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Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario causante de la enfermedad
de Chagas. Dentro del marco del proyecto genoma de T. cruzi y como un
activo aporte a su concrecion, se ha caracterizado un nuevo tipo de
marcador genético asociado a la secuencia repetida SIRE denominado
SAS, que condujo a la identificacion de cuatro nuevos genes y de las
secuencias repetidas TcREL y VIPER. Para contribuir a la construccion del
mapa fisico, se construyo y caracterizé una biblioteca de ADN genémico de
T. cruzi en vectores YAC con un tamano promedio de inserto de 365 kpb,
que fue utilizada para construir el mapa fisico de una region de ~900 kpb
del cromosoma XVI y comenzar la construccion 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 probé la utilidad de un vector de
fragmentacion que sirvio para ubicar el gen TcP2p cerca de una regién
telomérica de un cromosoma de ~1 Mpb.

Para contribuir con los estudios gendémicos funcionales se disen6 y
construyo el vector necesario para obtener cromosomas artificiales de T.
cruzi.

Finalmente, estos estudios llevaron a utilizar comparaciones de secuencia
para definir las caracteristicas de sintenia de extensas regiones genémicas
de T. cruzi, Trypanosoma bruceiy Leishmania major.

Palabras clave:
Trypanosoma cruzi, marcadores gendémicos, organizacion genémica,
cromosoma artificial, fragmentacién cromosémica.



Genomic structure and
development of novel transfection
vectors for Trypanosoma cruzi.

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 YAC library 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 TcP2p gene 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 brucei and
Leishmania major.

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

1.1 La enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, denominada asi en honor al fisidlogo Carlos
Chagas que describi6é la enfermedad en 1909, existe sélo en el continente
americano. La misma es causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi y transmitida a humanos por el insecto triatomino conocido
popularmente como vinchuca en Argentina. La distribucién geografica de
la enfermedad se extiende desde México hasta el sur de nuestro pais. Esta
enfermedad afecta entre 16 a 18 millones de personas y alrededor de 100
millones (el 25% de la poblacién 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 infeccion y la fase
créonica que aparece luego de un periodo asintomatico (etapa
indeterminada) que puede durar varios afos. La fase aguda es
generalmente asintomatica pero puede llegar a manifestarse como fiebre,
anorexia, linfoadenopatia, una suave hepatoesplenomegalia y miocarditis.
Las lesiones de la fase crénica afectan irreversiblemente 6rganos internos
como el corazon, eséfago, colon y el sistema nervioso periférico. Luego de
varios afios de un periodo asintomatico, 27% de los enfermos presentan
sintomas cardiacos (miocarditis) que pueden llegar a provocar muerte
subita, 6% desarrollan dafios viscerales, principalmente megavisceras y
3% presentan problemas a nivel del sistema nervioso periférico [ Brener, Z.
1992; Pinto Dias, J.C. 1992].

El riesgo de infeccion con Chagas esta directamente relacionado con la
pobreza: un habitat favorable para el insecto hematéfago que transmite el
parasito lo constituyen las paredes de adobe y los techos de paja
caracteristicos de las casas pobres de las areas 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 patrén epidemiolégico clasico de la enfermedad de Chagas
convirtiéndose en una infeccién urbana que puede ser transmitida por
transfusién sanguinea. La proporcion 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 infeccion con HIV y hepatitis B y C. De acuerdo
con el informe de desarrollo humano de la UNDP, el promedio del producto
bruto anual per-capita en América Latina es de 2966 U$S. Asi, la pérdida
econémica causada al continente debido a la mortalidad o incapacidad
producida por esta enfermedad a la franja de la poblacién correspondiente
a los jovenes adultos (la clase econémicamente mas activa) alcanzaria la
cantidad de 8156 U$S millones que equivale al 2,5% de la deuda externa
total del continente en 1995 [Informe de la Organizacién 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 parasitos proveniente de humanos o de animales. El
parasito se multiplica como epimastigote por fisién binaria en el intestino
del insecto y luego se diferencia al estadio tripomastigote metaciclico, la
forma infectiva para el hospedador mamifero. Luego, durante una ingesta
de sangre a partir de un segundo hospedador vertebrado, los
tripomastigotes metaciclicos son liberados en las heces del insecto cerca
del sitio de la picadura. El hospedador entonces se infecta por la entrada
del parasito a través de lesiones en la piel, de membranas mucosas o de
conjuntivas. Una vez dentro, los tripomastigotes 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 sanguineo como
tripomastigotes circulantes. Estos tripomastigotes son incapaces de

dividirse (a diferencia de los tripanosomas africanos). La replicacion sélo se
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produce cuando el parasito entra a otra célula o es ingerido por otro vector
diferenciandose nuevamente a la forma epimastigote [Tyler, K.M. et. al.,
2001].

Trypanosoma cruzi también puede ser transmitido por transfusion 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 Diagnéstico de la enfermedad
Actualmente se utilizan tres ensayos distintos para diagnosticar la
enfermedad. Como criterio se considera que una persona esta infectada

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

-Hemoaglutinaciéon indirecta
-Inmunofluorescencia

-Deteccién de anticuerpos por ELISA.

Alternativamente se pueden utilizar la técnica de PCR, xenodiagnésitico o
visualizacion directa de parasitos en sangre al microscopio Optico

[Schijman A, 2000].

1.4 Tratamiento

La medicaciéon para la enfermedad de Chagas suele ser efectiva cuando es
suministrada durante la fase aguda de la infeccién. Las drogas disponibles
para el tratamiento son benznidazol y nifurtimox.

Para el periodo indeterminado o la fase crénica de la enfermedad no hay
ningin medicamento probado que haya sido efectivo. El tratamiento en
estos casos involucra manejar los sintomas asociados con la enfermedad.
Sin embargo, estudios recientes han demostrado que pacientes crénicos o
indeterminados tratados con benznidazol disminuyen su titulo de

anticuerpos hasta hacerse negativos [Sosa Estani S, 1999]. Actualmente la
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Organizacion Mundial de la Salud estd recomendando la utilizacién de
Benznidazol para el tratamiento de pacientes crénicos o indeterminados.

Desde 1994, el Programa de Control de Chagas en Argentina incluye el
subprograma “Deteccién y Tratamiento de Chicos Infectados con T. cruzi
con hasta 14 afios de edad” el cual monitorea chicos que viven en casas
con control de la poblacion de triatomineos. Esta es una condicién
necesaria para la administracién 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
cardiacas incipientes; (d) donantes o receptores de transplantes [Sosa

Estani S, 1999].

1.5 Clasificacion de las cepas de T. cruzi

Las cepas de T. cruzi son poblaciones multiclonales complejas que difieren
tanto en sus caracteristicas biolégicas y genéticas asi como en su
comportamiento en el hospedador mamifero. Estas cepas representan
subespecies de T. cruzi basadas en caracteristicas intrinsecas como la
variacion antigénica, susceptibilidad a la quimioterapia, patrones
isoenzimaticos y patrones genémicos de ADNk. Estudios de la relacion
hospedador-parasito 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 caracteristicas biolégicas y patogénicas de cada cepa.
Analisis 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 correlacién con los datos biolégicos

[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 caracteristicas biolégicas y bioquimicas de los distintos tipos de cepas
de T. cruzi se correlacionan con distintas lesiones tisulares como fue
observado generando infecciones agudas en ratén utilizando distintas
cepas de parasitos [Andrade SG, 1985; Andrade LO, 1999]. En la fase
cronica de la enfermedad también se ha observado una clara diferencia en
el tip6 de lesiones histopatologicas en funcién del tipo biolégico de cepa.
Las cepas de tipo IIl (zimodema 1) eran las mas patégenas produciendo
lesiones intensas en musculo esquelético y cardiaco, observandose tejidos
parasitados incluso en estadios tardios de la infeccién. Las cepas de tipo I
y II también producian lesiones cardiacas durante la fase crénica de la
enfermedad en ratones [Andrade, S.G. 1990]. Estos dos tltimos tipos
producen ademas darfios 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 participacion de este
zimodema en la patogénesis de megasindromes de la enfermedad de
Chagas [Lauria-Pires, 1996].

También se ha encontrado correlacion entre el tipo de cepa y la resistencia
a la quimioterapia con Benznidazol o Nifurtimox [Revollo S, 1998].

En 1988, Tibayrenc y Ayala realizaron un analisis isoenzimatico tomando
15 genes distintos. Asi, analizando 121 cepas de T. cruzi, encontraron una
mayor heterogeneidad que aquella descripta por Miles en 1980, agrupando
las 121 cepas en 43 zimodemas distintos. Basandose en esto, Tibayrenc y
Ayala propusieron un modelo de la estructura poblacional de las cepas de
T. cruzi basados en la existencia de lineas clonales, sin interacciones
sexuales, separadas entre si por un largo proceso evolutivo. Esto sugirié la
posible correlacion entre la clasificacién bioquimica y las propiedades
biolégicas de T. cruzi. De acuerdo con esta teoria, las cepas de T. cruzi son

clones naturales y la seleccion natural, favoreciendo sélo ciertas
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combinaciones genéticas, determina la existencia de un nimero limitado
de zimodemas, representados por tres clones mayoritarios (zimodemas 1, 2
y 3).

Debido a que el analisis de estos marcadores gendmicos con alta tasa
evolutiva no permite la agrupacion de las distintas cepas en grupos
definidos, en 1993 Souto y Zingales propusieron la utilizacion de la
clasificacién de cepas por amplificacién 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].

Mas tarde, Souto y colaboradores describieron una segunda region
variable correspondiente a la secuencia espaciadora del gen codificante
para el mini-exén que también mostraba dimorfismo entre cepas de T.
cruzi por PCR [Zingales B, 1998].

Por amplificaciébn de ambos marcadores fue posible agrupar las distintas

cepas en uno de los siguientes tres grupos:

grupo Marcador ADNr Marcador Mini-exén

1 125 pb 300 pb
2 110 pb 350 pb
1/2 110 pby 125 pb 300 pb

Tabla 1.1: Tamafio de los productos de amplificacién por PCR de 1 la regién variable del
locus ribosomal y del mini-exon.

Analisis por RAPD mostraron variabilidad entre aislamientos individuales,
sin embargo estudios del arbol filogenético indicé 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 1 y 1/2 (linaje 1). Las cepas
correspondientes al zimodema 2 equivalen al linaje 1 mientras que las
cepas del zimodema 1 corresponden al linaje 2. Con respecto al zimodema
3 (2b), estudios de la secuencia espaciadora del mini-exén determiné que
el mismo corresponde a un sublinaje del linaje 2 [Fernandez et al 1998a).

Este agrupamiento bipolar ha sido confirmado posteriormente por analisis
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de nboprinting [Stothard J, 1998], secuencia y actividad del promotor

ribosomal y mini-exén [Floeter-Winter LM, 1997; Nunes LR, 1997a y
1997b), marcadores microsatélite [Olivera RP, 1998] y la estructura del
espaciador del mini-exén [Fernandes O, 1999].

El linaje 1 de T. cruzi presenta una fuerte asociacién con el ciclo doméstico
de la enfermedad mientras que el linaje 2 parece estar asociado al ciclo
selvatico [Fernandes O, 1999; Zingales B, 1998]. Es mas, el analisis de 68
stocks de T. cruzi aislados de mamiferos y triatomineos en el estado de Rio
de Janeiro, Brasil, sugieren una mejor adaptacion del linaje 1 a los
primates mientras que el linaje 2 parece adaptarse mejor a los marsupiales
[Fernandes O, 1999].

Criterio de clasificaciéon

Caracteristicas biologicas Biodema tipol Biodema tipo Biodema tipo III

y patogénicas (Andrade I

et al 1970)

Isoenzimas (Miles et al Zimodema 2b Zimodema Z2 Zimodema Z1
1980) 0Z3

PCR del dominio D7 del Grupo 2 Grupo 1y Grupo 2
gen ribosomal 21Sa y del 1/2*

espaciador del mini-exén

(Souto et al 1996}

Analisis filogenético por Linaje 2 Linaje 1 Linaje 2
UPGMA a partir de

ensayos de RAPD (Souto

et al 1996)

Tabla 1.2: Clasificacién de las cepas de T. cruzi * El grupo 1/2 aparece en ciertos
estudios filogenéticos asociado al linaje 2, dependiendo de los parametros utilizados.

1.6 Variabilidad cariotipica en T. cruzi

Trypanosoma cruzi tiene un genoma muy plastico. Se pueden observar
polimorfismos en el tamafio de los cromosomas entre diferentes cepas asi
como entre clones originados a partir de la misma cepa. De esta manera, el
tamafio del genoma puede variar enormemente dependiendo de la cepa
estudiada. El contenido de ADN total estimado varia desde 125 a 280
fg/célula para varias cepas incluyendo el ADN del kinetoplasto (ADNKk) que
representa alrededor de un 16% a 30% del ADN total. Sin considerar el
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ADNK, el genoma de T. cruzi es de un tamario aproximado de 80-160 Mpb
[Henriksson J, 1996].

Durante la mitosis, la cromatina 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 estandar con
varias cepas de T. cruzi se obtiene un patrén de aproximadamente 20
bandas cromosémicas que van desde las 450 kpb hasta los 3,5 Mpb [Cano
MI, 1995]. En algunos aislamientos se pudieron detectar cromosomas
menores con un tamaro estimado de S0 kpb a 200 kpb. Las bandas mas
grandes varian entre 2,5 a 4 Mpb dependiendo de la cepa. Estos tamarfios
son similares a los encontrados en otros kinetoplastidos como T. brucei,
Leishmania sp y Trypanosoma rangeli Las bandas cromosomicas
separadas por PFGE y tefiidas con bromuro de etidio presentan diferentes
intensidades reflejando posiblemente la presencia de maltiples
cromosomas en alguna de las bandas. Esto sugiere que el niimero total de
cromosomas es considerablemente mayor a las 20 bandas cromoséomicas
observadas inicialmente. Utilizando condiciones de corrida de PFGE
optimizadas para resolver diferentes rangos de tamarfio se pudo establecer
que cada una de las 20 bandas cromosdémicas estaban compuestas por
mas de un cromosoma. Actualmente, se estima que el nimero total de
cromosomas en T. cruzi es de 80 (o 40 pares de cromosomas homélogos),
considerando un genoma de 100 Mpb y un tamafio cromosémico 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 parasito. La tunica
excepcion detectada hasta el momento ha sido rearreglos registrados en el
cromosoma que porta los genes que codifican el mini-exén. Estos

rearreglos provocan cambios en el nimero de copias del gen del mini-exén.
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Al igual que en otros tripanosomatidos, en T. cruzi se ha detectado un
elemento extracromosémico denominado LED que contiene varias copias
del gen del mini-exdn y genes ribosomales. Esta molécula
extracromosdmica podria estar involucrada en el rearreglo de los
cromosomas que portan los genes del mini-exon.

Se ha encontrado una cierta correlacién entre el patrén cariotipico y los
zimodemas. Cepas pertenecientes a uno de los 43 zimodemas descriptos
por Tibayrenc, muestran patrones de hibridaciéon semejantes con distintos
marcadores genémicos [Henriksson J, 1993]. Es mas, cepas dentro de los
zimodemas clasicos Z1 y Z2 descriptos por Miller muestran también
algunos patrones similares de hibridacién [Henriksson J, 1996].

Una diferencia particular entre las cepas de los zimodemas Z1 y Z2, es que
los marcadores suelen hibridar con cromosomas mas grandes en el caso
de las cepas de Z2 con respecto a las pertenecientes a Z1. Este incremento
generalizado en el tamafio cromosémico de los miembros del zimodema 2,
puede reflejar un evento de especiaciéon y apoya la relacion distante que
existe entre los miembros de ambos zimodemas [Henriksson J, 1996].

Un estudio realizado con 5 grupos de marcadores gendémicos ligados, cada
uno formado por 2 a 4 marcadores, permiti6 determinar que, salvo
excepciones, la estructura cromosémica se encuentra conservada en la
mayoria de los cromosomas. Esto es asi, incluso entre cepas
pertenecientes a distintos zimodemas, a pesar del gran polimorfismo
observado en los cromosomas [Henriksson J, 1996].

Se ha observado que el ADN repetitivo esta involucrado en la aparicion de
polimorfismo en los cromosomas de varios parasitos protozoarios. En T.
cruzi se han descripto un gran numero de secuencias repetidas, algunas
de los cuales representan una proporcion importante del ADN genémico
total. Ejemplos de estas ultimas, son el ADN satélite 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 correlacién entre el incremento del
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tamafio cromosémico y el contenido de secuencias repetitivas tanto
codificantes (como el gen codificante para la histona H1l) como no
codificantes (ADN satélite y otras secuencias repetidas). Es posible que
estas  amplificaciones de  secuencias repetidas contribuyan
significativamente al incremento en el tamafio cromosémico en las cepas

pertenecientes al zimodema Z2 [Henriksson J, 1996].

1.7 Ploidia

En la actualidad no esta claro cual es la ploidia de T. cruzi. Varios estudios
apoyan una constitucién cromosémica diploide mientras que otros
sugieren aneuploidia. Analisis por RFLP y PFGE utilizando distintos
marcadores moleculares, dan en su mayoria un patrén de una o dos
bandas. La conclusién mas probable es que las dos bandas correspondan
a dos alelos polimérficos localizados en dos cromosomas homologos
separados y la banda unica refleje la ausencia de polimorfismo genético o
cromosémico favoreciendo entonces la hipétesis de diploidia. Sin embargo,
estos resultados también pueden tener otra explicacién, como por ejemplo
que T. cruzi es una célula haploide con varios genes o cromosomas
duplicados [Henriksson J, 1996].

La gran proporcion de bandas dobles obtenidas en estos estudios indica
que al menos la mayoria de los cromosomas de 7. cruzi son disémicos,
pero hasta que todos los cromosomas no hayan sido identificados con
varios marcadores el interrogante acerca de la ploidia permanecera

abierto.

1.8 Organizacion genomica

El genoma de T. cruzi tiene un contenido de GC del 51%, menor al 63%
encontrado en Leishmania. También posee una alta representacion de
repeticiones de di-trinucleétidos de Ay T .

El niimero 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 tamario haploide

10



Introduccién
. e R U ORR

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 asi como por secuencias
repetidas, este niimero de genes posiblemente esté sobreestimado.

En T. cruzi los genes codificantes para proteinas no poseen intrones de
clase II y se encuentran generalmente asociados formando densas
agrupaciones denominadas unidades transcripcionales. Estas
agruﬁaciones 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, 1995].

En T. cruzi los genes suelen estar separados por regiones cortas de entre
150 pb a S00 pb de longitud denominadas regiones intergénicas. Las
unidades transcripcionales son transcriptas por la ARN polimerasa II como
largos ARN policistrénicos inmaduros, aunque hasta el momento no se ha
descripto la presencia de promotores especificos para esta polimerasa. Los
genes pertenecientes a una misma unidad policistronica pueden mostrar
diferentes niveles de expresion, sugiriendo que el control de la expresion
genética opera principalmente a nivel post-transcripcional [Vanhamme L,
1995].

La transcripcion policistrénica emplea un mecanismo de corte y empalme
para procesar los transcriptos primarios en ARNm maduros
monocistrénicos, adicionando un m7G-CAP en el extremo 5’ y una cola de
poliAes en el extremo 3’ [Vanhamme L, 1995].

El proceso de “capping” es llevado a cabo mediante un mecanismo
denominado trans-splicing. Los complejos ribonucleoproteicos necesarios
para la reaccion son similares a los involucrados en el proceso de cis-
splicing de eucariotas superiores, a excepcion del Ul snRNP el cual no ha
sido encontrado hasta el momento. Esta maquinaria adiciona en el

extremo 5’ del sitio de corte del transcripto primario un oligoribonucleétido

11
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comun 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 110 nt de largo) la
cual es codificada por el gen del mini-ex6n que se encuentra formando
grandes agrupaciones en tandem [Vanhamme L, 1995].

Las regiones intergénicas contienen las seflales necesarias para que se
produzca el trans-splicing. Ellas son un tracto de polipirimidinas (pPY) que
puede variar en su longitud y tamafio y un dinucleétido AG, aceptor del
SL, que se encuentra localizado a unas 30-60 bases rio abajo del pPY y
hacia arriba del codén de iniciaciéon del gen. Tanto la region 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 dinucleétidos AG aceptores presentes entre el tracto de pPY y el
ORF localizado rio abajo, dando como resultado ARNm con extremos 5’
UTR de extension variable. En estos casos, la poblacion de ARNm que
utiliza el AG mas cercano al tracto de pPY suele ser la preponderante
[Hummel H ,2000].
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Figura 1.1: Comparacion entre el cis-splicing y el trans-splicing. A la izquierda se detalla
el proceso de cis-splicing entre dos exones dando como producto el empalmado de exones
y lazo de ARN correspondiente al intréon. A la derecha se detalla el proceso de trans-
splicing que da como resultado la adicion del SL al ARNm y como subproducto la
estructura en Y correspondiente a la region intergénica y el “intréon” (extremo 3’°) del ARN

del SL.
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Con respecto al sitio de ramificacion o “branch site” utilizado durante el
trans-splicing, no se ha identificado hasta el momento una secuencia
consenso andloga a la de eucariotas superiores, aunque se sabe que es
utilizado un nucleétido de adenina, al igual que en el cis-splicing [Pastel E,
1989].

Por otro lado, el proceso de poliadenilacion no ha sido completamente
caracterizado. A pesar que no se ha encontrado una secuencia consenso
como en eucariotas superiores, se sabe que este proceso esta acoplado al
proceso de trans-splicing (Fig 1.2). La maquinaria de poliadenilacion se
posa sobre el tracto de pPY y 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
continuacion de una adenina [Vasella E, 1994]. A diferencia de la
poliadenilacion de los ARNm en eucariotas superiores, en los cuales existe
un unico sitio de insercion del poliA, en tripanosomas la poliadenilaciéon
no siempre se da en el mismo lugar, lo cual genera una poblaciéon de

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

23 pARA A A3 g o
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Trans-splicing . T -
K’ @ Poliadenilacién | Trans-splicing
ARNm maduro 5’
ARNm maduro 5’
AG A AAA ﬁ
ARNm maduro 3’
ARNm maduro 3’ o
—— o] Poliadenilacion
———g7ZT2—AG Regién intergénica ————77r—AG Regitn intergénica

Figura 1.2: Modelos propuestos para el acoplamiento del TS y la poliadenilaciéon. (A) Se
propone que primero se produce el TS del gen 3’y luego ocurre la poliadenilacién del gen
hacia arriba. (B) Ambos procesos ocurren simultaneamente.
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En resumen, el tracto de pPY y el AG aceptor de las regiones intergénicas

participan y regulan ambos procesos de maduracién del ARNm. A pesar de
ser procesos acoplados, esto no significa que no puedan producirse
independientemente [Vasella E, 1994]. Estudios realizados con €l gen que
codifica para la proteina hsp70 en T. brucei describen la presencia de
algunos transcriptos poliadenilados sin SL [Huang J, 1991]. El fenémeno
opuesto también fue descripto para el gen de la a-tubulina, donde
alrededor del 50% de los transcriptos que contienen SL no estan
poliadenilados [Vanhamme L, 1993].

Mas alla de ello, estos dos eventos de procesamiento parecen ocurrir muy
rapidamente después de la sintesis del ARN y probablemente sean
procesos co-transcripcionales.

La secuenciacion completa de un contig que abarca ~93 kpb del
cromosoma III del clon CL Brener de T. cruzi permitié dilucidar como es la
organizacion gendmica en este parasito. En un primer analisis de la
secuencia se identificaron 151 ORFs mayores a 300 pb, 38 de los cuales
fueron identificados mediante el programa de deteccién de genes humanos
GRAIL y la expresion de otros 4 ORFs fue confirmada por identificacién de
ADNc homélogos. 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 GRAIL se encuentran en la
hebra directa mientras que rio arriba de esta posiciéon, se localizan en la
hebra inversa. Esta disposicién sugiere que los genes ubicados delante de
la base 34000 son transcriptos sobre la hebra inversa, mientras que
aquellos localizados después de esta posicion, lo hacen sobre la otra hebra
[Andersson B,1998]. Asi, la region localizada entre las dos unidades
transcripcionales podria contener una regién 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 homologia con los elementos repetidos TRS1.6 o
INGI de T. brucei. Llama la atencién el hecho que la regién donde se
produce un cambio en la orientacién de los genes sea rica en elementos
repetidos. Esto podria 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 parasito estin compuestos por
largas unidades transcripcionales dentro de las cuales se encuentran
intercalados elementos repetidos, estos podrian proporcionar la homologia
suficiente como para que se produzca una recombinacién homéloga entre
dos cromosomas no relacionados.

Este tipo de organizacion genémica también ha sido descripta en
Leishmania major [Myler P, 1999]. La secuenciacién completa del
cromosoma 1 de 269 kpb permitié identificar 79 genes. Los mismos estan
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 estan separadas por sélo 1,6 kpb y son transcriptas en
direcciones opuestas desde esta region de 1600 pb hacia los telomeros.
Datos obtenidos de la secuenciacién parcial del cromosoma 3 de L. major
[Myler P,1999] indican que también este cromosoma esta compuesto por
dos unidades transcripcionales. Sin embargo, al contrario que el
cromosoma 1, el sentido de transcripcién es desde los telémeros hacia el
centro del cromosoma. Basadas en esto, varias hipétesis pueden explicar
la regulacion de la transcripcién en el cromosoma 1 de Leishmania: (a)
Delante de cada unidad transcripcional se encuentra una regién
promotora para la polimerasa II donde comienza la transcripcién, la cual
continua hacia los telémeros; (b) La transcripcion puede comenzar en
varios sitios diferentes a lo largo del cromosoma; y (c) La regién que separa
las dos unidades transcripcionales pueden contener un origen de

replicacién y/o funcionar como un centrémero.
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1.9 Anailisis de la distribucion de nucleétidos como herramienta
para el estudio de genomas

Recientemente, analizando genomas bacterianos se ha observado una
correlacion entre la direccion de la replicaciéon y de la transcripcién, con
un incremento en el contenido de purinas en la cadena lider durante la
replicaciéon del ADN [Freeman J, 1998; Grigoriev A, 1998]. De esta manera,
cuando se grafica el exceso de purinas (EP) en funcién de la posicién en el
genonia, se obtiene una curva en forma de “V” con un minimo que coincide
con el origen de replicacion del ADN bacteriano y un .maximo
correspondiente al terminador de la replicacion [Freeman J, 1998].
Resultados similares también han sido obtenidos con otro analisis
estadistico denominado GC skew acumulativo, que refleja la variacién en la
proporcion (G-C)/(G+C) de ventanas sucesivas de pequefio tamario que
cubren todo un cromosoma. El origen de replicaciéon y el terminador
suelen coincidir con la zona donde se obtiene un GC skew minimo o
maximo respectivamente [Freeman J, 1998; Grigoriev A, 1998].

Se han propuesto dos teorias para explicar la distribucion asimétrica de
nucledtidos: (a) La fuerte correlacion entre el exceso de purinas y la
direccién de la replicacion sugiere que, durante la duplicacién del ADN, se
producen errores o mutaciones que llevan a un incremento en el nimero
de purinas en la cadena lider. Por ejemplo, se ha demostrado que la
frecuencia de deaminacion de citosinas aumenta 100 veces cuando el ADN
esta como simple cadena, causando un incremento en la proporcién de G y
T en esa hebra [Grigoriev A, 1998], y (b) Los mecanismos de reparacion
acoplados a la transcripcion eliminarian la mayor parte de los dafios
causados al ADN en la cadena molde (citosinas deaminadas y dimeros 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 direccion de la replicacion del
ADN, esto conduciria a una acumulacién de purinas en la cadena lider

[Francino MP, 1997].
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Un estudio de la distribucién de nucledtidos realizado en el cromosoma 1
de Leishmania major demostré que, a diferencia de lo observado en
bacterias, el EP disminuye en el sentido de la transcripcién al igual que el
GC skew acumulativo [McDonagh P, 2000]]. Se ha propuesto que esta
. asimetria en la distribuciéon de nucleétidos podria deberse a que las dos
hebras de ADN se transcriben completamente [McDonagh P, 2000]. El
unico factor que contribuiria a esta asimetria seria la replicacion del ADN,
favoreciendo la acumulacién de pirimidinas en la hebra lider que coincide
con la cadena codificante [McDonagh P, 2000].

1.10 Conservacion de la organizacion genémica entre distintas
especies de kinetoplastidos

Varios estudios han indicado recientemente la existencia de sintenia -
regiones conservadas de ADN entre organismos de distinto género o
especie - entre parasitos de la familia de los kinetoplastidos. 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/ Trypanosoma vivax/ L. donovani
[Bringaud F, 1998]. Debido que estos organismos, relacionados
evolutivamente, tienen ciclos de vida diferentes y causan enfermedades
disimiles en humanos, resulta légico esperar que los genes responsables
de realizar las funciones celulares basicas (genes “housekeeping’)
mantengan una organizaciéon genémica similar. Por otro lado, es probable
que las caracteristicas fenotipicas y de comportamiento infectivo de cada
especie esté relacionado con grupos de genes y secuencias de ADN
genémico especificos, como se ha descripto para bacterias [Groisman EA,
1996].

1.11 Promotores
Una particularidad de T. cruzi y de los kinetoplastidos en general es la

-ausencia aparente de promotores para la ARN polimerasa II que dirijan la
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transcripcion de los genes codificantes de proteinas. La transcripcion en
estos organismos sin embargo es hebra-especifica y llevada a cabo por
ARN polimerasas que presentan sensibilidades al tratamiento con alfa-
amanitina similares a las ARN polimerasas I, II y IIl de mamiferos
[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 transcripcion de los genes codificantes para las
glicoproteinas 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 pequefios ARN, tipicamente reconocidos por la ARN
polimerasa III en otros eucariontes [Gunzl A, 1995].

Por ultimo, se ha observado que la mayoria de los genes codificantes para
proteinas, son transcriptos con una actividad polimerasa sensible al
tratamiento con alfa-amanitina, tipico de la transcripcion por ARN
polimerasa II [Donelson J, 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 mas, en ausencia de
regiones promotoras, ciertos plasmidos derivados del vector pBR322 de
Escherichia coli pueden expresar genes reporteros en 7. cruzi y otros
kinetoplastidos [Kelly J, 1992]. Esto sugiere que en los kinetoplastidos no
existirian promotores definidos para polimerasa II sino que cualquier
secuencia de ADN es capaz de iniciar la transcripcién con una cierta
probabilidad. Esta hipétesis llamada “landing pad” por Beverly y
colaboradores [Resumen No. 38, Molecular Parasitology Meeting, Woods
Hole, U.S.A., 1996] propone ademas que cuanto mas larga sea la molécula

de ADN, mayor sera la probabilidad de poder iniciar la transcripcion.
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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-ex6n, los cuales
presentan una region con actividad promotora, sensible a alfa-amanitina,
rio arriba de cada region 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 [H&ausler T,
1996].

1.12 Regulacion de la expresion genética

Como se mencioné anteriormente, los genes codificantes para proteinas en
T. cruzi estan organizados en largas unidades transcripcionales
policistronicas. En tripanosomas no esta claro todavia como es la
magquinaria involucrada en dirigir y regular la transcripcion 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 organizacion
de los genes en T. cruzi, una regulacion de la expresion genética al nivel de
la transcripcion implicaria que los genes pertenecientes a una misma
unidad policistrénica presentarian una misma tasa de transcripcién. Sin
embargo, se ha observado que estos genes presentan niveles variables de
expresion genética en un determinado estadio. Por esto se considera que la
regulacion de la expresién genética en tripanosomatidos ocurre post-
transcripcionalmente. Se ha observado que el control transcripcional de
los genes se produce a nivel de amplificacion génica, trans-splicing,
poliadenilacién, estabilidad del ARNm, regulacién de la tasa de traduccién
y estabilidad de las proteinas [Vanhamme L, 1995; Belli S, 2000].

También ha sido sugerido que en tripanosomas puede haber mecanismos
epigenéticos de control de la expresion genética. Se han observado
variaciones en los niveles de condensaciéon de la cromatina durante los
diferentes estadios de estos parasitos acompafiada por cambios en los

niveles y tipos de histonas presentes. En tripanosomas, la concentraciéon
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intracelular de las histonas centrales (H2A, H2B, H3 y H4) es mas alto en
el estadio tripomastigote no replicativo que en la forma replicativa
epimastigote. El nivel de histona Hl aumenta en el estadio tripomastigote
pudiendo ayudar con la estabilizacién de la cromatina cuando el parasito
es sometido a mayores temperaturas en el huésped mamifero.
Alternativamente, la histona H1 incrementaria el grado de condensacion
de la cromatina, silenciando los genes que no son requeridos por el
parasito durante la infeccién [Belli S, 2000].

1.13 Organizacién telomérica

Los telomeros de T. cruzi estan compuestos por repeticiones en tandem de
la secuencia GGGTTA con un tamafio promedio que varia con la cepa. En
las regiones subteloméricas se encuentran secuencias asociadas con el gen
gp85/sialidasa, el elemento repetido SIRE, el SAS SZ23, y también el
retrotransposén L1Tc [Chiurillo MA, 1999; Lucio H, 1999].

Un estudio de los telomeros mostré una organizacion diferente en funcién
de la cepa de T. cruzi analizada. En un grupo de cepas, el tamarfio de los
telémeros era relativamente corto y homogéneo (0,5 a 1,5 kb) mientras que
en otro grupo, el largo de las repeticiones era heterogéneo, formando
telomeros mas grandes (1,0 a >10,0 kb). Estos dos grupos se ajustan
bastante bien con la clasificacion de las cepas de T. cruzi basandose en los
genes del ARNr, el espaciador del mini-ex6n e isoenzimas, sugiriendo que
el control diferencial del largo telomérico y su organizacién es un evento
que aparecié temprano en la historia evolutiva de T. cruzi [Lucio H, 1999].
Con respecto a la organizacion de la cromatina telomérica, se ha observado
que sdlo parte de esta region se encuentra asociada a histonas formando

nucleosomas mientras que otras regiones no [Lucio H, 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 secuenciaciéon total de su genoma. T. cruzi posee caracteristicas
genéticas unicas que impiden el estudio genético clasico de sus
propiedades. Entre ellas podemos citar la gran variedad de cepas,
acompafiada por variaciones importantes en el tamafio de los genomas
respectivos, la ausencia de condensacién cromosémica durante la
metafase y una pobre definiciéon cariotipica con la consecuente deficiencia
en la definicion de los marcadores cromosomales. Es por esto que se
decidi6 elegir como cepa de referencia el clon CL Brener para el proyecto
genoma de T. cruzi (reuniones del CYTED 1994, OMS 1994 y reunién 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 (tamario del
genoma nuclear 87 Mpb). Utilizando electroforesis en campos pulsados
(PFGE) se revelaron 20 bandas cromosdmicas: 12 bandas cromosémicas
de tamario mega, de 1 a 3.5 Mpb, y ocho cromosomas de menor tamaifo,
entre 1 y 0.45 Mpb (Cano MI, 1995). Las 20 bandas fueron reconocidas por
sondas teloméricas, confirmando su identidad como cromosomas. La
coloracién con bromuro de etidio de las bandas cromosémicas indicaria la
existencia de fenémenos de comigracion de bandas o aneuploidia
[Henriksson J, 1996].

1.15 Bibliotecas disponibles

Con el fin de incrementar el numero de marcadores disponibles para el
proyecto y de contar con las herramientas suficientes que permitan la
construcciéon de los mapas fisicos y el posterior secuenciamiento del
genoma de T. cruzi, se construyeron varios tipos de bibliotecas genémicas y
de ADNc. Debido a que existen regiones del genoma que son mas

facilmente clonables que otras, segin la técnica y el vector utilizados, es
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importante contar con la mayor variedad de bibliotecas para asegurar una

buena representacion del genoma de T. cruzi.

Asi, se prepararon bibliotecas de grandes fragmentos de ADN genémico 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 genémicos,

con insertos promedio de 360 kpb y las bibliotecas BAC constan de 2000 y

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

equivalentes genémicos. Ambas bibliotecas fueron caracterizadas por PCR

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

Otras bibliotecas que se encuentran disponibles son [informacién en

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

* Biblioteca de ADNc normalizada y no normalizada de de la cepa CL
Brener del estadio epimastigotes de T. cruzi (Dr. Edson Rondinelli, UFRJ,
Rio de Janeiro, Brasil).

* Biblioteca de ADNc de amastigotes (en construccién, Antonio Gonzales,
Granada, Espaiia).

* Biblioteca de ADNc de tripomastigotes (en construccién, Antonio
Gonzales, Granada, Espafia).

* Biblioteca genémica de césmidos de la cepa CL Brener de T. cruzi (Dr.
Joerg Hoheisel, Heidelberg, Alemania).

* Biblioteca BAC de la cepa CL Brener de T. cruzi (Dr. Bjorn Andersson,
Universidad de Upsala, Suecia).

* -Biblioteca BAC (Denis le Paslier) 2000 clones, tamaifio promedio de
inserto de 100 kpb.

» -Biblioteca genémica de la cepa CL Brener en el vector AFIX II, tamafio
promedio de inserto de 15 kpb (Dr. Edson Rondinelli, UFRJ, Rio de

Janeiro, Brasil).

1.16 Informacion disponible en las bases de datos
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En los ultimos tiempos, y gracias al avance del proyecto genoma de T.
cruzi, se han incrementado el nimero de secuencias enviadas a los bancos
de datos. Mientras que hasta 1996 se habian enviado sélo 357 secuencias
genomicas, durante los tltimos cinco afios ese numero se ha incrementado
notablemente alcanzando actualmente mas de 12232 secuencias. El
numero 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 mas de 8 Mpb secuenciadas.

También se han creado nuevas bases de datos que no sélo contienen datos
genomicos de T. cruzi (secuencias genomicas, ESTs, etc) sino también otro
tipo de informaciéon como aspectos del ciclo de vida y de su metabolismo.
La red de laboratorios del proyecto genoma de Trypanosoma cruzi ha
puesto a disposicion diferentes bases de datos las cuales pueden

consultarse por internet:

Iniciativa del http://www.dbbm.fiocruz.br/TcruziDB/
genoma de T.
cruzi

BD AceDB de T. http://www.dbbm.fiocruz.br/TcruziDB/database.html
cruzi del

Fiocruz (AceDB)

BD del TIGR http://www.tigr.org/tdb/mdb/tedb/

(secuencias

“shot gun” de

BACs)

BD del http://www.ebi.ac.uk/parasites/TcGN/Proteome/proteome.html
proteoma de T.

cruzi

BD de http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/parasites/sixframe.p

secuencias de T.
cruzi traducidas
en los 6 marcos
de lectura

BD de GSS y http://www.iib.unsam.edu.ar/genomelab/tcruzi/index.html
EST de la

Universidad de

San Martin

Tabla 1.3: Direccion 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 secuenciacion 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 mas de 3 Mpb [datos del GenBank]. La gran mayoria de estos
marcadores provienen de bibliotecas de ADNc del estadio epimastigote de
este parasito.

Se estima que este numero representa ~55% del numero total de genes
expresados en el estadio epimastigote y por lo menos un 30% del nimero
total de genes Gnicos en T. cruz.

Un estudio realizado por Porcel y colaboradores a partir de 5013
secuencias EST revelo 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 ADNc encontrado mas
frecuentemente era el que codificaba para la 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, sélo el 33% presentaba
homologias con alguna secuencia de la base de datos GenBank, a 20% de
las cuales se le pudo asignar una posible funcién. 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 podria estar reflejando la divergencia evolutiva de
los tripanosomatidos, similar a lo que ha sido sugerido también para otro
protozoario Toxoplasma gondii [Ajioka et al. 1998]. Por tltimo, 7.8% de las
secuencias presentaban similitudes significativas sélo con otros
kinetoplastidos de los cuales mas del 50% no tienen funcién conocida
[Porcel B, 2000].

Los EST que no presentan similitud significativa con otras secuencias o

que sé6lo lo hacen con secuencias pertenecientes a otros parasitos
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relacionados, pueden representar adaptaciones filogenéticas y/o
patolégicas especificas, sugiriendo posibles blancos para el desarrollo de
drogas antiparasitarias.

La secuenciacion de ESTs como estrategia para el descubrimiento de genes
nuevos en tripanosomatidos presenta el problema que no todos los genes
se encuentran igualmente representados en la poblacion de transcriptos
celulares de un estadio. Mientras que algunos genes como los codificantes
para'ias mucinas se encuentran muy representados, otros, identificados a
partir de secuencias gendémicas, no se encuentran en las base de datos de
EST. Asi, los niveles de expresion génica parecen variar considerablemente
entre distintos genes y para un mismo gen en diferentes estadios. Ademas,
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 logico que una
mejor estrategia es secuenciar fragmentos de ADN genomico. Esto
presenta varias ventajas: (1) el ADN es mas facil de preparar; (2) la
redundancia de secuencias es baja; (3) no hay tendencia a secuenciar
siempre los genes que presentan un mayor nivel de expresion [Ivens A,
1999]. Es mas, estudios realizados por Aglero y colaboradores [Aguero F,
2000] a partir de 11500 secuencias gendémicas (representando ~4,3 Mpb)
permitid identificar 2670 genes, 946 de los cuales no habian sido
identificados hasta el momento en 7. cruzi. Sin embargo, también se
encontr6 una alta redundancia en el genoma, donde ~35% de las
secuencias pertenecian a unas pocas grandes familias de secuencias,
incluyendo ciertas familias multigénicas como sialidasas, mucinas,
glicoproteina gp63 y cruzipaina, retrotransposones y otras secuencias

repetidas.
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A continuacion se detalla el nimero de genes identificados hasta julio de
2001 en T. cruzi agrupados por su funciéon, segin datos obtenidos de la

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

METABOLISMO (56)
Metabolismo de aminoacidos (16)
Metabolismo de nitrégeno y sulfuro (3)
Metabolismo de nucleétidos (13)
Metabolismo de fosfatos (4)
Metabolismo de compuestos carbonados y carbohidratos (21)
Metabolismo de lipidos, acidos grasos e isoprenoides (3)
Metabolismo de vitaminas, cofactores, y grupos prostéticos (5)
Metabolismos secuendarios (12)
ENERGIA (12)
Glucélisis y gluconeogénesis (4)
Respiracion (4)
Metabolismo de reservas energéticas (glucégeno y trealosa) (3)
Ciclo del glioxilato (1)
CRECIMIENTO Y DIVISION CELULAR Y SINTESIS DE ADN (29)
Crecimiento celular (8)
Polaridad celular (5)
Sintesis de AND y replicacién (1)
Recombinacion y reparacion de ADN (2)
Control del ciclo celular y mitosis (10)
Citocinesis (3)
TRANSCRIPCION (22)
Transcripcion de ARNr (6)
Transcripcién de ARNt (6)
Transcripcion de ARNm (6)
Otras actividades transcripcionales (4)
SINTESIS DE PROTEINAS (13)
Proteinas ribosomales (9)
Traduccién (iniciacién, elongacion y terminacion) (4)
PROTEINAS QUE ACTUAN SOBRE OTRAS PROTEINAS (53)
Plegado y estabilizacién de proteinas (7)
Localizacién, ordenado y translocacién de proteinas (3)
Modificacién de proteinas (16)
Ensamblado de complejos proteicos (4)
Protedlisis (23)
TRANSPORTE FACILITADO (5)
Canales ionicos (1)
Tranportadores con actividad ATPasa (4)
TRANSPORTE INTRACELULAR (12)
Transporte vesicular (3)
Transporte vacuolar (6)
Transporte extracelular (secrecién) (1)
Importacién celular (2)
BIOGENESIS CELULAR (6)
Biogénesis nuclear (3)
Biogénesis vacuolar y lisosomnal (3)
COMUNICACION CELULAR/TRANSDUCCION DE SENALES (29)
Transduccién de senales sin especificar (2)
Morfogénesis (6)
Osmosensores (9)
Via de respuesta nutricional (8)
Otras actividades de transduccion de senales (4)
RESCATE CELULAR, DEFENZA Y MUERTE CELULAR (11)
Respusta al stress (8)
Reparacién de ADN (1)
Detoxificacion (5)
HOMEOSTASIS IONICA (5)
Homeostasis de iones metélicos (5)
MISCELLANEA 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)
Proteinas / Antigenos de superficie (12)
Otros antigenos (11)
Mucinas (2)
PROTEINAS HIPOTETICAS (18)
PROTEINAS NO CLASIFICADAS (43)
TOTAL DE PROTEINAS: 349

1.18 Manipulacion genética en tripanosomatidos

Como fue mencionado anteriormente, T. cruzi exhibe varias propiedades
bioquimicas inusuales incluyendo el trans-splicing, la ediciéon de ARN y la
transcripcion policistronica. Para avanzar en el estudio de los mecanismos
involucrados en estas propiedades inusuales, se han desarrollado en T.
cruzi diferentes sistemas de transformacion de ADN. Primero, el uso de la
recombinacién homoéloga permite incorporar eficientemente genes que
confieren resistencia a antibiéticos dentro de regiones especificas de un
cromosoma [Otsu K, 1993; Cooper R, 1993]. Este método permite tanto la
expresion de genes heterdlogos asi como la disrupcion de genes,
incluyendo escisiones y mutaciones sitio-especificas. Segundo, para evitar
efectos deletéreos o mutaciones en una region especifica del cromosoma,
se han creado varias construcciones plasmidicas que permiten la
formacion de moléculas de ADN circular extracromosémicas (episomas) en
T. cruzi u otros tripanosomatidos [Kelly J, 1992]. Estos plasmidos, una vez
dentro de la célula, forman episomas constituidos por varias copias del
plasmido original dispuestas en tandem. Estos episomas parecen
establecerse facilmente en T. cruzi, Leishmania sp y Leptomonas sp aunque
solo se ha descripto un caso en Trypanosoma brucei [Clayton C, 1999]. Los
mecanismos y las secuencias involucradas en la replicaciéon y segregacion
de estas moléculas de ADN son hasta el momento desconocidos. Sin
embargo, estos episomas pueden ser mantenidos por largos periodos de
tiempo en ausencia de seleccion [Kelly J, 1992]. Una segunda familia de
vectores la constituyen los vectores pRIBOTEX [Martinez-Calvillo S, 1997]
y pTREX [Vazquez M, 1999]. Estas moléculas de ADN circular portan el

promotor ribosomal de 7. cruzi permitiendo una activa transcripcion de los
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genes que se encuentran insertados rio debajo disminuyendo el tiempo
requerido de seleccion. 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 al locus ribosomal por lo general como
copia Unica. Aun no esta claro si la ausencia de elementos
extracromosdmicos derivados de estos dos vectores, se debe a la
impos.ibi]idad de poderse replicar auténomamente por la alta tasa de
transcripcion o porque existe un mecanismo de recombinacion altamente

eficiente y especifico dependiente de la presencia del promotor ribosomal.
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1.19 Objetivos
En 1994 comenzé6 el proyecto genoma de Trypanosoma cruzi cuyo objetivo
final es la secuenciacion total del genoma nuclear. Basandose en la
tecnologia disponible en ese momento, se disefié una estrategia basada en
la construccion inicial de los mapas fisicos de cada uno de los cromosomas
del parasito. Esto permite seleccionar un numero minimo de fragmentos
superpuestos de ADN clonados (contigs), que representan el total del
genonia, para su secuenciacion.
Para construir el mapa fisico, se necesité poner a punto diferentes técnicas
que permitiesen, por un lado, generar un gran nimero de marcadores, y
por el otro, localizar dichos marcadores en los distintos cromosomas del
parasito. Ademas, era necesario disponer de varios tipos de bibliotecas
genémicas representativas, que contengan fragmentos de ADN de distinto
peso molecular.
De acuerdo con lo expuesto, se proponen los siguientes objetivos para esta
tesis:
(1) Incrementar el nimero de marcadores genémicos disponibles para
el proyecto genoma de T. cruzi.
(2) Construir una biblioteca de grandes fragmentos genémicos en
vectores YAC utilizando diferentes estrategias.
(3) Construccion de los mapas fisicos de los cromosomas XVI, XVII, XIX
y XX de T. cruzi.
(4) Desarrollar un vector de fragmentacion para determinar la
localizacion relativa de marcadores en cada cromosoma.
(5) Construccion de una cromosoma artificial de T. cruzi, que pueda ser
utilizado inicialmente como un vector eficiente para estudios

gendémicos funcionales.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 SOLUCIONES Y MEDIOS UTILIZADOS
2.1.1 Medios

*

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 2xYT: (para un litro) bacto-triptona 16 g, extracto de
levadura 10 g, NaCl S g

Medio minimo M9 ( + Tiamina): NagHPO4 6 g/1, KHoPO4 3 g/},
NaCl 0.5 g/1, NH4Cl 1 g/1, se autoclava y luego se adiciona: glucosa
2 g/l (esterilizada por filtracién), MgSO4 2mM, CaCly 2g/1 . Se

adiciona con Tiamina 1mM.

Medio SOB: (1Litro) Bacto triptona 20 g, Bacto extracto de levadura
5 g, NaCl SM 2 ml, KCl 100 mM 25 ml. Autoclavar y agregar MgCL>
1M 10ml y MgSO4 1M 10ml

Medio LIT: Infusién de higado 5 gr, triptosa 5 gr, NaCl 1M 68 ml,
KC1 1M 5.3 ml, NaeHPO4 1M 22ml, glucosa 20% 10 ml, heminal ml,
penicilina-estreptomicina 100X 10 ml, 10% de suero fetal bovino
inactivado.

Medio minimo SD YNB sin aminoacidos 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 sélido agregar 15 g por 1 L de
medio)

Medio AHC YNB sin aminoacidos 6.7 g, Hidrolisado acido de caseina

10 g, Adenina hemi-sulfato 0.02 g, llevar a 1 L con agua.
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Medio TOP Agar y medio para placas del metodo de
transformacion de esferoplastos de levadura:
Solucion A 2M sorbitol
Solution B 1.7 g YNB sin aminoacidos y sin sulfato de
amonio, 30 g Dextrosa, 5 g (NH4)2S04, 25 g Bacto agar, llevar
a 500 ml con agua.

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

"'solucién A con 500 ml de solucién B. Agregar suplementos.

2.1.2 Soluciones generales

*

PBS 10X: 8% p/v NaCl, 0.2% KCl, 1.4% NazHPO4, 0.24% KH2PO4 a
PH 7.4.

SM: 50 mM Tris-HCI pH: 7.5, 100 mM NaCl, 8 mM MgS04, 0.02%
gelatina.

TE: 10 mM Tris-HCl pH: 8, 1mM EDTA.

TBE 10X: (1 litro) Tris base 108 g, acido bérico 55 g, EDTA 0.5 M
(pH 8.0) 40 ml.

TAE 50X: (1 litro) Tris base 242 g, acido acético glacial 57.1 ml,
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: ( Acidos nucleicos) 60% Glicerina, 0.25%

azul de bromofenol, 0.25% Xilencianol.

2.1.3 Soluciones para preparar células competentes

L 4

TFB I: Acetato de potasio S M 1.5 m], MnCl2 1 M 12.5 ml, KC1 2 M
12.5 ml, CaClz 1 M 2.5 ml, glicerol 37.5 ml llevar a pH 5.8 con acido
acético 0.2 M y a un volumen final de 250 ml. Esterilizar por filtrado.
TFBO: MOPSpH 7.2 M 12.5ml, CaCl2 1 M 18.8 m], KC12 M 1.25
ml, glicerol 37.5 ml llevar a pH 6.5 con acido acético 0.2 M y a un
volumen final de 250 ml. Esterilizar por filtrado.

2.1.4 Soluciones para la preparacion de esferoplastos de levadura
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*

SCE 1 M sorbitol, 0.1 M Citrato de sodio, 0.06M EDTA pH=7.
Esterilizar por filtracién. Guardar a temperatura ambiente.

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

Solucion 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 transformacion de esferoplastos de levadura:

.-

L 4

‘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 filtracion. Guardar a temperatura
ambiente. Antes de usar agregar 2-Me.

Solucion de Zymolyase 100T 10 mg/ml en 50% glicerol. Guardar
a -20°C.

STC 250 ml sorbitol 2 M, 5 ml Tris-HCl 1 M pH=7.5, 5 ml CaCl2 1
M, llevar a 500 ml con agua. Esterilizar por filtraciéon. Guardar a
temperatura ambiente.

Solucion de PEG (20% PEG8000) Agregar 100 g de PEG 8000 a
490 ml de agua. Agregar 5 ml Tris-HCl 1 M pH=7.5 y autoclavar. Al
sacar del autoclave agitar con agitador magnético. Después de
enfriarse agregar 5 ml CaCl2 1M. Puede formarse precipitado pero
no pasa nada. Esterilizar por filtracion. 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. Esterilizar

por filtracion. Guardar a temperatura ambiente.

2.1.6 Solucién DB 0.5 para bloques de parasitos 0.5 M EDTA pH=8, 1%

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

2.1.7 Soluciones para preparacion de bloques de levadura
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*

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 ml con agua, esterilizar por
filtracion y guardar a temp. amb.

100% NDS Mezclar 350ml H20, 93g EDTA y 0.6g Tris base. Llevar a
pH >8 con 100 a 200 pellets de NaOH sélido. Agragar N-lauril

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

‘NaOH concentrado. Llevar a 500ml con agua. Esterilizar por

" filtracién y guardar a temp. amb.

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

Solucién de enzima Zimoliasa a 6 mg/ml en solucién I.

Solucién de Agarosa Sorbitol 1 M 10 ml, EDTA pH=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.

Solucién I Sorbitol 1 M 10 ml, EDTA pH=8 0.5M 400ml, Tris
pH=7.5 1M 100 ml, 2-Me 14 M 10 ml, zymoliasa 20 mg.

2.1.8 Soluciones de lavado de las hibridaciones:

*

*

I (500mi): 2 x SSC + 0.2 % SDS: 50 ml 20 x SSC, 10 ml 10% SDS.
I (500ml):0.2 x SSC + 0.2 % SDS: 5 ml 20 x SSC, 10 ml 10% SDS.

2.1.9 Soluciones para minipreparacion de ADN plasmidico:

*

L 4

*

I: Glucosa 50 mM, Tris-HCl pH=8 25 mM, EDTA pH=8 (Autoclavar)

O: NaOH 0.2 N, SDS 1%
III (100 ml): KAc 5 M 60 ml, acido acético glacial 11.5 ml, H20 dd

28.5 ml.

2.1.10 Oligonucleétidos utilizados

*

*

L 4

SIRE 0: 5-TCCTCCGGGCAGCTGGCCGGATCCTGA-3’
SIRE 1:5-GGAGGACCCAAAGTCGTCC-3’
SIRE 2:5-GATCTTGGGAGAGCTGGCTA-3’
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SIRE 3:5-CTTACGAAGTGGCAGACTTT-3’
Z5C: 5’- TTTGCTCTCGTGGTGGAA-3’
Z5D: 5~ GGGCTTTGGACCACCTTT-3’
Z5E: 5- TTATCGTAAAGATGGGTG-3’
ZSF: 5’- AGACGATGGATCCTGACA-3’
Z5G: 5- AACATCGCTCTCTATGGA- 3’

ZSH: 5’- GGATAAGACAGAGGAACA-3’
' 251 : 5-GCTCATGGGCCTCGTTCC-3’

Z5J: 5-GGAAACGCGCGCATGATT-3’

Z5K: 5- ACGCTTCGGATCACGGT-3’

Z5SL: 5-TTCACGAGGGAGGAGTT-3’

Z5M: 5-GGTCTTGGGATGCACCAT-3’
Z5T: 5-CCATGGTGCAGCGGGAT-3’

Z5P: 5-GGTCACAAGCATAGCGTT-3’

Z5R: 5-CGCATGATGCAACTGCA-3’
FORWARD: universal para pBluescript
REVERSE: universal para pBluescript

T7: universal

SK: universal

RibDS: 5-GTGTGTACTTGTGCGCAT-3’
Mp3Bam: 5-GGATCCAATACCGCTCCATG-3’
MPS5: 5-GAGCTCCCTAAAAAAATTTTGG-3’
MP3: 5’-TCTAGAATACCGCTCCATGATG-3’
PROMS: 5-GCACCCACCTTTCCCGT-3’
PROM3: 5-CACACGGCGCTTTGACT-3’

HSP70sense: 5’-GGGCACCGGTAAGCGGAACCAG-3’

Materiales y Métodos

HSP70antisense: 5’-TCCTGACGAAGACGACGGGTTCG-3’
GP90sense: 5’-TATAGGATCCCCTGTGAACACTCGG-3’
GP90antisense: 5-TTAGTCTAGATTTCCCGTCCTTGAT-3’
JL7-H49sense: 5-GCGGAATTCATGGAGCAGGAGCGCAGG-3’
JL7-H49antisense: 5-GCGGGATCCAACAAAGTGGCTGTCGTC-3’
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2.1.11 Plasmidos
+ PGEM-T easy: lacZ, pGEM-5Zf(+) 3'T, Ampr (Promega)
+ PpGEM-3Zf{+): lacZ, Ampr (Promega)
+ pBlueScript: lacZ, Amp-
+ PTREX: Amp~, Neor
+ PpRIBOTEX: Ampr, Neor

2.2 BACTERIAS
2.2.1 Cepas bacterianas.
+ E. coli JM109: supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, relAl, thi A(lac-
proAB), recAl. Mantenida en medio M9 + Tiamina.
+ E. coli DHSa: F'/endAl, hsdR17, supE44, thi-1 recAl, gyrA relAl
AladZYA-argF) U169 deoR (A80dlacA(lacZ)M 15). Mantenida en medio
LB Agar + Kanamicina.
o E. colli Y1090: AlacU169, proA+, AAlon, araD139, strA, supF, (trp
c22::Tnl10), (pMC9). pMC=pBR322, laclQ. 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 periodos de tiempo (15 dias) y

en cultivos liquidos con 50% de glicerol a -70°C durante meses.

2.3 CEPA DE REFERENCIA DE T. cruzi

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. EI mismo cumple el ciclo de propagacion insecto-
vertebrado, asegurando que toda la informacién genética que determina la
infectividad esta presente en el clon. La misma también presenta
estabilidad genética en condiciones de crecimiento de laboratorio (Brener,
Z., comunicacion, 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

L 4

Biblioteca de expresion de T. cruzi en Agtll: lac5, AshndllIA2-3,
sAA3%, clts857, sAAr4°, nin5, sAA5°, Sam100. Clonado de ADNc de

_T. cruzi cepa Tulahuen II, en el sitio EcoRI.
" Biblioteca genémica de T. cruzi en A- Zap II: AsbhIA1° (T amp

ColE1 ori lacZ’ promotor T3-sitio multiple de clonado-promotor T7 I)
srIA3° clts857 sriA4°® nin5 srAA5°. Clonado de ADNc de T. cruzi cepa
Tulahuen 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 7. cruzi en pT7T3-18D:
vector plasmidico (Pharmacia) en el cual se clonaron ADNc de T.
cruzi provenientes del clon CL Brener, obtenidos mediante un
proceso de normalizacion que permite que se encuentren mas
facilmente los mensajeros con bajo nivel de expresion. La biblioteca
fue construida en el laboratorio del Dr. Edson Rondinelli del

instituto Fiocruz de Rio de Janeiro, Brasil.

2.5 MANIPULACION DE FAGOS RECOMBINANTES
2.5.1 Plaqueo de la biblioteca de ADNc en A- Zapll

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, minimo).

2.5.2 Plaqueo de la biblioteca Agtll:
Preparacién 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 ampicilina.

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

Al dia siguiente inocular 100 pl del cultivo en 50 ml de LB con 100
png/ml de ampicilina, 0.2% maltosa y 0.5 ml de MgSO4 1M; incubar a
37°C con agitacion hasta que llegar a DOgg¢q,,,= 0.5.

Cosechar las bacterias por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 min
a 4°C y se resuspender en 0.4 volumenes de MgSO4 10 mM estéril y
frio. Las bacterias asi preparadas pueden ser mantenidas a 4°C por no

mas de 15 dias.

Plaqueo de la biblioteca:

Incubar 600 pl de bacterias Y1090 20 min a 37°C con 4 x10% 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, minimo).

2.5.3 Purificacion de clones positivos:
Extraccién de fagos con sefial positiva:

Siguiendo las marcas del filtro, hacer un calco en una hoja de nylon
transparente para poder asi ubicar las playas de lisis de los fagos
positivos.

Extraer la zona de la placa correspondiente a la sefial positiva con una
pipeta automatica cuya punta se corté previamente para aumentar su
diametro.

Colocar el fragmento de agar con las playas de lisis extraida en un tubo
Eppendorf® con 1ml de SM mas 30 pl de cloroformo y dejar durante

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

Rastreos sucesivos: purificacién de fagos con serial positiva.
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Para purificar el fago recombinante positivo, repetir el rastreo con
sonda radioactiva a partir de los fagos extraidos de la zona
correspondiente a la senal positiva, a una densidad menor de ufp por
caja de Petri (50-100 ufp).

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

Repetir el procedimiento hasta que en el rastreo todos los fagos den

senial positiva. En ese momento se considera al clon purificado.

2.5.4 Amplificacion de los fagos recombinantes:

Con el objeto de obtener una suspension de fagos de aproximadamente
1019 ufp/ml, infectar 200 pl de un cultivo de E. coli, de la cepa
adecuada (JM109 6 Y1090), competentes para infeccién, con 10 ul de
fagos (aproximadamente 106 ufp/ml).

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
agitacion.

Luego pasar la suspensi6én a un tubo Eppendorf®, .
Recolectar los fagos remanentes en la placa con 2 ml mas 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
suspensién de fagos por centrifugaciéon 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 Escisién in vivo del plasmido pBS SK- de A-Zapll
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* Se usa la cepa JM109 que es Rec A-/F’*

* Mezclar 200 pl de JM109 (DOsso=1) + 100 pl de A- Zapll (105 ufp) 0 10
pul de fago (108 ufp)+ 20 pl de Fago Helper R408 (1.5 10!! ufp/ml).
Colocar en un tubo falcon de 50 ml.

* Incubar 15 min a 37° C.

* Agregar 5 ml de medio 2xYT.

* Continuar la incubacién 4hs mas a 37°C con agitacion.

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

* Centrifugar a 1000 x g 5 min.

* Pasar el sobrenadante a un tubo estéril (contiene el fago f1 helper y el
f1 con el plasmido pBS). Se puede conservar un mes a 4°C.

®* Mezclar 200 pl de JM109 + 200 pl de fago f1. .

* Incubar 15 mina 37°C

* Plaquear sin diluir y una dilucién 1/100.

® Si el numero 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

FILTROS DE NYLON: ( Método de transferencia de Benton Davis )
Sobre las cajas de Petri utilizadas en los rastreos se colocé un filtro de
nylon (Hybond-N*®, Amersham) de modo que las placas de lisis quedaran
cubiertas por el mismo; se realizaron marcas sobre el filtro para la
posterior identificacion 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 colocé opuesta al Whatman® 3MM)
embebido con una solucién desnaturalizante; luego se transfirié6 durante 5
min a una solucién neutralizante y por ultimo se realizé6 un lavado de 5
min en iguales condiciones en una solucién de 2xSSC. Se dej6 secar sobre
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un papel Whatman® 3MM. Una vez secos, se realizé la fijacién apoyando

las membranas sobre tres hojas de papel Whatman® 3MM embebidas en

NaOH 0.4 N y se dej6 fijar entre 20 min a 60 min. Luego se envolvieron las

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

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

utilizd el mismo protocolo para transferir el ADN de las colonias

transformadas.

2.7 PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES DE E. coli DH5a

PARA TRANSFORMAR
Tomar un erlenmeyer de 500 ml con 50 ml de medio LB e incubar con
50 ml de bacterias DH5F’a (previamente crecidas a 37° C toda la noche)
hasta llegar a una DOggy =0.45-0.55.
Enfriar rapidamente en bafio 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 solucién
TFB I fria. 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 nitrégeno liquido

Guardar en freezer a -70°C.

2.8 TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES DH5a

En un Ependorff ® agregar 100 pl de bacterias competentes + mas 5 pl
del plasmido a transformar o de la ligacién.

Dejar 30 min en hielo.

Shock térmico a 42°C, 2 min.

S5 min en hielo.
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Llevar a 1 ml 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 pul de sobrenadante.

Para rastrillar se utiliza 100 ul de bacterias, 20 pl de IPTG 100 mM, 40
pl de X-Gal 2%.

Incubar toda la noche a 37°C.

2.9 PREPARACION DE VECTOR PARA CLONADO DE PRODUCTOS DE

PCR
Digerir el plasmido pGEM3zf(+) con la enzima EcoRV (deja extremos
romos).
Inactivar la enzima calentando a 65°C 20 min.
Precipitar el ADN agregando 1/10 volumen de NaAc 3 M y 2 volumenes
de EtOH absoluto.
Dejar 1 hs. a —20°C y 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 1 U de Taq polimerasa por cada pg de ADN en 20 pl de
volumen final usando buffer Taq estidndar en presencia de 2 mM de
dTTP durante 2 hs a 72°C.
Extraer con fenol:cloroformo:isoamilico 25:24:1.
Precipitar el ADN agregando 1/10 volumen de NaAc 3 M y 2 volumenes
de EtOH absoluto.
Resuspender en buffer TE.

2.10 PREPARACION DE SONDAS RADIACTIVAS:

Las sondas radiactivas se prepararon con el kit Megaprime® ADN labelling

system (Amersham).
Se colocé 4 pl del templado de ADN en TE (50 ug/pl) con 2.5 pl de primer

solution (solucion de nonameros al azar) y 10 ul de agua deionizada. Se
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hirvi6 5 min e inmediatamente se coloc6 en hielo. Se centrifugé unos
segundos para bajar lo que se condensoé en las paredes del tubo.

Se agregé S ul de Labelling Mix (mezcla de nucleétidos frios), 2.5 ul de [a32P
1dCTP 25 pCi y 1 pl de fragmento Klenow, y se incubé 20 min a 37°C.
Luego se colocé en hielo.

Para el precipitado de la sonda se colocaron 2 pl de carrier ADN, 13.5 pul (2
volumen) de acetato de amonio 7.5 M y 81 pul (2 volimenes) de etanol
absolﬁto; se dej6é 20 min a -70°C. A continuacién se incubé 2 min a 37°C
para resuspender los nucleétidos que no se incorporaron en la sonda, y se
centrifugé inmediatamente durante 15 min a 12000 rpm.

Se descarté el sobrenadante y se lavé el precipitado con 500 pl de etanol
67%, 0.67 M de acetato de amonio. Se centrifugé otros 15 min en iguales
condiciones; se deseché el sobrenadante y se dejo secar en estufa a 37°C.
Cuando estuvo seco se resuspendié en 100 pl de TE pH 8.0. En todos los
pasos de precipitacién se midi6 la marca radiactiva, utilizando un contador
Geiger en precipitados y sobrenadantes como control de la correcta

incorporacion de los isétopos radiactivos en la sonda en preparacion.

2.11 HIBRIDACION CON SONDAS RADIACTIVAS

Se colocaron los filtros en bolsas de nylon con solucién de hibridizacién
comercial: Rapid hybridization system de Amersham. (3ml por filtro de 15
mm de diametro + 5 ml adicionales por bolsa)

La pre-hibridacion se llevé a cabo a 65°C entre 15 min a 1 h, luego se
agregd la sonda radiactiva, desnaturalizada a 100°C durante 5 min. La
hibridacién se realizd con agitacién suave a la misma temperatura por un
periodo 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 agitacién en solucién I de
lavado y 2 lavados de 20 min a 65°C con agitacion en soluciéon II de

lavado.
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Entre los lavados se monitorearon los filtros con un contador Geiger para
obtener una buena relacién entre la sonda hibridada especificamente y el
ruido de fondo.

Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GEVAERT Curix RP1 con
pantalla intensificadora, a — 70°C, por tiempo variable de acuerdo a la

marca retenida.

2.12 ELECTROFORESIS CON ARN PARA NORTHERN BLOT

Se prepar6 los materiales a usar lavandolos con soluciones con 0.1 M
NaOH, 1mM EDTA y enjuagando con agua tratada con dietilpirocarbonato
0.1% (DEPC) y/o autoclavandolo 2 veces. Las soluciones también fueron
tratadas con DEPC 0.1%. El manejo del material se realiz6 con guantes
descartables cambiindolos frecuentemente.

Se corrié el ARN obtenido en un gel de agarosa 1% en buffer MOPS 1X, 6.6
% formaldehido en agua libre de ARNasa. Las muestras sembradas fueron
preparadas en un volumen final de 40 ul, y contenian 4 a 10 ng de ARN
total, 4 nl de MOPS 10X, 8 ul de formaldehido 37.5% y 22 ul de formamida
deionizada. Se calent6é a 65°C durante 10 min, y luego se dej6é 2 min en
hielo. A cada muestra se agregé 2 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml) y
buffer de siembra para acidos nucleicos 6X y se sembré en el gel. El gel fue
corrido en buffer MOPS 1X con 6.6% de formaldehido a 75 V constantes.
El gel fue observado en un transiluminador de luz UV y fotografiado. Se
transfirié6 a una membrana de nylon Hybond N*® (Amersham) durante toda
la noche usando como buffer MOPS 10X. El ARN se fij6 a la membrana por
"autocrosslinking” con un UV Stratalinker® 1800 de Stratagene. La
membrana fue hibridada con sondas realizadas a partir de los genes
TcRH1, TcNU1 o TcEIF6 segun el caso durante toda la noche.

2.13 TRANSCRIPCION REVERSA DE ARN TOTAL DE T. cruzi

Para la transcripcién reversa se utilizé 1 pg de ARN total de T. cruzi, buffer
M-MLV® RT 1X (Promega), 10 U de inhibidor de ARNasa, dNTP 2mM, 200
ng de hexameros al azar, 600 U de enzima M-MLV® RT y agua csp 20ul.
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Se incub6 durante 10 min a 25°C, 40 min a 42°C y 5 min a 95°C.

2.14 PREPARACION DE ADN TOTAL DE 7. cruzi

Tomar 1 ml de un cultivo saturado de epimastigotes de T. cruzi (1x108
cel/ml) y centrifugar a 3000 rpm 10 min.

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

Resuspender en 1 ml de solucién de lisis (Tris-HCl 10 mM pH=8,
EDTA 100 mM pH=8, 1% N-Lauril Sarcosina).

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

Agregar 500 ul de fenol:cloroformo:isoamilico 25:24:1. Mezclar por
inversién 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 pul de cloroformo:isoamilico 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 pl de EtOH 70%.

Centrifugar 10 min a 13000 rpm.

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

2.15 SOUTHERN BLOTS
Se digiri6 5 ul de ADN de Trypanosoma cruzi y fue corrido junto con un

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

a 25 V. Se transfiri6 a una membrana de nylon Hybond N*® con una
solucién de NaOH 0.4 N durante toda la noche.

Las membranas se guardaron a -20°C hasta su hibridacion con sondas

radiactivas.
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2.16 AMPLIFICACION POR PCR
Se amplifico por PCR los insertos a partir de ADN genémico o ADNc. Se
tomé 200 fmoles de ADN, se le coloc6 SO pmoles de cada primer, 200 uM
de dNTPs, 2.5 uM de MgClz, Buffer Taq para 1X final, 2.5 U de enzima Taq
polimerasa y agua deionizada de maxima pureza csp 100 ul. Como control
de contaminacién se utilizé un tubo que no contenia ADN; y como control
de qﬁe los procedimientos realizados fueron correctos, se amplificé
plasmidos con insertos conocidos.
La reaccion se realizé6 en GeneAmp PCR System 9600 Perkin Elmer y las
condiciones fueron las siguientes:
Desnaturalizacién del ADN 1 min. a 94°C
Pegado de los oligonucledtidos 1 min a temperatura | durante
variable de acuerdo al Tm | 30 ciclos

de los oligonucledtidos

Sintesis de ADN 1 min. por cada 1000 pb a
amplificar a 72°C _J
Completado de cadenas I0min.a72°C

Luego se corrié 5-10 pl de cada reaccién en un gel de 0.8-1 % de agarosa
en TAE 1X con 1 ul bromuro de etidio (10 mg/ml) a 100 V. Para la
determinacion del tamafio de los insertos amplificados, se us6 como
marcador de peso molecular 100 pb ladder o 1 kb DNA ladder. Se
observaron en un transiluminador de luz U.V. de 300 nm y se

fotografiaron.

2.17 SUBCLONADO EN PLASMIDOS

Para subclonar en los plasmidos se utilizé los insertos que habian sido
amplificados por PCR y/o cortados con las enzimas de restriccién
correspondientes, extraidos después de la corrida en un gel preparativo de
0.8 - 1% de agarosa de bajo punto de fusién. Para la ligacion se utilizé la

relacion molar vector:inserto de 1:1 y 1:5. Las experiencias de ligado de los
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insertos y los plasmidos se llevaron a cabo en un volumen de 10 pl con 20
ng de plasmido, 1 U de T4 ADN ligasa durante 12-18 hs a 16°C. Como

control de ligacién se incluyé una reaccion de ligado de vector sin inserto

{autoligado).

2.18 SUBCLONADO EN EL PLASMIDO pGEM-T Easy®(Promega)

Este vector se emple6 para realizar un clonado directo de productos de
PCR. El plasmido posee la caracteristica de tener bases T protruyentes en
los extremos 3’. Este tipo de extremos permite la ligaciéon en forma muy
eficiente de fragmentos de PCR amplificados que presentan bases
deoxiadenina en sus extremos generadas por la Taq polimerasa en forma
independiente del templado. Este vector permite ademas una seleccién

rapida de las colonias recombinantes por a-complementacién.

2.18.1 Analisis de los plasmidos recombinantes

Se picaron con escarbadientes colonias blancas (o en 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 picé una colonia azul (o de
un plasmido sin inserto). Se colocaron en tubos Eppendorf® 100 ul de los
cultivos con 50 ul de fenol-cloroformo (1:1) y 10 ul de buffer de siembra 6X
para acidos nucleicos. Se agitd en vortex durante 1 min, se centrifugé
durante 5 min a 12000 rpm a temperatura ambiente. Se corrié 20-25 pul de
la fase acuosa en un gel 0.6-0.8 % con 1 pul de bromuro de etidio (10
mg/ml) y se comparé el ADN plasmidico de control con el de las muestras
de posibles recombinantes. En los casos que se observo que el plasmido
tenia mayor tamario que el control sin inserto se hizo una extracciéon del

ADN plasmidico.

2.19 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA
Los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en géles de

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

se prepararon y la electroforesis se realizé en buffer TAE 1x. Las muestras
fueron mezcladas en proporcién 1:5 con el buffer de siembra 6X (30% de
glicerol /0.25% azul de bromofenol /0.25% xilen-cianol FF). La
electroforesis se llevé a cabo en un aparato de electroforesis horizontal de
BRL (Horizon) a 100 V (voltaje constante).

El ADN fue coloreado agregando BrEt 1 pg/ml al gel. El ADN fue
visualizado en un transiluminador “Baby Imager” (Appligene). La
determinacién del tamario de los fragmentos de ADN se llevé a cabo

mediante la comparacion con marcadores de peso molecular apropiados.

2.20 ELECTROFORESIS EN GELES DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)

La corrida electroforética se realizé6 en un CHEF II de la firma Bio Rad. La
mejor resolucion para YACs se 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
analiticos de la cepa Tulahuen II de T. cruzi las condiciones de corrida
fueron las siguientes: buffer 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 cromosémicas XIX y
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 posicibn de los marcadores SAS, se utilizaron
cromoblots cedidos por el Dr. Franco da Silveira, San Pablo, Brasil. Estos
cariotipos electroforéticos se obtuvieron segun se describe en [Cano MI,

1995].

2.21 ELECTROFORESIS EN GELES DE CAMPOS INVERTIDOS (FIGE)
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La corrida electroforética se realizd en un FIGE Mapper de la firma
BioRad®. La mejor resolucién para los clones pTNT se 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 atrds 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 atras 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 corrida utilizadas fueron las siguientes:
+ Condicion 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 atras de 120 V en buffer TBE 0.5X a 18°C y un
tiempo de corrida de 20 hs.
+ Condicién 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 atras de 120 V en buffer TBE 0.5X a 18°C y un

tiempo de corrida de 16 hs.

2.22 EXTRACCION DE FRAGMENTOS DE ADN EN GELES DE
AGAROSA DE BAJO PUNTO DE FUSION

Después de correr en un gel de 1% agarosa de bajo punto de fusién, se
cortaron los fragmentos correspondientes, en un transiluminador de luz
UV con un bisturi lo mas pequefio posible, tratando de no tomar agarosa
sin ADN.

Se colocé el fragmento de agarosa en un tubo Eppendorf® con 200 pl de
TE y 100 pl de acetato de sodio 3 M pH= 6. Se dej6 el tubo en un baro de
65°C por 10 min. Luego se agrego 500 pl de fenol precalentado a 65°C, se
mezclé con vortex y se centrifugé 3 min a 12 rpm. Se tomoé el sobrenadante
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(fase acuosa superior) y se repitio la extraccion con fenol. Para retirar el
fenol remanente se hicieron 2 lavados con 500 ul de éter saturado con
agua, se agitd y luego se deseché. Se dejé unos minutos a temperatura
ambiente hasta que el éter que pudiera quedar se volatilizara.

Se le agregé 2 voliimenes de etanol absoluto frio y se dejé 20 min a -70°C
para que precipite, y a continuacién se centrifugé 20 min a 12000 rpm. Se
descart6 el sobrenadante y se lavé el precipitado con 200 ul de etanol 70%,
se céhtrifug() nuevamente en las mismas condiciones que antes y se
extrajo el sobrenadante y se dej6 secar en una estufa a 37°C. Se

resuspendié con una pipeta y vortex en 30 ul de TE.

2.22.1 Protocolo alternativo de purificacién usando el kit Wizard DNA
Clean-Up® (Promega)

Para purificar los insertos cortados con las correspondientes enzimas de
restriccion, se corrieron en un gel de 0.8-1% agarosa de bajo punto de
fusion. Se cortaron los fragmentos correspondientes, en un
transiluminador de luz UV con un bisturi, tratando de no tomar agarosa
sin ADN. Se le agregdé 200 nl de TE y se los incubé en un bafio a 68°C
hasta que la agorosa se disolvié completamente. Luego se le agregé 1 ml de
resina del kit Wizard DNA Clean Up® (Promega), se mezclé por inversion
varias veces y se dej6 que tomara temperatura ambiente. Se pasd la
suspensiéon por una minicolumna provista por el kit y se lavo 2 veces con
isopropanol 80%. Se centrifugd 2 min a 12000 rpm para desechar los
restos del alcohol y se incubé a 70°C. Inmediatamente se le agreg6 a la
columna 30-40 ul de TE o agua deionizada precalentados a la misma
temperatura y se dejo durante 1 min. Se centrifugé la minicolumna 20 seg
a 12000 rpm para eluir el ADN.

2.23 DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

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

England Biolabs y fueran utilizadas segin indicaciones de la empresa. Se
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utilizaron 2-3 U/pg de ADN y se incubé a la temperatura indicada por la

empresa.

2.24 EXTRACION DE ADN PLASMIDICO

Se utiliz6 una modificaciéon del método de Birnboim y Doly, lisis alcalina

(1979)

® A partir de una colonia aislada se inocularon 5 ml de LB+50 pg/ml de
ampicilina en tubos de ensayo.

* Incubar con agitacion durante la noche a 37°C.

= Cosechar las bacterias por centrifugacion a 4000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente.

= Agregar 300 pl de solucién I fria y reuspender por vortex.

* Agregar inmediatamente 300 ul de solucién II mezclar cuidadosamente
por inversion, e incubar por 3-5 min (no mas) en hielo.

* Anadir 300 pl de solucién III fria y mezclar por inversion. Dejar en
hielo por 10 min.

= Centrifugar 10 min a 13000 rpm.

= Agregar al sobrenadante ARNasa A (libre de ADNsa) concentracion final
= 50 png/ml. Incubar por 20 min a 37°C.

= Anadir 600 pl de cloroformo:isoamilico (24:1)

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

* Anadir 1 volumen de Isopropanol 100%, mezclar por inversion e
incubar por 10 min ( como minimo) a temperatura ambiente.

= Centrifugar a 13000 rpm a temperatura ambiente.

= Lavar el precipitado con 500 ul de etanol 70%.

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

secuenciaciéon o sino en 50 ul de buffer TE pH=8.

2.24.1 Purificacién por PEG (8000) para secuenciacion automatica.
= Al plasmido resuspendido en H20 se le agregan 40 pl de una solucién

de PEG (8000) 13% + 8 ul de NaCl 4 M, e incubar 30 min en hielo.
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* Centrifugar 15 min a 4°C (IMPORTANTE)
= Lavar el precipitado con ETOH 75%.
® Secar el precipitado y resuspender en 20 ul de H2O bidestilada.

2.25 SECUENCIACION DE ADN UTILIZANDO EL KIT DE SECUENCIA
fmol® (Promega)

La secuenciacion de acidos nucleicos se llevd a cabo por el método de
terminacién de cadena con dideoxinucledtidos. Para ello se utilizaron los
kits de secuenciacién fmol® (Promega) y se siguieron las indicaciones de
los fabricantes.

Se mezclé en un tubo 5 ul de Buffer fmol 5X (que contiene los dNTPs sin
marcar), 3 pmol oligonucleétido, 100 ng de ADN a secuenciar, 0.5 ul de [a-
35S]dATP 10nCi/nl y agua hasta alcanzar un volumen final de 16 pl. Se
agregd 1 pul 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 pl de la mezcla apropiada de d/ddNTP. Posteriormente se
agregd una gota (aproximadamente 20 pl) de aceite mineral. Luego se
realiz6 una reaccion de PCR con el siguiente programa: 2 min a 94°C para
la desnaturalizacion del ADN doble cadena, y 30 ciclos con los siguientes
parametros: 30 seg a 94°C (desnaturalizacion), 30 seg a 42°C
(apareamiento del oligonucleétido) y 1 min a 70°C (elongacién).

Una vez finalizada la reaccién se agregé 3 ul de Soluciéon Stop a cada tubo.
Los tubos fueron precalentados a 70°C durante 2 min antes de sembrar
las muestras en el gel. Se utilizé 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 solucién stock de acrilamida-bisacrilamida (40:2) 40%. Se disolvié
a 37°C en agitador 42 g de urea (Sigma) con 15 ml del stock de acrilamida
40%, mas 10 ml de TBE 10X y fue llevado hasta 100 ml con agua

deionizada. La polimerizacién se realizé con 280 ul de persulfato de amonio
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10% y 0.08% V/V de TEMED. La electroforesis se llevé a cabo aplicando
una potencia constante de 60 W. Concluida la migracion se enjuago el gel
con agua corriente, para retirar la urea remanente. Los geles se secaron
en vacio a 80°C durante 2 horas. Los filtros se expusieron sobre peliculas
AGFA-GERVAERT Curix RP1 durante una noche a temperatura ambiente
(Sambrook, 1989).

2.25.1 Geles de poliacrilamida

Se corrieron geles de poliacrilamida 8% y 7 M de urea.

Se utiliz6 geles verticales de 30 x 40 cm, con espaciadores de 0.3 mm.

Los geles se prepararon a partir de una solucién stock de acrilamida-
bisacrilamida (40:2) 40% . Se disolvié a 37°C en agitador, 42 g de urea
(Sigma) con 15 ml del stock de acrilamida 40%, mas 10 ml de TBE 10X y
fue llevado hasta 100 ml con agua deionizada.

La polimerizacion se realiz6 con 280 pl de persulfato de amonio (0.8
mg/ml) y 0.08% V/V de TEMED.

La electroforesis se llevo a 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 migracién se fij6 el gel con metanol 10%, acido acético y
agua, durante 15 min. A continuacion se enjuago 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 vacio a 80°C durante 2 hs. Los geles se expusieron
sobre peliculas AGFA-GERVAERT Curix RP1 a temperatura ambiente, en
tiempo variable segun la actividad del radioactivo utilizado.

2.26 SECUENCIACION AUTOMATICA
Se uso el sistema de secuenciacion modelo 373 de Applied Biosystems,
que es un instrumento automatico con barrido de gel. E1 ADN se preparé

como se describe mas adelante. Las reacciones de secuenciamiento se
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llevaron a cabo con oligonucleétidos marcados con colorantes
fluorescentes o con dANTPS marcado como se describe mas adelante

Los fragmentos marcados con el colorante son sometidos a una
electroforesis en gel de poliacrilamida y separados por su tamafio. Cuando
los fragmentos alcanzan una posicion fija por encima de la camara inferior
del buffer, la fluorescencia de los colorantes es excitada por la luz del
laser, el cual hace UN barrido de atras hacia adelante a lo largo de esta
area 'del gel. Un tubo fotomultiplicador (PMT) detecta la luz fluorescente y
lo convierte en una sefial eléctrica. Estas sefiales son luego transmitidas a

la computadora y almacenadas para su procesamiento.

2.26.1 Reacciones (Kits “ Prism Ready Reaction” de Perkin Elmer)

Dye terminator (oligonucleétido sin marcar)

* ADN molde: 1pg

= OQOligonucleétido: 32 pmoles

= Mezcla de reaccion: 9.5 pl (contiene los dANTPS+ dNTPs modificados,
buffer de reaccién y la AmpliTaq® polimerasa)

= Agregar H20 csp 20 ul

Reaccion de PCR

96° C 30 seg
50° C S seg 25 ciclos
60° C 4 seg

Mantener a 4°C
Purificacién de las muestras :

* Cada tubo de reaccion se pasa a un tubo Eppendorf® de 1.5 ml y se
agregan 2.5 ul de CTAB 5% y mezclar bien todo a temperatura
ambiente.

» Centrifugar 3-4 min 12000 rpm.

* Descartar el sobrenadante y agregar 50 pl de NaCl 1.2 M y 125 pul de
EtOH absoluto, mezclar bien con pipeta.
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* Centrifugar 5 min.
® Sacar sobrenadante y agregar 500 ul de EtOH 70%.

® Secar el precipitado en vacio.

Dye pnimer (oligonucleétido marcado}
Reacciones de PCR
= Se preparan un tubo Eppendorf® de 0.2 pl para cada nucleétido (4 en
totél):

A C G T
ADN (200ng/ ) 1w 1 2l 2ul
Mezcla de reaccion 4 4l 8ul 8ul
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
Purificacién de las muestras:
* Transferir el contenido de los cuatro tubos a un tubo Eppendorf ®
= Agregar 80 ul de EtOH 95% + 1.5 pl de NaAc 3 M frio
* 10 min a 15 min en hielo.
» Centrifugar a 13000 rpm 15 min a 4°C.
» Lavar el precipitado con 250 pl de EtOH 70%.

= Secar el precipitado en vacio.

2.27 PREPARACION DE MEMBRANAS DE YACs
* Autoclavar las membranas intercaladas en papel Wattman.
» Descongelar los gliceroles 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°C durante 24-48 hs.

Tratar las membranas con papel Wattamn embebido en solucién SCEM
+ 1mg/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
NaOH.

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 (mas 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 REACTIVOS Y SOLUCIONES).

Fundir en microondas, agregar el 2-Me y dejar equilibrar en un bafio a

40°C. Colocar una cinta adhesiva en una cara de los moldes para bloques.

Crecer un cultivo en medio rico YPD durante toda la noche hasta llegar
a saturacion (aproximadamente 5x107 - 1x108 cel/ml). Hacer una
dilucion 1:10 en agua y contar las células en una camara de
Neubauer.

Centrifugar 1.5 ml de células a 1000 x g por 5 min y remover el

sobrenadante.

Resuspender las células en 1.2 ml de S50 mM EDTA (pH=8). Volver a

centrifugar.

Resuspender el pellet en 50 pl de solucion I y agregar suficiente

solucion de enzima para llegar a una concentracién final de 1 mg/ml

de enzima (5 pl), de manera tal de tener 2x10° levaduras/ml.

Calentar la mezcla brevemente a 40°C.
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Inmediatamente agregar un volumen igual de solucion de Agarosa (55
pul, concentracion final de 1x10° levaduras/ml de bloque).

Mezclar con un tip cortado en la punta y colocar la muestra
rapidamente en el molde de los bloques.

Dejar los moldes a 4°C por 10 min para que solidifique la agarosa.
Colocar los bloques en 1m! de solucién II por ml de bloque.

Incubar 2hs a 37°C.

Réemplazar la solucion II por 1ml de LDS por ml de bloque.

Incubar a 37°C por lhs y luego reemplazarla con la misma solucién e
incubar a 37°C toda la noche.

Lavar los bloques con 1 ml de 20% NDS por 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 AHC fresco o un pequerio
numero de células a partir de un cultivo en glicerol congelado en 5 ml
de AHC en un tubo de centrifuga 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 DOsso=1.
Centrifugar 5 min a 1600 x g (3000 rpm) a temperatura ambiente.

Descartar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 10 ml de SO0 mM EDTA pH=8. Mezclar con

vortex.
Centrifugar 5 min a 1600g. Descartar el SN. Resuspender el pellet en

50 mM EDTA pH=8.
Centrifugar 5 min a 1600 x g. Descartar el SN. Resuspender el pellet en

100 pul SCE. Incubar 5 min a temperatura ambiente.
Agregar 100 ul 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 incubacion.
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Agregar los esferoplastos a un tubo que contenga 220 ul de solucién de
lisis. Agitar el tubo mientras se agregan los mismos.

Incubar 2 hs a 50°C.

Extraer el ADN con fenol:cloroformo:Isoamilico 25:24:1, precipitar con
Y2 vol. de 7.5 M NH4Ac y 2.5 vol. de EtOH 100%.

Secar el pellet de ADN con vacio. 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 10y 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 agitacién para asegurar buena aireacién a 30°C
toda la noche hasta llegar a un DOeso=1.

Centrifugar las células a 3100 x g, por 3 min a ~5°C.

Lavar 1 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 préximos pasos deben ser suaves.

Incubar a 30°C por 20 min con agitacién suave.
Test de lisis:
A varios tiempos antes de los 20 min, medir la DOeso de:
A. Células tratadas después de diluir 1:10 en 1M sorbitol
B. Células tratadas después de diluir 1:10 en 2% SDS
Las células estan 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 Transformacioén con el vector RAT y el ADN genémico blanco.

» Mezclar 1 pg (10 pl) del vector TAR linealizado y 5 pg de ADN genémico
aislado suavemente de un bloque de agarosa prefundido tratado con
beta-agarasa.

= Agregar 500 ul de esferoplastos competentes a la mezcla de ADN.

» Mezclar con cuidado e incubar 10 min a temperatura ambiente.

» Agregar 8.0 ml de solucion de PEG. Mezclar suavemente. Incubar 10
min a temperatura ambiente.

* Centrifugar 5S min a 600 x g, 5°C.

» Agregar 2 ml SOS y mezclar a mano. Incubar 40 min a 30°C sin
agitacion.

* Fundir TOP agar (mismos ingredientes que las placas) y poner en un
bafio a 48°C.

* Poner a equilibrar tubos de plastico a 48°C. Se necesitaran 5 tubos por
cada transformacién. Una vez equilibrados, poner 8 ml de TOP agar en
cada tubo.

= Agregar 400 ul de la suspension en SOS a cada tubo conteniendo el
TOP agar. Mezclar suavemente.

* Plaquear rapidamente.

* Permitir solidificar.

* Incubar las placas a 30°C. Las transformantes pueden ser vistas a

partir del tercer dia.

2.31 TRANSFECCION DE EPIMASTIGOTES DE T. cruzi

Las electoroporaciones se llevaron a cabo con un electroporador BioRad®
gene pulser segin las siguientes condiciones: Se crecieron epimastigotes
de la cepa Tulahuen II o CL Brener de T.cruzi en medio LIT a 28°C hasta
alcanzar una densidad de 107 parasitos/ml (10 ml totales). Luego fueron
recolectados por centrifugacion, lavados 1 vez con PBS 1X y

resuspendidos en 0.35 ml de buffer de electroporacién (PBS 1X, 0.5 mM

58



Materiales y Métodos
Lo s s el -

MgClz, 0.1 mM CaClz) Luego se mezclaron con 100 pg de ADN plasmidico
(purificado con columnas de Quiagen®) o con un volumen equivalente de
buffer TE en cubetas de electroporacion de 0.2 cm. Las células fueron
electroporadas con un Unico pulso de. 400 V 500 puF con constantes de
tiempo que variaron entre 3.8 y 4.8 mseg. Posteriormente las células
fueron diluidas en 10 ml de medio LIT e incubadas 24 hs a 28°C. Luego se

las pasé a medio LIT con G418 para seleccionar los clones resistentes.

2.32 REPARACION DE BLOQUES DE T. cruzi

= Cosechar los parasitos por centrifugacién a 1500 rpm 10 min, lavar 2
veces con PBS 1X/Glucosa 2% y determinar el nimero de células
totales en camara de Neubauer.

* Resuspender las células en PBS 1X/Glucosa 2% a una concentracién
de 2x108 parasitos/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. Mezclar y transferir a los moldes.

* Dejar endurecer 5-10 min en hielo.

* Incubar las muestras en 3-5 volumenes de DB 0.5 por 48 hs a 50°C
con agitacién suave.

®» Guardar las muestras a 4°C.

2.33 PREPARACION DE EXTRACTOS DE T. cruzi PARA ENSAYOS CAT

= Centrifugar los cultivos a 3000 rpm 10 min.

» Resuspender en 1 ml PBS 1X y pasar a Eppendorf®.

= Centrifugar a 3000 rpm 10 min.

= Resuspender los parasitos en 150 pl de 0.25 M Tris-HCI pH=8.

» Congelar y descongelar 3 veces en nitrogeno liquido, mezclando con
vortex después de cada descongelado para asegurar buena
homogenizaciéon. La correcta lisis de los parasitos es fundamental.

* Incubar a 65°C 10 min.

= Centrifugar a 13000 rpm 10 min.

= Transferir 100 pl de SN a un nuevo tubo.
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2.34 MEDICION DE ACTIVIDAD CAT

Preparar la mezcla siguiente por cada extracto: cloranfenicol C14 (0.25
mCi/ml) 3 u, n-butiril CoA 5.4 pl, Tris-HC1 0.25 M pH=8 51 pl.

Mezclar 40 ul del extracto con 60 pl de la mezcla.

Incubar a 37°C.

A los 20 min extraer 30 pul de cada muestra con 70 pul de xileno. Mezclar
bien con vortex.

Centrifugar y pasar 50 ul de la fase organica a un nuevo tubo.
Re-extraer el primer tubo con 75 pl de xileno. Mezclar bien con vortex.
Centrifugar, tomar 75 pl de la fase organica y mezclar con los 50 ul
anteriores.

Extraer el combinado con 75 pl de 0.25 M Tris-HCl pH=8. Mezclar bien
con vortex.

Centrifugar y colocar 80 ul de la fase organica en un vial.

Agregar a cada vial 2 ml de tolueno omnifluor.

Medir actividad en contador de centelleo.

2.35 PURIFICACION 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
inversion.
Centrifugar 5 min a 10000 rpm y transferir la fase acuosa a un nuevo
tubo. Repetir la extraccion con fenol.
Centrifugar como antes y ytransferir la fase acuosa a un nuevo tubo

que contiene 0.1 volumenes de LiCl 4M. Mezclar por inversiéon; 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 glicogeno cada 50 pl de SN y precipitar con 2.5 volimenes de
etanol frio. Mezclar y dejar a —-70°C 30 min.

= Centrifugar a 10000 rpm, 15 min. Lavar el pellet con 5 ml de etanol
70%.

. Déjar secar y resuspender en 120 ul de agua o TE

2.36 CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA YAC

2.36.1 Preparacion de ADN genomico de T. cruzi para construir las
bibliotecas YAC

Se prepararon bloques de agarosa conteniendo aproximadamente 20 ug de
ADN genémico del clon CL Brener segiin se describe anteriormente en el

punto 24 de materiales y métodos.

2.36.2 Digestion parcial del ADN genomico de CL Brener

Se preincubaron los bloques de agarosa en buffer de digestion en
presencia de 10 mM de MgCl2 y luego se agregé 5 U de EcoRI por cada g
de ADN y se incubé a 37°C por 1 h 30 min. La reaccién se detuvo
agregando EDTA hasta llegar a una concentracién final 20 mM. El

fraccionamiento por tamario del ADN fue seguido por PFGE preparativos.

2.36.3 PFGE preparativos del ADN digerido 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 ADN de distinto tamafio 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 mas de 400 kpb quedan retenidos en la
zona de compresion del gel. Se extrajo el ADN de esta region y se la dejé

equilibrando en buffer de ligacién.
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2.36.4 Preparacion del vector pYAC4

Se linearizé el vector pYAC4 por digestion con BamHI y luego se
defosforilaron ambos extremos. Después de extraer con fenol-cloroformo y
precipitar con etanol, se digirié el sitio de clonado con EcoRI, seguido por

defosforilacién, extraccion con fenol-cloroformo y precipitaciéon con etanol.

2.36.5 Ligacion y transformacion del ADN y transformacién de
esferoplastos de levadura

Las tiras de agarosa que contienen el ADN digerido seleccionado se lavaron
2 veces en buffer de ligacion (66 mM Tris-HC], pH 7.5; 10 mM MgCl12) sin
ATP. Luego se le agrego un exceso 80 molar del vector y se fundié las tiras
de agarosa a 68°C por 10 min y la mezcla se cargé en moldes antes de
dejar solidificar a temperatura ambiente. La agarosa se equilibré
posteriormente en buffer de ligacién en presencia de 1 mM de ATPy 15U
de T4 ADN Ligasa (Boehringer Mannheim, Germany) por cada 1 g de
agarosa. La ligacion se llevé a cabo a 4°C por 1 h y luego a 14°C durante
toda la noche. Los productos de ligacién fueron seleccionados por tamaiio
segin se describe en 2.36.3. Finalmente, se cort6é la region del gel que
contiene el ADN ligado de los parasitos y se la dej6 equilibrando en buffer
de B-agarasa. Luego de degradar la agarosa con B-agarasa, se procedié a
transformar esferoplastos de levadura segin lo descripto en el punto 22
con 10 pl de la ligacién, plaqueando en medio sélido SD sin uracilo e
incubando a 30°C durante 6 dias. Las colonias rojas se picaron en placas

con doble seleccion sin uracilo ni triptofano.

2.37 DIGESTION DE BLOQUES DE T. cruzi CON Bal31

= Equilibrar cada bloque en 1 ml de buffer TE a 4°C por 1 h.

» Sacar el TE y agregar 1 ml de buffer Bal31. Dejar a 4°C por 1 h.

= Sacar el buffer y agregar 200 pul de nuevo buffer Bal31 conteniendo las
unidades de enzima requeridas. Incubar a 4°C 1 h.

= Incubar a 37°C durante 2 hs.
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2.38 ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DE NUCLEOTIDOS

* Los pardmetros GC skew y AT skew acumulativos, fueron calculados
utilizando una ventana de 10000 nucleétidos segin la formula 1, donde
Xi es el puntaje acumulado por el algoritmo; L es la longitud de la
secuencia analizada; j es la posicion de la ventana dentro de la secuencia;
3r es el numero total de purinas (ya sea G o A) y 8y es el numero total de

pirimidinas (ya sea G o T).

L-10000  J+10000

X= Z [Z [Gr-Bv)/(8r-5v)) ] 1

L=1 1

* El exceso de purinas fue calculado segin la ecuacién 2, donde X; es el
puntaje acumulado por el algoritmo; L es la longitud de la secuencia
analizada y 3n es el puntaje acumulado por el nucleétido N (A, T, G o C)

desde la posicién 1 hasta la posicién L.
L

X= Z [Ba+8a-51-5c] 2

1

= El exceso de secuencias codificantes fue calculado segun la ecuacién 3,
como la sumatoria de todos los nucleétidos encontrados a lo largo de una
secuencia codificante (5cop) menos los nucleétidos que pertenecen a una
secuencia molde (dmor). 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
X= Z [6cop BmoL] 3
1
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3. Caracterizacion de marcadores genémicos asociados a la
secuencia repetida SIRE (SAS, sitios asociados a SIRE)

Con el fin de incrementar el numero de marcadores genémicos que
permitan la construccién del mapa fisico del genoma de T.cruzi, se rastreo
una biblioteca genémica de T. cruzi construida en el fago AZAPII utilizando
una sonda especifica de la secuencia repetida SIRE. Se aislaron asi, 17
fragmentos genomicos positivos para dicha secuencia. Se generé un mapa
de restriccion de cada uno por analisis con enzimas de restriccion y
Southern blot (Fig 3.1). La secuenciacion de los extremos de los distintos
fragmentos aislados permiti6 determinar que correspondian a distintos

loci.

H H P E
'}
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sz13 |EE— — |
E HD HD E

Figura 3.1: Mapa de los clones SZ. Los rectangulos naranjas indican las regiones
correspondientes al elemento repetido SIRE y los rectangulos azules corresponden a las
secuencias utilizadas como SAS. E: EcoRI, H: Hincll, P: Pstl, B: BamHI, HD: HindIll, PV:
Poull.

Las regiones adyacentes al elemento repetido SIRE, llamadas SAS (de
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Secuencia Asociada a SIRE) fueron utilizadas como sondas para
determinar su localizacién cromosémica 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 Homologias
(pb) Southem blot cromosomicas

sz2 360 - Sin homologia

sz5 700 2 Io, vii OREF : Familia DEAH de helicasas de ARN
y familia EIF-6

sz7 200y240 1 VIL XV Sin homologia

sz10 250 5 - S$Z12,SZ31, gen FL-160 de T.cruzi, vp85
de T.cruzi

szl2 700 Varias S$Z31, SZ10, gen FL-160 de T.cruzi, vp85
de T.cruzi

szl4 900 X1, XVI, XVII, SZ23, T.cruzi GP85/Sialidasa

XVII, XIX

sz15 2000 Varias - Transcriptasa reversa de retrovirus

sz18 1000 - - Sin homologia

sz23 640 5 X1, XVI, XVII, SZ14,; ORF : Sin homologia

XVII, XIX

sz31 - SZ10,SZ12, gen FL-160 de T.cruzi, vp85
de T.cruzi

sz32 600 1 VL vl Sin homologia

sz36 1900 1 - Sin homologia

sz38 100 - - Sin homologia

sz39 1000 1 IL X, X1I, XV ORF Sin homologia

Tabla 3.1: Detalle de los SZ caracterizados hasta el momento:

Un estudio mas detallado de las secuencias, permitié identificar marcos de
lectura abiertos, u ORFs, por Open Reading Frame, en los SAS SZ5, SZ10,
SZ12, SZ14, SZ15, SZ23, SZ31 y SZ39.

3.1 Caracterizacion de los fragmentos SZ10, SZ12 y SZ31

Los ORFs correspondientes a SZ10, SZ12 y SZ31 presentaron homologias
significativas entre si y con la region que codifica para el extremo C-
terminal de la proteina vp85 de T. cruzi (AF051695), que esta relacionada
con la virulencia de este parasito [Weston D, 1999].

Es interesante notar, que la secuencia no codificante localizada rio abajo

de los ORF mencionados (region 3’ UTR), también esta muy conservada, no
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solo entre estos SAS y la region 3’ UTR del gen que codifica para vp85, sino
también con una porcién de 181pb correspondiente al 3’ UTR del gen FL-
160 (AF080220) y de la secuencia repetida E22 de T. cruzi (Fig 3.2,
X95485). Esta region, denominada TcREL, se encuentra flanqueada por
largos poliTs. Las secuencias correspondientes a esta region presentan
mas de un 70% de identidad. Este analisis permiti6 detectar una nueva
secuencia repetida, TcREL, que podria jugar algiin papel en la regulacion

de la expresion de los genes que la contienen.

ORF w85 -200 1 210 470 774

_'_'»STOP

Sonda 1

SZ10 (720 pb)

E P * E

poliT
—>
SZ31 (800 pb) _ﬂ!
E * * E

| pomﬂonda 2 pokit

e
SZ12 (1200 pb) _m
E 4 E 4+ 4 5

poliT poliT poliT poliT
T R e e
. E srop p?m :m E
P /—
po*liT potT

Figura 3.2: Esquema de los clones SZ10, SZ31, SZ12, E22 y region 3’ del gen que
codifica para la proteina FL-160. Rectangulo verde, secuencia SIRE; rectangulo gris,
secuencia TcREL (70% de identidad); rectangulo azul, zonas con 50% a 60% de identidad;
rectangulo celeste, region 3’ no codificante del gen FL-160; rectangulo blanco, regiones
sin homologia significativa; STOP, codén de fin de traduccién; poliT, regién rica en el
nucleétido timidina; E, sitio EcoRIL Las flechas indican la orientacion 5’ 2 3’ de la
secuencia codificante del gen que codifica para la proteina vp8S5 y de la secuencia repetida
SIRE. En la parte superior del grafico se indican las distancias en nucleétidos relativas al
extremo 5’ de los clones SZ31 y SZ12.

Ensayos de Southern blot utilizando una sonda especifica de la region 5’
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L.
del fragmento SZ10 (sonda 1 en Fig 3.2) y otra que abarca la region 3’ no

codificante del fragmento SZ12 (sonda 2 en Fig 3.2), permitieron confirmar

el caracter repetitivo de TcREL en el genoma de T. cruzi (Fig 3.3).

Sondal Sonda2

1 2 3
-

Kb *ﬁf

5—

5 i

5

— e

{—

0.5—

Figura 3.3: Southern blots a partir de ADN gendmico de la cepa Tulahuen II de T. cruzi

digerido con EcoRI (1) y BamHI (2). Panel izquierdo y derecho, hibridacién 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.
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Figura 3.4: Alineamiento de secuencias correspondientes a los fragmentos SZ12, E22,
region 3’ codificante y no codificante del gen vp85.1 y region 3’ no codificante del gen
FL160 (FL160-2). En rojo con fondo amarillo se indica la posiciéon de los codones STOP.
Solo rojo indica la secuencia consenso TcREL y en azul la region rica en Ts. Las
minusculas y mayusculas indican nucleétidos poco y muy conservados, respectivamente.

3.2 Caracterizacion de los fragmentos SZ14 y SZ23

El analisis de los ORFs correspondientes a los SAS SZ14 y SZ23, permitio
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determinar que ambos eran homdlogos (identidad mayor al 70%) al
extremo 5’ del fragmento gendémico pVATcl7 de T. cruzi (No de Acceso
GenBank AF100651) [Chiurrillo MA, 1999]. pVATc17 forma parte de una
region subtelomerica, y esta localizada a 1000 pb rio arriba de la secuencia
telomérica. Usando SZ23 como sonda, se rastred la dbEST del GenBank.
Se detectaron por lo menos 10 ESTs de T. cruzi homodlogos a las tres
secuencias mencionadas, sugiriendo que este tipo de locus se expresa en
epimastigotes.

A diferencia de los fragmentos SZ10, 12 y 31, la regiéon ubicada rio abajo
de los ORFs de SZ14 y 23 no esta conservada. Sin embargo, la
organizacion genomica de los loci SZ14, 23 y pVATc17 es similar. Rio abajo
del ORF se encontré una secuencia repetida SIRE insertada en la misma
orientacién pero a distinta distancia con respecto al codéon STOP de cada

fragmento (Fig 3.5).

ORF Stop Pseudogen gp86/TSA

$Z14 (2300 bp) N—— B T A S ——— ]
— SAS Sz14

i =

SZ23 (3900 bp) el s .
—’ i

PVATC17 (1400 bp) il [ > veL
EST Al034994 [

Figura 3.5: representacion esquematica de los fragmentos gendémicos SZ14, SZ23,
pVATc17 y el EST AlI034994. La zona celeste indica region con mas de 70% de identidad.
El rectangulo amarillo indica homologia con el gen que codifica la proteina gp85. El rojo
corresponde a la region subtelomérica de T. cruzi. Las flechas rojas indican la orientacion
de los marcos de lectura abiertos y las negras indican la orientacion 523’ de la secuencia
repetida SIRE.

3.3 Caracterizacion del fragmento SZ5

El ORF correspondiente a la region 5’ del fragmento SZ5, denominado gen
TcRH1, presenté una homologia significativa (E<10-19) con la subfamilia de
helicasas de ARN, DEAH-box [Wagner J, 1998|. Esta familia de proteinas

interviene en el mecanismo de cis-splicing en eucariotas superiores
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[Liking A, 1998].
Analisis de Southern blot indicaron que TcRH1 es un gen de copia Unica
en CL Brener (Fig 3.6).
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Figura 3.6: Southern blot a partir de ADN genémico del clon CL Brener hibridado con el
SAS SZ5. En la parte superior se indican las enzimas de restriccion utilizadas. A la
izquierda se detallan los pesos moleculares correspondientes.

Ensayos de Northern blot utilizando una sonda del gen TcRH1, indicaron
que el mensajero correspondiente tenia un tamafio de aproximadamente
3.0 kb (Fig 3.7). Este tamano corresponde al mensajero esperado teniendo
en cuenta la secuencia completa del gen (ver pag 74 de la secuencia).

Para clonar la region 5’ del gen TcRH1, se realizé6 una reaccion de RT-PCR
a partir de ARN total del estadio epimastigote de la cepa Tulahuen II de T.
cruzi utilizando los primers Z5 y MX (especificos de la region 5’ del

fragmento SZ5 y la region 3’ del miniexoén de 7. cruzi respectivamente).
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RT-PCR MR

Figura 3.7: Amplificaciéon por RT-PCR con los primers MX y Z5 del extremo 5’ del ARNm
que codifica para TcRH1. La flecha indica la banda que por Southern blot da positiva con
el SAS SZ5. 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 region conservada de
la familia de proteinas DEAH-box de helicasas de ARN, se esperaba
obtener varios productos de amplificacion, lo que se confirmo
posteriormente. Para determinar cual de las bandas contenia el extremo 5’
faltante, el Southern de la amplificacion se hibridé con el SAS SZ5. De esta
manera, se identific6 una banda de aproximadamente 1.5 kpb (flecha en
Fig 3.7).

Dado que esta banda se encontraba minoritariamente representada, se
purificé a partir de geles preparativos y luego se la sometié a una segunda
ronda de amplificaciéon por PCR. El producto asi obtenido fue clonado en el
vector pGEM-Teasy generando el plasmido pRTS. Su secuenciamiento
permiti6 determinar que las primeras 290 pb del extremo 3' eran 100%
idénticas al extremo 5' de SZ5, confirmando asi que ambos fragmentos

comprendian las regiones 5'y 3' del gen TcRH1 (Fig 3.8).
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Figura 3.8: Esquema del locus SZ5. Los rectangulos celeste, violeta y rojo indican las
regiones codificantes. Los rectangulos amarillos indican la secuencia SIRE. Los
rectangulos blancos indican regiones no codificantes. El sitio de restriccion BstXI es
indicado con una B.

La secuencia completa del fragmento SZ5 permitié6 determinar que el ORF
completo del gen TcRH1 tiene una longitud de 2703 pb y codifica para una

proteina de 901 aminoacidos con un peso estimado de 100,4 kDa.

I Ia
GETGSGRtTQxxq TgqPRRVAA Rv
TcRH1 189 IIVGETGSGKTTQLLQYLYEENLCRTPPCLTEGGDGGGKGKEEKEGEEEEGASEEKRFICTQPRRIAAISVAERV 263
HRH1 585 .VI.......... ITo » A AGY TS RGRIG == e e e mm e el s anwsame= | o o V..M...K.. 630
Prp22 503 Viiveeennnnnn IT. D cCESNYGMIG === m e e e e e e e, eae Voo Voo Kie: 548
II
XXE vgIxiRf TxxxyxTDGx1L 1xx¥ DEAHERxXXTD
TcRH1 264 AQEMNTRCGSIVGYKVRFDEKLGPTTRLLFVTDGMMLKELVGDPELRTVSAIMVDEARERSINTDILLGLLKDIR 340
HRH1l 631 SE.FGCCL.QE...TI..EDCTS.E.VIKYM....L.R.CLI..DLTQYAI..L...... T.H..V.F....KTK 7086
prp22 549 .E.VGCKV.HD...TI..EDVT..D..IKYM....LQR.ALL...MSKY.V..L...... TVA..V.FA...KAK 682
III Iv
SAT gRXXpV LVEFx
TcRH1 341 NKQLKVIVASATINAEKL-QFFDGAPIFSIKGTNIPVDVSYLTEPMADYVSATAESVLRDCMPPKPLPGDILVFL 414
HRH1 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 QxxxF RxxvxaTNiAEtS1TixGxxyVx
TcRH1 415 PGQEDIENCAAAIVKHSQTSGGQLRPLMVLPIYASLPPREQRRIYEVPPPTTRKVVIATNIAETSITIDGVVYVV 489
HRHE1 780 T...E.DTACEILYERMKSL.PDVPE.II..V.SA..SEM.T..FDPA..GS..cueesnvscan BiaeaeTEave 858
prp22 699 T...E.DS.CEILYDRVK.L.DSIGE.LI..V.SA..SEI.SK.F.PT.KGS....F.......0..... I¥eow 173

vI
DxGxxkxxxy s QRXGRXGRXXXXG
TcRH1 490 DCGLCKONYYNYQSMVEELRVLPISQASAKQRTGRAGRT-QRECYRSYTVHTFRNELQ 546
HRH1 856 .P.FV..KV..SKTGIDQ.V.T..... Qi KewAiasiaa GPGK...L..ERAY.D.ML 913
prp22 774 .P.FA.I.I..ARAGI.Q.I.S..... QNGaR GEeq s GPGK...L..ESA.Y..ML 831

Figura 3.9: alineamiento de las secuencias correspondientes a TcRH1, HRH1 y prp22. En
negrita se indican los motivos conservados entre los miembros de esta familia de
proteinas. Los numeros romanos indican los dominios caracteristicos que definen la
familia de helicasas de ARN DEAH-box. Subrayado se encuentra una insercion rica en los
aminoacidos Lys, Gly y Glu presente en TcRH1. Los puntos indican aminoacidos
idénticos. Las rayas indican gaps.

La region central del polipéptido (residuos 192-527) contiene los siete

dominios conservados (I, Ia, I, III, IV, V, VI) caracteristicos de la subfamilia
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de las ARN helicasas DEAH-box [Liiking A, 1998]. Esta porcion presenta
un 46% de identidad con la region central de la proteina prp22 de
Saccharomyces cerevisiae y su homoéloga humana HRHI1, ambas son
helicasas DEAH-box involucradas en la liberacion del ARNm maduro del
spliceosoma [Ono Y, 1994] (Fig 3.9). Confirmando esta identidad, los
primeros 191 aminoacidos de TcRH1 contienen una elevada proporcion de
arginina, aspartico, glutamico y serina, caracteristico de las proteinas
prp22, HRH1 y prp16 [Zhou Z, 1998].

Rio abajo del gen TcRH1 y rio arriba de la secuencia repetida SIRE, se
detectaron 2 nuevos ORFs (Fig 3.8). El primero de ellos, denominado
TcNUI1, se encuentra 223 pb rio abajo del codon stop del gen TcRH1 y
tiene una longitud de 783 pb. Este ORF codifica para un polipéptido de
261 aminoacidos de longitud con un peso estimado de 29.7 kDa. El
segundo ORF, TcEIF6, tiene una longitud de 861 pb y se encuentra 287 nt
rio abajo del codon stop del gen TcNU1 y 129 pb rio arriba de la secuencia
repetida SIRE.

AAGTGCACGT GTGGAGTTCG GCTTTTTGTG CCTCTCTCCG TGTTTGTGAA TTTCCCCCTG
GAGCARAAGA ATTTTGTGAG GAATAGAAAA GGCATCCTAA AAAAGGGGGT TAGACGATGG
ATCCTGACAA GTCGCGCAAG GCGCAACAAG GCGTCCCGCG ATGCATATCT TCGCAAGCAG
GCACTCAAGC GAGAGAAGCT GCCTCAGCTG TTTTGCAGGA AAAAATATCG GAGATTGAGG
CGGGGGTTTT GCCGCATTCC CTTGCGGAGA TTGAGTTGTT AAGTAAACGC GCCCGAGAAG
TACAGGCCAC TGGTCAACTG CAGATCACAG CGCAACTACG ACAGGAACTT CTTGAGGAGG
ACGGTGCTTT GGCGTCGCAC GCTTCGGATC ACGGTGGCGA TTCGTCATTA CCGCTCAACC
AGGTGGAATT GATGCAACAG AGCAGTTCTG TGGGCTACCA AGAGAAATCT CACAATTTITG
TGGCAATGGA CGAGTCTGTC GTGGATGAAC GCATCAAGAA ACATGACTTT GTGGAGGATA
AGACAGAGGA ACAGATTAAA CAGGAGCGTA CAGTGGCAAT ACAGGAACAA CACCGCCGTC
TTCAAGAGCA ACGACGATCT CTGCCTATTT ATCATTCACG CGAGGCACTC CTTGAAATAA
TTCGAAAGAA CACCGTAGTG ATCATTGTGG GAGAAACGGG GTCTGGCAAG ACCACGCAAC
TGTTGCAATA TCTGTATGAG GAAAATCTTT GCAGGACTCC CCCATGTCTA ACTGAAGGTG
GCGATGGTGG TGGGAAGGGG AAAGAAGAAA AAGAAGGAGA GGAAGAGGAA GGGGCGAGCG
AGGAAAAGCG ATTTATTTGT ACTCAGCCTC GACGTATTGC GGCAATCAGC GTAGCGGAGC
GAGTGGCACA AGAGATGAAT ACGCGCTGTG GGAGTATTGT TGGGTACAAG GTACGATTTG
ATGAAAAATT AGGGCCAACG ACGCGGCTTC TTTTTGTGAC GGATGGCATG ATGTTGAAGG
AACTCGTTGG AGATCCGGAG CTTCGCACCG TCAGTGCCAT CATGGTGGAC GAGGCCCATG
AGCGTTCAAT TAATACGGAT ATTCTTCTITG GCTTGCTGAA GGACATTACC CGCAGGAACA
AGCAGCTGAA AGTGATTGTT GCCAGTGCCA CGATCAATGC CGAAAAGTTA CAGTTCTTTG
ACGGGGCACC CATCTTTAGC ATAAAGGGAA CGAACATTCC TGTCGATGTG TCGTACTTAA
CAGAGCCGAT GGCAGACTAT GTGAGTGCCA CTGCTGAGTC CGTTCTCCGT GATTGCATGC
CACCARAACC CTTACCGGGGE GACATACTTG TGTTTCTTCC CGGTCAAGAA GATATTGAAA
ACTGCGCCGC CGCCATCGTG AAGCATAGCC AAARCTTCAGG TGGGCAACTG CGTCCCTTGA
TGGTGCTACC CATCTACGCA TCTCTTCCAC CACGAGAGCA AAGGCGTATT TACGAGGTCC
CACCACCAAC CACACGGAAG GTTGTGATCG CGACAAACAT TGCTGAAACA TCCATCACTA
TCGATGGAGT GGTGTACGTC GTGGATTGTG GGCTTTGCAA GCAAAACTAT TATAATTACC TcH
AGTCCATGGT GGAGGAATTG CGTGTGTTGC CAATCTCGCA AGCCAGCGCT AAGCAGAGAA
CAGGTCGAGC AGGACGAACT CAAAGGGAGT GTTACCGTTC GTACACGGETC CACACCTTTC
GTAATGAGCT TCAGCAAGAA ACGGTTCCGG AGATTCAGCG GAGTTGTATG AGTTCTGTTG
TTTTACAGCT GAAGGCGCTT GGTATTGATA ATTTGTTACA GTTTGAGTTT ATTGATGCAC
CCTCTACGGC CTCGTTGGAA CGGGCTTTGG CCACCTTTAC CTGCTGGBCGC AATTTAAACC
GAATGGTCGG TGCACTTACC GGAAGACGCA TGGCAGAATT TCCACTGGAT CCCTCACTGA
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Figura 3.10: Secuencia completa del locus SZ5. En azul y subrayado se indican los
posibles dinucledtidos AG aceptores del miniexén 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, region

intergénica BX1. Recuadro rojo, region intergénica BX1A.

Busquedas de homologia utilizando el programa BLASTP contra la base de

datos NR del GenBank, revelé que la region C-terminal de la secuencia
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aminoacidica de la proteina TcNU1 presentaba 45% de identidad con el
dominio C-terminal de la familia de proteinas NifU [Hwang D, 1996]. Estas
proteinas intervienen en la formacién de grupos Fe-S de la enzima
nitrogenasa en bacterias fijadoras de nitrégeno. Aunque la funciéon de este
dominio aun no se conoce, se sospecha que intervendria en la formacién o
la estabilidad de grupos Fe-S [Yuvaniyama P, 2000]. Es interesante
subrayar que las dos cisteinas caracteristicas del dominio C-terminal de
esta familia de proteinas también estan conservadas en TcNU1 (Cisteinas

175y 178, asteriscos en Fig 3.11).

* *

veeVideeiRPuLqrDGAD iELvdVdgkdgkVkVr LQGACGGCms S tnTLkggierkLrerlgevvV
TcNU1l 136 IKELLREQVRPMVQRDGGDVKLLNFNEETGVVSLAMLGACRTCPSSSNTLKDGIERVMKHFLPEVTEV 203
Spomb 161 ....IETSI..SI.E..... BEFRG.D.K..T...KLR...... S..AV...N..QOML..YI...E.. 228
Bsubt 42 VQ.VL-DKL..FLL..... CE.VDVD.--.I.K.RLL...GS....TI...A....ALLEEV.G.V.. 107

Figura 3.11: Alineamiento de las secuencias correspondientes al dominio C-terminal de
TcNU1 y dos dominios similares presentes en la proteina NifU de Spomb indica NifU de
Schizosaccharomyces pombe (Spomb) y de Basilus subtillis (Bsubt). En negrita se indican
los motivos muy conservados (mayusculas) y medianamente conservados (minisculas)
del dominio C-terminal de esta familia de proteinas. Con asteriscos y en rojo se indican
las dos cisteinas conservadas de este dominio. Los puntos indican aminoacidos idénticos.
Las rayas indican gaps.

El analisis de la secuencia aminoacidica codificada por el tercer ORF,

TcEIF6, indica que este polipéptido comparte 61% de identidad con la

familia de factores de traduccion eucariota elF6.

TcIF6 1 MILRNTFESSDDVGVFSTLTN-AMLVTAGGSQNFYSVFEQELANHIPVVYTSIGGSRVIGRLTCGNRHGIGRLIG 74

Musms 1 .AV.AS. .NNCE..C.AK...AYC..AI...E....... G..SDA....HA....C.I...MCV........ M.. 74
Spomb 1 .A..AQ..N.NEI... N...SYA..AL...E....... A..GDVV.. HTT...T.I......... Ko.o..oo.o 74
TcIF6 75 GRLTCGNRHGLVVPSIATDQELQHLRNSLPDSVKVQRVEERLNALGNCVVCNDHVALIHTDLSRETEEILILIHT 149
Musms 75 ..MCV...... L..NNT....... D QIR...... 8....VIT...Y...V.P..D.......V.V.P 149
Spomb 75 ........... L...ST..N...........P.. I...D...8....T.A...¥Y...V.P.IE....... V.V.P 149
TcIF6é 150 DLSRETEEILRDTLQVQTFRTSIAENALVGSYAVVNNKGCMVHPKT PAQDMDEIASLLQVPVVAGTINRGNAAIG 224
Musms 150 ..D.......A.V.K.EV..QTV.DQV..... C.FS.Q.GL..... SIE.Q..LS...... L....V...SEV.A 224
Spomb 150 .IE...... IA.V.D.EV..QTV.G.V.T...CALS.Q.AL...R.SI.EQ..LS...... Licoesnnns SDV.. 224
TcIF6 225 SGLVVNDWAAFCGLNTTATEITVVERIFQLRRDLGGGRANLLQQLRDTLVD--- 275

Musms 225 A.M.....C.....D..S..LS...SV.K.N---EAKPSTIATSM..S.I.SLT 274

Spomb 225 A....... C..A..D.....LA.C.S..K.Q---DAQPSAIIS-N....VESYT 273

Figura 3.12: Alineamiento de las secuencias correspondientes a TcEIF6 junto con los
factores de traduccién elF-6 de Mus musculus (Musms) y de Schizosaccharomyces pombe
(Spomb). Los puntos indican aminoacidos idénticos. Las rayas indican gaps.

Estas proteinas se asocian a la subunidad ribosomal 60s impidiendo su
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interaccion con la subunidad 40s [Wood L, 1999]. Dado que la identidad se
da en toda la extension de TcEIF6, es posible que esta proteina sea el
factor de traduccion elF6 en T. cruzi (Fig 3.12)

Por hibridacién de cromoblots de la cepa CL Brener con una sonda
especifica del gen TcRH1, se establecid6 que el locus SZ5 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 organizacion genoémica del locus SZ5 se mantenia en
ambos cromosomas, se hibridé un Southern blot de ADN genémico total de
la cepa CL Brener, digerido con la enzima BstXI, con sondas especificas de
los genes TcRH1, TcNU1 y TcEIF6. Las tres sondas revelaron una unica
banda de un tamafio aproximado de 4.1 kpb confirmando que los tres

genes estan ligados en ambos cromosomas (Fig 3.13B).

A) B) C)

Figura 3.13: (A) Cromoblot del clon CL Brener usando una sonda especifica del locus
SZ5. (B) Southern blots a partir de ADN genomico total del clon CL Brener digerido con
BstXI. (C) Northern blots a partir de ARN total del estadio epimastigote del clon CL
Brener. TcRH1, TcNU1 y TcEIF6, calles hibridadas con una sonda especifica para el gen
TcRH1, TcNU1 o TcEIF6 respectivamente. A la derecha de las figuras (B) y (C) se indican
las posiciones relativas de los marcadores de peso molecular.

Para estudiar su expresion, se realizaron ensayos de Northern blot a partir
de ARN total del estadio epimastigote de 7. cruzi, utilizando sondas
especificas de cada ORF. Las sondas TcRH1 y TcEIF6 revelaron una banda
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de 3.0 kb y 1.7 kb respectivamente, mientras que con la sonda TcNU1 no
se observaron bandas (Fig 3.13C).
Para determinar si la ausencia de expresion observada en TcNU1 se debe a

la influencia de las regiones intergenicas que lo flanquean, region BX1 rio

HX1—GAPDH GAPDH

HX1—40

BX1—40

BX1A—40

HX1—BX1A

BX1—BX1A

Figura 3.14: Esquema de las construcciones utilizadas para estudiar las regiones
intergénicas BX1 y BX1A. PromRib, promotor ribosomal; HX1, region intergénica HX1;
BX1, region intergénica BX1; BXI1A, region intergénica BXI1A; 40, region de
procesamiento del virus SV40; GAPDH, region intergénica del gen GAPDH; CAT, gen que
codifica para la enzima cloranfenicol acetil transferasa.

arriba y region BX1A rio abajo, se realizaron experiencias de transfeccion
estable con plasmidos de expresion en los que se clonaron las regiones
BX1 y BX1A delante y detras del gen que codifica para la enzima
cloranfenicol acetil transferasa (CAT). Como controles se utilizaron las
siguientes regiones: (1) HX1, correspondiente a la secuencia 5’ no
codificante del gen que codifica para la proteina ribosomal TcP2p de T.
cruzi [Schijman A, 1995]; (2) GAPDH, region intergénica del gen que
codifica para la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa [Kendall G, 1990] y
(3) SVao que corresponde a una region de procesamiento derivada del virus
SVi0. Estas secuencias permiten altos niveles de expresion genética y

procesamiento del ARNm [Vazquez 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 BX1A se
encuentran rio arriba son del 7% y del 35% respectivamente, porcentajes
calculados con respecto a la transfectantes que contienen HX1—40 (100%).
BX1A también produce una disminucién en los niveles de expresion del
78% cuando se encuentra localizada en la region 3’ del gen CAT. El efecto
producido por estas dos regiones se ve potenciado cuando BX1 y BX1A se
encuentran rio arriba y rio 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 ARNm para TcNU1 en epimastigotes.

Medicion de actividad CAT
en lineas celulares estables

| ; i i 3 9
0.0 1 - _——

Q> Q Q Q
N
Q + +
F & & @4;& PP
Q-\\- sﬁ' @'\‘

Figura 3.15: Ensayos de actividad CAT en lineas celulares transfectadas establemente
con el vector correspondiente. Los nimeros sobre cada barra indica la actividad CAT
registrada expresada como porcentaje con respecto al control (HX1—40). Las barra de
error corresponde a un desvio estandar con respecto a la media.

Por ultimo, para determinar si efectivamente, el primer dinucleétido AG
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después del tracto de polipirimidinas es el receptor del miniexén en las
regiones BX1 y BX1A (reaccién de trans-splaicing, ver pp en introd.) se
cloné el producto de RT-PCR del extremo 5’ de los ARNm provenientes de
las lineas celulares transfectadas con las construcciones BX1CAT40 y
BX1A—40 en el vector pGEM-Teasy. La secuenciacion de los fragmentos
SL-CAT correspondientes, indicé que, cumpliendo con lo previsto [Hummel
H ,2000] el primer dinucle6tido AG utilizado en ambos casos es el primero
después de la region de polipirimidinas. En BX1 se encuentra 56 pb rio
arriba del coddon de iniciaciéon del gen TcNU1 y en BXI1A, el dinucleétido
AG utilizado se encuentra 52 pb rio arriba del gen TcEIF6.

3.4 El locus SZS es un ejemplo de sintenia inter-especie entre T. cruzi
y T. brucel

Para investigar si la organizacion genémica del locus SZ5 se mantiene en
otros kinetoplastideos, se realizé un analisis de similitud de secuencias en
la base de datos HTGS del GenBank utilizando el programa TBLASTX. Los
resultados obtenidos confirman que un locus homologo se encuentra en el
cromosoma 10 de T. brucei (Fig 3.16). La proteina TcRH1 presenta 61% de
identidad en toda su extension con su homoéloga de T. brucei, TbRH1. Las
proteinas codificadas por los genes TcNU1l y TcEIF6 se encuentran mas
conservadas, llegando a un 80% de identidad para TcNUl y 89% para
TcEIF6. Dada la conservacion de la organizacion genémica de este locus,
asi como el de las proteinas que codifica, es factible que los tres genes de
T. cruziy T. brucei sean ortélogos.

Resultados preliminares en Leishmania major sugieren que genes
homsélogos a TcRH1, TcNU1 y TcEIF6 también se encuentran ligados en el
cromosoma 36 aunque todavia falta definir su organizaciéon (sentido de

transcripcion de los tres genes implicados).
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3010 3020 3030 3040 3050 3060
TGTTCCCTTGAAACCGTTGCGGCTGTCGTACGCTTTCTCGGTTAGGCAACGGTGATGCGA
3070 3080 3090 3100 3110 3120
CTATCCATAAAGCGCGTTAATGACAATTCTCCTCTTTCGCCTGTGTTGTGACAACACTGG
3130 3140 3150 3160 3170 3180
TACTTCGTTCATTTCACTCTTTTGTTTTCCCTTACTCCCTTTCGGAATTGCTTTGTAGGG
3190 3200 3210 3220 3230 3240
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GTTGAACATAGTGAACAGTTTAGAACCCTGTCGTCGGACGGGTATTGGACGGTGAAAGTT

3250 3260 3270 3280 3290 3300

TATGGTGAACTGGTGTTCCACCTCCGTCTCATCACGGGGCTGAATGGTAGGTTCTGTTAT

3310 3320 3330 3340 3350 3360

TACCATTATTTATAGCACTTTTCGGGGACACCACCGGGGCTCATCA A
ThNU1 G T
TcNU1 R S

3370 3380 3390 3400 3410 3420

3790 3800 3810 3820 3830 3840

4120

4160 4170 4180 4190 4200
TAACTTGCAGTTTACTGTGCGTGAATCGGCGTCACTTCCCACTGTTGCTCTCGCGGATGG
4210 4220 4230 4240 4250 4260
TAGTCATAGTTTACCGTTTCGATTTATGACAGTTGAGTAGCAGCGCAGAGCGTATCAATA
4270 4280 4290 4300 4310 4320
TACTCTGGTTGTCATTTAGTGTATTCGTTATTACTTGTATCTCCTTTCCCCTCCTTTTGC
4330 4340 4350 4360 4370 4380
CTGGCATCACTGGCCCGCATACCGGAATGTTTCAACTTTAGTTGTGCTCTTTCTCGTCTC
4390 4400 4410 4420 4430 4440
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TTTAAACTATTTCACTCCGCTCCTTCCCCCCCTTTTTTCAAAAAAAACCTGTAAAACGTC

4450 4460 4470 4480 4490 4500
ATACTGCTATTTGTACATTAGTGTGGAGCCACGTGGAAT TAAGAGAGGGAGCTAAGTATG
THIFE
TcIFé
4510 4520 4530 4540 4550 560
et - e .

5250 5260 5270 5280
ACGTTGGTGEATGE GTGGTGTTAATCGTCGGGCGCATCCGAGACGAAGA
THIFET L V D
TcIF6H P R G *

5290 5300 5310 5320 5330 5340
TAATGGACAATTCATCTTTCGAAAGAACATTATCTGTTGTTCCGCTTCTCTTTTTAATAG
5350 5360 5370 5380 5390 5400

TAATCAACACTAACGCGGGCTAAAGTACCGAGTCTTTAAACGTTTTTGTATTCTTCTCCC 3!

Figura 3.16: Secuencia nucleotidica del locus SZ5 de T. brucei. En azul y subrayado se
indican los posibles tractos de polipirimidinas y dinucleétidos AG aceptores del mini-
ex6n; en gris se indican las regiones codificantes y debajo la secuencia aminoacidica
correspondiente alineada con la proteina homéloga de T. cruzi. Los rectangulos celestes
resaltan los aminoacidos conservados entre las dos proteinas. En negrita se indican los
motivos conservados caracteristicos de la familia de proteinas DEAH-Box y del dominio C-
terminal de la familia NifU.
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3.5 Caracterizacion del fragmento SZ15

El analisis del ORF presente en el SAS SZ15 permitié identificar motivos
caracteristicos de la familia de las transcriptasas reversas (RT). Entre
éstos, se detecté un dominio de ARNasaH presente en distintas RT como la
del retrovirus HIV-2 (No Acceso GeneBank P04584) y la del
retrotransposén Burdok de Drosophila melanogaster [Tchurikov NA, 1989].
La secuenciacion completa de SZ15 permitié determinar que este locus
contiene un nuevo tipo de retroelemento, no descripto hasta el momento
en tripanosomatideos, 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 SIRE y en su extremo 3’ por las 270 pb finales de SIRE
(ver esquema en Fig 3.17A). A pesar que en VIPER no se observan marcos
de lectura abiertos extensos, dado que presenta motivos de ARNasaH y de
transcriptasa reversa (RT), su estructura sugiere que codifica un ORF
degenerado, un pseudogén, derivado de wuna secuencia retroviral
progenitora que quizas contenia uno o mas marcos de lectura abiertos.
Comparando la secuencia VIPER con la base de datos de ESTs del
GenBank, se detectaron varios fragmentos con homologias significativas
que permitieron reconstruir su unico ORF. El mismo, comienza en la
posicion 708 (ver esquema) y codifica para una hipotética RT de 487
aminoacidos. El codén stop de este ORF se halla localizado dentro de la
region 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 [Xiong Y, 1990]. La figura 1.17B muestra como se alinea la
hipotética RT de VIPER , con la de un retrotransposéon LTR de D.
melanogaster denominado Burdock [Tchurikov N, 1989] y con la RT del
retrovirus TRB del arroz [Hay J, 1991].

Analisis de Southern blot indicaron que VIPER se encuentra muy repetido

en el genoma de T. cruzi [Vazquez M, 2000].
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Por comparacion de secuencias con la base de datos GSS del GenBank, se
detectaron secuencias genomicas de 7. 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. Rectangulos amarillos, region 5’y 3’ de SIRE; flecha
azul, region codificante con dominios de RT; flecha naranja, region codificante con
dominios ARNasaH; linea punteada, regiéon espaciadora. b) Alineamiento del dominio RT
de VIPER con el del retrotransposéon LTR Burdock de Drosophyla melanogaste (DROME) y
con la RT del retrovirus RTBV del arroz. Los dominios conservados, propuestos por Xiong
y Eickbush estan numerados del 1 al 7 [Xiong Y, 1990]. Los residuos conservados entra
VIPER y las otras dos secuencias se muestran en negrita. Los residuos conservados en las
tres secuencias se indican con un asterisco. Los aminoacidos altamente conservados
entre las RT segun el analisis de Xiong y Eickbush se indican sobre la secuencia en el
lugar correspondiente. h, aminoacido hidrofébico; p, residuo polar pequefio. B)
Alineamiento de los dominios ARNasaH. Los aminoacidos muy conservados segun el
analisis de Doolittle, et al. [Doolittle R, 1989], son indicados sobre la secuencia. Las
flechas indican 3 aminoacidos esenciales para la actividad de las ARNasaH.
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Es interesante destacar que esta similitud se pierde en la region del ORF
de VIPER correspondiente a la secuencia 3’ de SIRE (datos no mostrados).
Tanto en la RT de VIPER como en su secuencia homologa en T. brucei se

conserva el motivo WIDN asi como varios de los dominios de ARNasaH.
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Figura 3.18: comparacion de VIPER con una secuencia homologa de 7. brucei. Los
asteriscos indican aminoacidos idénticos; los dos puntos, cambios conservativos (segin el
programa de analisis de proteinas PROSIS). Tb, Trypanosoma brucei, Tc, Trypanosoma
cruzi. En azul se indican los aminoacidos conservados en el dominio ARNasaH de las RT.
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4 Construccion de una biblioteca genémica YAC del clon CL

Brener de Trypanosoma cruzi

Una de las estrategias utilizadas para facilitar la secuenciacion del genoma
de T. cruzi, es la contruccién previa del mapa fisico de cada uno de sus
cromosomas. Para ello es fundamental contar con una buena coleccién de
marcadores gendmicos que sean representativos de todo el genoma junto
con varias bibliotecas gendmicas que contengan distintos tamarnos de
inserto. En base a esto, se decidi6 construir una biblioteca de grandes
fragmentos de ADN genémico de T. cruzi en vectores YAC, que junto a los
marcadores SAS generados anteriormente, permita la construccion del

mapa fisico de los diferentes cromosomas del parasito.

4.1 Preparacion del ADN genomico de epimastigotes de T. cruzi

Para construir la biblioteca YAC , base del mapa fisico, es necesario
obtener ADN genémico de T. cruzi intacto. Para ello, se resuspendieron
3x10° epimastigotes en 3 ml de agarosa de bajo punto de fusién que
sirvieron para preparar aproximadamente 30 bloques de 100 pl cada uno,
conteniendo cada uno alrededor de 20 pug de ADN gendémico. La integridad
del material fue analizada por corridas en PFGE. Posteriormente, se
pusieron a punto las condiciones para obtener fragmentos de ADN de
tamarfio entre 300 kpb a 500 kpb por restriccién parcial con la enzima
EcoRI. Asi, los mejores resultados fueron obtenidos utilizando 5 U de
enzima por cada 1 ug de ADN genémico. Para preparar los insertos, se
digirié parcialmente 100 ng de ADN genémico. Luego se selecciond el ADN
del rango mencionado en PFGE preparativos. Aquellos fragmentos que
presentaron un tamano 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 ligacion fueron sometidos a una
segunda vuelta de seleccion por tamano en PFGE preparativos. Una vez

recuperado el ADN, se traté 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 caracteristico color rosa debido a que el gen SUP4ARNt
es interrumpido por el fragmento clonado) fueron ordenados en placas de
96 wells.

Para determinar el tamafno promedio de inserto de la biblioteca, se
tomaron 60 clones YAC al azar y se determiné su tamafio por Southern
blot de cariotipos electroforéticos de PFGE usando una sonda especifica de
uno de los brazos del vector YAC. Los resultados indicaron que el tamano

promedio de los insertos de la biblioteca es de 365 kpb (Fig 4.1).
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Figura 4.1: Panel izquierdo, tincion con bromuro de etidio de una separaciéon por PFGE
de ADN genoémico de 11 clones YAC provenientes de la biblioteca genémica de T. cruzi. A
la izquierda se indican los tamafos 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 especifica para uno de los brazos del vector YAC.

4.2 Estudios de representatividad de la biblioteca genémica YAC

Se utilizaron dos métodos para evaluar la representatividad de la
biblioteca: (1) preparacion de filtros a partir de cada placa de 96 wells con
posterior hibridaciéon con sondas especificas e identificacion de YACs

positivos y (2) utilizacion de la técnica de PCR tridimensional para
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amplificar secuencias especificas utilizando como templado diferentes

mezclas de ADN provenientes de distintos clones cada una.

4.3 Verificacion de la identidad del ADN clonado en la biblioteca YAC

Para confirmar que el ADN clonado en la biblioteca YAC era de T. cruzi, se
desarrollé un protocolo de PCR para amplificar la secuencia repetida SIRE,
especifica de este parasito, 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
amplificacion provenientes de SIRE o de secuencias derivadas de este
elemento repetido, indicando que 55 de los 96 clones contenian SIRE o

secuencias relacionadas.
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Figura 4.2: Rastreo por PCR de la secuencia repetida SIRE a partir de mezclas de ADN
provenientes de distintos clones YAC de la biblioteca genémica de T. cruzi. Las flechas
indican el producto de amplificacién de tamafio esperado.

4.4 Rastreo del gen que codifica para la proteina gp90

En el genoma de T. cruzi se encuentran aproximadamente 40 copias del
gen codificante para la proteina gp90, localizandose en 10 de las 20
bandas cromosémicas [Cano MI, 1995]. Rastreos por PCR, a partir de
mezclas de ADN representativas de 200 clones, permitié identificar 12
YACs positivos para gp90 que fueron confirmados posteriormente por
Southern blot de PFGE (Fig 4.3).
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Figura 4.3: Panel izquierdo,tincion con bromuro de etidio de una separaciéon por PFGE de
ADN genomico de 10 clones YAC provenientes de la biblioteca genoémica de T. cruzi. Panel
derecho, Southern blot a partir de la misma corrida en PFGE e hibridada con una sonda
especifica para el gen gp90.

4.5 Rastreo del gen que codifica para la proteina hsp70

El gen hsp70 se encuentra localizado en las bandas cromosomicas IX y X
de T. cruzi [Cano MI, 1995]. Por PCR tridimensional a partir de ADN
proveniente de 400 YACs se identifico6 un fragmento genémico que poseia

la secuencia codificante de este gen.

4.6 Rastreo del gen que codifica para la proteina JL7-H49

Los genes codificantes para esta proteina se localizan en las bandas
cromosomicas XVI y XVII y se encuentran ligados al gen que codifica la
proteina JL8 [Cano MI, 1995]. Por hibridacion de 10 membranas de nylon
con una sonda especifica del gen JL7, representando un total de 960
clones, se identificaron 3 clones positivos para el gen JL7-H49 de T. cruzi.
Esto fue confirmado con posterioridad por PCR a partir del ADN genémico
de los YACs correspondientes.

Estos primeros resultados mostraron que la biblioteca genémica YAC era
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 JL7-H49 y hsp70.

Con el fin de estudiar la presencia de quimeras, se realizaron ensayos de
Southern blot de los clones YAC positivos para gp90, JL7-H49 y hsp70 y

se compararon los tamarfios de los fragmentos de restriccion obtenidos a
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partir de ADN de cada clon, con aquellos obtenidos por restriccion de ADN
genomico de la cepa CL Brener de T. cruzi. En todos los casos analizados

no se observo la presencia de YACs quiméricos.

4.7 Caracterizacion de la estabilidad de la biblioteca genémica YAC de
T. cruzi

Finalmente, se complet6 la caracterizacion de la biblioteca genémica YAC,
determinando la estabilidad de los cromosomas artificiales. Para ello se
tomaron 20 YACs al azar y se determiné por Southern blots de PFGE el
tamarfio de los insertos de los YACs luego de 100 repiques. En ningiin caso
se observaron variaciones en el tamarfio de los YACs (Fig 4.4) demostrando
que son estables, requisito indispensable para utilizarlos en la

construcciéon 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 especifica de uno de los brazos del vector YAC.

4.9 Mapa fisico del cromosoma XVII

En colaboracion con el laboratorio del Dr. Franco da Silveira, Universidad
de San Pablo, Brasil, se comenz6 la construccion 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,
permiti6 el aislamiento de 9 YACs que cubren esta region. Posteriormente,
se pudo determinar el tamano 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), YSG9 (180kpb), Y8E1
(200kpb), YOHS8 (180kpb) y Y6B7 (200kpb) son positivos para el marcador
H49. Los YACs Y7A7, Y5G9, YOH8 y Y6B7 son positivos para el marcador
JL8.

Por mapeo de restriccion parcial e hibridacién con otros marcadores y con
sondas de extremos de los YACs construidas utilizando la técnica de
Bubble PCR [Vazquez M, 1999] se logré6 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).
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Figura 4.5: esquema del mapa fisico de una regién del cromosoma XVII de la cepa CL
Brener de T. cruzi.

4.10 Mapa fisico de los cromosomas XIX y XX

Para construir los mapas fisicos de los cromosomas XIX y XX se rastreo la
biblioteca genémica YAC con dos marcadores especificos de ambas bandas
cromosoémicas: TcPO y TcPl. De esta manera, se hibridaron membranas
conteniendo 1000 YACs de la biblioteca con una sonda del gen TcPO, que
es un marcador especifico de estas bandas cromosomicas. Los YACs
positivos en este primer rastreo fueron confirmados por amplificacion del
gen TcPO por PCR y por hibridacién de Southern blots de PFGE (Fig 4.6).
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Asi se pudieron aislar dos YACs (clones 117 y 496) que contenian al gen
TcPO.

Y117 Y496

Figura 4.6: Southern blot de PFGE hibridado con sonda especifica del gen TcP0O. Las
flechas indican la banda correspondiente al YAC 117 (izquierda) y 496 (derecha).

Al igual que el cromosoma XVII, se determiné el tamano de los YACs
positivos por Southern blots de PFGE. El YAC 117 contiene un inserto de
175 Kpb y el YAC 496 uno de 240 Kpb. Este ultimo también hibrida con
la secuencia repetida SIRE .

También se realizaron Southern blots a partir de ADN genémico total de

cada YAC hibridados con una sonda especifica para el gen TcPO

Figura 4.7: Southern blot de ADN genomico total digerido con EcoRI 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.

observandose que mientras el YAC 117 dio como resultado una banda de
6.5 kpb al igual que el ADN genoémico de la cepa CL Brener, el YAC 496
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dio una banda de mayor peso molecular, sugiriendo la presencia de una

posible quimera (Fig 4.7).

4.11 Purificacion de las bandas cromoséomicas XIX y XX

Otra forma para identificar YACs con fragmentos de los cromosomas XIX y
XX. Esta consiste en realizar un rastreo de la biblioteca genémica YAC
utilizando como sonda las bandas cromosémicas purificadas. Se pusieron
a punto las condiciones de corrida en PFGE preparativos que permitieron
resolver las bandas cromosémicas 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, angulo 120°.

Una vez separadas y purificadas, se controld la pureza de las bandas. Para
ello, a partir del ADN purificado se realizaron amplificaciones por PCR
utilizando cebadores especificos para los marcadores cromosémicos TcPO y
TcP1 como control positivo y como control negativo cebadores especificos
para marcadores de otras bandas cromosdémicas como por ejemplo el gen
ribosomal TcP2B. El analisis por PCR demostré que el ADN purificado
provenia de las bandas cromosomicas de interés y que, al menos para los
marcadores utilizados, no contenian 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 cromosémicas XIX y XX. La flecha indica la zona

de compresion donde sélo corren las bandas XIX y XX.
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Figura 4.8: PFGE de las bandas cromosomicas XIX y XX purificadas. T. cruzi: calles
correspondientes a ADN genomico total de la cepa CL Brener de T. cruzi; XX ADN
purificado del cromosoma XX; XIX: ADN purificado del cromosoma XIX.

4.12 Construccion de una sub-biblioteca YAC del cromosoma XX

Se utilizé la banda del cromosoma XX purificada para hacer una sonda
cromosoma-especifica con la cual hibridar la biblioteca YAC. El rastreo de
una membrana de nylon conteniendo 1000 YACs con esta sonda, permitio
construir una sub-biblioteca 64 YACs enriquecida en clones con
fragmentos genomicos pertenecientes al cromosoma XX de T. cruzi (Fig
4.9).

Figura 4.9: rastreo de la biblioteca YAC utilizando como sonda ADN purificado
proveniente del cromosoma XX.

La hibridacion de esta sub-biblioteca con la secuencia repetida SIRE indico

que aproximadamente el 50% de los clones contenian dicha secuencia
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repetida. Posteriormente, se rastre6 la sub-biblioteca con una sonda
especifica para el marcador TcPO obteniendo 6 posibles clones positivos, 4
de los cuales fueron reconfirmados posteriormente por hibridacién con un
cromoblot de PFGE (Tabla 4.1). Esto permitié corroborar que la sub-
biblioteca contenia fragmentos pertenecientes a las bandas cromosémicas
XIX y XX.

YAC Tamano SIRE TcPO

16 + -
18 - -
34  180kpb + +
43 - -
54  150kpb + +
62  170kpb + +
63 175kpb 4 +

Tabla 4.1: caracterizacion de 7 YACs especificos del cromosoma XX

4.13 Generacion de marcadores EST (Expressed Sequence Tags)

cromosoma especificos

Para incrementar el numero 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 XIX utilizado como sonda. B) Confirmacion por Southern blot de los clones de
ADNCc aislados en el primer rastreo digeridos con EcoRI e hibridados con sonda especifica
del cromosoma XIX. Las flechas indican las bandas correspondientes a la hibridacion
especifica de los insertos con el ADN del cromosoma XIX.
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cromosOmicas XIX y XX, se disefid6 un protocolo de hibridacién de sondas
cromosoémicas sobre bibliotecas de ADNc de T. cruzi. La puesta a punto del
método se realizé con una sonda derivada del cromosoma XIX con la cual
se rastre6 una biblioteca de ADNc del estadio epimastigote de T. cruzi. Se
aislaron asi 9 clones positivos (Fig 4.10A), de los cuales sélo 3 (clones 2°, 8
y 9) confirmaron reactividad a posteriori con la misma banda cromosémica
(Fig 4.10B).

Se secuenciaron los extremos de los ADNc provenientes de los clones 27, 8
y 9 (Fig 4.11) y se realizé6 una busqueda de secuencias homélogas en la
base de datos del GenBank, determinando que los mismos no poseian

homologia con algin gen conocido.

Clon 9

AGTCCCTTTAAAAAAGAAGTGGAGGCACTAAGAGCGTCTTTTACCTGC TTCCCACGCGGCACGGTTGATAGGGCCTGGGTGGGGG
AGATGAGCGGGCGGTTAAAACACACATTTTGCCGCAAACCACAAATAGTAGTAAAAT TTAAACACTGGTARAATATTATTGGAAC
ACTTCGACCAGACACATTTCTTGCGCCACATCGTTATTGTCGGAGTATGCGCATGGCGGGGCCTTGTCGCCACTTTTCCTTCCAA
AATGGGAGGAGGGGAGCAGCAGGGGAAGTCCACAGTTCGGTT

Clon 2/
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCATTGCTCCCGAAAAGCAAAACACACACACAGGGGGAGAGAGAGAGAGAGGTC
GCCCACTCAATGCAATAAAAACAAAACAGARACAGTTACGGTGCTCCGCCCATGCAGCCAGGCAGGACGGCAGCGGTGCGTGTCG
TGCARAAGAGAGCACCAACGGGCCTGCATGGGTGTGCATGCATATATATACAATGGGCACAT TATGTGTGTGCTTCGTGGGTTGA
GGTGAGGGCGAGAGTCCATGCAAGGGGGCACACACAGAGAGTGGGTGAAAGACGA

Clon 8
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTNTCAGCGCCGAAAACGTACGAACGAACACAARCCAAAR
AADRAAGTAAAAATAAAAATAAAATCGCACCGACGTTTCCCCCCACAAGTGGCGGGGCGGCGGTAGGAGATGTACATCAGCGCGCG
GCCGTCGCAGAGAATGCACGGGCAGGCGGCACGGGGCCAGCACGCAACGGCAGCCARAACAAAAGATGGTCACACCCGGARGAAC
CAGGCGCAAAACAAACGGCGARAGT TACGCCAAGCACGCACAACCARAGACAATGGCNT TTTTACATCCACACCGTTGCAGGGTG
CTCAAATTTACGCGGCGCACCTTTCGGTGGGTCACGCCGAGAGCGGC

Figura 4.11: secuencias de los extremos de los fragmentos de ADNc de los clones 2’, 8 y
9.

4.14 Anilisis de sintenia de grandes fragmentos gendémicos en
tripanopsomatidos.

El mapa fisico de un genoma es la representacion de las moléculas de ADN
que conforman sus cromosomas, y se construye a partir de la
superposicion de grandes fragmentos de ADN clonados. La construccion
del mapa fisico 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 construccién del mapa fisico del cromosoma
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XVI del clon CL Brener, se realizé un estudio comparativo para determinar
si los marcadores utilizados se encontraban también ligados en T. brucei y
L. major. Luego de realizar una busqueda de homologias 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 tripanosomatideos.

Con objeto de analizar la existencia de sintenia en largas regiones
cromosomicas se decidié analizar un fragmento secuenciado de 94 kpb
correspondiente al cromosoma Il del clon CL Brener de T. cruzi. Esta
region 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. brucei (homologia a nivel de secuencia
de amino acidos), se decidié analizar si en T. brucei, VIPER esta asociado a
los mismos genes a los que se asocia en el cromosoma Ill de T. cruzi.

Para este estudio se utilizaron secuencias de ADN provenientes de cuatro
cosmidos de T. cruzi (No. Acceso GenBank AF(052831, AF(052832,
AF052833, AF242860) abarcando una regiéon 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. brucei del GenBank mediante los programas TBLASTX,
TBLASTN y BLASTP se encontro lo siguiente (Fig 4.12):

De la traducciéon de los 35 marcos de lectura abiertos anotados para la
secuencia de 123 kpb de T. cruzi, 25 presentaron homologia significativa
(E<10-19) con ORFs presentes en el cromosoma 1 de T. brucei. De los 25
genes homoélogos, tres de ellos correspondian a una de las unidades
transcripcionales y los 22 restantes a la otra.

Cuando se analiz6 la organizacion genética del cromosoma 1 de T. brucei,
se determindé que no s6lo se conserva la posicion relativa de los genes

homélogos, sino también el sitio en el que cambia la orientaciéon 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 orientaciéon opuesta ya en el ancestro comun a T. cruziy T.
brucei, que probablemente existi6 hace mas de 600 millones de afios (cita).
La extensa regiéon intergénica que separa ambas unidades

transcripcionales esta minada por secuencias repetidas.
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Figura 4.12: Esquema de la regiéon sinténica del cromosoma III de T. cruzi y sus
homoélogas correspondientes al cromosoma 1 de 7. brucei y en el cromosoma 12 de L.
major. Rectangulos celestes, genes especificos de 7. cruzi; rectangulos rojos, genes
especificos de T. brucei; rectangulos violetas, genes especificos de L. major; rectangulos
naranjas, genes conservados en los 3 parasitos; rectangulos azul oscuro, secuencias
repetidas; rectangulos amarillos, genes conservados en T. cruzi y L. major. Con flechas
amarillas se indica la orientaciéon 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 linea
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 direccién (Fig 1.12). Por otro lado,
en T. cruzi se encuentra VIPER seguido rio abajo por dos secuencias
repetidas con diferentes grados de homologia a INGI de ~4.3 kpb cada una,
orientadas en sentido contrario. Ambas presentan una significativa
homologia con INGI (E<10-29) a nivel de secuencia peptidica, siendo la mas
conservada de las dos, la que se localiza mas rio abajo y que posee la
misma orientacion que los dos elementos INGI del cromosoma 1 de T.
brucei (Fig 4.12). De esta manera, se podria especular que la insercion de
al menos uno de estos dos elementos ( el de igual orientacién que en T.
brucei) haya ocurrido antes de la separacion evolutiva entre T. cruzi y T.
brucei.

Un analisis comparativo de la region que comprende los primeros 15 genes
homélogos entre T. cruzi y T. brucei permitié determinar que la distancia
entre estos genes esta relativamente conservada, a excepcion de las
regiones intergénicas que separan los genes 3y 4y 4y S (Tabla 4.2).
Existen otras particularidades que se conservan entre las regiones

analizadas, tanto en T. brucei como en T. cruzi, la regién comprendida

Region T.cruzi T brucei
intergénica Long (pb) Long (pb)
11-2 939 1805
I2-3 16329 18541
13-4 15300 43863
14-5 3838 270
I15-6 647 354
16-7 1833 2004
17-8 879 890
18-9 4256 2006
19-10 1008 1175
I10-11 453 260
111-12 4925 2466
112-13 1495 4200
I13-14 2493 2082
114-15 2965 2522

Tabla 4.2: Comparacién de las regiones intergénicas de T. cruziy T. brucei
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entre los genes 2 y 3, de mas de 10000 pb de extensién, posee un muy
bajo contenido de GC (Fig 4.13).

GC %T. cruzi GC % T. brucei

GC%/100

Posicién/100 (pb) Posicién/100 (pb)

Figura 4.13: Porcentaje de contenido de GC de la regién correspondiente al cromosoma
Il de T. cruziy su homéloga en T. brucei. Las flechas rojas indican la regién intergénica
con bajo contenido en GC localizada entre los genes 2 y 3.

El tamano de las proteinas codificadas por los primeros 15 genes
homoélogos también se conserva. Una excepcion es la proteina codificada
por el gen 12 que es dos veces mas larga en T. brucei que en T. cruz,
aunque no puede descartarse la utilizacion de un codon atg interno como
codon de inicio de traduccion (Tabla 4.3). Las variaciones en la extension
de las regiones codificantes se deben principalmente a cambios en la
posicion del codon de inicio de traducciéon o a la existencia de inserciones
o escisiones. En contraposicion, la posicion de los codones stop se

encuentra generalmente conservada.

ORF T. cruzi T. brucei
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
+ 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: Comparacion de las regiones codificantes de T. cruziy T. brucei.

El contenido en GC no presentd variaciones significativas en los genes
homoélogos a excepcion de los genes 1, 6, 11 y 13. En estos casos, la
variacion se debe principalmente a un cambio en la frecuencia de G y/o C
en la tercera posicion de los codones sinénimos (aquellos que codifican
para el mismo aminoacido).

Utilizando el programa CodonW, se calcul6 el uso de codones para los 15
genes y se lo comparé con el uso esperado [datos de la pagina de internet
www.kazusa.or.jp/codon/] tanto en T. cruzi como en T. brucei (Tabla 4.4).
En la region comparada, la relacion del uso de codones entre T. cruziy T.
brucei es cercana a 1 (TcObs/TbObs). La excepcion la 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 mas préximos a 1 que la

relacion entre los usos esperados (Tabla 4.4, casillas en amarillo).

17.9 0.99 1.17 1.26 1.06
18.2 0.66 0.73 0.76 0.68
7 1.82 0.88 0.70 1.45
15.9 151 | 1.04 | 094 1.37
215 1.15 1.14 0.94 0.95
17.7 0.80 0.71 0.83 0.94
8.5 1.74 0.93 0.41 0.77
187 | 073 116 155 | 0.97
19.8 1.35 1.21 0.99 1.11
156 0.83 0.89 0.96 0.90
103 1.59 0.72 0.48 1.05
252 0.64 1.00 0.98 0.62
214 1.00 0.98 0.86 0.88
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135 | 116 | 7.656 12 0.86 1:54 1.13 0.64
57 | 7.66 | 11.41 12 1.34 0.67 0.48 0.95
37.2 | 24.8 | 24.53 27 0.67 1.01 1.38 0.91
104 | 16.4 | 1422 | 105 1.58 1.15 0.99 1.35
136 | 16.7 | 16.56 11 1.23 1.01 1.24 1.51
9.1 16.1 | 15.31 | 10.7 1.77 1.05 0.85 1.43
133 | 16.2 | 13.59 8.7 1.14 1.11 1.53 1.56
8 | 116 | 1484 | 10.2 1.45 0.78 0.78 1.46
12 | 145 | 16.09 | 10.6 1.21 0.90 1.13 1.52
118 | 17.2 | 15.94 12 1.46 1.08 0.98 1,33
154 | 19.2 | 15.63 99 1.25 1.23 1.56 1.58
112 | 109 | 1422 | 146 0.98 0.77 0.89 1.13
149 | 143 | 14.81 | 147 0.83 0.96 1.17 1.01
149 | 183 | 17.03 | 185 1.23 1.07 0.81 0.92
264 | 209 | 1828 | 15.8 0.79 1.15 1.67 1.16
178 | 134 | 17.19 | 209 0.75 0.78 0.85 0.82
259 | 14.7 | 1359 | 20.3 0.57 1.08 1.28 0.67
186 | 16.9 | 16.25 26 0.91 1.04 0.72 0.63
306 | 17.5 | 1531 | 204 0.57 1.14 1.50 0.75
71 | 133 | 1359 | 106 1.87 0.98 0.67 1.28
17.6 18 1766 | 15.9 1.02 1.02 A i 1.11
85 | 13.8 | 15.16 9 1.62 0.91 0.94 1.68
135 | 175 | 16.09 | 149 1.30 1.09 1.05 1.25
104 | 136 | 1434 | 154 1.31 1.10 0.68 0.80
233 | 17.7 | 1891 | 206 0.76 0.93 1.43 0.92
158 | 167 | 15 17 1.06 1.11 0.93 0.88
21 | 145 | 1625 | 23.4 0.69 0.89 0.90 0.69
152 | 13.1 | 11.25 26 0.86 1.17 0.58 0.43
37.7 | 18.1 20 35.1 0.48 0.91 1.07 0.57
212 | 17.3 | 1891 | 26.1 0.82 0.92 0.81 0.72
274 | 139 | 1434 | 269 0.51 1.13 1.02 0.46
232 | 14.8 | 14.34 | 331 0.55 1.04 0.70 0.37
451 | 18.4 | 1891 | 396 0.41 0.98 1.14 0.48
62 | 142 | 1375 | 82 4.29 1.03 0.76 1.68
146 | 17 | 175 | 117 1.35 0.97 1.08 1.50
119 | 156 | 1563 | 9.8 1.31 1.00 1.21 1.59
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143 | 242 | 2344 | 155 1.55 0.95 0.92 1.51
191 | 205 | 16.88 | 15.1 1.07 1.21 1.26 1.12
67 | 16.1 | 11.88 A 4.40 1.36 0.94 1.67
10.1 | 16.1 175 97 1.59 0.92 1.04 1.80
111 | 163 | 1797 | 115 1.38 0.85 0.97 1.56
155 | 142 | 16.25 | 139 0.92 0.88 1.12 1.17
4.1 7.5 | 9.844 6.4 1.83 0.76 0.64 1.54
il 11.4 | 14.22 7.9 1.48 0.80 0.97 1.80
193 | 183 | 2141 | 238 0.95 0.85 0.81 0.90
283 | 158 | 1422 | 185 0.56 1.11 153 0.77
143 | 139 | 1438 | 159 1.13 0.97 0.77 0.90
146 | 145 | 145 14.1 1.00 1.16 1.21 1.03

Tabla 4.4: analisis del uso de codones para los 15 primeros genes homélogos de T. cruziy
T. brucei. En azul se indican los 20 aminoacidos con sus codones correspondientes.
TcCU, uso de codones calculado para T. cruzi; Tc, uso de codones de los 15 genes
homoélogos de T. cruzi; TbCU, uso de codones calculado para T. brucei; Tb, uso de codones
para los 15 genes homélogos de T. brucei; TcObs/TcCU y TbObs/TbCU, relacién entre la
frecuencia observada y esperada de cada codén en los 15 genes comparados en T. cruzi o
T. brucei respectivamente; TcCU/TbCU, relacion las frecuencias de uso de codones
esperadas entre T. cruziy T. brucei; TcObs/TbObs, relacién de las frecuencias observadas
del uso de codones entre T. cruzi y T. brucei.* Frecuencia de los codones cada 1000
aminoacidos. En el analisis no se incluyen los codones stop. En amarillo se resaltan las
relaciones que muestran un uso diferencial de codones entre T. cruziy T. brucei, ya sea
observada o esperada.

4.15 La region analizada del cromosoma III de T. cruzi se conserva en
L. major

El analisis del banco de datos HTGS permitié ubicar una zona homologa a
la descripta previamente en L. major. Los resultados de este analisis 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 posicion relativa de los ORF homologos también se conserva, a
excepcion del gen 1 y el gen C que se encuentran a 70 kpb y 158 kpb rio
abajo del gen 18 respectivamente y los genes 23 y 24 que se encuentran a
357 kpb rio abajo del gen 18.

Es llamativo que en este paréasito también se conserva el cambio de
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orientacion 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 distribucion de nucleétidos en la region sinténica
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Figura 4.14: GC skew, AT skew y exceso de purinas de las regiones sinténicas de (A) T.
cruzi, (B) T. bruceiy (C) L. major. Linea celeste, exceso de secuencias codificantes; linea
azul, GC skew; linea verde, AT skew; linea roja, exceso de purinas; eje vertical, puntaje
del estadistico en unidades arbitrarias; eje horizontal, posiciéon a lo largo de la regién
sinténica en unidades arbitrarias.
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Se realiz6 un estudio sobre la distribucion de bases en la regiéon del
cromosoma III de T. cruzi y de sus homoélogas en T. brucei y L. major para
determinar si en estos parasitos se cumplen las reglas descriptas para
genomas bacterianos.

En la figura 4.14 se grafican el exceso de purinas (EP), el GC skewy el AT
skew junto con el exceso de secuencia codificante (suma de las diferencias
entre el namero de bases codificantes en la hebra directa y la hebra
inversa).

El analisis de EP mostré una distribucién de nucledtidos asimétrica. En
particular, se observé una correlacién positiva entre el EPy la direcciéon de
transcripcion de los genes en T. cruziy T. brucei mientras que en L. major
la correlacion fue negativa. En los dos primeros casos, el minimo
correspondi6 a la regién localizada entre las dos unidades
transcripcionales, mientras que en esta posicion se registré un maximo en
L. major (Fig 4.14, linea verde).

Resultados analogos fueron obtenidos cuando se analizé6 el GC skew (Fig
4.14, linea azul), donde se registr6 un minimo que coincide con la regién
donde se produce el cambio en la orientacion de los genes y una
correlacion positiva con respecto al sentido de transcripcion 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 observé una relacion inversa entre
el AT skew y la direccion de transcripcion de los genes, con un maximo en
la region que separa las dos unidades transcripcionales (Fig 4.14, linea
roja). En T. cruzi, esta tendencia es menos marcada que para Leishmaniay

T. brucei.

A)

B)

C)
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Figura 4.15: GC skew, AT skew y exceso de purinas de las regiones intergénicas
sinténicas de (A) T. cruzi, (B) T. bruceiy (C) L. major. Linea celeste, exceso de secuencias
codificantes; linea azul, GC skew; linea verde, AT skew; linea roja, exceso de purinas; eje
vertical, puntaje del estadistico en unidades arbitrarias; eje horizontal, posicién a lo largo
de la region sinténica en unidades arbitrarias.
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Los resultados obtenidos en esta region del cromosoma 12 de L. major son
comparables a los observados en su cromosoma 1, en donde se detecté
una correlaciéon negativa entre el EP y el GC skew y la direccion de la

transcripcion [McDonagh P, 2000].

A)

B) 4000

C)

Figura 4.16: GC skew, AT skew y exceso de purinas de las regiones codificantes
sinténicas de (A) T. cruzi, (B) T. bruceiy (C) L. major. Linea celeste, exceso de secuencias
codificantes; linea azul, GC skew; linea verde, AT skew; linea roja, exceso de purinas; eje
vertical, puntaje del estadistico en unidades arbitrarias; eje horizontal, posicion a lo largo
de la region sinténica en unidades arbitrarias.

Para determinar si la tendencia en la distribucion de bases se incrementa
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en las regiones intergénicas, por estar sometidas a una menor presion de
seleccion, se analizd6 por separado el EP, GC skew y AT skew de las
regiones codificantes y no codificantes (Fig 4.16 y 4.15 respectivamnete).
Asi, las regiones intergénicas de T. cruzi, T. bruceiy L. major presentan una
tendencia similar al analisis global realizado anteriormente (en la Fig 4.14).
Sin embargo, un analisis de las regiones codificantes en L. major, revelo
una tendencia distinta a aquella observada en el analisis global y de sus
regiones intergénicas. En este caso, tanto el EP como el GC skew y AT
skew presentan una correlacion positiva con respecto al sentido de
transcripcion de los genes (Fig 4.16).

Un fenémeno similar también ocurre en T. cruzi, donde el AT skew
presenta una tendencia positiva con respecto al sentido de transcripcion,
en contraposicion a lo observado para las regiones intergénicas (Fig 4.16,
linea roja).

Luego se analiz6 la distribuciéon de los nucleétidos en las regiones
codificantes segin la posicion que ubicaban dentro de cada codén,
encontrandose un comportamiento similar en los tres parasitos.

La primera posicion del codén, presenté una correspondencia positiva
entre la direccién de transcripcion y el contenido de purinas, el GC skewy
el AT skew (linea celeste en Fig 4.17).

La segunda posiciéon presenté una tendencia negativa del GC skew y
positiva del AT skew con respecto al sentido de transcripcién, no
advirtiéndose un exceso de purinas significativo (linea verde en Fig 4.17).
Finalmente, en la tercera posicion, se observé un comportamiento opuesto
a la segunda, registrandose una correlacion positiva con el GC skew y una

negativa con el AT skew (linea roja en Fig 4.17).
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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). Linea celeste, posicién 1 del codén; linea verde, posicion 2 del codén;
linea roja, posicion 3 del coddn; eje vertical, puntaje del estadistico en unidades
arbitrarias; eje horizontal, posicion a lo largo de la region 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
correlacion entre el EP y el sentido de transcripcion en las posiciones 2 y 3
de los codones, podrian deberse a las tendencias opuestas que presentan

los skew GCy AT en la segunda y tercera posicion.

4.17 Una alternativa al método clasico de clonado en YACs:
construccion de YACs por recombinacion asociada a la transformacion
en levaduras.

Debido a que los genomas presentan distintas regiones con diferente
capacidad de ser clonadas, se decidi6 generar una segunda biblioteca YAC

utilizando la técnica de clonado por recombinacion asociada a la
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transformacion en levaduras. Esta técnica permite generar YACs lineales o
circulares al co-transformar levaduras con ADN genémico total de un
determinado organismo y un vector linealizado que contiene en uno o
ambos extremos una secuencia especifica de dicho ADN. Este vector debe
contener ademas un gen de seleccion 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 YACs lineales o circulares mediante esta
técnica aprovechando la gran dispersion de la secuencia repetida SIRE en
el genoma nuclear de T. cruzi, se construyeron tres vectores: pCS1, pCS2 y
pLS1 (Fig 4.18).

mere @ s ED pCS1
X Amp BC: S His B S pCS2

DA S— e I

E:Secuencia SIREde 300 pb ~ ®T™" :Secuencia de replicacién auténoma de levaduras
:Secuencia SIRE de 100 pb ILITA :Gen de resistencia a ampicilina
BT :Secuencia SIRE de 400 pb < :Secuencia telomérica de Tetrahymena
@ :Secuencia centromérica . :Gen de Histidina

Figura 4.18: esquema de los vectores pCS1, pCS2 y pLS1.

Los vectores pCS1 y 2 estan diseniados para generar YACs circulares
llevando en sus extremos 300 y 100 pb de la secuencia SIRE, y un gen de
seleccion por histidina. El vector pLS1, lleva una secuencia telomérica del
ciliado Tetrahymena sp. en un extremo, un gen de seleccion por histidina y

la secuencia SIRE de 400 pb en el otro.
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Figura 4.19: Cromoblot de PFGE de ADN genémico total de los clones T7 y
T15 con una sonda especifica del elemento repetido SIRE. Las flechas rojas
indican la posicién de los YAC obtenidos linearizados.

Durante la puesta a punto de esta técnica con el vector pCS1 y ADN
genoémico 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 espontaneas permiten determinar el tamafio de los clones
por PFGE (Larionov V, comunicaciéon personal). Por analisis de Southern
blot de PFGE hibridados con SIRE, se determiné que el clon T15 posee un
inserto mayor a 600 kpb mientras que el clon T7 posee un inserto cercano
a los 500 kpb (Fig 4.19).
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5 Desarrollo de vectores de fragmentacion en T. cruzi

5.1 Construccion de los vectores pLFGAP, pLFSIRE y pH64

En todo proyecto genoma es de gran utilidad contar con una herramienta
eficaz que permita determinar la posicion de los diferentes marcadores
genéticos que se vayan generando con respecto a los telomeros o
centromeros de un determinado cromosoma. Dado que T. cruzi presenta
una muy baja condensacion cromosémica durante la divisiéon mitética y no
posee un ciclo de reproducciéon sexual, técnicas como la de hibridacion in
situ o métodos de genética clasica no son utilizados para posicionar un
marcador en un cromosoma. Para contribuir a la construccion del mapa
fisico de este genoma, se decidi6 utilizar una nueva herramienta,
denominada fragmentacion cromosémica, que permite localizar
marcadores con respecto a los telomeros de los cromosomas

correspondientes [LeBowitz J, 1998].

Vector de

m Fragmentacién

4-/ ) Cromosoma x I/_>

{ H64 ) -y
/-

l Fragmentacion

4—/ ,‘ {Hé4

Figura 5.1: esquema de fragmentacion cromosomica en el locus H64. Rectangulo celeste,
gen de resistencia a G418; rectangulo amarillo, secuencia marcadora; rectangulo violeta,
gen de resistencia a ampicilina; triangulos rojos, secuencia telomérica.

El principio que permite la fragmentacion es semejante al que sirvié para
obtener los cromosomas circulares por la técnica de RAT (pag 111), es
decir la capacidad de recombinacion, pero en este caso referida a T. cruzi.
Asi, la recombinacion se establece entre una secuencia en un cromosoma
(que contiene la secuencia a posicionar) y un vector linearizado (vector de

fragmentaciéon) que contiene en su extremo el marcador que se quiere
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posicionar en el cromosoma. La disminucion en el tamafio del cromosoma
resultante es utilizada para calcular la distancia del marcador al extremo

telomérico (Fig 5.1).

pLFGAP
GAPDH i GAPDH
pLFSIRE
[ SIRE HMDHW
pH64
[ H64 Jemsi GAPDH M

Figura 5.2: Representacion esquematica de los vectores de fragmentacion pLFGAP,
pLFSIRE y pH64. Neo, gen de resistencia a G418; GAPDH, regioén intergénica del gen
GAPDH, Amp, gen de resistencia a Ampicilina; H64, marcador del locus TcP2BH6.4;
triangulo rojo, secuencia telomérica de Tetrahymena sp.

Como primer paso, se construyeron los vectores pLFGAP y pLFSIRE. Los
mismos poseen una secuencia telomérica de Tetrahymena sp de 200 pb en
un extremo, un gen de seleccion en bacterias que confiere resistencia a
ampicilina y el gen Neo que confiere resistencia a G418, flanqueado en sus
extremos 5’ y 3’ por la region intergénica del gen GAPDH de T. cruzi para
que el ARNm sea procesado correctamente por el parasito. El vector
pLFSIRE contiene ademas la secuencia repetida SIRE de T. cruzi de 400 pb
(Fig 5.2).

En una segunda etapa, se desarrollo 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 TcP2B de
Trypanosoma cruzi en el otro [Vazquez M, 1994] (Fig 5.2).

En el caso de los vectores pLFGAP y pH64, las secuencias blanco de
recombinacion son la regiéon intergénica del gen GAPDH y la region que
contiene al gen TcP2BH6.4 respectivamente.

Las primeras experiencias de fragmentacion fueron llevadas a cabo con los
vectores pLFGAP y pLFSIRE. Los mismos se linearizaron con enzimas de

restriccion 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 parasitos resistentes en
medio de cultivo con 100 pg/ml de G418 durante 21 dias. Posteriormente,
se purifico ADN genémico y se analizaron las transfectantes por
cromoblots de PFGE. En todos los casos no se detectaron variaciones en el

cariotipo electroforético.

TULWt LFGAP LFSIRE

- Sitio de siembra

& W W — Cromosoma GAPDH

Figura 5.3: Southern blot de PFGE hibridado con una sonda especifica de la region
intergénica del gen GAPDH de T. cruzi. TULwt, ADN total de la cepa Tulahuén II salvaje de
T. cruzi; LFGAP, ADN genomico de T. cruzi transfectado con el vector pLFGAP; LFSIRE,
ADN genoémico de T. cruzi transfectado con el vector pLFSIRE.

La hibridacion de cromoblots de PFGE con la region intergénica del gen
GAPDH mostré una banda muy fuerte de hibridacién que corresponde al
sitio de siembra y bandas muy difusas hacia abajo. En ningin caso, el
tamano del cromosoma que contiene al gen GAPDH mostraba alteraciones
con respecto al control, tanto en los clones transfectados con pLFGAP
como con pLFSIRE (Fig 5.3).

Cuando se hibridé el mismo cromoblot con el gen Neo, s6lo se obtuvo la
banda intensa del sitio de siembra y las bandas difusas de menor tamafio,
no apareciendo la banda correspondiente al cromosoma que contiene al

gen GAPDH. Esto indicé que no habia ocurrido recombinaciéon alguna del
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vector pLFGAP con el locus GAPDH ni del vector pLFSIRE con alguno de
los cromosomas. Es mas, el patron de hibridaciéon indicaba la probable
formacion de un plasmido 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 espontaneas
[Martinez-Calvillo S, 1997].

Para investigar en que estructura se encontraba el vector, se realizaron
ensayos de Southern blot a partir de ADN genémico total digerido con las
enzimas de restriccion Scal y Sphl que linearizan al vector circular por el
gen de resistencia a ampicilina y Neo respectivamente. La hibridacién con
el gen Neo dio una banda del tamafio correspondiente al plasmido lineal lo
que estaria indicando la presencia de un tandem (Fig 5.4). Sin embargo,
también se pudieron observar varias bandas de menor y mayor peso

molecular que corresponderian a otro tipo de rearreglos.

pLFGAP pLFSIRE
Scal SphlScalSphl Scal Sphi
Kpb
2 = < Tandem
G —
5 —
4 —
3 —
2 —
- 9
N

Figura 5.4: Southern blots de ADN genémico total de T. cruzi transfectado con el vector
pPLFGAP o pLFSIRE, digerido con Scal o Sphl e hibridado con sonda especifica del gen
Neo. La flecha indica la banda esperada correspondiente a un tandem.
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Para descartar que la recircularizacion de los vectores se debia a
secuencias teloméricas demasiado cortas para ser funcionales, o a que la
secuencia blanco de recombinacion (SIRE o GAPDH) no era del tamaro
necesario para recombinar [Papadopoulou B,1997], se diseiid un nuevo
vector (pH64) conteniendo una secuencia telomérica de Tetrahymena sp de
mayor longitud (700 pb) y la secuencia correspondiente al locus TcP23H6.4
(1400 pb) como blanco de recombinacién (Fig 5.2).

Este vector linearizado se utilizd en un nuevo ensayo de transfeccion,
seleccionando los clones resistentes en medio LIT con 60 pug/ml de G418.
El analisis de_cromoblot de PFGE mostré exactamente el mismo patréon de
hibridacion 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 fragmentacion pLF2

De acuerdo con los resultados se construyeron dos nuevos vectores, pLF2

A) B)

Figura 5.5: Vectores de fragmentacion pLF2 (A) y pLF3 (B). H64EcoRHindlll, marcador
genético del locus H6.4 del gen TcP2beta; TcEIF6, marcador genético correspondiente a la
region S’del gen TcEIF6 del locus SZ5 de T. cruzi; Neo, gen de resistencia a neomicina;
TEL, Secuencia telomérica de T. cruzi; AmpR, gen de resistencia a Ampicilina; GAPDH,
regiones intergénicas del gen de la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; Hindlll, EcoRI
y Kpnl, sitios de restricciéon utilizados para linealizar los vectores.

y pLF3, en los cuales se reemplazo la secuencia de Tetrahymena sp por

una secuencia telomérica y sub-telomérica de T. cruzi de 900 pb [Chiurrillo

118




Resultados
e

MA, 1999]. Ademas se colocé una secuencia blanco de recombinacién mas
extensa correspondiente al locus H64 del gen ribosomal TcP2p, de 1900 p,
o la region 5 del gen TcEIF6 del locus SZ5 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 restriccion EcoRI y Kpnl antes de ser
transfectado. Luego de 4 semanas de seleccion en medio LIT con 60 pg/ml

de G418 los clones resistentes fueron analizados por electroforesis en

banda cromosomicg’

del gen TcP2p

TcP2p Neo

Figura 5.6: analisis por PFGE de las lineas transfectadas con pLF1 (1) y pH64 (2) e
hibridadas con TcP2P (panel izquierdo) o con el gen de resistencia a Neomicina (panel
derecho).

campos pulsados y Southern blot. La figura 5.6 muestra la hibridacion de
los cromoblots con sondas especificas del gen Neo y el gen TcP2B. Como
control se incluyé 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 transfectad? y salvaje podria indicar que: (1) la localizacion del
locus TcP2BH6.4 esta proxima al extremo telomérico del cromosoma de
manera tal que la resolucion del PFGE no permite apreciar la variacion de
peso molecular, o (2) el vector se ha insertado en dicho locus en lugar de
producir una fragmentacion.

Southern blot a part&r de ADN gendémico total de los clones transfectados
sugirié que el vector de fragmentacion recombiné por su region S’ con el
locus Tcorrespondiente al gen 1cP2B (Fig 5.7). Esto se aprecia por la
aparicion en todos los casos de una nueva banda, tanto en las digestiones
con BamHI y Kpnl hibridadas con el gen TcP2B, como en la digestion con
EcoRV hibridada con uﬁa sonda especifica a la region ubicada rio abajo

del gen TcP2p (sonda 2, ver esquema Fig 5.8, Fig 5.7).

s

£

T - =
§ & § & =
S ] N =

EcoRV
EcoRV

PLF1
PLF1

WT pLF1 BamHI Kpnl pLF1 WT

Sonda TcP2p Sonda 3 Sonda 2

Figura 5.7: Southern blots a partir de ADN genomico total de la cepa Tulahuén II de T.
cruzi salvaje (WT) o transfectada con el vector linealizado pLF2 (pLF2). Sonda TcP2B, 2 y
3, ver esquema de la Fig 5.8.

Por digestion con BamHI se observo la aparicion de una banda nueva

sugiriendo que el vector podria haber fragmentado el cromosoma.
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Figura 5.8: Esquema representativo de la posible integracion o fragmentacion del vector
pLF2. Linea roja, vector de fragmentacion pLF2; linea negra, cromosoma; rectangulo azul,
marcador del locus H6.4 del vector; rectangulo verde, marcador del locus H6.4 salvaje;
triangulos amarillos, secuencias teloméricas. En el recuadro se muestra la posicion de las
distintas sondas utilizadas durante los Southern blots.

El vector pLF2 posee un sitio BamHI interno rio arriba de la secuencia
telomérica. Una integracion deberia dar como resultado la aparicion de
una copia nueva del gen TcP2p separada de la primera por dicho sitio de
restriccion, esperandose asi un patrén compuesto por tres bandas (Fig
5.8). La hipoétesis de fragmentacion se ve apoyada ademas por el hecho
que Southern blots de ADN genémico total digerido con BamHI o Kpnl, no
muestran diferencias entre la cepa salvaje y la transfectada cuando se usa
una sonda especifica de la region 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 Trypanosoma
cruzi (CrAT)

6.1 Transfecciones con el vector pTNT1

Para preparar el analisis funcional de genes y fragmentos genémicos que
surjan del proyecto genoma de T. cruzi, se comenzé la formulacion de un
nuevo tipo de vector de clonado y expresion para este parasito: el
cromosoma artificial de 7. cruzi (CrAT). La primera construccién realizada
(pTNT1) poseia una secuencia telomérica de Tetrahymena de 300pb en
cada extremo y una unica copia del gen Neo flanqueado en sus extremos 5’
y 3’ por la region intergénica del locus GAPDH de T. cruzi . El extremo 5’ de
este gen se encuentra a 2.9 kpb del comienzo de la secuencia telomérica y

el tamaro total del vector es de aprox. 9.0 kpb (Fig 6.1).

Figura 6.1: esquema del vector pTNT1. Triangulos rojos, secuencias teloméricas de
Tetrahymena, rectangulo violeta, gen de resistencia a ampicilina; rectangulo celeste, gen
de resistencia a neomicina; rectangulos blancos, region 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 pg/ml de G418 durante 4
semanas se preparé ADN genémico total y en bloques de agarosa para su
analisis.

Cromoblots hibridados con una sonda especifica del gen Neo mostraron un
patron de hibridacion tipico de un episoma de alto peso molecular,
indicando que el vector pTNT1 se recircularizé y amplific6 aumentando su
tamafio como lo hicieron los vectores de fragmentacion previamente
descriptos (Fig 6.2). Los resultados de Southern blots, a partir de ADN
genomico total, indican que dicho episoma no sélo esta formado por
unidades del vector repetidas en tandem sino también por copias
rearregladas (aparicion de bandas de peso molecular distinto al de una

unidad de vector).
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pINT1 WT

Figura 6.2: Cromoblot de PFGE de ADN genémico de parasitos transfectados con el
vector pTNT1 hibridado con una sonda especifica del gen Neo. pTNT1, parasitos
transfectados con el vector pTNT1, WT, parasitos sin transfectar. La flecha roja indica el
sitio de siembra.

6.2 Transfecciones con el vector pTNT2

En esta etapa, la secuencia telomérica de Tetrahymena sp se reemplazo
por las regiones teloméricas de 7. 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 cloné 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 HindIll, el vector pTNT2 fue transfectado a
epimastigotes. Luego de seleccionar durante 4 semanas en medio LIT
conteniendo 60 pg/ml de G418, se analizaron las células transfectantes
por electroforesis de campos invertidos (FIGE) y Southern blots a partir de
ADN genémico total.

indill Hin
Espaciado E I I PTNT2
[row— ‘ GAPDH NS GAPDH |

Figura 6.3: Esquema del vector pTNT2 linearizado con la enzima Hindlll. Triangulos
rojos, secuencia telomérica de 7. cruzi; Amp, gen de resistencia a Ampicilina; Neo, gen de
resistencia a Neomicina; GAPDH, region intergénica del gen GAPDH; rectangulo verde,
region espaciadora; linea negra, esqueleto plasmidico.
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Por tincion del gel de FIGE con bromuro de etidio, se advirtié la aparicion
de una banda de un tamafio aproximado de 97 kpb. Una sonda especifica
del vector revelo varias bandas en un rango que va desde 80 kpb a 150

kpb (Fig 6.4).
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Figura 6.4: Analisis por FIGE de la linea celular transfectada con pTNT2 linealizado.
pTNT2Hindll, vector pTNT2 digerido con Hindlll, pTNT2transf., poblacion de parasitos
transfectados con pTNT2 lineal; pDeltaS, control de episoma de alto peso molecular;
pTNT2 circ., Plasmido circular pTNT2.

Para determinar si las mismas eran lineales, se realizaron ensayos de
digestion con exonucleasa Bal31 (Fig 6.5). Luego, el ADN digerido se corrio
en FIGE y se transfirié e hibridé con una sonda especifica del plasmido.
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 la hibridacion del FIGE evidencié varias bandas,
esto se podria explicar de dos maneras, (1) que cada célula posee mas de
una copia del vector con distinto peso molecular, o (2) que la presencia de
varias bandas se debe a que el analisis fue realizado a partir de una

poblacion de parasitos, donde celulas diferentes contienen un cromosoma
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artificial de tamaro diferente en cada caso.
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Figura 6.5: Tratamiento del ADN cromosémico de la linea celular transfectada con pTNT2
con 0, 1, 5, 10 y 20 unidades de exonucleasa Bal31.

Para investigar estas hipotesis, se realizo el clonado de los parasitos por
diluciones minimas. Luego, cada una de las poblaciones clonales
obtenidas fue analizada por FIGE e hibridaciéon con la sonda especifica del
gen Neo. Los resultados se muestran en la figura 6.6. A diferencia de la
poblacién policlonal, las poblaciones clonales presentan una unica
banda positiva. Esto sugiere que cada célula posee un unico tipo de
cromosoma artificial, aunque aun no se ha determinado su numero de
copias por celula. Es interesante recalcar, que el tamafno de Ilos
cromosomas artificiales es heterogéneo, encontrandose inclusive algunos
de bajo peso molecular (40 kpb) que no habian sido identificados en la
poblacion policlonal. Esto sugiere que los mismos se encontraban
minoritariamente representados. La mayoria de los parasitos clonados

presenta un cromosoma artificial de 97 kpb, indicando que el mismo se
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encuentra mayoritariamente representado en la poblacion policlonal. Esto
también explica porque la banda de 97 kpb hibrida con mayor intensidad
cuando se analiza esta poblacion (Fig 6.6).

BrEt Sonda Neo

Figura 6.6: analisis por FIGE del ADN de parasitos clonados por diluciones minimas.
Panel izquierdo, tincién con bromuro de etidio; Panel derecho, cromoblot hibridado con
sonda especifica 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,
poblacién policlonal; Al, A5, B2, C5, D1 y D7, poblaciones clonales; PHX, poblacion
control que posee un episoma de alto peso molecular.

La intensidad de hibridacion de todas las bandas son similares entre si
(Fig 6.6, panel derecho y Fig 6.7), sugiriendo que todos contienen el mismo

numero de copias del vector inicial (pTNT2).

D7 D1 B2

Intensidad 4834 6832 7274

Figura 6.7: cuantificacion de la intensidad de hibridaciéon de las lineas clonales D7, D1 y
B2.
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Por lo tanto, el incremento del peso molecular puede explicarse por la
incorporacion de secuencias no presentes en el vector original. Este
fenomeno ya ha sido observado en cromosomas artificiales de
Trypanosoma brucei [Patnaik P, 1993; Gwo-Shu Lee I, 1995].

Para estudiar la organizacion genémica del cromosoma artificial, se
hibridaron Southern blots de ADN genémico de los clones A5, B2 y D7 con
sondas especificas del gen Neo, del esqueleto plasmidico o de la secuencia

espaciadora (Fig 6.8).

Figura 6.8: Southern blot de los clones A5, B2 y D7 usando una sonda especifica del
esqueleto plasmidico (panel izquierdo), de la secuencia espaciadora (panel central), o del
gen Neo (panel derecho). WT, parasitos sin transfectar. Xhol, Kpnl, BamHIy Xbal, enzimas
de restriccion utilizadas.

A pesar que la estructura definitiva de este CrAT no 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 tandem (aporte de 3 copias de vector al tamario total del

K/Xh

W‘;‘{)/H B K/Xh B | B K/Xh Bxlnl K/Xh B ‘%m_@_

Figura 6.9: Esquema de la hipotética estructura del CrAT. Linea negra, esqueleto
plasmidico; triangulos negros/amarillos, secuencias teloméricas; linea amarilla,
secuencias adicionadas al vector original; rectangulo celeste, gen Neo; rectangulo rojo,
region intergénica del gen GAPDH; rectangulo verde, secuencia espaciadora. B, sitio
BamHI, K/Xh, sitios Kpnly Xhol.

127




- . .

Resultados

= T e

cromosoma= 24kpb) y separadas entre si por una copia de la secuencia
espaciadora orientada en la direccion 5->3’ 0 3’->5’ (Fig 6.9).

La estructura de los cromosomas fue confirmada luego por dos métodos
independientes: (a) Southern blot de una digestion de ADN total con Bal31
y (b) corridas en FIGE utilizando distintos pulsos.

En el primero de los casos, se digirio6 ADN genoémico total de cada clon con
la exonucleasa Bal31 a distintos tiempos y posteriormente se traté con la
enzima BamHI Finalmente, se corrio el ADN en geles de agarosa y se
transfiri6 e hibridé con una sonda especifica del gen Neo y del SAS SZ5
como control de hibridacion de una molécula lineal (Fig 6.10). Los
resultados indicaron que las bandas correspondientes al CrAT eran

sensibles al tratamiento con Bal31.

mn O 5 10 20 30
B2 _

Sz6 -

Figura 6.10: Southern blot de una digestion con BamHI de ADN genémico total tratado
previamente con Bal31 durante 0, 5 10 20 o 30 minutos. SZ5, hibridacién control con
una sonda del locus Sz5; B2, hibridaciéon con una sonda especifica del gen Neo.

(b) Otra forma de demostrar si una molécula es lineal o circular, es
observar su migracion en un gel de agarosa cuando es sometida a distintas
condiciones de corrida, comparandola con un marcador de peso molecular
lineal. Si una variaciéon en las condiciones de corrida cambia la migraciéon
relativa de la molécula de ADN con 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 migraciéon por FIGE del CrAT B2, de 48
kpb, en dos condiciones distintas. En todos los casos, la banda
correspondiente al CrAT migré en forma similar al marcador de peso
molecular lineal, sugiriendo, una vez mas, una estructura lineal para esta

molécula.

Cond 1 Cond 2
Gt e ; M

kpb

48
30

Figura 6.11: Tincion 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 tamanos correspondientes a los marcadores de peso molecular. Las flechas
rojas indican la banda correspondiente al CrAT B2.

Finalmente, para estudiar la estabilidad del cromosoma artificial, se
crecieron las poblaciones clonales A5, B2 y D7 en ausencia o en presencia
de 60 pg/ml o 300 pg/ml de G418 durante 64 generaciones
(aproximadamente 2 meses). Posteriormente, se analiz6 cada una de las
poblaciones por Southern blot de corridas en FIGE o a partir de ADN
genomico digerido con BamHlI, utilizando siempre como sonda al gen Neo.
Los resultados indican que el CrAT es mantenido aun en ausencia de
G418, aunque pudieron observarse apariciones de nuevas bandas en las

poblaciones seleccionadas con 300 pg/ml de G418 (Fig 6.12).
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AS B2

60300 0 60 300 O

Figura 6.12: analisis por Southern blot de un FIGE de los clones AS y B2 crecidos en
medio LIT con 0, 60 o 300 pg/ml durante 64 generaciones e hibridado con una sonda
especifica del gen que confiere resistencia a neomicina. Las flecha indican las bandas
correspondientes al cromosoma artificial original.

Para estimar si el nimero de copias del gen Neo habia variado al cambiar
las concentraciones de G418, se hibridé el Southern blot de ADN genémico
total del clon B2 digerido con BamHI con el SAS SZS5 y se cuantificaron las
intensidades relativas de las banda correspondiente al gen Neo con
respecto a la banda especifica del SAS SZ5 para cada tratamiento. En la
tabla 6.1 se detallan los resultados obtenidos (Fig 6.13):

Concentracion Intensidad Neo Intensidad SZ5 Relacion Neo/SZ5

G418
60 pg/ml 429648 343559 125
300 pg/ml 1809.82 1411.04 128
0 ug/ml 5368.10 4662.58 1.15

Tabla 6.1: cuantificacion de la intensidad de las bandas obtenidas por hibridacién de un
Southern blot a partir del ADN genémico del clon B2 digerido con BamHI e hibridado con
una sonda especifica del gen Neo y otra correspondiente al SAS SZ5 como control.

Como puede observarse, no parece haber variaciones en cuanto el namero
de copias del gen Neo, tanto en el caso de los parasitos crecidos en
ausencia de antibiético como aquellos crecidos en presencia de 300 pg/ml
de G418.
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B2 —>

SAS SZ5 —>

Figura 6.13: Southern blot a partir del ADN genémico del clon B2 crecido con 60 pg/ml,
300 pg/ml o 0 pg/ml de G418, digerido con BamHI e hibridado con una sonda especifica
del gen Neo y otra correspondiente al SAS SZ5 como control. Las flechas indican las
bandas correspondientes a cada sonda.

6.3 Construccion de la biblioteca del CrAT B2

Para identificar las secuencias de T. cruzi incorporadas por el vector
pTNT2, se contruyé una biblioteca a partir de ADN purificado del CrAT B2.
Para ello, se corri6 ADN genémico total del clon B2 en FIGE preparativos,
se cort6 la banda correspondiente al CrAT B2 y se purificé por extraccion
con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol. El ADN asi purificado se
digiri6 parcialmente con la enzima de restriccion Sau3Al y se cloné en el
vector pGEM3zf(+), digerido con BamHI y desfosforilado. El tamafio
promedio de los insertos de esta biblioteca fue de 700pb.

El rastreo de 40 clones de esta biblioteca con sonda pTNT2 permitioé
identificar un fragmento de aproximadamente 1.2 kpb (denominado clon
50) que no reacciona con pTNT2, pero si 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 debi6é en

parte a la incorporacion de ADN genémico de 7. cruzi.
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B2 D7

Figura 6.14: Panel izquierdo, Southern blot de ADN gendémico 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 compresion del ADN
genomico total. La flecha roja indica la banda correspondiente al CrAT B2. Panel derecho,
cromoblot de ADN genémico total del clon CL Brener salvaje usando una sonda especifica
del clon 50. La flecha roja indica la banda correspondiente a unos de los cromosomas de
mayor peso molecular de 7. cruzi.

Las secuencias obtenidas por secuenciacion parcial de los extremos de
este fragmento genémico no mostraron homologia con ninguna secuencia
almacenada en la base de datos GenBank. Tampoco pudieron identificarse
marcos de lectura abiertos pero si regiones ricas en polipirimidinas, tipicas

de las regiones inergénicas de T. cruzi.

6.4 Construccion de wun 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 7. cruzi como un cromosoma artificial,
se construy6 un nuevo vector denominado pTNPT (Fig 6.15). Este vector es
un derivado del plasmido pTNT2 al que se agregé un gen de resistencia a
puromicina, Pac, inmediatamente rio arriba de una de las secuencias
teloméricas. Para el correcto procesamiento de este gen, se ubicé en su

extremo 5’ la region HX1 y en su extremo 3’ la region 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 si por el esqueleto plasmidico de 3 kpb y con sus extremos
3’ inmediatamente rio arriba de cada extremo telomérico. Asi, ambos
extremos del vector poseen una secuencia GAPDH y una secuencia
telomérica, generando una repeticiéon 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.

HindIll pTNPT Hindlll -

pTNODCPT
—

Figura 6.15: esquema de los vectores pTNPT y pTNODCPT linearizados con HindIIl
Triangulos rojos, secuencias teloméricas de T. cruzi; GAPDH, region intergénica del gen
GAPDH; Neo, gen Neo; ODC, gen que codifica para la ornitina decarboxilasa; HX1, region
intergénica del gen TcP2B; Amp, gen de resistencia a ampicilina; PAC, gen de resistencia a
Puromicina; Rectangulo negro, esqueleto plasmidico. Las flechas indican la orientaciéon de
los genes.

En un primer ensayo, se cloné el gen de Chritidia fasciculata ornitina
decarboxilasa (ODC) inmediatamente rio arriba del gen Neo, el cual
permite crecimiento en un medio sin poliaminas (vector pTNODCPT, Fig
6.15). Luego de linearizar el vector con Hindlll, se purifico la banda
correspondiente al CrAT en geles preparativos y posteriormente se
transfectaron epimastigotes del clon CL Brener. Los parasitos fueron
seleccionados en medio LIT con las siguientes concentraciones de
antibiético: (a) 100 ug/ml de G418, (b) 60 ul/ml de G418 y 10 pg/ml de
Puromicina, o (c) 20 pg/ml de Puromicina. Finalmente, se aislaron 3
poblaciones monoclonales crecidas en condicién (a), 4 con doble seleccion

(condicion b), y 2 solo con puromicina (c).
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Cada uno de los clones obtenidos se analizé por Southern blot de PFGE y
FIGE usando una sonda especifica del gen Neo (Fig 6.16). De los 9 clones
analizados, 4 presentaban una tnica banda con un tamano aproximado
entre 100 kpb y 2 Mpb. Los cuatro clones restantes presentaron un patrén
de hibridacién caracteristico de una molécula circular de alto peso
molecular, sugiriendo que algunas de las moléculas transfectadas se
habria recircularizado y rearreglado. Dos clones aislados en la condicion
(b) llaman la atenciéon. El CrAT ES (Fig 6.16, panel derecho), con un
tamarfio cercano a las 2 Mpb y el CrAT C5. Es posible que el ES5 represente
una copia integrada del vector en alguno de los cromosomas del parasito, o
un vector al que se le han incorporado fragmentos genomicos de gran
tamario.

De mantenrse la organizacion gendémica del vector en el CrAT CS5, de
aproximadamente 100kpb, estaria sugiriendo que la transcripcion se
produce en ambas direcciones. El estudio de las propiedades de estos

CrATs continua actualmente en nuestro laboratorio.

D4 E7 E3 E4 C5 ES F6 G7 D4 E7 E3 E4 CS5 E5 F6 G7

Figura 6.16: Southern blot de ADN genémico de los clones transfectados con el vector
pTNPT usando una sonda especifica del gen Neo. Panel izquierdo, FIGE; panel derecho,
PFGE. La flecha indica la zona de compresion del gel donde corre el ADN genémico. D4 y
E7, clones seleccionados con G418; E3 y E4, clones seleccionados con Puromicina; CS5,
ES, F6 y G7, clones seleccionados con G418+Puromicina.

Por ultimo, para determinar si los niveles de expresion 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
CS5 y ES en el medio minimo SDM-79. Los resultados obtenidos muestran

que los dos clones crecen en este medio (Fig 6.17).
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Figura 6.17: Curva de crecimiento de los clones C5 (-0-), E5(-m-) o CL Brener sin
transfectar (- A-)en medio minimo SDM-79 sin poliaminas.
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7 Estudio del promotor ribosomal de T. cruzi

7.1 Transfecciones con el vector pPwt linealizado

Al desarrollar el cromosoma artificial de T. cruzi, se pensé en la posibilidad
de usarlo como plataforma para sobre-expresar proteinas propias o
heterdlogas de interés.

En T. cruzi no se conocen promotores para la ARN polimerasa Il a pesar de
que dicha enzima parece ser la encargada de la transcripcion de la
mayoria de los genes estructurales en 7. cruzi (ver introducciéon, pag 11).
Por el contrario, el promotor de la ARN polimerasa I, que transcribe los
genes ribosomales, ya ha sido descripto en T. cruzi [Martinez-Calvillo S,
1994]. A pesar que la secuencia consenso no se conoce con exactitud, se
sabe que dicho promotor esta comprendido dentro de una region de 800
pb localizada 1.5 kpb rio arriba del gen que codifica para el ARNr 18s.
Como en Trypanosoma cruzi y en otros tripanosomatidos en general, el

agregado del CAP en el extremo 5’ del ARNm inmaduro, no se encuentra

Figura 7.1: esquema del vector pRIBOTEX. Rib. prom, region de 800 pb que contiene el
promotor ribosomal de T. cruzi; gapdh, region intergénica del gen GAPDH; Neo, gen de
resistencia a G418.

asociado a la transcripcion sino al proceso del agregado del mini-exon
durante el trans-splicing, es posible expresar genes, como el de la proteina
cloranfenicol acetil transferasa (CAT), bajo la direccién del promotor de

ARN polimerasa [. La transcripcion por esta enzima es hasta 10.000 veces
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mas eficiente que la realizada por la ARN pol II [Martinez-Calvillo S, 1997].
De esta manera, se pensé en introducir un promotor ribosomal en el
cromosoma artificial de T. cruzi para dirigir la transcripcion del gen de
seleccion Neo, lo cual permitiria una seleccion mucho mas rapida e
incrementaria la expresion de cualquier gen que se introduzca rio abajo.
Resultados previos han demostrado que transfectando un vector circular
denominado pRIBOTEX (Fig 7.1), que contiene el gen de resistencia Neo
bajo la direccion del promotor ribosomal, el vector se integra en el locus del
ARNr del parasito. En ningin caso se observé recombinacion 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 recombinacion homéloga entre una
secuencia del genoma del parasito con su homoéloga presente en el vector,
la ultima debe encontrarse en uno de los extremos de un vector
linearizado. Si el mismo vector es circular, no se observa recombinacion
homologa. Esto llevé a plantear las siguientes hipoétesis:
1- En T. cruzi no es posible expresar genes bajo la direcciéon del promotor
ribosomal fuera del locus ribosomal.
2- La secuencia promotora utilizada en los plasmidos contiene en sus
primeras 200 pb una serie de repeticiones en tandem caracteristicas de los

promotores ribosomales, y que se encuentran en varias copias rio arriba

tspl tsp2
Kpnl r Sacll r
1
S enEs ' S

Figura 7.2: esquema del promotor ribosomal contenido en el vector pRIBOTEX. El
rectangulo gris indica la zona donde se encuentran los elementos ribosomales repetidos
en tandem. La flecha negra indica el sitio de inicio de transcripcion. En rojo figura un
probable sitio de inicio de transcripcion. Kpnl y Sacll, sitios de corte de enzimas de
restriccion. 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 tandem se encuentran en gran numero, €s
probable que promuevan la recombinaciéon homéloga entre el vector y el
locus ribosomal [Martinez-Calvillo S, 1997].

Para poner a prueba la primera hipétesis, se decidi6é transfectar el vector
pRIBOTEX linearizado en el sitio Nhel (region 3~ de la region intergénica
del gen GAPDH) para estudiar si era posible dirigir la recombinaciéon del
vector hacia el locus del gen GAPDH (Fig 7.3). Luego de seleccionar con
500 pg/ml de G418, se analizaron los parasitos transfectados por PFGE y
Southern blots. La hibridacién de los cromoblots con sondas especificas
del gen ribosomal 21a o de la region intergénica del gen GAPDH indicaron
que el vector se insert6 en el locus ribosomal incrementado su tamano en

aproximadamente 50 kb (Fig 7.3).

A) B) C)

PRIBOTEX
pRIbBLIN

PRIBOTEX
pPRIibLIN

Figura 7.3: (A) Esquema de la linearizacion de pRIBOTEX con Nhel, (B y C) Analisis por
PFGE de las lineas transfectadas con pRIBOTEX o pRIBOTEX linealizado en GAPDH
(pRibLIN). pRibLIN, linea transfectada con pRibLIN; pRIBOTEX, linea transfectada con
pRIBOTEX circular. (B). Cromoblot hibridado con sonda especifica del gen del ARNr 21a
Las flechas indican la posicion de los cromosomas ribosomales; (C) Cromoblot hibridado
con sonda especifica del gen Neo. Las flechas indican la posicién de los cromosomas que
contienen integrado el vector correspondiente.

7.2 Construccion de los vectores pPwt, pDK, pDS y pDP
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Para determinar si la recombinacion de pRIBOTEX se debia a la presencia
de las repeticiones del extremo 5’ del promotor ribosomal, se construyeron
cuatro vectores que contenian el gen CAT bajo la direccion del promotor
entero (pPwt) o un promotor con deleciones parciales producidas por
digestion con Kpnl (pDK) y Sacll (pDS). La cuarta construcciéon no contiene
promotor y fue utilizada como control (pDP) (Fig 7.4). Las construcciones
circulares fueron transfectadas y se siguieron por medicion de la actividad
CAT en lineas transitorias y estables. Ademas se analiz6 la capacidad de

los vectores de recombinar con el locus ribosomal.

Kpnl Sacll
pPwt MP_____L:..J—@WM
Kpnl Sacll
pDK ————mP—J...:...J—EH;MHM
Sacll P
pDS {EXie AT SV40 )
pDP (EX 1, SV40

Figura 7.4: esquema de los vectores pPwt, pDK, pDS y pDP. Rectangulo azul, region que
contiene las repeticiones ribosomales; rectangulo violeta, region MP; rectangulo amarillo,
region HRS; rectangulo rojo, region que contiene el tsp2; HX1, regiéon HX1, SV40, region
SV40; CAT, gen CAT; flecha negra, tspl; flecha roja, tsp2.

7.3 Ensayos de expresion del gen CAT con los vectores pPwt, pDK,
pDS y pDP

Los ensayos transitorios indican que la eliminacién de las repeticiones
localizadas en las primeras 200 pb del promotor ribosomal del vector pDK
no afecta los niveles de expresion del promotor. Por otro lado, las
construcciones pDS y pDP mostraron una gran caida en los niveles de
expresion de CAT (7.5).

Se ha postulado que el promotor ribosomal utilizado contiene un sitio de
inicio de transcripciéon localizado aproximadamente a 90 pb rio abajo del

sitio Kpnl (tspl) y otro ubicado 70 pb por debajo del sitio de restriccion
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Figura 7.5: medicion de los ensayos CAT de las lineas transfectadas en forma transitoria
con las construcciones pPwt, pDK, pDS y pDP. Los resultados se expresan como
porcentaje con respecto al control pPwt.

Sacll (tsp2) que podria ser funcional [Dietrich P, 1993], (Fig 7.2). Dado que
pDK contiene los dos sitios de inicio de transcripcion y que pDS soélo
conserva al segundo, es posible especular, basandose 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 observé un
incremento en la actividad CAT de 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: medicion de los ensayos CAT de las lineas transfectadas en forma estable con
las construcciones pDK, pDS y pDP. Los resultados se expresan como porcentaje de
actividad CAT con respecto al control pDK.

7.4 Estudios de la recombinacion en el promotor ribosomal
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Cuando las lineas estables fueron analizadas por Southern blot y
cromoblots, se observé que los vectores pPwt y pDK se habian integrado al
locus ribosomal (Fig 7.7). En cambio, los vectores pDS y pDP formaron
episomas de alto peso molecular constituidos por unidades en tandem del
vector original (Fig 7.7). Esto explica también el aumento en la expresion
de CAT observada en estas lineas estables, ya que al amplificarse el vector,
aumenta el namero de copias del gen CAT por molécula de episoma y por

lo tanto sus niveles de expresion.

L4
» 5888 nEgl

‘—
<+

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 repeticion 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 construccion pDK. (C, panel izquierdo) Cromoblot
de la transfecciéon estable con las construccion pPwt 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 especifica del gen ribosomal 21a. Las flechas indican las
bandas correspondiente a los cromosomas que contienen los genes ribosomales. (D)
Southern blot de ADN gendémico de las transfecciones estables con pDK, pDS y pDP,
digeridos con Xhol usando una sonda especifica del gen Neo. La flecha indica la banda
correspondiente a una unidad de vector linealrizada.

La insercion de pDK en el locus ribosomal indica que la recombinacién no

se debe a la presencia de las repeticiones presentes en el promotor ya que

son inexistentes en esta construccion.

7.5 Identificacion del sitio de recombinacion
Dado que las repeticiones no eran las responsables de la actividad
recombinogénica del promotor, se decidi6 determinar cual era el sitio de

recombinacién. Para ello se recuperé la construccion pPwt integrada, por
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digestion de ADN genémico total con Sacl, ligaciéon y transformacién en

bacterias. Luego, se secuenci6 el promotor ribosomal de la cepa no

pribot CCCGTCGCAATCGECGCCGTCCGAACGCGGAAATGTTCCGABAATAATACGGCTGGGCTG
Integ CCCETCGCAAACGECGCCGTCCGAACGCGGAARTGTT TACGGCTGGGCTG
PromWT CCCETCECAARCGGCGCCATCCGAACGCGGARAATGTTCCGARAATAATACGGCTGAGCTG
pribot CGCCGCACETTCCCCGCGTGAACCAACTATTGTGCGATGTGCAGCATCCTATTGTGGTGC
Integ ccccececmccccecemnﬁcn?nmmcmarmccmmmac
promWT CGCCGCGCATTCCCCGCETGAAACAATTATTGTGCGATGTGCAGCATCCTATTGTGGTGE
pribot TTTACCGCACACCAGTTTCCTTGCGGGECTTATTTGGTGTGTTGGATTTTTAATTTTTTG
Integ TTTACCGCACACCAGTTTCCTTGCGGGECTTAT TTGGTGTGTTGGATTTTTAATTTTTTG
PTomWT TTTACCGCACACCAGTTTCCTTGCGGGGCTTATTTGGTGTGTTGGAT TTT TAATTT TTTG
KpnI
pribot ATGATTCGGAGGAATTTTTIGCAATTTTTGGGTACCCCTAAAAARAAT TTTGGAGTTTCCG
Integ ATGATTCGGAGGAATTTTTYGCAATYTTTGGGTACCCCTAAARAAAT TTTGGAGTTTCCG
PromWT ATGATTCGGAGGAATTTTTEGCAATY TTTGGGTACCCCTAAAAAAAT TTTGGAGTTTCCG
tspl
pribot GGGTTCGATCCAACTTGTGCTTTTTTAACCGTCCATTTGTGTCTAGTACATCATGGAGCG
Integ GGGTTCGATCCAACTTGTGCTTT TTTAACCGTCCATTTETGTCTAGTACATCATGGAGCG
PromWT GGETTCEATCCAACTTGTGCTTTTTTAACCGTCCATT TGTGTCTAGTACATCATGGAGCG
pribot GTATTCTCTCCGGTGGCCCAGGTGGCGTCGGAAGGAATCGGTGTCCCTCAGGATGTTTGG
Integ GTATTCTCTCCGGTGACCCAGATEGCETCCGAAGGAATCGGTGTCCCTCAGGATGTTTGG
PromWT GTATTCTCTCCGGTGACCCAGGTGECETCGGAAGGAATCGATEGTCCCTCAGGATGTTTGE
pribot TTTTTCGTTTTTTTTTTTGCGGTCTTTTGTTTCGCATCGCCGTATCGTGT CGCGAC
Integ TPTTTCGTTTTTTTTTTTGCGETCTTTTGTTTCGCATCGCCGTATCGTET BGCGAC
PromWT TTTTTCGTTTTTTT TTT TGCGETCTTTTGTTTCGCATCGCCGTATCGTCTGCEGTIGCGAC
pribot CTTCTTTTTGGCTCATTGGTCAGTGAGETTTATAATAAAGTGGATCATTTGGGTTTTTGG
Integ CTTCTTTTTGGCTCATTGGTCAGTGAGGTTTATAATAAAGTGGATCATTTGGGTTTTTGG HRS
PIomWT CTTCTTTTTGGCTCATTGGTCAGTGAGGTTTATAATAAAGTGGATCATTTGGETTTTTGG
SacII
pribot CCCTYTGCGGEGCACCCECGEAATGGGECAGGGAT TETCATATAAT EGTAGTGTACACAT
Integ CCCTYTGCGGEGCACCCGCGGAATGGGGEAGGGAT TETCATATAA! AGTGTACACAT
PIOmWT CCCTYTGCGEGGCACCCGCGEAATGGGEGAGGGATTGTCATATAAT ~GTAGTGTACACAT
tsp2

pribot TGTGTGTGEETCGCAAAATGTCATGCCGTGTGCAATGTTTATT TGCGTGCTGTGCETGTC
Integ TGTGETGTGGETCGCAAAATGTCATECCGTGTGCAATGTTTATT TGCGTGCTGTGCGETGTC
PromWT TGTGTGTGGGTCGCAAAATGTCATGCCGTGTGCAATGTTTATT TGCGTGCTGTGCGTGTC
pribot CTTTTGTGATTCCACCACTTGTGTGTATTTTACCTTATCGTCTCTCCCTC G
Integ CTTTTGTGATTCCACCACTT! CCTTATCGTCTCTCC JCGTTGGCTE
PXOmWT CTTTTGTGATTCCACCACTTGTGTGTE ACCTTATCGTCTCTCCCTGECGTTGGCTG
pribot TGCGTGAAT

Integ TGCGTGAAT

PromWT TGCGTGAAT

Figura 7.8: Secuenciacién del promotor ribosomal recuperado de las lineas transfectadas
con pPwt. Integ, vector recuperado; pribot, secuencia original del vector pPwt; promwt,
secuencia del promotor salvaje de la cepa Tulahuén II. Los rectangulos grises indican el
lugar en donde divergen la secuencia del vector y la del promotor salvaje. En rojo se
indica la region HRS en donde ocurre la recombinaciéon. En letras negras con fondo
amarillo se indican la posicién del tspl y del tsp2.

transfectada, el promotor ribosomal del plasmido pPwt y el recuperado de
las células transfectadas con dicho vector. De esta manera, pudo

establecerse que la region de recombinacion estaba localizada dentro de

142



Resultados
L

una zona de 131 pb de longitud (que denominamos region HRS, amarilla
en Fig 7.8) entre las posiciones +101 y +232 con respecto al tspl. Esto
confirmé ademas, que la recombinacion no se produjo en la zona

correspondiente a las repeticiones (Fig 7.2).

7.6 Buasqueda de un promotor ribosomal sin actividad
recombinogénica

Como el vector pPwt recombina por la region HRS del promotor ribosomal,
se decidié investigar si eliminando esta secuencia era posible eliminar la
actividad recombinogénica del promotor. Asi, se generaron cinco nuevas
construcciones por escisiones de distintas porciones del promotor
ribosomal (Fig 7.9): (a) pRMP, contiene una region promotora que abarca el
extremo 5’ del promotor ribosomal hasta 10 pb rio abajo del tspl

incluyendo la repeticiéon ribosomal; (2) pRSMP, es similar a pRMP pero con

pDK e o
o X s CAT ] SV4O |
Kpnl
pRMP —— X1 CAT.__.| 8V40
Kpnl
pRSMP i’,ﬁﬁ (Hx 840
Kpnl
pMP i X s O] SVAO |
Merp, san
pMPDS - HX 1 OAT ] BVAO |
Kpnl P Sacll
pPRMPDS e— | HX [SV40 |

Figura 7.9: Esquema de las construcciones pDK, pRMP, pRSMP, pMP, pMPDS y
pRMPDS. Rectangulo azul, regiéon que contiene las repeticiones ribosomales; rectangulo
violeta, region MP; rectangulo amarillo, region HRS; rectangulo rojo, region que contiene
el tsp2; HX1, region HX1, SV40, region SV40; CAT, gen CAT; flecha negra, tspl; flecha
roja, tsp2.

5 repeticiones ribosomales en tandem; (3) pMP, similar a pRMP pero sin

las primeras 200 pb de la repeticion ribosomal; (4) pMPDS, que contiene la
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secuencia HRS debajo del tspl y (5) pRMPDS, que contiene tanto la region
HRS como las repeticiones ribosomales, pero que no contiene el posible
segundo sitio de transcripcion.

Inicialmente, estas construcciones se transfectaron de manera transitoria,
para determinar el funcionalidad del promotor en cada caso.

La actividad CAT en ensayos transitorios indicé que los vectores pRMP y
pRSMP presentaban un ~25% de la actividad del control positivo, pDK. En
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Figura 7.10: medicion de los ensayos CAT de las lineas transfectadas en forma
transitoria con las construcciones pDK, pRMP, pRSMP, pMP, pRMPDS y pMPDS. Los
resultados se expresan como porcentaje de actividad CAT con 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. Analisis de Southern blots y cromoblots a partir de las
mismas, permitié determinar que todas presentaron recombinacion en el
locus ribosomal (Fig 7.11). Sin embargo, el analisis de copias recuperadas
del vector pMP a partir de lineas celulares estables, sugieren que este

vector es rearreglado antes o durante el proceso de recombinaciéon en el
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locus ribosomal (datos no mostrados).
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Figura 7.11: Cromoblots de las transfecciones estables con las construccion pRMP, pMP,
pRMPDS y pMPDS. Cromoblots hibridados con una sonda especifica 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 CAT obtenida con pRMP (y pPRSMP) en ensayos
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Figura 7.12: ensayos CAT de las lineas transfectadas en forma estable con los vectore
pDK, pRMP y pRMPDS. Los resultados se expresan como porcentaje de actividad CAT con
respecto a pDK.

transitorios result6é significativamente menor a la registrada con pDK, se
decidi6 determinar si las celulas establemente transfectadas con pRMP se

comportaban de manera similar. Asi, se analizaron las actividades CAT de
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las lineas celulares estables transfectadas con pRMP y pRMPDS y pDK
como controles. Contrariamente a lo observado en las lineas transitorias,
las celulas con integracion de pRMP presentan la misma actividad que las

otras dos construcciones (Fig 7.12).

7.8 Integracion en transfecciones transitorias

Finalmente, para determinar el momento en que ocurre la recombinacion,
se transfectaron epimastigotes con el vector pDK y se analizé la presencia
de copias integradas por PCR y Southern blots a partir de ADN genémico
purificado después de 5, 24 y 48 horas post-transfeccion (Fig 7.13). Los
resultados demuestran que a las 5 hs post-transfeccion ya hay copias
integradas de pDK en el locus ribosomal. Southern blots hibridados con

una sonda especifica del gen Neo indicaron que un gran numero de copias
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Figura 7.13: (A) Southern blot a partir da ADN gendémico total purificado a las Shs, 24hs y 48hs post-
transfeccion con el vector pDK e hibridado con una sonda especifica del gen Neo. (B y C) Analisis por PCR
utilizando primers especificos de la construccién pDK integrada (B) o de la construccion pDK episomal (C).
La flecha en negrita indica la banda correspondiente al vector pDK integrado. Las flechas finas sefialan el
patron en escalera observado.

de pDK entra a los epimastigotes durante la electroporaciéon pero son
rapidamente 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 construccién destinada a

obtener cromosomas artificiales para T. cruzi.
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Un factor importante de- todo proyecto genoma es poder contar con un
gran numero de marcadores genémicos que permitan la construccién del
mapa fisico como paso previo a su completa secuenciacién. Dichos
marcadores deben estar distribuidos por todo el genoma de manera tal que
cada regi6én cromosémica pueda ser identificada al 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 nimero de técnicas alternativas que
permitan, en su conjunto, generar marcadores cromosémicos

representativos de la totalidad de su genoma.

8.1 Marcadores Gendomicos SAS

Aprovechando que el elemento repetido SIRE se encuentra distribuido a lo
largo de todo el genoma de T. cruzi, se estudié la factibilidad de utilizar las
secuencias adyacentes como un nuevo tipo de marcador cromosémico
denominado SAS. De esta manera, el aislamiento y caracterizacion de 14
fragmentos gendémicos positivos para SIRE, permitié determinar que los
SAS pueden funcionar como excelentes marcadores genémicos. Los SAS
suelen ser secuencias de copia inica 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 utilizacion de los SAS
como secuencia marcadora presenta la ventaja adicional de permitir el
descubrimiento de nuevos genes como ocurrié con los SAS SZ5, SZ23 y

SZ14.
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8.2 Anilisis de los fragmentos SZ10, SZ12 y SZ31
Utilizando el programa BLAST se determiné que los SAS SZ10, 12 y 31

tienen homologia significativa con la region 3’ codificante y no codificante

del gen de la proteina vp85, que esta relacionada con la virulencia de T.
cruzi [Weston D, 1999] y con la secuencia repetida E22. Rio abajo de la
region codificante se detecté una secuencia muy conservada de 181 pb
flanqueada por poliTs que fue denominada TcREL. TcREL no sélo se
conserva en las secuencias SZ12, 31, E22 y vp85 sino también en la region
3’ UTR del gen de la proteina FL-160 de T. cruzi [Van Voorhis W, 1989].
Cabe destacar que la expresion del gen FL-160 esta controlada en parte
por secuencias de la region 3’ UTR del ARNm, que se localizan
inmediatamente rio debajo de TcREL (Weston D, 1999). Dado que fuera de
TcREL el gen FL-160 no presenta homologia significativa con ninguna de
las secuencias analizadas, TcREL podria ser un nuevo elemento repetido.
Esto fue confirmado por ensayos de Southern blot (Fig 3.3, pag 67) donde
al utilizar una sonda que incluia la secuencia TcREL se obtuvo un patrén
de hibridacién caracteristico. Los extremos 3’ de SZ10, 12 y 31 contienen
un elemento repetido SIRE. El analisis de las secuencias adyacentes indicé
que SIRE se encuentra integrado en regiones de poliTs distintas, presentes
rio abajo del codén stop correspondiente a cada fragmento (Fig 3.2, pag
66).

8.3 Anailisis de las secuencias SZ23 y SZ14

Los fragmentos SZ23 y 14 también estan relacionados. En el extremo 5’,
ambas secuencias gendémicas contienen un ORF de 354 pb que comparten
un 70% de identidad entre si. Este marco de lectura abierto se encuentra
también asociado a los telomeros de T. cruzi presentando homologia con el
extremo 5’ del fragmento telomérico pVATc17 [Chiurrillo MA, 1999].
Aunque la secuencia aminoacidica codificada por este ORF no presenta

similitud con proteinas conocidas, por comparaciones de secuencia con la
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base de datos dbEST si pudo establecerse que ésta se expresa al menos en
epimastigotes de T. cruzi.

Una diferencia con los fragmentos genémicos relacionados al gen vp85, es
que la similitud entre SZ23, 14 y pVATc17, desaparece rio abajo del codén
stop del ORF correspondiente. Sin embargo, la organizacion gendémica de
los tres loci se mantiene, conteniendo un elemento SIRE insertado a una

distancia variable del ORF, pero con la misma orientacién (Fig 3.5,pag 69).

8.4 Caracterizacion de SZ5

El locus SZ5 se encuentra en las bandas cromosémicas IIl y VIl de 0.7 y
0.9 Mpb respectivamente, en el clon CL-Brener de T. cruzi (Fig 3.13, pag
76) [Lorenzi H, 2000). Dado que los analisis de Southern blot indican que
este locus es de copia unica, es posible que las bandas Il1I y VII sean un par
de cromosomas homdlogos polimérficos.

El analisis de SZ5 permiti6 detectar tres genes nuevos. Uno de ellos,
denominado TcRH1, tiene una homologia muy significativa con la
subfamilia de helicasas de ARN DEAH-box [Liking A, 1998]. Estas
proteinas intervienen en la reaccion de cis-splicing en eucariotas
superiores. Sin embargo, esta reaccién sé6lo ha sido descripta en
tripanosomatidos durante la maduracion del ARNm de la polimerasa de
poliA en T. brucei [Mair G, 2000]. Es posible entonces, que esta familia de
proteinas intervenga en el trans-splicing, proceso que esta relacionado con
el cis-splicing. Dentro de la familia DEAH-box, la proteina TcRH1 presenta
mayor identidad con la proteina prp22 de Saccharomyces cerevisiae, que
participa en la liberacion del splicecosoma del ARNm maduro [Schwer B,
1998].

La proteina codificada por el gen TcRH1 contiene los siete dominios que
caracterizan a la familia DEAH-box [Luking A, 1998]. La distancia entre los
dominios también estd conservada, a excepcién del mayor espacio entre el
dominio I y Ia debido a una insercion rica en residuos glicina, lisina y

acido glutamico, que no se encuentra en el resto de los miembros de esta
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El segundo ORF del locus SZ5, el gen TcNUI1, presenta un dominio C-
terminal con 45% de identidad con el dominio C-terminal de la familia de
proteinas NifU de las bacterias fijadoras de nitrégeno [Hwang D, 1996].
Este tipo de proteinas participa en la formacion de grupos Fe-S de la
enzima nitrogenasa y tiene una organizacién modular con dominios N- y
C-terminales [Agar JN, 2000]. Dentro de este ultimo, hay 4 Cys (Cys137,
Cysl39, Cysl72 y Cysl75) que interaccionan con los grupos [2Fe-2S] y
que junto con otras tres cisteinas del dominio N-terminal (Cys35, Cys62 y
Cysl06) son fundamentales para obtener una actividad fisiolégica
completa [Agar JN, 2000]. En TcNU1l no sélo las Cys 172 y 175 se
encuentran conservadas, sino también existen las tres Cys en la region N-
terminal (Cys23, Cys43 y Cysl09) en una disposicion similar a las del
dominio N-terminal de NifU. No es extrafio encontrar una enzima con estas
caracteristicas en un organismo eucariota unicelular y parasito, en
levaduras se ha informado la existencia de una proteina con este dominio
C-terminal que participaria en la formacién o estabilidad de grupos [2Fe-
28] de ciertas enzimas respiratorias mitocondriales [Schilke B, 1999].

El tercer gen del locus SZ5, TcEIF6, codifica para una proteina de 281
aminoacidos de longitud que presenta 61% de identidad en toda su
extension con el factor de traduccion eucariota EIF-6 [Wood L, 1999]. Esta
proteina estabiliza la subunidad 60s impidiendo su asociacién con la
subunidad 40s [Wood L, 1999; Si K, 1999]. Ensayos hechos en levaduras
con una mutante termosensible para esta proteina, demuestran que
cuando la proteina se inactiva, disminuye la cantidad de subunidades 60s
en la célula y el numero total de ribosomas 80s [Wood L, 1999].

Por ensayos de Northern blot se observé que los genes TcRH1 y TcEIF6 se
expresan en el estadio epimastigote del clon CL Brener (Fig 3.13, pag 76).
TcRH1 hibrida con una banda de aproximadamente 3000 bases,
coincidiendo con el tamafio esperado (35 bases correspondiente a la

secuencia mini-exén + 110 bases del 5" UTR + 2703 bases del ORF + aprox
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100 bases del 3'UTR + cola del poliadeninas, Fig 3.13, pag 76). Para
TcEIF6, el tamafio del ARNm obtenido fue de aproximadamente 1700
bases sugiriendo que la secuencia SIRE localizada rio abajo del ORF
TcEIF6 forma parte de la region 3'UTR del mensajero maduro (Fig 3.13,
pag 76).

Por ultimo, a pesar de que no se encontré expresion del gen TcNU1 en
epimastigotes de T. cruzi, es posible que el mismo se exprese en algin otro
estadio del parasito. De ser asi, las regiones intergénicas BX1 y BXIA,
adyacentes al ORF TcNU1, serian de particular importancia ya que
permitirian la expresion de proteinas de manera estadio-especificas.

La utilizacion de estas dos regiones en experimentos de transfeccion en
epimastigotes utilizando el gen CAT, indica que tanto BX1 como BX1A
disminuyen un 93% y un 63% respectivamente los niveles de expresion de
CAT comparados con el control positivo HX1 (Fig 3.15, pag 78). El poder
inhibitorio de BX1 se ve potenciado casi un 50% mas, cuando rio abajo de
CAT se coloca la secuencia BX1A, llegando a registrarse una disminucién
del 96% con respecto al control pHX1CAT40 (Fig 3.15, pag 78).

Es interesante resaltar, que la disminucién del 96% se logra cuando el gen
CAT se encuentra bajo la direccion de un promotor fuerte, como lo es el
promotor ribosomal de T. cruzi. En condiciones normales, el gen TcNU1 es
transcripto por la ARN polimerasa 1l y por lo tanto es de esperar que la
disminucién en los niveles de expresion debida a las secuencias BX1 y
BX1A flanqueantes, reduzcan a valores cercanos a cero los niveles de
ARNm. Esto explica asi los resultados de Northern blot obtenidos.

Por ultimo, merece destacarse que, la identificacion del dinucleétido AG
que funciona como aceptor del miniexén durante la reaccién de trans-
splicing en BX1 y BX1A, determiné que el AG utilizado es el primero que
se encuentra rio abajo del tracto de polipirimidinas, confirmando hipétesis

previas al respecto [Hummel H ,2000].

8.5 Caracterizacion del clon SZ15
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El analisis de la secuencia completa del clon SZ15 permitié establecer que

el mismo constituia 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).
Comparaciénes de secuencia permitieron posteriormente determinar que
la mitad 5’ presenta mas variabilidad que la mitad 3’ de VIPER.

VIPER no presenta marcos de lectura abiertos extensos aunque la
secuencia presenta motivos de ARNasaH y de transcriptasa reversa (RT),
indicando que el mismo podria tratarse de un pseudogen derivado de una
secuencia progenitora que contenia uno o mas marcos de lectura abiertos.
La identificacion de ESTs de T. cruzi que presentan homologias altamente
significativas con VIPER indica que ciertas copias del mismo se expresan
al menos en epimastigotes. A partir de estos ESTs se reconstruyé un
posible ORF de VIPER, que codifica para una proteina de 487 residuos.
Aun queda por determinar si esta proteina puede funcionar efectivamente
como una transcriptasa reversa, ya que el motivo [YF]-X-D-D,
caracteristico del sitio activo de esta familia de proteinas, 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
[Xiong Y, et al 1990]. Es interesante notar, sin embargo, que en ambos
casos el primer residuo de este motivo es un aminoacido aromatico y el
cuarto corresponde a un glutamico para las RT clasicas, mientras que en
VIPER es una glutamina, un derivado aminado del glutamico.

La asociacién del elemento VIPER a la secuencia repetida SIRE llevé a
plantearse si ambas secuencias se hallaban evolutivamente relacionadas.
En otras palabras: ¢Es VIPER el resultado de la insercion de un
retroelemento dentro de la secuencia SIRE, o la secuencia SIRE deriva de
un elemento repetido de mayor tamario que le dio origen por escisiones

sucesivas?
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Resultados obtenidos por comparacién de secuencias en la base de datos
GSS del GenBank, permitié determinar cual de estas dos hipétesis puede
ser la correcta. La traduccion de secuencias genémicas de T. brucei
permitieron detectar secuencias con homologia muy significativa con la
proteina codificada por el ORF reconstruido de VIPER (E=1x10-29, Fig 3.18,
pag 87). Esta homologia se pierde en la region en que el ORF de VIPER se
introduce dentro de la secuencia 3’ de SIRE.

Este resultado podria sugerir que, un ancestro de VIPER presente en el
antepasado comun a ambos tripanosomas, podria haberse integrado
dentro de SIRE, como parte del proceso de especiacion que llevo a la
constitucion de 7. cruzi como tal.

Tanto en VIPER como en el posible retroelemento de T. brucei se conserva
el motivo WIDN asi como varios de los dominios de ARNasaH, incluyendo
la distancia entre RT y ARNasaH, distancia muy variable en otras RT (Fig

3.18, pag 87)[Xiong Y, et al 1990].

8.6 Sintenia en T. cruzi, T. bruceiy L. major

Una de las ventajas de la secuenciacion 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 genémica correspondiente al cromosoma 10 de T.
brucei homoéloga al locus SZS de T. cruzi. Esta region posee 3 genes
homoélogos a los genes TcRH1, TcNU1 y TcEIF6, dispuestos en la misma
orientacion, conservando la organizacién gendmica 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 mas conservado, seguido por el
gen TcNU1 y TcRH1 (Fig 3.16, pags 80-84).
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En T. cruzi como en T. brucei se observé un mayor porcentaje de GC en las

regiones codificantes (52% y S51% respectivamente) con respecto a las
regiones intergénicas (41% y 45% respectivamente).

Al analizar una porcién secuenciada del cromosoma III de T. cruzi de 123
kpb y compararla contra la base de datos, se observa que esta region se
conserva en otros tripanosomatidos. En este caso, se encontré una region
homologa en el cromosoma 1 de T. brucei y otra en el cromosoma 12 de L.
major (Fig 4.12, pag 100).

Las tres regiones presentan un muy alto grado de conservaciéon, no sélo a
nivel del orden relativo de los genes, sino también a nivel de la orientacién
de los mismos. El hecho que se conserve la organizacion genémica en dos
unidades transcripcionales opuestas separadas por la regién intergénica
localizada entre los genes 3 y 4, sugiere que esta disposicion se encontraba
en el ancestro comun de los tres parasitos (Fig 4.12, pag 100). Sin
embargo, el grado de conservacion 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. magjor, la cual todavia se considera
preliminar.

La region que presenta mayor variabilidad es la comprendida entre los
genes 3-4 y 4-5. Esta region se caracteriza por un bajo contenido de GC,
sugiriendo que podria tratarse de un origen de replicaciéon o de una regién
promotora donde comenzaria la transcripcion de las dos unidades
transcripcionales en sentidos opuestos. Ademas, en el caso de T. cruziy T.
brucei, esta region parece presentar una tendencia a acumular secuencias
repetidas. En T. cruzi se encuentra VIPER y una secuencia similar a INGI
mientras que en 7. brucei hay insertados dos retroelementos INGI. No
queda claro cual es el papel que dichos elementos pueden estar jugando
en esta region tan particular del cromosoma.

El analisis de la distribucion de nucleétidos mostré6 un patron de
distribucién 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 correlaciéon positiva entre la direccion de
transcripcion y las relaciones GC skew y EP, semejante a lo observado en
la mayoria de los genomas bacterianos [Freeman J, 1998]. Se ha
propuesto, que esta distribucién desigual de nucleétidos se debe a la
asimetria de la replicacion del ADN, causando que las cadenas lider y
rezagada acumulen mutaciones diferencialmente [Grigoriev A, 1998].

Por otro lado, Francino y Ochman , sugieren que la distribucién asimétrica
de nucleétidos se debe a un efecto transcripcional. Los sistemas de
reparaciéon acoplados a la transcripcién, removerian las mutaciones mas
frecuentes (citosinas deaminadas y dimeros de timidinas) en la hebra
molde, la cual tenderia a acumular pirimidinas [Francino M, 1997].
Ademas, la cadena molde, esta protegida significativamente contra darios
en el ADN durante la transcripcién, mientras que la hebra codificante
permanece expuesta como simple cadena (la forma del ADN mas
vulnerable a las mutaciones). En este tipo de modelo, la seleccion evolutiva
deberia incrementar el contenido de purinas, menos sensibles a
mutaciones, en la hebra codificante, explicando asi también las
correlaciones observadas en T. cruziy T. brucei [Freeman J, 1998].

En L. major se vio una correlacion negativa entre la direccion de
transcripcion y el EP, el GC skew y el AT skew. Un estudio realizado en el
cromosoma 1 de L. major arroja los mismos resultados que la distribucion
observada en el cromosoma 12 [McDonagh P, 2000]. McDonagh y Stuart
tratan de explicar esta distribucién inusual de nucleétidos proponiendo un
modelo en el cual las dos hebras del cromosoma se transcriben en toda su
extension. Asi, la acumulacién de pirimidinas asociada a la transcripcién
ocurriria en ambas cadenas, dado que ambas son usadas como molde
durante la transcripcion. Esto causaria una compensacion en la
acumulacion de pirimidinas en ambas hebras y conduciria a una
acumulacion de purinas en la hebra rezagada durante la replicacién, como
resultado del proceso de mutacién asociado a la replicacion. Este modelo

predice que el origen de replicacion estaria localizado en la region de

156



e I P A 1.7 Discusion
maximo GC skew y no en el minimo como ocurre en bacterias. Sin
embargo, no se pueden descartar otras explicaciones sobre esta
distribucién inusual de nucledtidos, como por ejemplo la utilizacién de
procesos inusuales de reparacion de ADN. Es mas, ensayos de “nuclear
run-on” realizados sobre los cromosomas 1 y 3 de L. mgjor permitieron
determinar que los niveles de transcripcién 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 [Martinez-Calvillo S, 2001].

Sin embargo, a diferencia del cromosoma 1 de L. magjor, las regiones
codificantes del fragmento del cromosoma 12 mostraron una tendencia
opuesta a la observada en el analisis global de este cromosoma,
presentando la misma distribucién que las secuencias codificantes de T.
cruzi y de T. brucei. Sin embargo, cuando se analizé la distribuciéon de
bases en funcién de la posicion del coddén, se observé que en la tercera
posicion (sometida a una menor presion de seleccién) el GC skew es
mucho menor en Leishmania que en los tripanosomas, mantendiendo el
GC skew observado en las regiénes intergénicas.

Considerando que la distribucion de nucleétidos en T. cruzi y T. brucei es
semejante y que esta distribucién también se conserva en L. major, por lo
menos en sus regiones codificantes, pareceria factible que el ancestro
comun a los tres kinetoplastidos presentara una distribucién asimétrica
similar a la de T. cruzi y T. brucei. Luego, cuando L. major se separd
evolutivamente de las lineas que conducirian a T. cruziy T. brucei, cambios
en los procesos que causan la distribucion de nucleétidos en Leishmania
produjeron una disminucién gradual en los contenidos de purinas de las
cadenas de ADN de las hebras codificantes, invirtiendo el GC skew y el EP
globales. Es de esperar que la acumulacion asimétrica de
purinas/pirimidinas ocurra mas lentamente en las regiones codificantes,
porque estan sometidas a una mayor presién de seleccion que las regiones

intergénicas. Esto explicaria porque las regiones codificantes de L. major
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presentan una distribucion de nucleétidos semejante a la de tripanosomas
y también porqué la tercera posicion del codén presenta un GC skew
mucho menor al observado en T. cruziy T. brucei, tendiendo a un GC skew
negativo, como se observa en las regiones intergénicas.

Finalmente, al estudiar la primera posicién de los codones, para los tres
parasitos estudiados se observa una tendencia a la acumulacion de
purinas en la hebra codificante. Esto determina que el EP de esta posicién
presente una excelente correlacién positiva con la direccién de
transcripcion.

En conclusion, el locus SZ5, asi como otros ejemplos anteriormente
descriptos, tales como el locus del gen del transportador de glucosa
TcrHT1 [Bringaud F, 1998], son ejemplos claros de la existencia de
sintenia entre kinetoplastidos. Sin embargo, los casos analizados hasta el

momento abarcan unas pocas kilopares de bases involucrando una dnica

unidad transcripcional.

8.7 Construccién y caracterizacion de la biblioteca YAC de T. cruzi
Utilizando el vector pYAC4 se construyé una biblioteca genémica de la
cepa CL Brener de T. cruzi. La misma posee un tamafio promedio de
inserto de 365 kpb implicando, aproximadamente, 10 equivalentes
genémicos. Mediante la utilizacion de diferentes sondas se ha podido
determinar que la biblioteca es 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
gendémica, también se han podido aislar dos clones YAC positivos para el
gen TcPO de T. cruzi (marcador especifico de los cromosomas XIX y XX),
siete YACs positivos para JL7-H49 y cuatro para JL8 (especificos para las

bandas cromosémicas XVI y XVII).
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8.8 Sub-biblioteca cromosoma-especifica

Para facilitar y acelerar la construccion de los mapas fisicos de las bandas
cromosémicas XIX y XX, se decidid generar sub-bibliotecas YAC
especificas para ambos cromosomas. Para ello fue necesario poner a punto
la electroforesis preparativa de cromosomas de T. cruzi para aislar las
bandas cromosémicas de interés. Una vez purificadas, se analiz6 el grado
de pureza de las mismas por amplificacién de diferentes marcadores por
PCR. Utilizado este material como sonda, se pudo generar una sub-
biblioteca enriquecida en clones especificos del cromosoma XX constituida
por 64 clones YAC a partir de la cual, mediante un rastreo con una sonda
especifica del gen TcPO se pudo aislar 4 YACs TcPO positivos.

La misma estrategia fue utilizada para generar marcadores EST especificos
del cromosoma XIX, por rastreo de una biblioteca de ADNc. Este método
tiene la ventaja adicional que la secuenciacion de estos marcadores
posibilita el descubrimiento de nuevos genes. Mediante esta técnica se
aislaron 3 clones positivos para la banda cromosémica XIX, que también
hibridaron con otras bandas cromosomales (datos no mostrados).

A pesar del gran numero de secuencias repetidas que se encuentran
presentes en el genoma de T. cruzi, que podrian interferir en la utilizacion
de cromosomas como sondas, las experiencias llevadas a cabo con la
biblioteca YAC demuestran que es factible su utilizacién en la construcciéon
de bibliotecas enriquecidas en la banda cromosémica de interés. Sin
embargo, en el caso de las bibliotecas de ADNc esta técnica no resulto tan
efectiva. Una posible explicacion de los resultados obtenidos es que en el
caso de los clones YAC, cada uno de los insertos representa una porcion
importante de la banda cromosémica, dentro de las cuales pueden
encontrarse un gran numero de secuencias de una o pocas copias. Como
las sondas generadas por marcacion al azar de la banda cromosémica de
interés, representan en forma proporcional el numero 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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cromosomica de interés, hibridara (por sumatoria de secuencias tnicas)
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 ADN¢, cada uno de los clones proviene de
un unico gen que por lo general es poco repetido a excepcion de algunos
que llevan consigo un fragmento de una secuencia repetida. De esta
manera, los primeros hibridaran con una muy baja sefial mientras que los
segundos daran una sefial mucho mas alta por compartir una secuencia
repetida con el cromosoma de interés. Por lo tanto, en este tultimo caso, es

de esperarse un mayor numero de clones falsos positivos que en el caso de
los YAC.

8.9 Construccion de YACs mediante la técnica de clonado RAT.

Como SIRE es una secuencia muy repetida que se encuentra dispersa en
el genoma de T. cruzi SIRE llevd a postular su utilizacion en la
construccion de vectores YAC mediante la técnica de clonado por
recombinacién asociada a la transformacion.

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 Fragmentacién cromosémica

Junto con el incremento de los marcadores especificos de cromosoma, se
comenzd con el desarrollo de un vector de fragmentacién que permita
determinar la distancia de un determinado marcador al telomero por
observacion de las alteraciones en el cariotipo electroforético de los
parasitos transfectados. '

En los primeros intentos de fragmentacién con los vectores pLFGAP,

pLFSIRE y 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 recombinacién 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 construyé el vector de
fragmentacién pLF2, que contiene secuencias teloméricas de T. cruzi. Los
resultados obtenidos con este vector, sugieren que la carencia .de
recombinaciéon cromosoma-especifica se debia 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 fragmentaciéon en vez de una integraciéon, hay ciertos
indicios en favor de la primera hipétesis:

1-En el analisis de Southern blot a partir de ADN genémico digerido con
BamHI, sélo aparece una banda adicional (Fig 5.7, pag 120). Esto indicaria
que el vector pLF2 podria haber fragmentado debido a que, como posee un
sitio BamHI interno, una integracion deberia dar como resultado la
aparicion de una segunda copia del gen TcP2p separada de la primera por
dicho sitio de restriccion. De esta manera, se esperaria un patrén
compuesto por tres bandas (Fig 5.8, pag 121).

2- Southern blots a partir de ADN gendmico total digerido con BamHI o
KpnlI e hibridados con una sonda especifica de la regiéon 3' del locus H6.4,
no contenida en el vector, no muestran diferencias entre los clones
salvajes y los clones transfectados (Fig 5.7, pag 120).

El resultado obtenido indicaria que el gen TcP2B del locus H6.4 estaria
cerca del telomero. Esta posicion es crucial para explicar el fenémeno de
expansion del nimero de copias observado en este gen, mediado
probablemente por un mecanismo asociado al elemento SIRE [Vazquez M,
1994]. Asi podria explicarse la apariciéon de varias copias de este mismo

gen rodeadas o asociadas a SIRE en otros entornos genémicos.
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8.11 Desarrollo del cromosoma artificial

La evidencia de que la secuencia telomérica de T. cruzi esta jugando algin
papel importante en cuanto a la estabilidad del vector transfectado, se vio
reflejada también en el desarrollo del cromosoma artificial de T. cruzi. El
primer vector construido, pTNT1, contenia en sus extremos la secuencia
telomérica de Tetrahymena sp y como resultado de las transfecciones sélo
se obtuvieron episomas de alto peso molecular. En cambio, cuando las
secuencias de Tetrahymena sp fueron reemplazadas por una secuencia
telomérica y subtelomérica de 7. cruzi, se obtuvieron vectores que
presentaban un patrén de migracién en FIGE completamente diferente y
compatible con la migracién de una banda cromosémica artificial lineal.
En este caso, el vector pTNT2 transfectado 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
patron de migraciéon del vector comparado con el de un marcador lineal
(Fig 6.11, pag 129).

Los clones seleccionados contenian moléculas del vector original con un
tamafio que variaba entre 35 kpb a 100 kpb. La naturaleza de las
secuencias responsables del incremento en el tamarfio de los cromosomas
artificiales se desconoce. Si este aumento en el tamarfio se debiera a una
amplificacién de la secuencia del vector en forma de tindem, la intensidad
de las bandas durante la hibridacién del FIGE de la figura 4.6 con la
sonda especifica del gen de Neo, deberian ser directamente proporcionales
al incremento en el tamario 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 cuantificacion de las intensidades de
hibridacién del FIGE permite, inicialmente, descartar esta hipétesis.

Otra posible explicacion del incremento en los tamaros del vector podria

ser la incorporacion de secuencias genémicas del parasito. 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 asi su tamario [Gwo-Shu Lee I, 1995; Patnaik P,- 1996].
Southern blots a partir del ADN genémico de cada clon, indicaron que los
CrAT de los clones A5, B2 y D7 contenian la misma estructura basica: tres
copias del vector original dispuestas en tandem, separadas una de otra por
la secuencia espaciadora orientada en ambas direcciones. Esto ultimo
sugiere que el espaciador fue incorporado al vector post-transfecciéon y no
es un artefacto producido por una digestiéon parcial con HindIll durante la
linearizacién de pTNT2 (Fig 6.9, pag 127).

También se ha demostrado que el cromosoma artificial se mantiene en
forma estable por mas de 60 generaciones en ausencia de seleccién, no
observandose variaciones en el namero de copias por célula aunque si se
detectaron rearreglos tanto en ausencia como en presencia de 300 pug/ml
de G418 (Fig6.12 y 6.13, pags 130y 131 y Tabla 6.1, pag 130).

Todavia no esta claro por que el vector incrementa su tamario, aunque se
especula que las moléculas de ADN en tripanosomas deben tener un
tamarfio minimo para poder replicarse y expresarse [Patnaik P, 1997]. Esto
se ve reflejado en el aumento de tamarfio observado tanto en los episomas
como en los vectores que permanecen como elementos extracromosémicos
lineales. Una posible explicacién, puede ser la ausencia en estos vectores,
de origenes de replicacion especificos de T. cruzi. Por lo tanto, la
multimerizacién puede ser la consecuencia de la existencia de origenes de
replicacion débiles. Como la iniciacion de la replicacion es considerada
generalmente como un factor limitante durante la division celular, los
vectores multiméricos pueden mantenerse (replicando al menos una vez
por cada ciclo celular) incrementando el nimero de sitios a partir de los
cuales puede comenzar la transcripcién [Patnaik P, 1997].

El analisis de un fragmento de ADN proveniente del CrAT B2 confirmé que
el vector pTNT2 incorpora secuencias de ADN de T. cruzi cuando es

transfectado en forma lineal (Fig 6.14, pag 132). Parece probable que estas
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secuencias ayuden al incremento del tamario total del CrAT en lugar de
jugar un papel como origenenes de replicacién, ya que los episomas
circulares, formados por repeticiones en tiandem del vector original, no
necesitan incorporar secuencias de T. cruzi para mantenerse en forma
estable.
Este trabajo permiti6 avanzar en la concepcién de un cromosoma artificial
de T. cruzi que pudiera incorporar grandes fragmentos genémicos, propios
o de otras especies, apto para estudios funcionales. Los primeros pasos en
esta direccién son satisfactorios y muestran la factibilidad de expresar
genes heterélogos en este vector produciendo cambios en el fenotipo de T.
cruzi (Fig 6.17, pag 135). Esto sienta las bases para intentar el clonado de
grandes fragmentos de ADN genémico nuclear de especies emparentadas.
El préximo paso, continuaciéon directa de este trabajo de tesis, llevara al
clonado de grandes fragmentos gendémicos de Chritidia sp, intentando
obtener cromosomas lineales estables de gran tamarfo, que confieran a T.

cruzi la capacidad de crecer en un medio sin poliaminas.

8.12 Analisis del promotor ribosomal

Para utilizar el cromosoma artificial para sobre-expresar proteinas, se
estudié6 la factibilidad de incorporarle un promotor ribosomal. Hasta
ahora, vectores de expresion que poseen este tipo de promotores como
PTREX y pRIBOTEX, se integran en el locus ribosomal en vez de
mantenerse en forma episomal. Plasmidos de replicacién auténoma en T.
brucei que contienen el promotor del gen PARP, especifico de ARN
polimerasa I, son incapaces de replicar como episoma cuando este
promotor es reemplazado por el promotor ribosomal [Patnaik P, 1994]. Es
mas, al igual que en T. cruzi, los plasmidos que poseen el promotor
ribosomal se integran en el genoma sin existir un analisis sobre como se
realiza y a que sitios apunta la integracion. 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 recombinacién del vector
pPRIBOTEX en el locus ribosomal podria deberse a la presencia de las
repeticiones ribosomales localizada 90 pb rio arriba del tspl [Martinez-
Calvillo S, 1997], las transfecciones realizadas con pDK demostraron que
la presencia de esta repeticion no es esencial para que ocurra la
integraciéon. Es mas, por recuperacién del vector integrado y posterior
secuenciacion se pudo determinar que la recombinacion ocurre dentro de
una regién de 101 pb de longitud localizada 100 pb rio abajo del tspl.

Un fenémeno similar fue descripto en levaduras donde la secuencia
recombinogénica HOT1, compuesta por el promotor ribosomal y una
region que actia como enhancer localizada rio arriba, promueve la
recombinacion 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 [Voelkel-Meiman K, 1987). De la misma
manera, en T. cruzi, la regibn MP que rodea al sitio de inicio de
transcripcion tspl estimula la recombinacién homoéloga de la secuencia
localizada rio abajo (Fig 7.2, pag 137 y Fig 7.8, pag 142). Es mas, la
integracion podria depender también de que las secuencias involucradas
sean transcriptas por la ARN polimesasa I. Evidencia de esto es el hecho
que los vectores utilizados no recombinan por las secuencias HX1 o
GAPDH, sino que lo hacen por las regiones homélogas al locus ribosomal.
También se ha determinado que el proceso de recombinacion comienza
inmediatamente después de la transfeccion. Analisis por PCR permiti6é
identificar copias integradas de pDK en el locus ribosomal a las 5 horas
post-transfeccion (Fig 7.13, pag 146). Southern blots a partir de ADN
genémico total de parasitos transfectados con pDK, indican que los
plasmidos no integrados son rapidamente degradados, mostrando un

patron de degradacion en escalera con un espaciamiento de
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aproximadamente 230 pb, lo que sugiei'e una posible interaccién temprana
del ADN plasmidico con histonas [Licio H, 1999].

Como la recombinacién comienza al menos 5 hs post-transfeccién y 48 hs
después la mayoria del vector introducido se ha degradado, es probable
que un componente importante de la actividad CAT medida en ensayos
transitorios se deba a las transcripcion de las copias integradas en el locus
ribosomal (transfecciones con pPwt, pDK, pRMP, pMP, pRMPDS, pMPDS y
pMPCATDS). Asi, la caida del 70% en la actividad CAT medida en ensayos
transitorios con pRMP y pRSMP podria ser el reflejo de una disminucién en
la eficiencia de recombinacién. Esto se veria apoyado por: (1) en lineas
celulares transfectadas establemente, pDK y pRMP presentan niveles
semejantes de expresion CAT y (2) cuando se transfecta con el vector
pRMPDS, que contiene inmediatamente rio abajo del tspl la regién HRS
por donde ocurre la integracion de pRIBOTEX, se observan niveles altos de
actividad CAT transitoria 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 repeticion
ribosomal como de la secuencia HRS, presenta una actividad similar a la
observada para pDK, la disminucién en la actividad de los vectores pRMP y
pRSMP pareceria deberse a un efecto combinado de la presencia de la
repeticiéon ribosomal y la ausencia de la regién HRS.

Se ha descripto que las repeticiones ribosomales localizadas &5’ al tsp
pueden llegar a funcionar como secuencias terminadoras de la
transcripcion para la ARN pol | en eucariotas superiores [Jansa P, 2001].
De esta manera la presencia de una o varias copias de la repeticion
ribosomal podrian afectar la transcripcién a lo largo del vector circular
impidiendo la expresion continua del gen CAT partir de un unico complejo
de iniciacién de la transcripcion. Este efecto ha sido descripto en T. brucei
utilizando vectores circulares de expresion que utilizan la ARN polimerasa
del bacteriofago T7 [Wirtz E, 1994]. Esta polimerasa transcribe en forma

continua a lo largo del vector transcribiendo mas 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 especifica de la ARN polimersa T7, la
actividad del gen reportero cae un 70% con respecto al control sin
terminador, similar a la caida observada en pRMP y pRSMP.

Si la repeticiéon ribosomal juega un papel como secuencia terminadora, la
region HRS podria facilitar la recombinacion de los vectores al locus
ribosomal enmascarando el efecto causado por la repeticion en el vector
episoinal. Alternativamente, esta region podria estar inhibiendo de alguna

manera el efecto causado por la repeticion ribosomal.

8.13 La region MP de 98 pb que contiene el tspl es suficiente para
obtener completa actividad del promotor ribosomal en las cepas del
grupo Iy II de T. cruzi

Por escisiones sucesivas de la secuencia de 800 pb de longitud que
contenia al promotor ribosomal del grupo II de T. cruzi se identificé una
region comprendida entre las posiciones -86 a +12 con respecto al tspl
(region MP) que es suficiente para obtener el 100% de actividad promotora.
También se pudo determinar que el posible tsp2, localizado 600 pb rio
abajo del tspl, no es funcional al menos en la cepa Tulahuén II del grupo
Il de T. cruzi. La region MP también es activa cuando la construccion 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 posicion
—~2 con respecto al tsp analogo de los promotores ribosomales del grupo II
[Wen L, 2001].

Es interesante subrayar que la regién MP de tan solo 98 pb, es suficiente
para promover la integracion en el locus ribosomal, indicando que este
proceso es muy eficiente. Sin embargo, plasmidos integrados recuperados
por digestion y transformacién 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 pPwt. Por el contrario, parece que
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el plasmido que contiene pMP sufre algin tipo de rearreglo, antes o

durante la integracion, transformando la estructura original del vector. La

causa de este comportamiento podria deberse al hecho que la Gnica region
homoéloga al locus ribosomal que posee el vector pMP (la region MP) estaria

involucrada tanto en la recombinacién como en la transcripcion.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos durante la realizacién de esta tésis se
obtuvieron las siguientes conclusiones:

1- SIRE se encuentra ligado a un nuevo elemento repetido denominado
TcREL en los fragmentos genémicos SZ10, SZ12 y SZ31, que constituyen
el extremo 3’ de distintas copias del gen vp85. TcREL esta insertado
también en la region 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 proteina que
podria estar involucrada en la formacion o estabilidad de grupos [Fe-S] y
un probable factor de traduccién. La organizacién gendémica 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 insercion 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 localizacion y
composicion de este dominio sugieren que podria ser el equivalente al
dominio [YF]-X-D-D que caracteriza a las RT clasicas.

4- La biblioteca genémica YAC construida durante el transcurso de esta
tésis, es representativa del genoma de T. cruzi. Estos YACs son estables y
no contienen quimeras.

5- A partir de la biblioteca YAC y de los marcadores generados durante el
proyecto, se construy0 un mapa fisico del cromosoma XVI del clon CL
Brener de T. cruzi que comprende una region de ~800 kpb.

6- Se construyeron tres vectores YAC para clonar fragmentos grandes de
ADN gendémico por la técnica de clonado por RAT. Su utilizacién permitié
obtener dos YACs con fragmentos de ADN de ~600 kpb y ~500 kpb aunque
aun no se pudo determinar si efectivamente provienen de 7. cruzi.

7- Se construyé una molécula de ADN lineal que se mantiene en forma
estable en T. cruzi comportandose como un cromosoma artificial. Una vez
transfectado, el vector aumenta su tamafio incorporando secuencias del
genoma de T. cruzi.

8- La region 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 Tulahuén II (grupo
II) y CL Brener (grupo I) de 7. cruzi

169



Conclusiones

9- El promotor ribosomal presenta un mecanismo de recombinacién
homoéloga que es muy especifico y eficiente. Este mecanismo es
independiente de la presencia de las repeticiones ribosomales pero si
depende de la region MP que incluye al tspl.

10- La organizacion genémica de una regiéon 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 regiéon es un ejemplo de la existencia de sintenia inter-
especie e inter-género en estos parasitos. El cambio en el signo de los
estadisticos EP, GC skew y AT skew en la zona que separa las dos
unidades transcripcionales de esta regién, sugiere que alli puede
encontrarse un posible origen de replicacion y/o un origen de
transcripcion de las dos unidades transcripcionales.

MARIANO J. LEVIN
INVESTIGADOR CONICE
. Biol. Mol. Enf. Cheffas
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