitios a partir de los

cuales puede comenzar la transcripción [Patnaik P, 1997].

El análisis de un fragmento de ADNproveniente del CrATB2 confirmó que

el vector pTNT2 incorpora secuencias de ADN de T. cruzi cuando es

transfectado en forma lineal (Fig6.14, pag 132). Parece probable que estas
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secuencias ayuden al incremento del tamaño total del CrATen lugar de

jugar un papel como origenenes de replicación, ya que los episomas

circulares, formados por repeticiones en tándem del vector original, no

necesitan incorporar secuencias de T. cruzi para mantenerse en forma
estable.

Este trabajo permitió avanzar en la concepción de un cromosoma artificial

de T. cruzi que pudiera incorporar grandes fragmentos genómicos, propios

o de otras especies, apto para estudios funcionales. Los primeros pasos en

esta dirección son satisfactorios y muestran la factibilidad de expresar

genes heterólogos en este vector produciendo cambios en el fenotipo de T.

cruzi (Fig6.17, pag 135). Esto sienta las bases para intentar el clonado de

grandes fragmentos de ADNgenómico nuclear de especies emparentadas.

El próximo paso, continuación directa de este trabajo de tesis, llevará al

clonado de grandes fragmentos genómicos de Chritidia sp, intentando

obtener cromosomas lineales estables de gran tamaño, que confieran a T.

cruzi la capacidad de crecer en un medio sin poliaminas.

8.12 Análisis del promotor ribosomal

Para utilizar el cromosoma artificial para sobre-expresar proteinas, se

estudió la factibilidad de incorporarle un promotor ribosomal. Hasta

ahora, vectores de expresión que poseen este tipo de promotores como

pTREX y pRIBOTEX, se integran en el locus ribosomal en vez de

mantenerse en forma episomal. Plásmidos de replicación autónoma en T.

brucei que contienen el promotor del gen PARP, específico de ARN

polimerasa I, son incapaces de replicar como episoma cuando este

promotor es reemplazado por el promotor ribosomal [Patnaik P, 1994]. Es

más, al igual que en T. cruzi, los plásmidos que poseen el promotor

ribosomal se integran en el genoma sin existir un análisis sobre como se

realiza y a que sitios apunta la integración. El fin de este estudio fue

determinar si era posible disociar la actividad recombinogénica de la
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actividad promotora para luego incorporar ¡el promotor ribosomal al
cromosoma artificial.

Aunque inicialmente fue sugerido que la recombinación del vector

pRIBOTEX en el locus ribosomal podría deberse a la presencia de las

repeticiones ribosomales localizada 90 pb río arriba del tspl [Martínez­

Calvillo S, 1997], las transfecciones realizadas con pDK demostraron que

la presencia de esta repetición no es esencial para que ocurra la
integración. Es más, por recuperación del vector integrado y posterior

secuenciación se pudo determinar que la recombinación ocurre dentro de

una región de 101 pb de longitud localizada 100 pb río abajo del tspl.

Un fenómeno similar fue descripto en levaduras donde la secuencia

recombinogénica HOTl, compuesta por el promotor ribosomal y una

región que actúa como enhancer localizada río arriba, promueve la

recombinación de la secuencia posicionada rio abajo. Para que ello ocurra,

se requiere que ambas secuencias (blanco y recombinante) sean

transcriptas por la ARN polimerasa I [VoelkeI-MeimanK, 1987]. De la misma

manera, en T. cruzi, la región MP que rodea al sitio de inicio de

transcripción tspl estimula la recombinación homóloga de la secuencia

localizada río abajo (Fig 7.2, pag 137 y Fig 7.8, pag 142). Es más, la

integración podría depender también de que las secuencias involucradas

sean transcriptas por la ARNpolimesasa I. Evidencia de esto es el hecho

que los vectores utilizados no recombinan por las secuencias 1-le o

GAPDH,sino que lo hacen por las regiones homólogas al locus ribosomal.

También se ha determinado que el proceso de recombinación comienza

inmediatamente después de la transfección. Análisis por PCR permitió

identificar copias integradas de pDK en el locus ribosomal a las 5 horas

post-transfección (Fig 7.13, pag 146). Southern blots a partir de ADN

genómico total de parásitos transfectados con pDK, indican que los

plásmidos no integrados son rápidamente degradados, mostrando un

patrón de degradación en escalera con un espaciamiento de
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aproximadamente 230 pb, lo que sugiere una posible interacción temprana

del ADNplasmídico con histonas [LúcioH, 1999].

Como la recombinación comienza al menos 5 hs post-transfección y 48 hs

después la mayoría del vector introducido se ha degradado, es probable

que un componente importante de la actividad CATmedida en ensayos

transitorios se deba a las transcripción de las copias integradas en el locus

ribosomal (transfecciones con prt, pDK, pRMP, pMP, pRMPDS, pMPDSy

pMPCATDS).Asi, la caida del 70% en la actividad CATmedida en ensayos

transitorios con pRMPy pR5MPpodría ser el reflejo de una disminución en

la eficiencia de recombinación. Esto se vería apoyado por: (1) en líneas

celulares transfectadas establemente, pDK y pRMP presentan niveles

semejantes de expresión CAT y (2) cuando se transfecta con el vector

pRMPDS, que contiene inmediatamente río abajo del tspl 1a región HRS

por donde ocurre la integración de pRIBOTEX,se observan niveles altos de

actividad CATtransitoria comparables a los que se obtienen con pDK [Fig

7.10, pag 144].

Sin embargo, dado que el vector pMP que carece tanto de la repetición

ribosomal como de la secuencia HRS, presenta una actividad similar a la

observada para pDK, la disminución en la actividad de los vectores pRMPy

pRSMP parecería deberse a un efecto combinado de la presencia de la

repetición ribosomal y 1aausencia de la región HRS.

Se ha descripto que las repeticiones ribosomales localizadas 5’ al tsp

pueden llegar a funcionar como secuencias terminadoras de la

transcripción para la ARNpol I en eucariotas superiores [Jansa P, 2001].

De esta manera la presencia de una o varias copias de la repetición

ribosomal podrían afectar la transcripción a lo largo del vector circular

impidiendo la expresión contínua del gen CATpartir de un único complejo

de iniciación de la transcripción. Este efecto ha sido descripto en T. brucei

utilizando vectores circulares de expresión que utilizan la ARNpolimerasa

del bacteriófago T7 [Wirtz E, 1994]. Esta polimerasa transcribe en forma

continua a lo largo del vector transcribiendo más de una vez cada gen
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antes de separarse del templado. Cuando a este tipo de vectores se le

agrega una secuencia terminadora específica de la ARNpolimersa T7, la

actividad del gen reportero cae un 70% con respecto al control sin

terminador, similar a la caída observada en pRMPy pRSMP.

Si la repetición ribosomal juega un papel como secuencia terminadora, la

región HRS podría facilitar la recombinación de los vectores al locus

ribosomal enmascarando el efecto causado por la repetición en el vector
episomal. Alternativamente, esta región podn‘a estar inhibiendo de alguna

manera el efecto causado por la repetición ribosomal.

8.13 La región MP de 98 pb que contiene el tspl es suficiente para
obtener completa actividad del promotor ribosomal en las cepas del
grupo I y II de T. cruzi

Por escisiones sucesivas de la secuencia de 800 pb de longitud que

contenía al promotor ribosomal del grupo II de T. cmzi se identificó una

región comprendida entre las posiciones —86a +12 con respecto al tspl

(región MP)que es suficiente para obtener el 100% de actividad promotora.

También se pudo determinar que el posible tsp2, localizado 600 pb río

abajo del tspl, no es funcional al menos en la cepa 'I‘ulahuén II del grupo

II de T. cruzi. La región MP también es activa cuando la construcción pMP

fue transfectada en epimastigotes del clon CL Brener perteneciente al

grupo I (datos no mostrados). Esto concuerda con resultados recientes que

localizan al tsp del promotor ribosomal de la cepa CL Brener en la posición

—2con respecto a1 tsp análogo de los promotores ribosomales del grupo II

[Wen L, 2001].

Es interesante subrayar que la región MP de tan solo 98 pb, es suficiente

para promover la integración en el locas ribosomal, indicando que este

proceso es muy eficiente. Sin embargo, plásmidos integrados recuperados

por digestión y transformación en bacterias, junto con estudios de

Southern blot sugieren que el vector pMP recombina en el locus ribosomal

pero no de la misma forma que lo hace prt. Por el contrario, parece que
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el plásmido que contiene pMP sufre algún tipo de rearreglo, antes o

durante la integración, transformando la estructura original del vector. La

causa de este comportamiento podría deberse al hecho que la única región

homóloga al locus ribosomal que posee el vector pMP (la región MP)estaría

involucrada tanto en 'la recombinacíón como en la transcripción.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos durante la realización de esta tésis se
obtuvieron las siguientes conclusiones:

1- SIRE se encuentra ligado a un nuevo elemento repetido denominado
TcREL en los fragmentos genómicos SZlO, 8212 y SZSl, que constituyen
el extremo 3’ de distintas copias del gen vp85. TcREL está insertado
también en la región 3’ no codificante del gen FL-160.

2- En el fragmento SZS, SIRE se encuentra asociado a tres genes que
codifican para una posible ARN helicasa DEAH-box, una proteína que
podría estar involucrada en la formación o estabüidad de grupos [Fe-S]y
un probable factor de traducción. La organización genómica de este locus
se conserva también en el cromosoma 1 de T. brucei.

_3-SIRE forma parte de un nuevo tipo de elemento repetido denominado
VIPER, el cual parece haberse originado por la inserción de un
retroelemento dentro de la secuencia SIRE. Este retroelemento también se
encuentra en T. brucei. En VIPER, el motivo WIDN se encuentra muy
conservado tanto en T. cruzi como en T. brucei. La localización y
composición de este dominio sugieren que podría ser el equivalente al
dominio [YF]—X-D-Dque caracteriza a las RT clásicas.

4- La biblioteca genómica YACconstruida durante el transcurso de esta
tésis, es representativa del genoma de T. cruzi. Estos YACsson estables y
no contienen quimeras.

5- A partir de la biblioteca YACy de los marcadores generados durante el
proyecto, se construyó un mapa fisico del cromosoma XVI del clon CL
Brener de T.cruzi que comprende una región de "800 kpb.

6- Se construyeron tres vectores YACpara clonar fragmentos grandes de
ADN genómica por la técnica de clonado por RAT. Su utilización permitió
obtener dos YACscon fragmentos de ADNde "600 kpb y -500 kpb aunque
aun no se pudo determinar si efectivamente provienen de T.cruzi.

7- Se construyó una molécula de ADN lineal que se mantiene en forma
estable en T. cruzi comportándose como un cromosoma artificial. Una vez
transfectado, el vector aumenta su tamaño incorporando secuencias del
genoma de T. cruzi.

8- La región MP de 98 pb, que se encuentra comprendida entre las
posiciones -86 a +12 con respecto al tspl, es suficiente para obtener
completa actividad del promotor ribosomal en las cepas 'I‘ulahuén II (grupo
II) y CL Brener (grupo I) de T. cruzi.
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9- El promotor ribosomal presenta un mecanismo de recombinación
homóloga que es muy específico y eficiente. Este mecanismo es
independiente de la presencia de las repeticiones ribosomales pero sí
depende de la región MPque incluye al tspl.

10- La organización genómica de una región de 129 kpb del cromosoma III
de T. cruzi se conserva en el cromosoma 1 de T. brucei y en el cromosoma
12 de L. major. Esta región es un ejemplo de la existencia de sintenía inter­
especie e inter-género en estos parásitos. El cambio en el signo de los
estadísticos EP, GC skew y AT skew en la zona que separa las dos
unidades transcripcionales de esta región, sugiere que alli puede
encontrarse un posible origen de replicación y/o un origen de
transcripción de las dos unidades transcripcionales.

MARlANO J. LEVIN
INVESTIGADOR CONlCE

. Biol. Mol. Enl. Cha s
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