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RESUREN

Los  tRNA  son  mol6culas  que participan  en  la  sintesis  de proteinas  y  en  otros

procesos  celulares,  siendo  su  expresi6n  y  funcionalidad  vitales  para  la  c6lula.  En  la

biog6nesis   de   los   tRNA   se   sintetizan   transcritos   primarios   que   requieren   de   un

procesamiento   previo   de   los   extremos   y   de   los   posibles   intrones,   ademas   de

modificaciones post-transcripcionales para ser funcionales.  Sobre la base de un analisis

bioinfomatico   comparativo   del  genoma  de  dos  cepas  secuenciadas   de  la  bacteria

extrembf;Ilo. Acidithiobacillus ferrooxidans (A;TCC 2,32]0 y A;TCC 53993) se de+ect6 la

presencia de dos set de genes para tRNA en la cepa ATCC 23270. Un set de genes para

tRNA se  encuentra disperso  en el genoma y es id6ntico al presente  en la cepa ATCC

53993.  El  otro  set  de  genes para tRNA  se  encuentra  dentro  de un  elemento  gen6tico

m6vil denominado ICE4fl  (~300 kpb). EI ICE4fl y los genes para tRNA que contiene

no estin presentes en la cepa de J4. /e7-roorJ.dcr#s ATCC  53993.  En ambas cepas de j4.

/e"oorj.c7cr7is,  se detect6 un gen que  codifica para un tRNAseruGA interrunpido por un

intrdn del grupo I. Este tRNA es el iinico capaz de leer el cod6n UCA de serina. En la

cepa  ATCC  23270,  existe  una  copia  adicional  para  este  gen  localizada  dentro  del

ICRI/1  que no esta interrunpida por un intr6n. Mediante rna bdsqueda bioinformatica

de  genes para tRNA  en el  genoma de 4 /erroorJ.cJcz7?s,  no  se  encontraron  otros  genes

para  tRNAseruGA.  Adicionalmente,  en  este  analisis  se  detect6  1a  presencia  de  otros

posibles genes para tRNA interrumpidos por intrones (14 en.Ia cepa ATCC 23270 y 11

en la cepa ATCC 53993).
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En   este   trabajo   se   demostr6   que   los   tRNAseruGA   en  ,4.  /e7~roor!.dcms,   son

funcionales,  ya  que  se  aminoacilan  z.72  vz.vo  y  complementan  rna  cepa  de  ScJ/wo/7e//c}

e7zfe'rz.ccz   serovar   Thyphimurium   que   presenta   una   mutaci6n   termosensible   en   el

correspondiente gen para tRNA. Esto indica que estos tRNA participan en la sintesis de

proteinas. Por otro lado se estudi6 Ia expresi6n de los otros posibles genes para tRNA

interrunpidos por intrones.  Si bien  experimentos  de RT-PCR muestran que varios  de

estos  genes  se  transcriben,  solamente  el tRNAcys6o  presente  en  el  ICE4fl  se  procesa,

pero  no  se  aminoacila  z-#  tjz.vo.  Esto  indica  que  este  tRNA  podr'a  tener  una  funci6n

altemativa  a  la  sfntesis  de  proteinas.  Estos  resultados  sugieren  que  el  contenido  y  la

funcionalidad de los genes para tRNA en el genoma de ,4. /e"oorz.c7cz77s podr'a alterarse

por transferencia horizontal de genes (ICE4fl) y/o la modulaci6n del procesamiento de

los intrones existentes. Esto podr'a generar un repertorio pldstico de tRNA que poseen

diversas propiedades funcionales.
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ABSTRACT

The tRNA molecules are involved in the synthesis of proteins and other cellular

processes, and its expression and function are vital to the cell. In the biogenesis of tRNA

primary  transcripts  are  synthesized  that  require  pre-processing  of  the  ends  and  of

possible  introns,  as well  as post-transcriptional modifications to be  functional.  On the

basis of a comparative bioinformatics analysis of sequenced genomes from two  strains

of the extremophilic bacterium .4cz.dz.ffoz.obczcJ.//#s /erroor7.c7cz7?a (ATCC 23 270 and ATCC

53993),  the  presence  of  two  sets  of  genes  for  tRNA  in  strain  ATCC  23270  was

predicted.  One set of tRNA genes is dispersed in the genome and is similar to the one

from  strain  ATCC  53993.  The  other  set  of tRNA  genes  is  located  within  a  mobile

genetic element called ICE4fl  (~ 300 kbp). The ICE4fl  and tRNA genes that it contains

are  not  present  in  the  strain  of ,4. /erroorJ.c7cz77s  ATCC  53993.  In  both  strains  of .4.

/erroorz.dc}73s',  we  detected  a  gene  encoding  a  tRNAseruGA  interrunped  by  a  group  I

intron.  This tRNA is the only one able to read the UCA codon for serine. In the strain

ATCC 23270, contains an extra copy for this gene located within the ICE4fl  which is

not interrupted by an intron. By a bioinfomatic search for tRNA genes in the genome of

4. /e77'oorz.c7cws,  no  extra tRNAseruGA genes were found.  Additionally,  in this  analysis

presence of other tRNA genes interrupted by introns (14 in strain ATCC 23270 and  11

in strain ATCC 53993), was predicted.

In this work we  showed that tRNAseruGA in 4. /erroorz.c7cus,  are  functional,  as

they are aminoacylated z.72 vz.vo and complement a strain of Scz/mo7?e//cr e#/err.ca serovar

xvii



Thyphimurium which has a thermosensitive mutation in the corresponding tRNA gene.

This  indicates  that these  tRNA  involved  in protein  synthesis.  On  the  other  hand,  we

studied the expression of other possible tRNA genes interrupted by introns. While RT-

PCR  experiments  show  that  several  of these  genes  are  transcribed,  only  tRNAcys6o

present in the ICE4fl is processed, but not aminoacylated I.7z vji;o. This indicates that this

tRNA  could  have  an  alternative  function  to  the  synthesis  of proteins.  These  results

suggest that the  content and functionality of the genes  for tRNA in the genome  of .4.

/e77oorz-c7cr]7s could be altered by horizontal gene transfer acE4fl) and / or modulating

the processing of existing introns. This could lead to plastic tRNA repertoire that have

different finctional properties.
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INTRODUCCI0N

1. RNA de transferencia

Los RNA de transferencia (tRNA) son las mol6culas adaptadoras responsables de

la  traducci6n  de  los  codones  del  RNA  mensajero  (mRNA)  a  aminoacidos  en  una

proteina, jugando un papel central en la expresi6n g5nica (S6ll y Rajbhandary,  1995).

Esto  los  ha  convertido  en  rna  macromol6cula  atractiva  para  el  estudio  de  las  bases

moleculares  de  la  funci6n  de  los  RNA,  desde  su  descubrimiento  hace  mas  de  cinco

d6cadas uroagland )/ co/s.,1958).

2. Funci6n y estructura de los tRNA

La funci6n principal de los tRNA es transferir un aminoacido activado de manera

especifica al polip5ptido naciente en el ribosoma para la sintesis de proteinas. Para ello,

las enzimas aminoacil-tRNA-sintetasas  (aaRS) esterifican los tRNA con el aminoacido

adecuado  seg`in  el  anticod6n,  formando  los  aminoacil-tRNA.  Estas  aaRS  tienen  la

capacidad   de    reconocer   especificamente    tanto    al   tRNA    como    al    aminoacido

correspondiente (Meirmel ); co/ir.,1995; Cathopoulis j/ co/a., 2007).

La primera secuencia completa de un tRNA fue establecida por Holley ); co/s. en

el  afro  1965,  en  donde  se  determin6  la  estructura primaria  y  las  posibles  estructuras

secundarias  de un tRNAA[a @irheimer );  co/s.,  1995).  La estructura  secundaria de  los

tRNA  viene  dada por la  capacidad  que  tienen  los  tRNA  de  plegarse,  ya  que  existen

apareamientos   entre   secuencias   cortas   de  bases   complementarias   formindose  rna

estructura en foma de tr6bol q]igura lA). Dentro de esta estructura se pueden identificar



cuatro elementos caracteristicos:  1) el brazo D (su nombre proviene de la presencia de

bases  G  modificadas  a  dihidrouridina  (D));  2)  el  brazo  del  anticod6n;  3)  el  brazo  T

(brazo TvC), donde se encuentra la secuencia TvC conservada en todos los tRNA (v =

pseudouridina);  y  4)  el  brazo  aceptor  que  posee  la  secuencia  CCA  en  el  extremo  3'

terminal por la curl se une el aminodeido (Dirheimer); co/a.,1995). Entre el brazo T y el

brazo del anticod6n existe un brazo de largo variable entre los diferentes tRNA.

laro T

Figura  1.  Estructura  de  los  tRNA.  A.  Estructuna  secundaria  de  los  tRNA  (foma  de  trebol).  8.
Estructura terciaria de los tRNA (foma de L).  Se observan los brazos caracteristicos de un tRNA: brazo
D  (color  verde),  brazo  del  anticod6n  (color  azul),  brazo  T  (color  amarillo)  y  el  brazo  aceptor  (color
rosado).  La  region  extra,  correspondiente  al  brazo  variable  se  muestra  en  color blanco  (lazo  vanable)

(Adaptado de Berg )/ co/a. , 2002)

Generalmente  los tRNA tienen entre 75 y 90 nucle6tidos  (nt)  de longitud y las

posiciones  se  numeran  desde  el  extremo  5'  al  3'  seglin  la  secuencia  patr6n  de  76  nt



descrita  por  Sprinzl )/  co/s.  en  1998  (Sprinzl )/  co/a.,  1998),  siendo  la  secuencia  del

anticod6n  siempre  los  nucle6tidos  34,  35  y  36.   En  los  tRNA  existen  nucle6tidos

conservados, por ejemplo en la posici6n 33  siempre hay uracilo (U), al memos para los

tRNA que participan de la sintesis  de proteinas ya que es un nucle6tido  clave para la

uni6n del tRNA al ribosoma (Phelps y Joseph, 2005).  Otros nucle6tidos se encuentran

semiconservados, es decir, presentan purinas o pirimidinas pero sin especificar el tipo de

base, por ejemplo en la posici6n 37 siempre hay una purina (A o G) y en la posici6n 38

siempre  hay  una  pirimidina  (C  o  U)  y  el  resto  de  los  nucle6tidos  varian  para  cada

especie de tRNA (Dirheimer)J co/a.,1995).

Segtin  estudios  cristalogrdficos  por  rayos  X,  los  tRNA  tienen  una  estructura

tridimensional en forma de L invertida que  se encuentra estabilizada por interacciones

de  puentes  de hidr6geno principalmente  entre  las bases  no  apareadas  en  la estmctura

secundaria.   AIgunos   de   los   nucle6tidos   que  juegan  un  papel   determinante   en   el

plegamiento de la estructura terciaria estin en las posiciones 14,15,18 y 19 presentes en

el  lazo  del  brazo  D  04arck  y  Grosjean,  2002).  La  Figura  18  muestra  la  estructura
\

tridimensional general que adoptan los tRNA con el anticod6n en uno de los extremos

de la mol5cula y el brazo aceptor en el extremo opuesto (Dirheimer)/ co/a., 1995).

Ademas de tener rna funci6n crucial en la sintesis de proteinas,  algunos tRNA

Culnplen funciones altemativas, por ejemplo los tRNALys, tRNAphe y tRNATyr tienen |a

capacidad  de  regular  la  expresi6n  de  algunas  aaRS  (Ryckelynck };  co/s.,  2005);  los

tRNAGlyytRNAsersehanvistoimplicadosenlasintesisdepeptidoglicano¢etit);co/5r.,

1968;  Francklyn  y  Minajigi,  2010)  y  los  tRNALys  y  tRNAA`a  en  la  modificaci6n  de

lipidos (Francklyn y Minajigi, 2010).



3.   Organizaci6n   y  procesamiento   de  los   genes   que   codirlcan   para   tRNA   en

procariotas

En bacterias, el ninero total de genes que codifican para tRNA en los diferentes

genomas van'a desde ~30 a >100 (Li }7 co/s., 2005). Los genes para tRNA en el genoma

bacteriano  se pueden  organizar  de  tres  maneras  distintas:  1)  como  un  gen  individual

generando  un transcrito  monocistr6nico,  2)  forrnando parte  de  operones junto  a  otros

genes para tRNA o RNA ribosomal  (rRNA),  6  3)  agrupados  con  genes que  codifican

para  proteinas,   generando  un   transcrito   policistr6rico   desde   un  promotor   cormin

(Withers ); co/a., 2006). La distribuci6n de estos genes para tRNA dentro de transcritos

monocistr6nicos o policistr6nicos van'a a trav6s de los diferentes organismos. Algunas

bacterias como Bcrcz.//#s sztz7fz./is tienen la mayoria de sus  genes para tRNA codificados

dentro  de  operones  policistr6nicos,  mientras  que  otras  bacterias  como  Strepfo77e}Jces

cog/J.co/or   tienen    casi    todos    sus    genes    para   tRNA    organizados    en    unidades

transcripcionales monocistr6nicas (Pettersson, 200 9).

Los  genes  para  tRNA  se  transcriben  activamente,   1legando   en  levaduras  a

producir 3 millones de mol6culas de tRNA por generaci6n a'hizick=y y Hopper, 2010).

Cuando   se  transcriben  los  genes  para  tRNA  ya  sea  en  unidades  transcripcionales

monocistr6nicas  o  policistr6nicas,  se  foma  un  pre-tRNA  con  secuencias  extra  de

tamafio variable en sus extremos 5 ' y 3 ', las cuales necesitan ser procesadas para formar

un tRNA maduro y funcional.  El procesamiento  de los tRNA consiste en rna serie de

reacciones post-transcripcionales que incluyen:  1) remoci6n de la secuencia 5' extra por

la enzima RNasa P; 2) remoci6n de la secuencia 3' extra por diferentes endonucleasas y



exonucleasas;  3)  adici6n de  la secuencia CCA en el  extremo 3'  por la enzima tRNA-

nucleotidil-transferasa  y   procesamiento   de   los   intrones   cuando   corresponda;   y  4)

modificaciones mtiltiples en los nucle6tidos de los tRNA (estas bases modificadas son

muy  importantes  en  la  estabilizaci6n  estructural  de  los  tRNA  y  en  sus  propiedades

funcionales, tal como en la aminoacilaci6n y la uni6n al cod6n del mRNA) (86rik,1995;

Weiner,  2004;  Pettersson,  2009).  Actualmente,  atn  no  esta  claro  si  estas  reacciones

siguen este orden especifico, ya que por ejemplo se ha determinado que la remoci6n de

los intrones puede ocurrir en cualquier momento del tiempo de maduraci6n de los tRNA

(Pettersson, 2009).

4. Presencia de intrones en genes que codifican para tRNA

Los  intrones  en  genes  para  tRI`IA  se  ban  encontrado  en  los  tres  dominios

filogen5ticos:  Bacteria,  Arquea  y  Eucaria.  El  primer  reporte  de  un  gen  para  tRNA

interrunpido por un intr6n fue descrito en el afro 1977 (Goodman ); co/a.,  1977). En esta

investigaci6n  se  determin6  que  un  gen  de  levadura  que  codifica para un  tRNATyr  se

encuentra interrunpido por un intr6n de 14 pares de bases ®b). Por otro lado, en el afro

1990  se  descubri6 por primera vez un intr6n en genes  que  codifican para tRNALeu de

bacterias (Smith,1991).

Hasta la fecha los genes que codifican para RNA estables de bacterias poseen dos

clases de intrones que segiin diferencias estructurales y el mecanismo de maduraci6n se

clasifican  en  intrones  del  grupo  I  e  intrones  del  grupo  11  Clanger )/ co/s„  2005).  Los

intrones del grupo I y del grupo 11 son miembros de los RNA que se auto-procesan. Se

ha  deterlninado  en  experimentos  z.7c  vz.f7io  que  estos  intrones  no  requieren  de  proteinas



cataliticas, pero que sin embargo I.7? vz.vo podr'an requerir de una proteina como cofactor

que  ayude  a  la  mantenci6n  de  la  estructura  del  RNA  correcta  para  la  autocatalisis

(Westaway   y   Abelson,   1995).   Los   intrones   presentes   en   tRNA   de   bacterias   se

encuentran corminmente cerca del anticod6n (Kawach }J co/s. , 2005; Vepritskiy y co/s`.,

2001). Un dato importante es que la mayon'a de los genes bacterianos que codifican para

tRNA no contienen intrones, a diferencia de eucariotas y arqueas que tienen 4-25% de

sus genes para tRNA con intrones (Pettersson, 2009).

S. M:odeho de est"diro.. Acidithiobacillus f errooxidans

Acidithiobacillus    ferrooxidans    es    uno    I-proteohacteria,    GTam    negativa,

quimiolitotrofa  que  obtiene  la  energia  para  su  proliferaci6n  desde  la  oxidaci6n  de

minerales que contienen hierro o azufre. Prolifera a 30°C, a pH 1-2 y fija tanto carbono

como nitr6geno (este dltimo s6lo en anaerobiosis) desde la atm6sfera. Es abundante en

ambientes naturales  asociados  con  cuexpos  de mineral pirita,  yacimientos de  carb6n y

otros  drenajes  acidos  a`awlings  y  Kusano,  1994;  Rawlings  y  Silver,  1995;  Vald6s );

co/s., 2008a).

Este ndcroorganismo es de gran interes por su peculiar fisiologia y por su uso en

el  procesamiento  de  minerales  industriales  (Vald6s  )/  co/s.,  2008a).  Fue  la  primera

bacteria  descrita  capaz  de  solubilizar  cobre  y  otros  metales  desde  rocas  (Colmer  y

Hinkel,  1947).

4. /e77oor;.c7cz77s es considerado un modelo de estudio para la biominen'a, lo que

ha impulsado  el  desarrollo  de rna serie  de investigaciones para entender los procesos

fisiol6gicos y metab6licos que le permiten adaptarse a ambientes extremos @ajo pH y



altas  concentraciones  de  metales pesados).  Un analisis  comparativo  del genoma  de .4.

/e77coricfa77s con los genomas de especies biolixiviantes estrechamente relacionadas, .4.

ffafoorJcharas y A ccz4c*is, revel6 una regi6n de DNA que solo se enouentra presente en A.

/e„ioorfchams ATCC 23270, pero no en los otros acidithiobacilli (Valdds ); cods., 2008b).

Por   otro   lado,   un   analisis   bioinformatico   comparativo   del   genoma  de   dos   cepas

secuenciadas    y    anotadas    de   +4.   /e77-oorfalai7as.    (ATCC    23270    y    ATCC    53993,

(htto/twwwmcbi.nlm.nih.sov^) revel6 la presencia de un segmento de 300 kilo pares de

bases (lq]b) exclusivo de la cepa ATCC 23270 (Levicali ); cods., 2009). Este es el mismo

segmento que no esta presente en los otros acidithiobacilli analizados por Valdds }/ cods.

(2008b). Se determin6 que esta regi6n tiene caracteristicas de un elemento integrativo y

conjugativo GCE) y se denomin6 ICRI/1 . Los ICE son rna clase de elementos gen6ticos

m6viles  autotransmisibles  que  contribuyen  al  intercainbio  horizontal  de  genes  entre

bbacterias (Woznialc y Waldor, 2009). Generalmente se insertan en genes para tRNA. En

este caso particular el ICE4fl esta inserto en un gen para tRNAAla.

6.Genespt+rz.i:ENAenAcidithiobacillusfierrooxiclans

En la investigaci6n realizada por Levicin ); co/a.  (2009) mediante herramientas

bioinformaticas  se identificaron los  genes para tRNA presentes  en los genomas de las

cepas  ATCC  23270  y  ATCC  53993  de 4. /e77.oorz.c7aus.  Con  este  analisis  se  logr6

determinar  que   la  cepa  ATCC   23270  posee   dos   sets   de   genes  para  tRNA:   uno

correspondiente a genes para tRNA localizados  dispersos  en  el cromosoma y otro  en

que los genes para tRNA se encuentran agrupados dentro del ICE4fl.  La cepa ATCC

53993 solanente posee el primer set de genes para tRNA (Figura 2).



ATCC 53993

ATCC23270

''
'
'

I
',

\
',

',300kpb'`
I

'\
\

.'.`"';'achch`:::`c`8`````````
pantRNA"

Figura  2.  Esquema  de  la  distribuci6n  de  genes  para  tRNA  en  lag  cepas  de  ,4.

/crroorl.dr"s ATCC 53993 y ATCC 23270. En color naranja se sehala la region de 300
kpb  exclusiva  de  la  cepa  ATCC  23270;  en  color  morado  se  detalla  la  "agrupaci6n  de
tRNA" y en color rojo genes para tRI`IA dispersos en el genoma y amarillos se sefialan
los genes para tRNA de la "agrupaci6n de tRNA".

Antecedentes    previos    de    nuestro    laboratorio    sefialan    que    el    ICEAfl

corresponderia a un elemento m6vil activo ya que es capaz de circularizase y escindirse

del cromosoma q3ustamante }J co/s, 2009). Estos antecedentes sugieren que el elemento

ICE4fl   presente  en  la  cepa  ATCC  23270  puede  contribuir  al  flujo  g5nico  lateral,

incluidos  los  genes  para  tRNA,  entre j4. /e#oorz.da77s  y  otros  microorganismos  de  la

comunidad biolixivi ante,

Del analisis bioinformatico se revel6 que en la cepa ATCC 53993 existe un gen

para tRNAseruGA interrunpido por un intr6n de 220 pb presente en una sola copia en el

genoma.  Este tRNA se  considera esencial ya que es  el thico capaz de descodificar el



cod6n UCA correspondiente a serina en la sintesis de proteinas. Hasta el momento no se

ha  descrito  ningdn otro tRNA  que pueda leer este  cod6n de  serina,  por lo  que  en .4.

/e77ioorz.dcr7?s' ATCC 53993  el intr6n en este tRNA tendria que procesarse para que sea

funcional.  Este mismo  gen para tRNAseruGA interrunpido por un intr6n de 220 pb  se

encontr6 en la cepa ATCC 23270  en el set disperso  en el genoma,  es  decir fuera del

ICELjl.  Sin embargo,  la cepa ATCC 23270 posee una copia adicional de este gen no

interrumpida por un intr6n localizada en el ICELfl . Hasta el momento no se ha descrito

ni caracterizado un tRNA interrunpido por un intr6n en rna bacteria extrem6fila.

Con los antecedentes analizados, se propone la siguiente hip6tesis:

7.  Hip6tesis:  Los  genes  para  tRNA  interrumpidos  por  intrones  en  .4cz.dz.ffez.obc7cz.//#s

/ei7ioo]:I.dcrus son funcionales.

8. Objetivo General: Estudiar la expresi6n, procesamiento y funcionalidad de los genes

que   codifican   para   un   tRNA   esencial   (tRNAseruGA)   y   otros   genes   para   tRNA

interrunpidos por intrones en las cepas de i4. /erroorz.c7cz7zs ATCC 23270 y ATCC 53993 .

9. Objetivos Especificos:

1)   Identificar los genes para tRNAseruGA en j4. /erroorz.c7c!7?s, y estudiar su expresi6n

y procesamiento.

2)   Determinar los niveles de expresi6n y aminoacilaci6n z.7? 1;I.vo de los tRNAseruGA

enA.ferrooxidans.

3)   Estudiar la funcionalidad en la sintesis de proteinas de los tRNAseruGA.
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4)   Identificar y estudiar la expresi6n z.72 vz.vo  de otros posibles  genes  que codifican

para tRNA interrunpidos por intrones en .4. /e77ioori.dcrj€Ls.



11

MATERIALES Y METODOS

1.  Bdsqueda bioinformftica de genes que codifican para tRNA

Se utiliz6 el genoma de dos cepas secuenciadas de A /e77iooric*avzs ATCC 23270 y

ATCC 53993 obtenidas del NCBI thttD//wimvmcbi.nlm.nih.sovO para realizar la bdsqueda

de     genes     que     codifican     para     tRNA,     usando     el     progralna     ARAGORN

thtto//130.235.46.10/ARAGORN/)   a,aslett  y  Canback,   2004).  Este  prngrama  detecta

genes para tRNA intermmpido y no interrumpido por intrones, y genes para tmRNA Los

intrones de los posibles genes para tRNA iutemmpidos por intrones se utilizaron en una

bdsqueda de similitud de secuencia utilizando Blastn contra la base de datos de NCBI y

contra bases de datos de intrones tipo I thttD//www.rna.whuedrcn/edssdthelDhtml) (Zhou

}J coZ5.,  2008) y tipo 11 thttD//www.fo.ucalgarv.ca/groun2introns/) @ai ); cods., 2003) para

detectar su posifole clasificaci6n.

2. Especies y cepas bacterianas

Las cepas de A. ferroouidans, E. coli y S.  typhimurium cure se emp\earon en esfa

tesis se describen en la Tabla 1.

Tahha 1. Cepas de A.ferrooxidans, E. colt y S. typhirnuriun.

Cepas                                                        Genotipo/Descripci6n                                               Fuente

A.f;errooxldans
ATCC 23270
ATCC 53993

Silvestre                                                             ATCC
Silvestre                                                             ATCC

:.HC50:I.                                          SuPE44 Alacu169 (::&l;:i£]¥1r:}£:dR17  recAl endAI          Novagen

S. OpJw.marJ.zlm                           Ser7l(fla-5398, ts-lethal) ataA::P22 sieA44 Kn-9 Pflic(-435--       Chevance}/

TH 3238                                                                 *6)-cat 9+]  flgM5208::MudB                                  co/s., 2006
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3. P]ismidos y vectores de clonamiento

Los pldsmidos y vectores utilizados para el desarrollo de esta tesis se detallan en

la Tabla 2. Por otro lado, a modo informativo se adjuntan los diagramas de los diferentes

plasmidos utilizados (Figura 3).

Tabla 2. Pldsmidos y vectores de clonaci6n.

Nombre                                     Descripci6n                                              Fuente

A.

Potential  On  slte

P98C8?ho:B

R

8ioR                             Poteitial  orl  site

i             C5T]5CRAoO. i

\     piomoler  flhaB

\  tRNA SerTIAf
CSpSCRhoB.2

'ep`

P55C65hb%B

i          CsiscR+oBl
\     promo.er Rhc!B

tl2NA  SerTAf

CS pSCRhGB 2

Figura   3.   Esquema   a   escala   de   los   pl6smidos   utilizados   en   este   trabajo,   donde   se   detallan   sus
caracteristicas mas relevantes. En A. p-SCRhaB-ser7IA/y 8. p-SCRhaB-ser7H/
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4. 0ligonucle6tidos

Los  oligonucle6tidos utilizados para el desarrollo  de esta tesis se detallan en la

Tabla   3 y fueron obtenidos de IDT-Fermelo. Aquellos oligonucle6tidos especificos de

cada t6cnica se mencionarinjunto con la t5cnica en que fueron utilizados.

Tabla 3. 0ligonucle6tidos.

Nombre                                      S ecuencia (5 '-3 ')                            I::cTae:ja6:::cd;

Clonamiento del gen sc7.7lid/
tRser-intr6n-F ¢|) (a) CATATGATTCCGGAGGTGTGGCAGAGCG                   88
tRser-intr6n-R (P2)                      TAATCTGGCGGAGGCGGTGAGA                            70

Construcci6n del gen scrz4/

tRserc]uster] t„            TATggcTg€gg#TT5:£££:g3g:gg:F          ]78

tRserc|uster2 ,a,                   ffcc:5Zg:g:cT:ggg::Sg|T#EA                 I 52

tRsercluster3 ("               %££=::AGE;CGT£GcCGGCGCAAGGAACGTGCcT8gcGCAGTJ8             192

tRsercluster4 (a)                     :&FTTCTGCGACACGfficTGcCTTCGcCGCGT##AC                    146

CRT-PCR

RT-SerTi-F                                            CCTCCGCCAGGAGGTGTG                                   62

RT-S erTi-R                                        CGGTGAGATTCGAACTCACG                                62

RT-S erT-F                                           CCAGAGTCTCCGCCAGGAG                                 64

RT-SerT-R                                        GATTCGAACCCAGGGAACGC                               64

RT-PCR
RTHs erT-intr6n-F                                GGAGGTGTGGCAGAGCGG                                  62

RT-SerT-intr6n-R                               TGGCGGAGGCGGTGAGAT                                  60
tRNAs erT-RT 1 -F                               GGAGATTTGGCCGAGTGG                                  5 8
tRNAserT-RT2-R                               GCGGAGACTCTGGGATTC                                  5 8

RT-90-Glyucc-F                                GCCGCTGTACAGTGGCG                                    5 8

RT-90-Glyucc-R                               GGCGACACTGACCGGGG                                   60
RT-65-Glyucc-F                                 GGCGGCCTTGCCGGGTT                                    60
RT-65-Glyucc-R                              AGTI`GGCCTCCGGAATGG                                  5 8



14

RT-84-AlaGGC-F                                   GCGGGCGCTGGATCGG                                      5 8

RT-84-AlaGGC-R                                GGACAGGTGACCGGCGT                                    5 8
RT-3 7-AlaGGC-F                          GCAGAAATAGCTTACGGAAAG                             60

RT-3 7-AlaGGC-R                             TGGAGCAGAAAGTGCGAGT                                 5 8

RT-3 -AspGUC-F                                 GGGCGGTATGGAACAGCC                                  60
RT-3-AspGUC-R                                GTGGGCGGTCAGTGTCTG                                   60

RT-60-CysACA-F                           GATCAGGTAGCTCAGTGGAA                               60

RT-60-CysACA-R                              TGGCGACCAGGGGTGGAT                                  60

RT-16:IleGAU-F                               GTGAGCAATGGCGGGAATG                                 60

RT-16-IleGAU-R                                GGGTGAGCAGCAGACCAT                                  5 8

RT-69-LeucAG-F                             CCATGGGTGGTrGATGGGT                                 6o
RT-69-LeucAG-R                                GCTCATGGGCACGGCGT                                    5 8
RT-25-LeucAA-F                             TCATTGGCCTGGTGGAGAA                                 5 8

RT-25~LeucAA-R                             GTCCACAGACTCCTGTTCC                                  60

RT-23 -LeucAG-F                                 TGGCGTGTGGCGCGCAT                                     5 8

RT-23 -LeucAG-R                              CCAGCGCATAAAGGCTCC                                   5 8
RT-12-LeuGAG-F                           GCTTGGTTGGAAAGCGTATTT                               60

RT-12-LeuGAG-R                              AACCTGGCCACAGGACTC                                   5 8

RT-74-Lysuuu-F                              GGACTGGCGAGTGCCGTT                                 60
RT-74-Lysuuu-R                            GGGACAGGTCCGAAGACT                                 5 8
RT-97~TyrAUA-F                                TCGCCAGTTGGATCGGTG                                   5 8

RT-97-TyrAUA-R                              GGCCACCAGTATGGAGGC                                  60

RT-64-ValcAC-F                                 TGGTGGTGTGGGCCGGA                                    5 8
RT-64-valcAc-R                               TGGTGGGCGGTGCAGGG                                   60

Northern blot a)

55-S erT-Sonda I                         TTTCAAGACCGCTGCCTTAAACCAC                         74

75-SerTi-Sonda 1                        TTTCAAGACCGGTGCAATCAACCGC                         76

91 -Gln-Sondal                            ATCAAAATCCGGTGCCTTACCGCTT                         74

Direccionalidad en el vector p-SCRhaB

cs-pscRhal3 -1 (F)                           cACGTTCATCTTTcccTGGT                               6o
cs-pscRIiaB-2 a`)                         ACGGCGTTTCACTTCTGAGT                               60

Los oligonucle6tidos directos se sefialan con una letra F, los oligonucle6tidos reversos se sefialan con una
letra R. (a) Oligonucle6tidos que presentan sitios de restricci6n sefialados en letra negrita. a) Para el ensayo
de Northern blot del tRNAcys6o se utiliz6 el oligonucle6tido reverso disefiado para el ensayo de RT-PCR.
Los  ndmeros  utilizados   al   inicio   del  nombre   de  los   oligonucle6tidos  o   despu5s   de   las   letras   RT
conesponden a un patr6n usado segtin la lista de tRNA utilizada en esta tesis (ver Tabla 7, Anexos 1)



5. Reactivos
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Todos    los    desoxiribonucle6tidos,    endonucleasas    de    restricci6n,    FastAP,

marcadores   de  peso   molecular  para   DNA   (100   pb   y   1   kb),   PNK  y  M-MULV

Transcriptasa Reversa proceden de Fermentas. Los siguientes reactivos se adquirieron en

Sigma  Chemical  Co.  (USA):  lisozima,  BSA,  antibi6ticos,  TEMED,  PSA,  bromuro  de

etidio,    DTT,    2-mercaptoetanol,    xilen-cianol    FF,    azul    de    bromofenol,    Ficoll,

polivinilpilrolidona. EI SDS se obtuvo en United States Biochemicals Co. qusA). La T4

DNA  ligasa y  T4  RNA  ligasa  se  obtuvieron  de  New  England Biolabs.  La jzrty DNA

polimerasa se adquiri6 en Agilent y la PcJg DNA polimerasa en Stratagene. Los siguientes

reactivos  se  obtuvieron  en  Invitrogen:  Termoscript  RNase  H-  Reverse  Transcriptase  y

fenol saturado acido  ®H 4).  Todes  las  sales,  5cidos,  bases y compuestos  organicos  de

grado analftico proceden de Merck, Fluka, JT Baker, Sigma Co o Winkler ltda. EI DNA

de  esperma  de  salmon  fue  de  Promega  Coxp.  Los  reactivos  para  medios  de  cultivo:

triptona,  extracto  de  levadura y  agar,  se adquirieron  en Mo Bio  Laboratories,  Inc.  La

membrana de nylon Hybond-N+ fue de Amersham Biosciences y el papel 3MM fue de

Whatman. Los compuestos radiactivos [y32P]-AIP se obtuvieron de Fermelo.

6. Equipos

Los aparatos utilizados como  cubetas,  electroporador,  fuentes  de electroforesis,

balanzas,  centn'fugas  de  mesa,  incubadores,  pHmetro,  espectrofot6metro  etc.  son  los

habituales  en  un  laboratorio  de  biologia  molecular.  Otros  equipos  utilizados  en  esta
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Tesis,  se  detallan a continuaci6n:  Cinara de  transferencia  semi-seca  (Owl)  y  esciner

Phospholmager, Personal Molecular Imager FX a3ioRad)

7. Cultivos bacterianos:

7.1. Crecimiento de las cepas bacterianas

La  cepa  de E.  co/I.  se  cultiv6  en medio  Luria Bertani  (LB)  (Triptona  1%  p/v,

extracto  de  levadura  0,5%  p/v,  Nac1  1%  p/v)  o  en  medio  LB  suplementado  con

antibi6tico  a  37°C  con  agitaci6n  hasta  la  concentraci6n  requerida,  se  utiliz6  para  la

propagaci6n  de  plasmidos.  Para  preparar  los  medios  s6lidos  se  agreg6  agar  a  una

concentraci6n  de  1,5%  p/v.  Se  esteriliz6  por  autoclave  durante  20  min  a  15  atm.  EI

crecimiento   bacteriano   se   control6   midiendo   la   densidad   6ptica   a.0.)   en   un

espectrofot6metro a 600 nm (D.O.6oo).  Las bacterias se colectaron por centrifugaci6n a

4700 g por 5 minutos.

La   cepa   de   Slo/mo7?e//¢   e7zJgrz.CCJ   se   cultiv6   en   medio   Luria   Bertani   (LB)

suplementado  con  antibi6tico  a  30°C  y  a 42°C  segtin  fuese  necesario,  se utiliz6  para

ensayos de complementaci6n.

Los   medios   se   suplementaron   con   antibi6ticos   en   algunos   casos   a   una

concentraci6n  adecuada  (ampicilina  loo  pug/inl,  kanamicina  10  pug/ml,  trimetoprim 50

pug/ml). Para la selecci6n por expresi6n del gen J3-galactosidasa se suplement6 con X-gal

(5-bromo-4-cloro-3-indol   a-D-tioglucopiron6sido)   80   Hg/ml.   Para   la   inducci6n   del

promotor T7 se suplement6 con IPTG 0,5 mM. Para la inducci6n del promotor RhaB se
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suplemento con ramnosa 0,2% y para la represi6n del mismo se suplemento con glucosa

0,2%.

Las cepas de A /e7.roorj.c7cJJ?s ATCC 23270 y ATCC 53993  se mantuvieron por

cultivos sucesivos a 30°C con agitaci6n constante en medio 9K-Fe2+ (K2HP04 x 3H20

0,04 gA, Mgs04 0,4 g/I, (N114)2S04 x 7H20 0,I g/I y Fes04 x 7H20 33,3 g/I), se ajust6 el

pH  1,6 con H2S04 concentrado y se esteriliz6 por filtraci6n en filtros Stericup 0.22 quin

de Millipore.  Se control6 el crecimiento por recuento directo de las bacterias totales en

rna camara Petroff-Hausser.  Las bacterias  se colectaron en fase tardfa del crecimiento

exponencial mediante centrifugaci6n a 7.200 g x 10 min.

7.2. Mantenimiento de las cepas bacterianas

La conservaci6n a largo plazo de las cepas bacterianas se realiz6 almacenando a

-80°C los cultivos crecidos en medio liquido y para el caso de Sa/"o#e//cJ e#fgrjca y E.

co/z. se afiadi6 al medio glicerol 60%.

7.3. Preparaci6n de las c6lulas competentes

7.3.I. C6Iulas quimiocompetentes

Para  preparar  las  c6lulas  quimiocompetentes  se  utiliz6  el  M6todo  Cloruro  de

Rubidio  (Rbcl),  el  cual  consisti6  en  crecer  las  c6lulas  en  100  ml  de  medio  LB,  con

agitaci6n o aireaci6n abundante hasta rna D.O.6oo de 0,4, se mantuvo el cultivo en hielo

durante  15 min, posteriormente se centrifug6 a baja velocidad (1.000 g a 4°C durante 5

min), se resuspendieron suavemente las c6lulas en 30 ml de buffer TFBI (CH3C02K 30
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mM, Rbcl  loo mM, Cac1210 mM, Mnc12 50 mM, Glicerol 15%, se lleva a pH 5,8 con

acido ac6tico diluido) frio y se mantuvo en hielo durante  15 min,1uego se centrifug6 a

baja velocidad nuevamente  y se  resuspendieron  las  c6lulas  en  3  ml  del buffer TFBII

(MOPS  10  mM,  Cac12  75  mM,  Rbcl  10  lnM,  Glicerol  15%,  se  lleva  a pH  6,5  con

NaoH diluido) frio y se mantuvo en hielo durante 15 min,1uego se al£cuoto y almacen6

a -80°C cuando no fueron usadas inmediatamente.

7.3.2. C6lulas electrocompetentes

Se utiliz6 un cultivo de c6lulas crecido toda la noche en medio LB con agitaci6n

constante para inocular 5 ml de medio LB, el cual se incub6 con agitaci6n hasta alcanzar

rna D.O.6oo de 0,6, posteriormente se centrifug6 a 1800 g a 4°C por 10 min y se elimin6

el sobrenadante, luego las c6lulas se lavaron tres veces con 5 ml de agua destilada, est5ril y

fu'a, centrifugando cada vez a 1800 g a 4°C por 10 min, finalmente se resuspendi6 en 200

ul de agua destilada, est6ril y fu'a. Estas c6lulas fueron utilizadas inmediatamente.

8. Transformaci6n de una cepa bacteriana

8.1. Transformaci6n Quimica

Para  transformar c6lulas  quimiocompetentes  se  mezclaron  50  Lil  de  c5lulas  en

estado  competente y   2-5  prl del DNA plasmidico,  los  cuales  se mantuvieron en hielo

durante 20 min, a continuaci6n se realiz6 un choque t6rmico a 42°C durante 50 s para

favorecer   la   entrada   del   DNA   ex6geno,   y   se   puso   inmediatamente   en   hielo.

Posteriormente se afiadi6 950  Hl de medio LB  a temperatura ambiente y se incub6 con
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agitaci6n  constante  durante   90  min.   Finalmente  se  plaque6   50-loo   prl  del  cultivo

transformado en placas con medio LB agar mss el antibi6tico adecuado y se incub6 toda

la noche a la temperatura deseada.

8.2. Transformaci6n por electroporaci6n

Para   transfomar   c6lulas   electrocompetentes   se   mezclaron   70   Hl   de   c5lulas

electrocompetentes con 2 Hl del DNA pldsmidico y se depositaron entre los electrodos de

una cubeta para electroporar previamente enffiada y sin introducir burbujas.  Se coloc6 la

cubeta en el electroporador y se aplic6 un pulso de 1800 V, 25 HF y 200 a, posteriormente

se agreg6 1 ml de medio LB a la cubeta, resuspendiendo suavemente las c5lulas que fueron

transformadas.  Luego  se  trausfiri6  de  manera  esteril  a  un  tubo  de  cultivo  en  donde  se

recuperaron  las  c61ulas  incubindolas  por 90  min con  agitaci6n  constante,  finalmente  se

plaque6 50-loo Hl del cultivo transformado en placas con medio LB agar mds el antibi6tico

adecuado y se incub6 toda la noche a la temperatura deseada.

9. Aislamiento y purificaci6n de DNA

9.1. DNA cromosomal bacteriano

La  extracci6n  del  DNA  gen6mico  de  ,4. /en'oorz.c7o77s  se  efectu6  a  partir  de

cultivos crecidos a 30 °C hasta alcanzar la fase exponencial tardfa en medio 9K-Fe2+ con

el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) sestn indicaciones del proveedor.
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9.2. DNA plasmidial

Para  la  purificaci6n  del  DNA  plasmidial  se  utiliz6  el  sistema  QIAprep®  spin

Miniprep   kit   (Qiagen).   Se   creci6   un   cultivo   de   c6lulas   en   5   ml   de   medio   LB

suplementado con el antibi6tico adecuado por 12 h, con agitaci6n o alreaci6n abundante

y  se  colectaron  las  c6lulas  por  centrifugaci6n  a 22.000  g por  1  min.  Las  bacterias  se

sometieron   a   lisis   alcalina  y   el  DNA  plasmidial   se  purific6  por  cromatografia  de

intercambio i6nico sestn las indicaciones del proveedor.

9.3. DNA producto de amplificaci6n mediante PCR

Para purificar  fragmentos  derivados  de reacciones  de PCR o  de  digestiones  con

enzimas de restricci6n desde geles de agarosa, se utiliz6 el sistema HiYield TM Gel/PCR

DNA Fragment Extraction Kit (Real Genomics) 6 el sistema Spin Prep." Gel DNA Kit

Orovagen) segdn las instrucciones del proveedor.

10. Precipitaci6n de RNA y DNA

Las  precipitaciones  con  etanol  se  realizaron  con  el  prop6sito  de  concentrar  el

DNA y/o RNA y eliminar las sales.  Se le agreg6 un d5cimo de volumen de acetato de

sodio 3 M pH 5,2 y dos voliinenes de etanol absoluto frio a la muestra, posteriormente

se dej6 a -80° C durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron

a 19000 g por 30 min y luego se lavaron con etanol 70 % frio. Finalmente, se secaron al

vacfo y se resuspendieron en agua est5ril o en soluciones detalladas en el protocolo.



11. Extracci6n de RNA total

11.1. Extracci6n de RNA total a partir de un kit comercial
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Para la realizaci6n de RT-PCR y RT-PCR del circulo (CRT-PCR) se extrajo RNA a

parir de 500 ml de cultivo de .4. /e77ioorz.dcz;3s en fase exponencial tardr'a crecido en medio

9K-Fe2+, se colectaron las c6lulas y se suspendieron en  100  Hl de buffer TE pH 8 (Tris

10 mM (ajustar el pH a 8 con Hcl),  1 mM EDTA). Luego se agreg610 prl de buffer de

lisis  libre  de RNasa (Tris-Hcl  0,5M pH  6,8,  EDTA 20  mM,  SDS  10%)  y  se  mezcl6

suavemente por pipeteo.  Se coloc6 la mezcla en un bafio  de agua hirviendo  durante  3

min  y  se  dej6  enfriar  a  T°  ambiente.  Estos  pasos  son  necesarios  para  garantizar  la

ruptura de las c6lulas sin dafiar el RNA. Los pasos siguientes son fidedignos al protocolo

del kit de extracci6n de RNA de Qiagen.

11.2. Extracci6n de RNA en condiciones fcidas para ensayos de aminoacilaci6n z./.

vivo.

Para realizar los ensayos de aminoacilaci6n I.7? vj.vo se procedi6 a extraer RNA en

condiciones acidas para evitar que los tRNA se desacilen durante el procedimiento, bajo

estas condiciones se estabiliza la uni6n aminoacil-tRNA. Luego la preparaci6n de tRNA

se somete a un tratamiento con peryodato que destrnye la actividad libre de los tRNA no

aminoacilados  y  mediante  la  adici6n  de  rna  amina  se  puede  remover  la  adenosina

terminal del extremo 3 ' terminal de los estos tRNA.
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Para  ello  se  extrajo  RNA  a partir  de  2  L  de cultivo  de j4. /e"oorz.cycr#s  en fase

exponencial tardia crecido en medio 9K-Fez+, se colectaron las c6lulas y se lavaron con

acido  sulfurico  10mM  para  eliminar la jarosita  ¢IFe3(S04)2(OH)6).  Luego  se  lav6  el

pellet  con buffer TE pH  8.  Las  c6lulas  se resuspendieron en un buffer de  suspensi6n

(EDTA lmM,  acetato de sodio 0,3M pH 5,2) y se agreg6 500 Hl de fenol acido, se agit6

en un vortex y se dej6 en hielo durante  10 min con agitaci6n. Las faces se separaron por

centrifugaci6n a 16.000 g por 10 min. Se precipit6 el RNA desde la fase acuosa, luego el

RNA obtenido se resuspendi6 en 50 Hl de agua bidestilada acida. Se separ6 el RNA en

dos fracciones de 25  prl cada rna. A una de las fracciones se le agreg6  1,4 prl de acetato

de sodio 0,3M pH 5,2 y se congel6 a -80°C. Por otro lado, la otra fracci6n de RNA fue

tratada a pH bdsico con el fin de desacilar los tRNA, para ello se agreg6 6,3  prl de Tris-

acetato  lM  pH  9  y  se  incub6  a  37°C  durante  1  h  y  30  min.  Luego  se  procedi6  a

precipitar el RNA desacilado. La muestra se seco a T° ambiente y se le agreg6 25,4 Hl

de acetato de sodio 50 mM pH 5,2. En este punto se descongela el RNA no desacilado.

A ambas fracciones de RNA, tanto la fracci6n desacilada (no protegida) como a

la fracci6n no desacilada ®rotegida) se les realiza el mismo tratamiento que tiene como

tiltimo fin eliminar la adenosina terminal de los tRNA desacilados y dejar intactos los

tRNA acilados. Es asi como, a trav5s de una electroforesis en cinaras de secuenciaci6n,

se   puede   distinguir   por   rna   migraci6n   diferencial   de   los   tRNA   el   nivel   de

aminoacilaci6n de los tRNA I.7¢ vz.vo. Este tratamiento consisti6 en agregar 4,84 prl de una

soluci6n de peryodato de sodio (Nal04) 250 mM a las muestras y se dej6 en oscuridad y

en hielo durante  1  h y 30 min,1uego  se agreg6  13  Hl de glucosa 20% y se incub6 en



23

oscuridad  y  en  hielo  durante  1  h  y  30  ran,  luego  se  precipit6  el  RNA.  EI  RNA  se

resuspendi6 en 250 L[1 de lisina 0,5M pH 8, se incub6 durante 1 h a 45°C y se procedi6 a

precipitar  el  RNA.  Finalmente  el  RNA  se  resuspendi6  en  10  prl  de  agua  bidestilada

acida.

Todas las soluciones se trataron previamente con dietilpirocarbonato @EPC) 0,1%.

12. Cuantificaci6n de la concentraci6n de DNA y RNA

Para cuantificar el DNA y RNA presente en las diferentes muestras se midi6 la

absorbancia a 260 nm y se calcul6 la concentraci6n de DNA considerando que D.O.26o =

1  corresponde a 50 Hg/ml de DNA de doble hebra y a 40  Lig/ml de RNA (Sambrook };

co/s.,1989).

13. Manipulaci6n y amplificaci6n del DNA

13.1. Digesti6n con enzimas de restricci6n

El  inserto   @NA)   y   el  vector  fueron   digeridos   con  enzimas  de  restricci6n

utilizando 5 unidades de enzina por Lig de DNA en las condiciones de tiempo, temperatura

y fuerza i6nica recomendada por los proveedores. Las reacciones enzimaticas se detuvieron

por calentamiento a 65-70°C durante 20 min.

13.2. Reacci6n de desfosforilaci6n

Al digerir el DNA con enzimas de restricci6n, se generaron extremos 5' fosfato que

deben ser eliminados para aumentar la eficiencia de union del inserto. Para desfosforilar los
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vectores  se  utiliz6  fosfatasa alcalina termosensible  GastAPTM).  Para  ello  el  extremo  5'

fosfato de lHg  de DNA se trat6 con 1 U de FastAP" en buffer FastAP" y se incub6 a

37°C por 10 min. La enzima se inactivo al incubar la reacci6n a 75°C por 5 min.

13.3. Reacci6n de fosforilaci6n

Los oligonucle6tidos usados para la construcci6n del gen serf:4/se fosforilaron

para su posterior ligaci6n con la enzima T4 DNA ligasa. Para ello se utiliz6  10 U de la

enzima T4 polinucle6tido quinasa (PNK), la cual cataliza la transferencia de un fosfato

proveniente  del  ATP  al  extremo  5'  terminal  del  DNA.  La  reacci6n  se  realiza  en

presencia de 20 pmol de ATP, buffer de reacci6n  lox, y 20 pmol del 9ligonucle6tido a

fosforilar en un volumen final de 20 ul. Esta reacci6n se incuba a 37°C por 20 min y se

inactiva a 75°C durante 10 min.

13.4. Reacci6n de amplificaci6n por PCR

La enzima Pczg DNA polimerasa se utiliz6 para la verificaci6n de la.presencia y

direccionalidad de un inserto @NA).

La  enzima  P/zf  DNA  polimerasa  se  utiliz6  para  la  clonaci6n  de  genes  en  el

plasmido de inteies y se utiliz6 para la amplificaci6n de CDNA.

Las  condiciones  de  la  reacci6n  de  PCR  variaron  dependiendo  del  tamafio  del

fragmento  y  de  la  Tin  de  los  oligonucle6tidos,  pero  en  general  se  sigui6  el  esquema

presentado en la Tabla 4.
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Tabla 4. Esquema del programa de PCR empleado para la amplificaci6n de
fragmentos de DNA o CDNA.

Condiciones              Ciclos                 Reactivos (p ara 50pl)

95°C - 2 min X|

5 ul Buffer de reacci6n lox95°C - 20 seg

X 30-3555°C - 20 seg (a) 0,4 Hl dNTPs loo mM (25 inM c/u)

72°C -30 seg a)
1  Hl de cada oligonucle6tido

0,5 HI DNA polimerasa
720C - 5min

X1

`a'    La   temperatura   dapende    de   la    temperatuna    de    asociaci6n    de    los

oligonucle6tidosy®)eltiempodapendedeltamafiodelfragmentoaanalizar.

13.5. Ligaci6n del inserio a)NA) con el vector.

Se mezcl6  el inserto  con el vector en una relaci6n  3:1  y se adicion6 buffer de

ligaci6n, mas dos unidades de enzima T4 DNA ligasa hasta completar con ague est5ril

un volunen final de 20  prl, luego  se incub6  a  16°C toda la noche.  A continuaci6n,  se

utiliz6 la totalidad de la mezcla para la transformaci6n.

13.6. Secuenciaci6n de DNA

Los DNA se mandaron a secuenciar a Macrogen USA.

14. Electroforesis

14.1. Electroforesis de DNA y RNA en geles de agarosa

Las muestras de DNA y RNA se sometieron a electroforesis en geles de agarosa,

cuyo porcentaje vari6 entre  1% y 2% en funci6n del tamafio del frogmento a analizar. AI

gel de agarosa se le afiadi6 bromuro de etidio 0,5 pug/inl. La electroforesis se realiz6 a 100

V por tiempos variables en buffer TAB (Tris-acetato 40 mM pH 8,3, EDTA  1  mM) y la
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muestra se visualiz6 en un transiluminador de radiaci6n UV. Los geles se fotografiaron con

rna cinara digital y la inagen se proces6 en un computador.

14.2. Electroforesis de RNA en geles de poliacrilamida denaturantes.

Para conseguir una mayor capacidad resolutiva se realiz6 rna electroforesis vertical

en  camaras  de  secuenciaci6n usando  geles  de  poliacrilamida  denaturantes.  Estos  geles

contienen Urea 8M, Acrireis 8%,  1X TBE, APS  10 % y TERED  100% se completa  con

agua hasta un volumen final de 50 ml. Se mezcla todo menos el APS y el TEMED, y se

deja a 30 °C con agitaci6n para que se disuelva la Urea, 1uego se agregan los componentes

faltantes.  Al  cargar  este  tipo  de  geles  hay  que  tener  algunas  precauciones  como  son:

precorrer el gel durante 30 min a  1800 V para que la temperatura   llegue a 50 °C y sea

homog6nea en toda la superficie, por otro lado las muestras son resuspendidas en un buffer

de carga denaturante  (2X)  Urea 8M,  Sacarosa 20%, Azul de bromofenol 0,025%, xilen

cianol FF 0,025%). El gel se colTe a 50 W y 1700 V.  La migraci6n de los colorantes es un

indicativo  del tiempo  de electroforesis.  Como  la muestra a analizar en nuestro  caso  son

tRNA  de  mds  de  70  pb,  se  utiliza  la  porci6n  del  gel  que  se  encuentra  entre  log  dos

colorantes.

15. T6cnicas con RNA

15.1. Ensayos de RT-PCR

Este protocolo se utiliz6 con la fmalidad de analizar la expresi6n y procesahiento

de los genes que codifican para tRNAScruGA interrunpido y no interrunpido por un intr6n,
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y para los tRNAi. Para ello se disefiaron oligonucle6tidos RT (nombre gen6rico, vcr Tabla

3 en apartado 4. 0ligonucle6tidos, en Materiales y M6todos) en los extremos de los genes

para tRNA. EI RNA total extraldo de j4. /eJ7oorz.dcws se trat6 previamente con DNasa libre

de RNAsa para eliminar el DNA cromos6mico bacteriano. Para ello se trat6 50 pug RNA

total con 68 U de DNasa I y el buffer indicado seg`in el proveedor. Esta mezcla se incub6 a

37°C por  30 mid,  luego  se  ahade  EDTA 25  mM y  se  incub6  a  65°C por  10  min para

inactivar la enzina.

La preparaci6n de RI`IA libre de DNA  se utiliz6 para la sintesis de CDNA.  Para

llevar a cabo la transcripci6n reversa se usaron 4 ng de RNA, 20 pmol del oligonucl6otido

RT- reverso y agua hasta completar un volumen de  1 1  prl. La mezcla se incub6 durante 5

min a 70°C y luego se incub6 en hielo durante 2 min.  Se agregaron los componentes del

buffer de extensi6n hasta un volumen fmal de 19 Hl: 5  prl de buffer de reacci6n 5X y 0,5

mM de cada dNTP. Finalmente se afiadi6 1 ul de trauscriptasa reversa 200 U/Lil y se incub6

1h a 42°C. La reacci6n se inactiv6 calentando a 65°C por 10 min. Como control negativo

se realiz6 el mismo procediniento anterior sin embargo en vez de usar 1 Hl de transcriptasa

reversa se uso I  L[l de agua.

Una vez obtenido el CDNA se procede a realizar la reacci6n de amplificaci6n por

PCR.  Esta  reacci6n  se  realiz6  en  un  volumen  total  de  25  prl  siguiendo  un  protocolo

similar al descrito en la Tabla 4 (vcr apartado 13.4. Reacci6n de amplificaci6n por PCR,

en Materiales y M5todos). Se utiliz6 como molde 5 Hl de CDNA.
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15.2. Ensayos de CRT-PCR

Los experimentos de CRT-PCR se llevaron a cabo de manera similar a los descritos

en los ensayos de RT-PCR, sin embargo en este caso las muestras de RNA libres de DNA

se  sometieron  a  rna  ligaci6n  de  sus  extremos  con  la  enzima  T4  RNA  ligasa  para

circularizar los  RNA  (Levicin y  co/s',  2005;  Lohan y  Gray,  2004).  Luego  se  realiza  el

ensayo de RT-PCR descrito anteriormente.

15.3. T6cnicas de liibridaci6n de RNA-DNA Ororthern blot)

153.1. Transferencia semi-seca o electrotransferencia del RNA

Este  procedimiento  se  utiliz6  para  fljar  los  RI`IA  separados  en  los  geles  de

poliacrilamida 8% denaturantes (Urea 8ho a una membrana de nylon. Para ello se utiliz6

una  cinara  semi-seca  (ver  apartado  6.  Equipos,  en  Materiales  y  M6todos)  segin  las

instrucciones  del fabricante.  Se usaron papeles  Whatman previamente  sunergidos en un

buffer  de  transferencia  (Tris-Acetato  pH  4,2  40  mM  y  EDTA  2mM)  para  montar  el

sistema.  La transferencia se  llevo  a  cabo  a  lmA por cada  cm2  de  membrana  de  nylon

durante 2 h. Se fij6 el RNA a la membrana a 75 °C por 12 h.

15.3.2. Marcaci6n radioactiva de una sonda de DNA

Para realizar la marcaci6n de las sondas  de DNA se utiliz6 1a enzima PNK en

presencia de [y32P]-ATp.

De  acuerdo  a  los  reactivos  listados  en  la  Tabla  5,  se  procedi6  a  mezclar  los

componentes  1),  2)  y  3)  y  se  incubaron  a  65°C  por  10  min  (denaturaci6n),  luego  se
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enfriaron en hielo. A esta mezcla se adicionaron los componentes 4) y 5) y se incubaron

a  37°C  por  30  min.  Se  realiz6  un  spin  y  se  inactiv6  por  calor  a  65°C  por  20  min,

repitiendo el spin.

Tabla 5. Marcaci6n radioactiva de rna sonda de DNA.

Reactivos                            Stock                        Para 25 prl de reacci6n

1)    dH20                                                                                                               18,5 qul

2)    Buffer T4-PNK                            10 X                                         2,5 ul

3)    Oligonucle6tido                         5 pmol/Hl                                         1,5 prl

4)    [y32p].ATP                         3000-6000 Ci/mmol 1,5 Hl (15  prci)

5)    T4-PNK                                          1oU/prl                                            1  Hl

153.3. Pre-Iiibridaci6n, Hibridaci6n y Lavados

La membrana de nylon con los RNA fljados se incub6 en 20 ml de buffer de pre-

hibridaci6n (SSC 6X, SDS 0,1%, Denhardt`s  lox, DNA esperma de salm6n 0,1 mg/ml) a

45  °C  durante  2  a  6  h,  luego  se  remueve  este  buffer y  se  agrega  10  ml  de  buffer  de

hibridaci6n (SSC 6X, SDS 0,1%, Denhardt`s  lox) y 8  Ill de la sonda especffica marcada

radioactivamente.  Esto  se  incub6  a 45°C  durante  6  a 20 h.  Transcurrido  este tiempo  se

remueve toda la sonda marcada que no se uni6 al RNA en la membrana y se realizaron 3

1avados sucesivos por 15 min a 45°C. Estos lavados consistieron en un lavado con 20 ml de

buffer de lavado 1  (SSC 2X`y SDS 0,5%)  y dos lavados con 20 ml de buffer de lavado 2

(SSC 2X y SDS 0,1%). Tras el ultimo lavado se dej6 secar la membrana, se envolvi6 en

plastico transparente y se expuso a una pantalla, la curl es revelada transcurrido 2 a 72 h en

un esciner Phospholmager (ver apartado 6. Equipos, en Materiales y M6todos).
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La membrana marcada se lav6 con dos lavados de SDS 0,1% hervido y un lavado

de  SSC 2X.  Este procediniento  es suficiente para eliminar toda la sonda marcada de la

membrana, quedando lista para ser utilizada nuevamente.

16.  Complementaci6n  de  una  cepa  mutante  termosensible  de S¢/"o#eJJflr cJ®fe'rz.car

serovar Typhimurium

La cepa de Salmonella  enierica  serovar Typhi"NIinrn (S.  typhimurium) posee

una mutaci6n puntual en el gen que codifica para el tRNAseruGA (gen se7~7), 1ocalizada en

la posici6n  10  del tRNA maduro  en  donde rna base  guanina es  reemplazada por una

adenina.  Esta mutaci6n  fue  descrita en una investigaci6n en  donde se buscaban genes

esenciales envueltos en el proceso de formaci6n del regul6n flagelar de S'.  fypfez.7#"rJ.ztm

(Chevance j; co/a,  2006).  Esta mutaci6n permite  el crecimiento  de la bacteria a 30°C,

pero  no  a  la  temperatura  restrictiva  de  42°C,  por  lo  que  se  puede  comprobar  la

recuperaci6n del fenotipo debido a la introducci6n del gen en estudio, en este caso el gen

serzH/interrunpido y no interrunpido por un intr6n.

Para  llevar  a  cabo  los  ensayos  de  complementaci6n  en  la  cepa  TH  3238  se

realizaron  construcciones  en  el  vector  p-SCRhaB,  en  donde  se  clonaron  los  genes

ser7li4/ y  el  gen  ser7H/  Este  vector  tiene  uri  promotor  inducible  por  ramnosa  y

reprimible por glucosa,  ademas  de resistencia a trimetoprim (vcr Figura 3,  apartado 3.

Plasmidos  y  Vectores  de  Clonamiento,  en  Materiales  y  M6todos)  para  analizar  su

posible funcionalidad en la sintesis de proteinas.
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16.1. Clonamiento del gen scrrid/en el plfsmido p-SCRhaB

Para realizar este  sistema se  disefiaron oligonucle6tidos  (tRser-intr6n-F y tRser-

intr6n-R) que hibridan con los extremos del gen serrz. de j4. /e77~oorz.dcz7as (ser7li4J).  Estos

oligonucle6tidos  poseen   en   sus   extremos   5'   y  3'   secuencias   flanqueantes   de   5   pb

coITespondientes    a   los   extremos    del    gen   serf   de   S.    fypfaz.7„#rz.z{7#.    Ademas,    el

oligonucle6tido  tRser-intl.6n-F  posee  en  su  extremo  5'  un  sitio  de  restricci6n  para  la

enzima Ndel representado con letra negrita en la Tabla 3 (vcr apartado 4. 0ligonucle6tidos,

en Materiales y M6todos). Ambos oligonucl5otidos se utilizaron para la amplificaci6n del

gen  s'erTz.  con  la  enzima  Pj#/  DNA  polimerasa  a  partir  de  DNA   gen6mico   de  J4.

/emoorj.c7cz7ir.  A  este producto  de  amplificaci6n  hubo  que  agregarle  adeninas  terminales

para poder clonarlo en el vector PGEM-T easy. Este vector posee s6Io un sitio de corte para

la enzima de restricci6n Ndel por lo que se procedi6 a cortar con esta enzima para liberar el

inserto. Luego este inserto se subclon6 en el vector p-SCRhaB previamente digerido con la

enzima Ndel y desfosforilado, generando la construcci6n p-SCRhaB-seJ~7lid/ La estrategia

de clonamiento se muestra en la Figura 4.



32

PGEM-T
EasyseITiJ4/

Corte con Ndel

Desfosforflaci6i)

pSCRhaB
-serTiIAf

Figura 4. Esti.ategia de clonamiento del gen ser7li4/. Los oligonucle6tidos utilizados se detallan en la Tabla
3   (ver  apartado  4.   0ligonucle6tidos,   en  Materiales   y  M6todos).   En   verde   se   sefialan   las   secuncias
flanqueantes  de  5  pb  conespondientes  a  los  extremos  5'  y  3'  del  gen serf de  S.  fypAi.m„r!.w".  En  rojo  se
sehalan  los  sitios  de  corte para la  enzima de restncci6n Ndel.  En gris  oscuro  se  muestra el  intr6n del  gen
serTiAf:.
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16.2.Construcci6ndelgenser74:4/yclonamientoenelplfsmidop-SCRhaB

Para   este   sistema   se   disefiaron  parejas   de   oligonucle6tidos   complementarios

(tRserclusterl , tRsercluster2, tRsercluster3 y tRserclustel4) que hibridan entre ellos para

formar el gen serf de .4. /eJ7.oorJ.c7iav?a ¢'er7HJ) completo. Estos oligonucle6tidos tienen un

tamafio de 50 nt aproximadamente, los que ademds de cubrir la secuencia completa del gen,

poseen  en sus  extremos  5'  y 3'  secuencias  flanqueantes  de  5  pb  colTespondientes a los

extremos del gen ser7' de S. fyp%z.w„rz."7#. Tambi6n se encuentran en los extremos sitios de

restricci6n para las enzimas Ndel en el extremo 5' y Hindlll en el extremo 3 ' representados

en negrita en la Tabla 3  (ver apartado 4.  0ligonucle6tidos, en Materiales y M6todos).  El

esquema de la construcci6n se detalla en la Figura 5.

Para  llevar  a  cabo  la  formaci6n  de  la  construcci6n  sefialada  en  la  Figura  5,  se

procedi6  a  fosforilar  y  a  prrificar  los  oligonucle6tidos  mediante  rna  cromatografia  de

filtraci6n en gel Sephadex G25, segtin las iustrucciones del fabricante. Luego se les agreg6

un buffer de hibridaci6n STE (10 mM Tris pH 8, 50 mM Nacl, 1InM EDTA). La reacci6n

que  contiene  ambas parejas  de  oligonucle6tidos  en  cantidades  equimolares  se  incuba  a

95°C   durante   3   min,   luego   se   deja  bajar  la  temperatura   de   manera  gradual  hasta

aproximadamente  22°C,  lo  cual  demora  alrededor  de  2  h  aproximadamente,  luego  se

procedi6  a  ligar  los  oligonucle6tidos  (ver  apartado  13.3  Reacci6n  de  fosforilaci6n,  en

Materiales y M6todos) y el producto obtenido se analiz6 en un gel de agarosa de 2%.
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Este producto que tiene los sitios de restricci6n previamente disefiados fue ligado al

plasmido p-SCRhaB previamente digerido con las enzimas de restricci6n Ndel y Hind Ill y

desfosforilado, generando la construcci6n p-SCRhaB-ser7=4/

Ambas constnicciones p-SCRhaB-se7.7lid/y p-SCRhaB -ser7H/fueron transferidas

a la cepa de S.  Opfez.""rz."" mediante transformaci6n electroquimica y se seleccionaron

las transformantes a 30°C  en placas  LB kanamicina y trimetoprim.  A continuaci6n,  se

escogi6 a uno de los transformantes y se realiz6 una diluci6n en agua est6ril para poder

plaquear 5  Lil del mismo transformante en LB kanamicina y trimetoprim suplementado

con  rannosa  o  glucosa  0,2%  (control  negativo)  a  30°C  y  42°C.  De  las  colonias  que

aparecieron  se  seleccionaron  algunas  para  purificaci6n  del  plasmido  para  repetir  la

transformaci6n y asf corroborar los resultados.

tRseiT]uslerL tRserc]uster2

}`AAATccecGGGc   GccTCTGGCGTTcccTOGOTTCGAATcccAGAGTCTcccecA(; ` I  I.i`

•RserelusterJ •RSon]ustei'3

Figura 5. Esquema de la construcci6n del gen ser7H/. Los oligonucledtidos utilizados  se detallan  en la
Tat)la 3 (vcr apartado 4. 0ligonucle6tidos, en Materiales y M6todos). Las letras rojas comesponden a los sitios
de corte de las enzimas Ndel (extremo 5') y Hindm  (extremo 3'). Las secuencias representadas en letra verde
corresponde   a  secuencias   flanqueantes   de   5   pb   correspondientes   a  los   extremos   del   gen  serr  de  S.

Op¢jmz{rz."in. El anticod6n del gen ser7H/se detalla en letra amanlla.
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RESULTAI)OS

1. Transcripci6n y procesamiento de genes para tRNAseruGA en .4. /crroo*j.drHs.

Luego  que  se  transcriben  los  genes  que  codifican  para  tRNA,  el  transcrito

requiere  de  un  procesamiento  para  ser  funcional,  el  cual  consiste  en  una  serie  de

reacciones que convierten a rna mol6cula precursora del tRNA en un producto maduro

que  desempefia  las  funciones  correspondientes  en  la  c6lula.  En  trabajos  anteriores

realizados   en   nuestro   laboratorio   (Levicin  j/   co/s.,   2009)   se   identific6,   mediante

herramientas bioinfomaticas,  la presencia de un gen que codifica para un tRNAseruGA

con un  intr6n  de  220  pb  (se7~7lidD  en  dos  cepas  de j4. /e77oorz.dons  (ATCC  23270  y

ATCC 53993) cuyo genoma se ha secuenciado. Mediante un analisis bioinformalico se

predijo  que  coITespondia  a  un  intr6n  del  grupo  I,  los  cuales  tienen  la  capacidad  de

catalizar su propio procesamiento  (auto-catalisis)  (Kawach ); co/s.,  2005;  Vepritskiy y

co/s., 2001). En la cepa de j4. /e77.oov.c7ans ATCC 23270 se identific6 un gen adicional

que codifica para un tRNAseruGA sin intr6n (ser7HA presente en un elemento integrativo

y  conjugativo  (ICE4fl),  el  cual no  esfa presente  en  la cepa ATCC  53993  (Levicin )/

co/s.,  2009).  En  esta  cepa  solamente  existe  el  gen  se7Tid/ el  cual  requiere  de  un

procesamiento previo del RNA precursor que remueva el intr6n para ser funcional. Con

el objeto de deteminar otros posibles  genes  que  codifican para tRNAseruGA en ambas

cepas de .4. /en'oorz.c7o#s`, se realiz6 una hisqueda bioinformatica en los genomas de las

cepas secuenciadas de *4. /e77.oorz.c7c7J?s ATCC 23270 y ATCC 53993 obtenidas del NCBI

(htto ://www.ncbi.nlm.nih. govo,          utilizando          el          programa          ARAGORN

(http://130.235.46.10/ARAGORNO  (Laslett  y  Canback,  2004).  Este  programa  detecta
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genes para tRNA interrunpidos y no interrulnpidos por intrones, ademas de genes para

tmRNA.  Los  resultados  de  este  analisis  se  detallan  en  la  Tabla  7  (Anexo  1).  No  se

encontraron otros genes que codifiquen para tRNAseruGA en  j4. /e77ioor!.c7czus,  aparte de

los mencionados  anteriomente,  lo  que  indica que  el gen serrz.J4/ interrumpido por un

intr6n  en  la  cepa  ATCC   53993   debe  ser  funcional  ya  que  es  el  iinico  capaz  de

descodificar  los  codones  UCA.  Es  importante  destacar  que  los  59  genes  para  tRI`IA

presentes  en  la  cepa  ATCC  53993   estin  presentes  en  la  cepa  ATCC  23270.   Sin

embargo, esta dltima cepa tiene ademds otros 37 genes que codifican para tRNA, todos

ellos ubicados en el ICRIfl que representan las 20 especies de tRNA.

El   analisis  bioinformatico  realizado   con  el  genoma  de   ambas  cepas   de  ,4.

/eJ7oorz.c7czus sugiere la presencia de otros posibles genes para tRNA interrumpidos por

intrones  (14 en la cepa ATCC 23270 y  11  en la cepa ATCC  53993).  Esto  es un dato

novedoso ya que en bacterias es poco usual encontrar genes interrunpidos por intrones.

Sin embargo, generalmente los intrones presentes en genomas bacterianos interrunpen

genes  para  tRNA  (intrones  del  grupo  I)  y  genes  para  rRNA  (intrones  del  grupo  11)

afawach  );   co/s.,   2005;   Vepritskiy  }J   co/s.,   2001).   El   programa   bioinformatico

ARAGORN realiza la btisqueda de genes para tRNA basindose en un patr6n de tRNA

conocido  (secuencias conservadas  entre las  especies  de tRNA)  y valida esta bdsqueda

con la predicci6n de la estructura secundaria. En el caso de la bdsqueda de genes para

tRNA   interrunpidos   por   intrones,   este   programa   detecta   como   intr6n   cualquier

secuencia de DNA que interrumpa el patr6n de tRNA conocido. Es decir, no realiza rna

hisqueda por  similitud  de  secuencia  o  dominios  conservados  con  bases  de  datos  de

intrones. Por esta raz6n, es factible que los genes para tRNA interrunpidos por intrones
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detectados    con    este    programa    sean   pseudogenes.    Para   validar    los    resultados

bioinformaticos obtenidos con el programa ARAGORN, se plante6 estudiar la expresi6n

r.7z vz.t;a de los posibles genes para tRNA interrunpidos por intrones en 4. /e#oorz.dcr73s'

(cuarto objetivo de este "seminario de tfulo")

Con el objeto de validar que el gen ser7IA/interrumpido por un intr6n y el gen

sej~7\4/presente en el ICE4fl  son funcionales, se plante6 como primera etapa analizar si

estos genes se expresan y procesan I.7? vz.vo en ,4. /erroorz.c7o7as' para poder fomar asi una

mol5cula de tRNA madura. Para ello se realiz6 un ensayo de RT-PCR a partir de RNA

extraido  de ,4. /eJ7oorjc7cz7?a  ATCC  23270  y  ATCC  53993  crecido  en  medio  9K-Fe+2.

Los resultados obtehidos,  que se detallan en la Figura 6, muestran que en ambas cepas

los genes serzlid/se expresan. El producto de amplificaci6n observado tiene un tamafio

de  ~90  pb  correspondiente  al  tRNAiseruGA  maduro  lo  que  sugiere  que  el  intr6n  se

procesa. En este ensayo no se pudo detectar el precursor del tRNAiseruGA, que tendr'a un

tamafio de 310 pb, lo que sugiere que en las condiciones en que se cultiv6 la bacteria el

precursor se procesa completamente.

Por  otro  lado,  tambi6n  se  expresa  el  gen  se7'7H/ de  la  cepa ATCC  23270.  EI

producto  de  amplificaci6n  correspondiente  al tRNAseruGA maduro  tiene un  tamafio  de

~91 pb (Figura 68)

Todos los productos de RT-PCR se clonaron para su posterior secuenciaci6n. La

informaci6n que mos arroj6 la secuenciaci6n permiti6 determinar que ambos genes para

tRNAseruGA correspondfan  a la  secuencia predicha y que  el intr6n  del tRNAiseruGA  se

procesa.
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serTiAf

I}N,ts

I,re-un.1

A

5'--|iii-3'
5,-LII|?.'

•RNi..,a           PL,I

ATCC23270

serTIAf               serTAf

||    D*TAg   RT   _     DNAg   RT   _

serTilf

LL-
5'-illlE3,
5,illlE3,

ATCC 53993

serTiigf                serTAf

I)F`TAg   RT   _       I)R'Ag   RT   _

Figura  6. Procesamiento del transcrito de los genes serf en j4. /erroorjdaHs. A. Esquema
del procesamiento del transcrito de los genes ser7lid/y ser7H/ En color rojo se detalla el intr6n

y   en    color   morado    los    exones.    Las    flechas    en    color   amanllo    corresponden    a    los
oligonucl6otidos que hibridan en los extremos de cada gen para tRNAseruGA.  8.   Fotografia de
un  gel  de  agarosa  2%  en donde  se  muestran  los productos  de  PCR  y  RT-PCR  utilizando  los
oligonucle6tidos   sefialados   en  color  amarillo  en  A.   Se  us6  como  molde  DNA  gen6mico

@NAg) o RNA total (RT) de 4. /en-oor].dclus ATCC 23270 y ATCC 53993. Las barras negras
sobre   los   carriles   conesponden   a   los   controles   negativos   sin   transcriptasa   reversa.   M
corresponde al marcador de tamafro  loo pb.
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La   secuencia   indica  que   el   intr6n  presente   en   el   tRNAiscruGA   se   procesa

generando  el  triplete  UGA  coincidiendo  con  la predicci6n  bioinformatica  a?igura  7).

Este tipo de organizaci6n corresponde a los genes para tRNA interrrmpidos can6nicos

de bacterias.

Con  este  ensayo no  se puede  determinar si  los  extremos  de  los tRNAseruGA  se

procesan correctamente, lo que es un prerrequisito para que un tRNA sea funcional. Para

abordar este aspecto se realiz6 un experimento en donde se ligaron los extremos 5' y 3 '

de  los  tRNA  con  la  enzima  T4  RNA  ligasa  generando  RNA  circulares,  los  que

posteriormente  se  sometieron  a una reacci6n  de  CRT-PCR  (RT-PCR  del  circulo)  con

oligonucle6tidos especfficos para cada tRNAScruGA (ver apartado  15.2. Ensayos de CRT-

PCR,   en   Materiales   y   M5todos).   Los   productos   de   amplificaci6n   se   clonaron   y

secuenciaron  corroborando  que  los  extremos  de  ambos  tRNAseruGA  coinciden  con  la

secuencia predicha bioinformalicamente Q]igura 8).
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A.
Estructura primaria de] posible precursor del tRNAiseruGA (310 nt)

GGAGGUGUGGCAGAGCGGUUGAUUGCACCGGUCUUGUCCCCAAUCGAGC
CCCUGCCGGGAAACGGGCAGGGUGACAGGAAUCAAAUUCGGCGAAUCC
CCUGGUUUGUCCGAGGUAACGCCGAGCCAAGCCGGAAAGGUUCCGGAA
GGUGUAGAGAUCAGACGGUUCCCACCUACAGCCUCAUGGCCAGGGUGA
AGGCAUGAUCCAGACUCCAAAAGGGCCCUCAUGGUCCUGUGGCGAAAG
CCAUGGUGGGUAAGGALAAACCGGCAGGGGUUAACGCCCCUCGUGAGUUC
GAAUCUCACCGCCUCCGCCA

8.
Estructura secundaria del tRNAiseruGA (tRNA maduro) (90 nt)

CCA
G

G-C
G-C
A-U
G-C
G-C

U
G

CC
CGG{G{

cu-AA
UUGAA

0

Figura 7. Estructura primaria y secundaria del tRNAiseruGA. A. Estructura primaria colTespondiente al

posible precursor del  tRNAiseruGA de  310 nt.  En letra roja se  sefiala la secuencia del intr6n  de 220 nt,  la
cual se encuentra intermmpiendo la posici6n 35  del tRNA maduro correspondiente al anticod6n. En letra
negnta  y  subrayada  se  sefiala  el  anticod6n.  8.  Estructura  secundaria  correspondiente  al  tRNAiseruGA
maduro  de  90  nt  (anticod6n,  sefialado  en  color  anaranjado).  La  flecha  amarilla  indica  la  posici6n  del
intr6n.
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irunLarhacl6n

A.

8.
Secuenciaci6n tRNAiseruGA circulo (90 nt)

CRT_PCR

mpLincacl6n

J=LL|_     I  'J

Secuendacl6n

CCTCCG£:;£;AGGAGGTGTGGCAGAGCGGTTGATTGCACCGGTCTTGAAA
ACCGGCAGGGGTTAACGCCCCTCGTGAGTTCGAATCTCACCG

Secuenciaci6n tRNAseruGA circulo (91 nt)

gfj±GAGTCTCCGCCAGGAGATTTGGCCGAGTGGTTTAAGGCAGCGC,TC
T±GAAAATCGCCGGGCGCCTCTGGCGTTCCCTGGGTTCGAATC

|i:ao:r`r:To8fae:]§;a:y:°::,¥n:::5::;,:3opntu%'£ts:|¥;p:e::s;i#sZpSAffc:£°:*£1¢£"5Serr:A:::::]s[£3:2io:s°e;i£;t:;S:¥e::;::

:gTipbco:tLk#er#:ActoEsnd:o#[o:1:a::6:£:I:]°eT:::cyo:::u:n8Lar;n;nBieRtreas:L£::ysad£]:es::I::Ciacs]6s:
detalla  el  extremo  3'   CCA  terminal.  En  color  gns   se  detalla  la  secuencia  de  los  oligonucle6tidos
utilizados.
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2.   Niveles   de   expresi6n   y   aminoacilaci6n   I.#   trfro   de   los   tRNAseruGA   en   .4.

fierrooridans.

Para dilucidar si   los tRNAseruGA y tRNAiseruGA son sustratos de la enzima seril-

tRNA-sintetasa  se  determin6  si  se  encontraban  aminoacilados  I.J7  vz.vo  mediante  un

ensayo de oxidaci6n y liberaci6n del nucle6sido 3' terminal con periodato. Para ello se

extrae  tRNA  total  de  la  bacteria  en  condiciones  acidas  para  evitar  que  los  tRNA  se

desacilen. Posteriormente, rna alicuota correspondiente a la mitad de esta preparaci6n de

tRNA   se   somete   a   desacilaci6n  mediante   un  tratamiento   con  pH  basico.  Ambas

fracciones, desacilada (+OH) y acilada (-OH), se trataron con periodato y lisina. De esta

manera los tRNA desacilados pierden su adenosina terminal. Los tRNA aminoacilados

quedan protegidos de este tratamiento por lo que mantienen su tamafio original. Luego

mediante rna separaci6n electrofor6tica y ensayos de Northern blot con sondas marcadas

especfficas,  se  diferencian los tRNA desacilados  de los  aminoacilados,  ya que migran

mss fapido por la p6rdida de un nucle6sido en los tRNA desacilados (Choi ); co/s. , 2003;

Salazar}7 co/s., 2004).

Los  resultados  obtenidos  conflman  que  el  tRNAiseruGA  y  e|  tRNAseruGA  se

expresan, e indican ademas que ambos tRNA se encuentran parcialmente aminoacilados

I.7?  vz.vo  (alrededor  de  un  50%  aprox.)  Q]igura  9).  Como  control  positivo  se  utiliz6  el

tRNAG]nuuG  de j4. /erroorz.da77s que se aminoacila en un  100°/o (Levicin )/ co/s'.,  2007).

El  porcentaje  de  aminoacilaci6n  z.77  vz.vo  obtenido  para  el  tRNAG'nuuG  es  de  un  100%

(Figura 9). Este resultado sugiere que la acilaci6n parcial de los tRNAScruGA corresponde

al nivel de aminoacilaci6n I.73 v!.vo en .4. /eJ~roorz.c7a77s.
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Cabe destacar que para el  tRNAiseruGA (de ambas cepas)  se necesitaron 2  h de

exposici6n para poder visualizar el tRNA acilado del desacilado, en cambio para el caso

del  tRNAseruGA  (de  la cepa ATCC  23270)  se  necesito  exponer al memos  10  veces  mas

del  tiempo  para  visualizar  el  tRNA.  Esto  sugiere  que  existen  diferentes  niveles  de

expresi6n de estos tRNA.

Figura  9.  Expresi6n  y  niveles  de  aminoacilaci6n  de  los   tRNAiseruGA,
tRNAseruGA y tRNAGhuuG de .4. /errondd¢#s cultivado en medio 9K-Fe+2.
Northern  blot  con  sondas  especificas  para  cada  tRNA  previa  separaci6n
electrofoietica  de   los  tRNA  en  geles   denaturantes  de  poliacrilamida.   Se
detallan las fracciones, desacilada (loH) y acilada (-011). Las flechas azules
indican  la  migraci6n  de  los  tRNA  aminoacilados  (aa-tRNA)  y  los  tRNA
desacilados (tENA).
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3.  An£Iisis  de  la  funcionalidad  de  los  tRNAseruGA  de  j4. /crroorz.da!i®s  mediante

complementaci6n  de  una  mutante  termosensible  en  el  gen  scrT  de  Bar/moJ!cJJa!

cJ®/c'r7.co serovar Typhimurium

Con  el  objetivo  de  analizar si  los  tRNAseruGA,  son  capaces  de participar  en  la

sintesis  de  proteinas,  se  realiz6  un  analisis  de  complementaci6n  de  la  cepa  de  S.

fyp%z.7#"rjw7# TH 3238 que presenta rna mutaci6n puntual en el gen que codifica para el

tRNAseruGA. La mutaci6n que se localiza en la posici6n  10 del tRNA maduro, en donde

una base guanina es reemplazada por rna adenina, permite el crecimiento de la bacteria

a  30°C  pero  no  a  la  temperatura  restrictiva  de  42°C  (Chevance )/  co/s,  2006).  Para

comprobar la recuperaci6n del fenotipo debido a la introducci6n del gen en estudio,  se

clonaron  los  genes  s'errz.J4/y  ser7:4/ en  el  vector  p-SCRhaB  bajo  el  control  de  un

promotor inducible por ramnosa y reprimible por glucosa, que ademas posee resistencia

a trimetoprim.

De esta manera se constrnyeron los plasmidos p-SCRhaB-serrj.4/y p-SCRIiaB-

ser7H/  Ambos  plasmidos  fueron  capaces  de  complementar  la  cepa terlnosensible  en

presencia   de   ramnosa  no   asi   en  presencia  de   glucosa,   indicando   asi   que   ambos

tRNAseruGA  son  funcionales  para la  sintesis  de  proteinas  y  que por  lo  tanto  el  intr6n

presente en el gen que codifica para tRNAiseruGA se deben'a procesar correctamente en la

cepa de S. Opfrz."#7.j.#m TH 3238 (Figura 10).

Con  el  fin  de  confirmar  que  la  complementaci6n  se  debe  a  los  genes  para

tRNAseruGA de .4. /eITooxz.c7us y no a la reversi6n de la mutuaci6n puntual del gen serf

de   S'.   Opfrz.772zfrz.zt7#,   se   aisl6   DNA   pldsmidial   a   partir   de   colonias   crecidas   a   la
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temperatura  restrictiva  para  transformar  nuevamente  la  cepa  de  S.   fyprfez.in"7~z.c;in  TH

3238.  De  esta manera se reprodujo  los resultados  anteriormente  descritos,  descartando

asi   la   posible   reversion   de   la   mutaci6n   puntual   del   gen   para   tRNAseruGA.   Estos

resultados se detallan en la Figura 1 0.

A.

Ram

8.
3o oC                                               +2 oC

_      SNwh      Ssh                        _       Snd      SNwhGlu I.I
Figura 10. Complementaci6n de la cepa de S. Opfrz.mzfrf.«m TH 3238. Crecimiento bacteriano
de  la  cepa S.  typA;.mwi-;.„m  TH 3238  transformada con el plasmido  p-SCRhaB    (-),  p-SCRhaB-
ser7H/(serrAJO 6 p-SCRhaB-serr!.A/(serridA. Las placas de cultivo contenian glucosa (Glu) 6
ramnosa  (Ram),  que reprime  o activa respectivamente la expresi6n de  los genes clonados en  el
vector  p-SCRhaB.  El  experimento  se  realiz6  a  la  temperatura  permisiva  (A.  30°C)  y  a  la
temperatura restnctiva (8. 42 °C).
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4. Transcripci6n, procesamiento y funcionalidad de los posibles genes que codiflcan

para tRNA interrumpidos por intrones en 4. /erroorz.da!#s

A partir  de  la btisqueda  bioinformatica  de  genes  para  tRNA  con  el  programa

ARAGORN.  Se observ6 la presencia en el genoma de -4. /e77'oorz.c7c}7?s ATCC 23270 de

otros  14 posibles genes para tRNA interrrmpidos por intrones (Tabla 6).  Siguiendo los

mismos procesos metodol6gicos llevados a cabo con los tRNAseruGA, se procedi6 a tratar

de  determinar  si  los  tRNA  interrunpidos  por  intrones  encontrados  en j4. /e77-a:w.dcz7?s

tienen  la  capacidad  de  expresarse,  procesarse  y  ser  funcionales.  De  estos  14,11   se

encuentran   presentes en el genoma de la cepa ATCC 53993  de .4. /erroorj.c7c!;?s. Los 3

tRNAi adicionales en la cepa ATCC 23270 se encuentran en el ICELjl .

Los intrones de estos posibles genes para tRNA interrunpidos varian en tamafio

de  14  a  1536  pb.  Con  el  fin  de  analizar  estos  intrones,  se  realiz6  una  bdsqueda  de

similitud  de  secuencia  utilizando  el  programa  BLASTN  contra  la  base  de  datos  de

NCBI,  de  intrones  del  grupo  I  qttD://www.rna.whu.edu.cn/gissd/help.html)  (Zhou )/

co/s.,  2008)  e  intrones  del  grupo  11  (httD://www.fo.ucalgarv.ca/groun2intronso  @ai )/

co/s.,  2003),  ya  que  son  los  inicos  intrones  encontrados  hasta  la  fecha  en  bacterias.

Solanente se pudo identificar el intr6n del tRNALeui2 como un intr6n del grupo 11.

Con  el  objeto  de  determinar  si  los  posibles  tRNA  interrumpidos  por  intrones

encontrados   en  .4.  /e7.rorz.dc]#s  tienen  la  capacidad  de   expresarse  y  procesarse   se

realizaron ensayos de RT-PCR. Para ello se disefiaron partidores en los extremos de los

posibles  tRNA  analizados.  Los  resultados  obtenidos  que  se  detallan  en  la Figura  11,

indican   que   de   los   14   posibles   genes   (el   tRNAiseruGA   se   excluyo   del   analisis),
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aparentemente  10 se expresan y procesan.  Sin embargo en algunos casos los productos

de amplificaci6n no se visualizan nitidamente.

Tabla  6.  Predicci6n  de  los  posibles  genes  para  tRNA  con  intrones  en  .4.

Nombre                 Pre-tRNA ®b)    tRNA maduro ®b)     Intr6n ®b)

1.      glygoajcq                                   7S7                                   92                               66S

2.      g/ry6jtryccj                                     260                                     88                                 172

3.       a/C}84/GGc/                                       1073                                       99                                   974

4.       CJ/¢37/GGc/a                                         102                                          88                                       14

5.      Cxp3/Gut/                                     477                                    97                                380

6.       eyg6or#cA/a                                      153                                        96                                     57

7.        /eur69/cL4G/                                          685                                          97                                     588

8.       Je%25/ca/a                                    1477                                    99                                 1378

9.       /ez/2j/caG/                                       1637                                     101                                  1536

10.      z./ej6/G4try                                           1266                                         88                                     1178

11.      /e%/2/GL4G/                                          423                                          92                                     331

12.     /ys74ovcp                                      206                                     93                                  113

13.      tyro7/GrM)                                          227                                        91                                     136

14.      Va/64/cL4c/                                            187                                          75                                      112

15.     serr7jrtyG4/                                   310                                    90                                220

Los  tRNA  listados  corresponden  a  los  encontrados  en  las  cepas  ATCC  23270  y  ATCC
53993  a excepci6n de los tRNA sefialados por (a) que estin presentes solamente en la cepa
ATCC 23270 (tRNA con intrones del ICE4fl).
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Todos los productos de RT-PCR, ya sea que presentan rna banda hitida o difusa

en el gel, se clonaron para su posterior secuenciaci6n. Los resultados de la secuenciaci6n

indican  que  |os  tRNAcys6o,   tRNAval64, tRNAA'a37,  tRNAASP3  y tRNALys74 se transcriben

ya  que  se  detecta  el  pre-tRNA.  Sin  embargo  el  thico  tRNA  que  se  procesa  es  el

tRNAcys6o, aunque en un sitio diferente al predicho por el programa ARAGORN.

Para corroborar si este tRNAcys6o maduro podria ser funcional se determin6 si se

aminoacila  I.77  vz.vo,   para  ello   se   llevo   a  cabo   el  procedimiento  utilizado  para   los

tRNAScruGA  (ver  apartado  2.  Niveles  de  expresi6n  y  aminoacilaci6n  I.#  w.vo  de  los

tRNAseruGA en .4. /erroor!.c7a7as,  en Resultados).  Los resultados de este experimento se

muestran en la Figura 12.

Los   resultados   obtenidos   del   Northern   blot   dan   cuenta   que   el   tRNAcys6o

intermmpido por un intr6n de .4. /e7~7~oorJ.c7c}us no  es  capaz de  aminoacilarse i.# vz.vo  en

las condiciones analizadas.  Se detect6 como un RNA con rna migraci6n diferente a la

que tendrfa el tRNA maduro. La migraci6n del RNA corresponde a un tamafio mayor

(~150  nt)  al  esperado  segdn la secuenciaci6n del producto  de RT-PCR (~73  nt).  Esto

podr'a deberse a que el intr6n no se haya removido o que se haya removido pero no se

hayan procesado los extremos. En este caso probablemente se haya removido el intr6n,

ya  que  se  detect6  una  mol5cula  de  tRNA `maduro  en  la  secuenciaci6n  del  producto

amplificado desde ensayos de RT-PCR (Figura 13).
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Figura  11. Expresi6n I.# vl.vo en j4. /crrcoJw.drum ATCC 23270 de los posibles genes

para tRNA interrumpidos por intrones. A. Esquema de los pasos de procesamiento
de un tRNA con intrch.  En color rojo se detalla el intr6n y en color morado los exones.
Las  flechas  en  color amarillo  corresponden  a los  oligonucl6otidos  que  hibridan en  los
extremos  de  cada  tRNAi.  8.  Fotografia  de un  gel  de  agarosa  2%  de  los productos  de
RT-PCR utilizando  los  oligonucledtidos  representados  en  color amarillo  en A.  Se  us6
como   molde   RNA   total   (RT)   de  i4.  /e77.oori.c/Our  ATCC   23270.   El   transcrito  no

procesado  correspondiente  al  pre-tRNA  se  destaca  con  flechas  azules  y  los  posibles
tRNA maduros con flechas rojas. Las barras negras sobre los carriles corresponden a los
controles  negativos  sin  transcriptasa  reversa.  M  corresponde  al  marcador  de  tamafio

loo pb.
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Figura 12. Expresi6n y niveles de aminoacilaci6n de] tRNAcys6o de .4./c„oor7.dr»s
cultivado en medio 9K-Fe+2. Northern blot con sondas especificas para el tRNAcys6o

previa separacidn electrofor6tica de los tRNA en geles denaturantes de poliacrilamida.
Se  detallan  las  fracciones,  desacilada  (+OH)  y  acilada  (-OH).  Las  flechas  azules
indican  la migraci6n de los tRNA  aminoacilados  (aa-tRNA)  y  los tRNA desacilados

(tRNA).
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A.
Predicci6n bioinformitica del tRNAcys 6o maduro (96 nt)

GUUCUGG UGCAGGGGUCGGUGGUUCGAAUCCACCCCUGGUCGCC

Secuenciaci6n tRNAcys 6o maduro (73 nt)

8.

C-G
A+G
A-U

?::GA%a

58c
AGU

C) Cure
Ure
Ci3
U-AG{

GG
UAAU

Figura  13.  Estructura primaria y secundaria  del tRNAcys 6o.  A.  Estnictura primaria predicha por el

programa bioinfomatico ARAGORN del tRNAcys 6o maduro y resultado de la secuenciaci6n del producto
de RT-PCR del RNA maduro. En color rojo y subrayado se detalla el anticod6n. Para el caso del producto
secuenciado existen dos posibles anticodones  (UAA que codifica para leucina 6 AAU que  codifica para
isoleucina). Las secuencias marcadas en color amarillo indican las secuencias que se mantienen tanto en la

predicci6n    bioinformatica    como    en    el    resultado    de    secuenciaci6n.    8.    Estmctura    secundaria
correspondiente  al  tRNAcys 6o maduro  de  96  nt predicho  bioinformaticamente.  C.  Estructura  secundaria
correspondiente al resultado de la secuenciaci6n del producto de amplificaci6n del RNA maduro de 73 nt.
Las flechas amarillas indican [a posici6n del intr6n.
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DISCUSION

El   objetivo   de   este   "seminario   de   tfulo"   ha   sido   estudiar   la   expresi6n,

procesamiento  y  funcionalidad  de  los  genes  que  codiflcan  para  un  tRNA  esencial

(tRNAseruGA) y otros genes para tRNA interrunpidos por intrones en el microorganismo

exiterm6HloA.ferrooxidans.

Los tRNA cumplen diversas funciones celulares siendo rna de las mas estudiadas

su participaci6n en la sintesis de proteinas.   Para   cumplir   su   funci6n   los   transcritos

precursores de los tRNA tienen que pasar por rna etapa de maduraci6n que consiste en

rna  serie  de reacciones  post-transcripcionales  en  donde participan  multiples  enzimas.

Asf pueden ser reconocidos por las aaRS y estas afiadan el aminoacido especifico en el

extremo 3 ' terminal.

Los  genes  para  tRNA  tienden  a  estar  presentes  en  miiltiples  copias  en  los

genomas  de  muchos  organismos,  desde procariotas  a  eucariotas.  Estas  copias  pueden

estar ordenadas en "agrupaciopes", o como genes individuales, o bien, en el caso de las

bacterias,  en  operones  policistr6nicos  con  otros  genes para tRNA,  rRNA  o  genes  que

codifiquen para proteinas. En genes de bacterias es poco comrin encontrar intrones, sin

embargo  si  estos  se  encuentran presentes  internmpen  genes para tRNA  (intrones  del

grupo I) y genes para rRNA (intrones del grupo 11).

Los  resultados  obtenidos  durante el  desaITollo  de  esta investigaci6n apoyan en

parte a la hip6tesis  de este "seminario  de trfulo"  sobre  la funcionalidad de genes para

tRNA  interrunpidos  por  intrones  en ,4. /erroorz.c7c77®s.  A  continuaci6n  se  discutha  en
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detalle  los  aspectos  mas  relevantes  que  derivan  de  los  resultados  obtenidos  en  este

trabajo.

1. Identificaci6n de genes para tRNA en el genoma de las cepas de j4. /errooLxz.d¢#s

ATCC 23270 y ATCC 53993.

Antecedentes previos demuestran la presencia de dos set de genes para tRNA en

el  genoma  de  la  cepa  de .4. /e7'roorz.c7cus  ATCC  23270,  uno  de  ellos  disperso  en  el

genoma y otro  que forma parte  de un  elemento  integrativo y conjugativo  denominado

ICE4fl (Levicin )/ co/s'. 2009). EI ICELfl y los genes para tRNA que contiene no estin

presentes  en  la  cepa  de  4  /er7'oorz.c7cz7zs  ATCC  53993.  Este  estudio  corresponde  al

primer analisis de las especies de tRNA presentes en el genoma de este microorganismo

extrem6filo.

Para identificar genes para tRNA existen dos importantes aproximaciones: una es

la bdsqueda de genes para tRNA y otra la predicci6n de su estructura secundaria. Los

programas bioinformaticos disefiados para realizar estas aproximaciones se basan en un

patr6n  de  tRNA  conocido  (secuencias  conservadas  entre  las  especies  de  tRNA)  y  lo

aplica para reconocer genes para tRNA desde la secuencia gen6mica completa. Pero la

habilidad  de  encontrar  verdaderos  genes  para  tRNA  depende   de  la  validez  de  la

predicci6n  de  la  estructura  secundaria  de  los  tRNA,  en  donde  se  puede  predecir  el

anticod6n.

En  esta  investigaci6n  se  utiliz6  el  programa  ARAGORN  para  la  bdsqueda

detallada  de  genes  para  tRNA  en  el  genoma  de  las  cepas  de ,4. /e77oorz.c7cr#s  ATCC

23270 y ATCC 53993. Se encontr6 que los genes para tRNA presentes en la cepa ATCC
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53993 tambi6n estin presentes en la cepa ATCC 23270, sin embargo esta tiltima posee

37  genes  para  tRNA  adicionales  presentes  en  el  elemento  m6vil  ICE4fl.  En  este

elemento los genes para tRNA se encuentran organizados en rna agrupaci6n de 36 genes

para tRNA.  Este  dato  es  interesante ya que hasta el momento  no  se  descrito ninguna

agrupaci6n  de  genes  para  tRNA  con  tal  cantidad  de  genes  en  un  elemento  m6vil.

Anteriormente se habia descrito la presencia de 12 genes para tRNA en el fago ®149 de

Jrz.Z7rz.a cho/e7~¢e Q4anunl y Gosh,  1993), y de 27 genes para tRNA en un megaplasmido

de  Methylibium petroleiphilum  (Kane  y  cols.,  2007).  Bsfa  infio"ac±6n  mos  pe:I:I:][\iti6

detectar la presencia de una mayor cantidad  de  genes  para tRNA  en  el  genoma de  la

cepa ATCC 23270.  Esto  sugiere  que  esta cepa podria tener alguna ventaja frente a la

cepa ATCC 53993, cuando se requiera una mayor poblaci6n de tRNA. Sin embargo, los

tRNA presentes  en  la  agrupaci6n no  son  capaces  por  si  solos  de  descodificar  los  61

codones necesarios para la sintesis de proteinas (Levicin ); co/s., 2009).

Dentro  de  este  analisis  bioinformatico  se  corrobor6  la  presencia  del  gen  que

codifican para tRNAiseruGA (gen serrid#  en la cepa ATCC  53993  y de los  genes  que

codifican para tRNAseruGA (gen se7~7H/) y tRNAiseruGA (gen serrz.4j) en la cepa ATCC

23270 previamente  descritos  por Levicin };  co/s.  (2009),  sin  embargo  no  se  encontr6

ninguna copia adicional de este gen.
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2.  Los  genes  para  tRNAseruGA  de  j4. /crroor!.d¢/.s  se  expresan,  procesan  y  son

funcionales para la sintesis de proteinas.

En  este  trabajo  se  logr6  demostrar que  la copia  del  gen serrz.4/ se  expresa y

procesa en ambas cepas ya que al realizar estudios de transcripci6n reversa (RT-PCR) se

obtuvo un producto de PCR del tamafio esperado. En este ensayo no se logr6 detectar el

pre-tRNA. Los resultados de la secuenciaci6n efectivamente demuestran que el sitio de

procesamiento del intr6n corresponde a la posici6n 35 del tRNA maduro, corroborando

la predicci6n bioinformatica realizada por el programa ARAGORN.  Sin  embargo con

estos resultados, no podemos decir a ciencia cierta si el producto obtenido es un tRNA

maduro, ya que en este procedimiento se utilizaron c)1igonucle6tidos que hibridan en los

extremos   de   los   tRNA,   por   lo   que   no   sabemos   cu5l   es   el   verdadero   sitio   de

procesamiento en los extremos 3' y 5'. Para determinar la secuencia de los extremos 3' y

5'  del tRNA maduro se secuenci6 el producto de ampliflcaci6n obtenido del ensayo de

CRT-PCR  de  la  mol6cula  de  tRNA  circularizada.  Los  resultados  de  la  secuenciaci6n

demuestran que los genes para tRNAiseruGA se procesan correctamente en los extremos

5'  y  3'.  Por otro  lado,  se  encontr6  que  el  gen s'er7:4/presente  solamente  en  la  cepa

ATCC 23270 tambi6n se expresa y procesa correctamente en sus  extremos  5'  y 3',  al

igual que el gen ser7lid/.

Para  determinar  si  estos  tRNAseruGA  son  funcionales,  se  realiz6  un  ensayo  de

aminoacilaci6n  r.7g  vz.1;a  de  estos  tRNA  en  -4. /e77.oorJ.dc7#S.  Los  tRNA  al  encontrarse

aminoacilados  son  capaces  de  participar,  adem5s  de  la  sintesis  de  proteinas,  en  rna

variedad de procesos  celulares.  Entre  esas  funciones  se  encuentra  la participaci6n  del
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tRNAG]y y  tRNAser  en  |a  sintesis  de  peptidoglicano  (Petit )/  co/s.,   1968,  Francklyn  y

Minajigi,  2010)  del  tRNAG[u  en  la  sintesis  de  tetrapirroles  (Jahn };  co/a.,   1992)  y  de

multiples tRNA en la regulaci6n de una serie de procesos celulares relacionados con la

homeostasis de aminoacidos (Yanofsky, 2000).

Los  resultados  obtenidos  revelan  un  nivel  de  aminoacilaci6n  parcial  de  los

tRNAseruGA  z'7?  vz.vo  (alrededor  de  un  50%  de  aminoacilaci6n).  Se  ha  descrito  que  el

tRNAseruGA mitocondrial de mamiferos se aminoacila en un 70% (Chimnaronk ); co/a. ,

2005).

En  la bacteria E.  co/z. se  ha descrito  que  los niveles  de  aminoacilaci6n se  ven

afectados por la disponibilidad de aminoacidos. El nivel de aminoacilaci6n depende de

la concentraci6n de cada tRNA y del uso de sus codones en los mRNA. De este modo,

1os tRNA memos usados se mantienen aminoacilados cuando disminuye la concentraci6n

de  los  aminoacidos  en  el medio  de  cultivo  (Elf )/ co/s„  2003;  Dittmar ))  co/s'.,  2005;

Lindsley )/ co/a., 2005).  Se demostr6 que los codones correspondientes a los tRNA que

se mantienen aminoacilados @ajo uso) se encuentran sobre-representados en los mRNA

de  las  proteinas  relacionadas   con  la  sintesis   de  aminoacidos.   Estas  observaciones

sugieren que  cuando  la bacteria se  encuentra en carencia  de amjnoacidos  la variaci6n

diferencial del nivel de aminoacilaci6n de los distintos tRNA isoaceptores permitin'a que

la traducci6n de los mRNA relacionados con la sintesis de aminoacidos fuera mas ripida

que  el resto  de  los mRNA  (Elf)/ co/a., 2003).  Los datos  expuestos  concuerdan con la

idea de que la variaci6n en los niveles de aminoacilaci6n de los tRNAseruGA colresponde

a  un  aumento  o  disminuci6n  de  su  uso  en  la  sintesis  de  proteinas  mds  que  a  rna

disminuci6n   del   nivel   de   aminoacilaci6n   debido   al   protocolo   utilizado.   Esto   se
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comprob6 con el control positivo utilizado en este ensayo. Por otro lado, el menor nivel

de  aminoacilaci6n  observado  para  estos  tRNA  quizas  podria  afectar  la  velocidad  de

traducci6n  de  los  codones  que  corresponden  a  estos  tRNA.  Esto  podria  afectar  la

velocidad de sintesis de proteinas relacionadas.

Con respecto a la concentraci6n de tRNA celulares los resultados  sugieren que

existin'a mayor concentraci6n del tRNAiseruGA que el tRNAseruGA en la c6lula (alrededor

de  10  veces  mds)  ya  que  el  tiempo  de  exposici6n  necesario  para  visualizarlos  en  el

Northern blot es  diferente. Por lo  que podemos  concluir que el nivel  de expresi6n del

tRNAiseruGA con intr6n es mayor que para el tRNAseruGA presente en el ICRI/I.  Se ha

sugerido que la concentraci6n de tRNA celulares podn'a estar limitando la velocidad de

traducci6n de las protefnas. Por ejemplo en E.  co/I. y S.  ce7~ev[.ceae, se ha observado que

genes   que   se   expresan   altamente   usan   un   subset   de   codones   6ptimos   que   se

complementan'an  con  los  tRNA  mss  abundantes  dentro  de  la  c6lula  (Withers y  co/s'.,

2006). Por otro lado, se ha correlacionado la concentraci6n de los tRNA con el ndmero

de copias del gen para tRNA, lo que conlleva a regular la sintesis de proteinas (Withers )/

co/s.,  2006;  Kunisawa,  2002).  En  el  caso  de -4. /e„oorJ.c7aJ7s  el  uso  del  cod6n  UCA

(leido por el tRNAseruGA)  es  de muy baja  frecuencia  en  el  genoma  de  la cepa ATCC

23270  y  se  encuentra  sobre-representado  en  los  mRNA  de  genes  que  participan  en

funciones relacionadas  a elementos  extracromosomales y m6viles  como  son los  genes

que  codifican  para  integrasas  y  proteinas  relacionadas  con  la  estabilidad  plashidial

(Levicin ); co/a.  2009).  La cepa ATCC  53993  tiene una copia del gen ser7' y la cepa

ATCC 23270 tiene dos copias del gen serf lo que sugiere que la cepa ATCC 23270 al

tener  el  ICRIfl  posee  mayor  cantidad  de  proteinas  relacionadas  con  funciones  de



58

elementos  cromosomales  y m6vil por lo  que necesita descodificar mayor cantidad de

codones  UCA,  necesitando  mayor  concentraci6n  de  este  tRNA  para  la  sintesis  de

proteinas.

Para  evaluar  si  los  tRNAseruGA  de .4. /erroou:I.c7o7?s  participan  de  la  sintesis  de

proteinas se procedi6 a evaluar el crecimiento a 42°C de una cepa de S. fyp%I."z/rj.ztm que

presenta rna mutaci6n termosensible del gen serf (Chevance )/ co/a, 2006).

Los  resultados  de  la  complementaci6n  mos  revel6  que  efectivamente  ambos

tRNAseruGA de ,4. /e„oorz.c7cus son funcionales para la sintesis de proteinas.

Basandonos  en  los  resultados  expuestos  mos  planteamos  la  siguiente  pregunta

4podria  esta  copia  extra  del  gen serz' darle  alguna ventaja  adaptativa  a  la  cepa  de j4.

/erroorz.c7cz72s ATCC  23270  en  condiciones  que  demanden rna mayor cantidad de  este

tRNA especifico y esencial para la sintesis de proteinas?

En  trabajos  realizados  anteriormente  en  nuestro  laboratorio  se  sefiala  que  un

tRNAGb y un tRNAG'u contenidos en el ICE4fl  se aminoacilan I.# 1;I.vo. Estos resultados

sumados a los obtenidos en este trabajo sugieren que el contenido y la funcionalidad de

los genes para tRNA en el genoma de i4. /e77oorJ.dczus podrfa alterarse por transferencia

horizontal  de  genes  (ICRIfl)  y/o  la  modulaci6n  del  procesamiento  de  los  intrones

existentes.  Esto  podria  generar  un  repertorio  plastico  de  tRNA  que  poseen  diversas

propiedades funcionales y eventualmente modular el proteoma bacteriano.
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3.    En   .4.   /c/.roorz.da!us    existen    posibles    genes    que    codifican    para    tRNA

interrumpidos por intrones, algunos de los cuales se expresan y procesan.

En  el  genoma  de  .4. /erroorz.c7cz77s  se  identificaron  varios  posibles  genes  para

tRNA interrunpidos por intrones  (14 en la cepa ATCC 23270 y  11  en la cepa ATCC

53993).  El  programa  bioinformatico  ARAGORN  utilizado  para  buscar  estos  genes

realiza una bdsqueda rapida por similitud de secuencias siendo capaz de detectar genes

para  tRNA  interrrmpidos  por  cualquier  secuencia  de  DNA,  a  pesar  de  que  esta

secuencia no posea las caracten'sticas usuales de los intrones del grupo I 6 intrones del

grupo 11 encontrados en bacterias. Por esta raz6n, probablemente los genes para tRNA

interrunpidos por intrones detectados a partir de este programa sean pseudogenes. Para

dilucidar esta interrogante se realizaron estudios de expresi6n y funcionalidad de estos

genes.

Los resultados de ampliflcaci6n por RT-PCR y de secuenciaci6n indicaron que

|os tRNAva'64, tRNAA]a37,  tRNAASP3  y  tRNALys74 se  transcriben pero  no  se procesan ya

que  se  detecta  el  pre-tRNA,  no  asf  el  producto  de  tRNA  maduro.  Estos  datos  mos

sugieren que el procesamiento de estos transcritos primarios no se esta llevando a cabo

al memos en las condiciones analizadas. En el caso del tRNAcys6o se detecta un producto

maduro  aunque  el  sitio  de  procesamiento  es  diferente  al  predicho  por  el  programa

ARAGORN.

Con respecto a otros productos de ampliflcaci6n secuenciados correspondientes a

posibles tRNA maduros podemos concluir que la mayon'a correspondian a productos de

amplificaci6ninespecificos.
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Los   resultados   obtenidos   de   los   ensayos   de   RT-PCR,   no   son   del   todo

concluyentes ya  que  en  los  casos  que no  se  detecta un producto  de  amplificaci6n no

significa que los genes para tRNAi no se est5n expresando sino que por ejemplo para el

caso  de  los  tRNAi  con  intrones  con  tamafios  muy  grandes  probablemente  no  sean

detectados si el intr6n no se procesa. Por otro lado, se ha descrito en Bczcj./24s szfb/z7z.s que

un tRNALys se  expresa y aminoacila en fase  estacionaria pero no  en fase exponencial.

Resultados similares se obtuvieron con un tRNALeu en S/r€pfo"}?ces cog/z.co/or (Ataide };

co/s., 2005). Esto sugiere que algunos de los tRNAi quizds no se est6n expresando en las

condiciones    estudiadas    (fase    exponencial    tardia).    El    estudio    de    expresi6n    y

procesamiento  en otras  condiciones  a las  estudiadas podria ser una buena herramienta

para tener resultados mas  concluyentes  que mos pudiesen explicar de mejor manera la

hip6tesis planteada.

Los  resultados  de  los  ensayos  de  aminoacilaci6n  z.7?  tJz.vo  mos  sugiere  que  los

tRNAcys6o y tRNAA`a37 no sean un tRNA propiamente tal ya que no son aminoacilados I.J?

VI.iJo.  Sin embargo la presencia de las mol6culas de RNA tipo tRNA en 4. /e77'oorz.c7c}#s'

es interesante y plantea la pregunta si estos RNA cumplen otro rol diferente al que tienen

los tRNA tipicos. Los demas tRNAi no se detectaron al memos  en el rango  de tamafio

analizado   en   este   experimento   (entre   60   a  200   nt   aproximadamente)   y  bajo   las

condiciones estudiadas. Cabe destacar que los tRNAcys6o y tRNAAla37, estin presentes en

el ICE4fl . Ambos tRNA se estin expresando, y al memos tRNAcys6o no se aminoacila I.7?

vz.vo. Por otro lado,  el intr6n presente  en el gen para tRNAcys6o  se procesa en un sitio

diferente al predicho bioinfomaticamente, sin embargo en el ensayo de Northern blot se

detecta un RNA de tamafio mayor al esperado para el tRNA maduro, esto se puede deber
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a que los extremos del tRNA no se est6n procesando correctamente.  Se ha determinado

que  en  condiciones fisiol6gicas  a baja concentraci6n  del precursor,  la maduraci6n  del

intr6n ocurre antes que el procesamiento de los extremos del tRNA, mientras que a altas

concentraciones  de precursor,  la maduraci6n  de  los  extremos  precede  a  la  del  intr6n.

(Castafio)/ co/s.,1985; Ham y Kang,1997).

Todos estos datos confirman en parte que la mayoria de los   genes para tRNAi

serian pseudogenes  o  que  estos  tRNAi  sean utilizados  en  alguna  funci6n  celular que

requiera niveles bajos de expresi6n. Tambi6n es posible que su expresi6n sea regulada y

aumente  en  otras  condiciones  distintas  a  las  analizadas  o  que  tengan  alguna  fimci6n

altemativa dentro de la c6lula.

Los tRNA poseen ciertas caracten'sticas particulares o "elementos de identidad"

que les permiten ser reconocidos especificamente por las aaRSs y ademas ser capaces de

reconocer el cod6n correspondiente en el mRNA (Dirheinier }7 co/s.,1995). Mediante un

analisis    bioinformatico    utilizando    una    base    de    datos    actualizada    de    tRNA

(bttp://tmadb.bioinf.uni-leipzig.deo   (Jtihling  );  co/s'.,   2009)   se   logr6   determinar  los

"elementos de identidad" de cada una de las diferentes especies de tRNAi. Este analisis

mos revel6 que la mayoria de los tRNAi de i4. /erJioorz.c7cz7?a no presentan los "elementos

de  identidad"  correspondientes  a  su  especie,  esto  mos  confirma  la  idea  de  que  sean

pseudogenes.

Por  ejemplo  la  mayon'a  de  los  tRNAi  no  presentan  la  secuencia  CCA  en  su

extremo  3'  teminal,  sin  embargo  esta  caracten'stica puede  ser revertida ya  que post-

transcripcionalmente  puede  ser  afiadida  por  la  enzima  tRNA-nucleotidil-transferasa

encontrada  en  el  genoma  de  A  /er7-oorz.c7czus.  Para  el  caso  especifico  del  tRNAcys6o
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predicho por el programa ARAGORN (vcr Figura 138. en el apartado de Resultados), la

estructura  secundaria  de  este  tRNA  posee  un  brazo  variable  largo,  sin  embargo  los

resultados  arrojados  por la base  de  datos  de  tRNA  mos  revela  que  este  tRNA  con  el

anticod6n ACA presenta un  un brazo variable corto en todos las especies de tRNA. Por

otro lado como se discuti6 anteriormente el tRNAcys6o posee un procesamiento distinto

del   intrdn  al  predicho  por  el  programa  ARAGORN.   Al  usar  el  resultado   de  la

secuenciaci6n en el programa ARAGORN nos  arroj6  que  esta secuencia correspondia

efectivamente  a  rna  estructura  secundaria  de  un  tRNA,  sin  embargo  no  se  podia

distinguir correctamente el anticod6n. Este tRNA corresponderia a un tRNA['eAAu o a un

tRNALeuuAA,  sin  embargo  ambos  tRNA  en  la  base  de  datos  utilizada  poseen  brazos

variables largos y la estructura secundaria obtenida corresponde a un tRNA con un brazo

variable corto. Estos datos mos sugieren que este gen para tRNAcys6o serfa un pseudogen.

Ademds  se  llevo  a  cabo  un  analisis  detallado  del  contexto  gen6mico  de  cada

pseudogen para tRNAi y se enconfro que en la mayoria de los casos estos pseudogenes

se encuentran interrrmpiendo genes que codifican para proteinas.

Finalmente se puede mencionar que  de los  15  genes para tRNA  intemmpidos

por  intrones   arrojados   por  el  programa  ARAGORN   solamente  uno   es   funcional

(tRNAseruGA),   por  lo   que   confirma  en  parte  nuestra  hip6tesis  planteada   sobre   la

funcionalidad de los tRNAi en 4. /erroorJ.da7as'.

Sen'a interesante estudiar si los tRNAi est5n siendo procesados correctamente en

los  extremos  y  el  lugar  exacto  de  procesamiento  del  tRNAcys6o.  Para  ello  hay  que

realizar experinentos de CRT-PCR y analizar rna gran cantidad de clones, que permita

obtener un resultado confiable.
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CONCLUSIONES

Los  resultados  expuestos  en  esta investigaci6n  corresponden  al primer estudio

sobre la  caracterizaci6n del tRNAseruGA interrunpido por un  intr6n  del grupo  I  en  las

cepas  de <4. /eIToorz.c7a72s ATCC  23270  y ATCC  53993.  Se  demostr6  que  el  gen  que

codifica para este tRNA es funcional para la sintesis de proteinas, ya que se obtiene un

tRNA maduro  capaz  de  complementar la mutaci6n temosensible  del  gen s'err de S.

fypfez.m#7.j„", y ademas  es  capaz de aminoacilarse  I.i7 vz.vo.  La cepa ATCC  23270 posee

un copia extra de este gen en un elemento m6vil activo  (ICE4fl)  que no se encuentra

interrunpida por un intr6n. Esta copia tambi6n es funcional para la sintesis de proteinas

y se aminoacila z.77 vz.vo.

Finalmente,  se  determin6  que  en .4. /eJ7ioorz.c7cz7?s  existen  otros  posibles  genes

para  tRNA  interrumpidos  por  intrones,  algunos  de  los  cuales  se  estin  expresando  y

procesando.  Sin embargo la mayorfa de estos corresponden a posibles pseudogenes, ya

que no poseen los  "elementos de identidad"  especificos para cada especie  de tRNA y

ademas no se aminoacilan z.7c 1/z.vo.
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Tabla  7.  Predicci6n bioinfomatica de  genes para  tRNA de  la cepa  de A /erroorz.dfl#s  ATCC  23270.

G,e|££ra     A|,ticod6n      Tamai]o.     Localizaci6n.

/ryg,                       UUU                  76                      Chr

G££ira    And.odd.    Ta"ao.    holizacidn. GL#ira     A]it!cod6B     TaDuto.     Locahaci6n.

he2                    GAA                 16                      CI.I

GCC                   75
GCA                  74
CGU                  76
UAC                 76
GUC                   77

alaz,                Gas

arg,,                 UCU
angl,                 UCG
Ieu28                    UAA

|>he29                    GAA
lew,a                   CAA
'ysj,                  UUU

Ica,3                    CAIG

g/",,                UUC
glu,,                      CRIC
4rp.,                  ACG

I.                     (,,-

ICE
ICE
ICE
ICE

ile}&                      GA„
val',                   UAJC
met.a                   CAJU
me,,,                   CJNI

eyJ,,                   GCA
g'",,             uno
'Ar,,                     CGU
'Ar,i                   UGU

GUC
GUG
COA
Cur
COG

leu67                     GAG
Jer63                     GGA

lou7o                   UAA

fyJ,,              Ou
ang7,                   ACG

UUC
UAG
CIA
UGG
CAU
CGC

87                       Chr
91Ou

a Tamafio en nuc]e6tidos; bcho Cromosoma,  ICE: ICEAjl. Los genes intermmpidos se destacan en gns.

La cepa ATCC 53993 tiene los mismos genes para tRNA que la cepa ATCC 53993 a excepci6n de los genes presentes en el ICRIpr



BIBLIOGRAFfA

•      Ataide,  S., Jester, 8., Devine, K. y Ibba, M. (2005)  Stationary-phase  expression

and aminoacylation of a transfer-RNA-like small RNA. EA4BO repor/s' 6: 742-747

•     Berg, J., Tymoczko, J. y stryer, L. (2002) Synthesizing the Molecules of Life. En:

Biochemistry, 5th edition. W.H. Freeman, New York., ISBN: 0-7167-3051 -0

•      Bj6rk,  G.  (1995)  Biosynthesis  and  function  of modified  nucleosides.  En:  /R^/4..

sfro!c/z4re,  Zu.ory#Z¢esz.s,  cz77c7/zf7zcf;.o7i.  S6ll,  D.  y Rajbhandary, U.  (eds).  ASM Press,

Washington, D.C., ISBN 1 -55581 -073-X

•     Bustamante, P.,  Guti6rrez, F., Almarza, 0., Levicf n,  G., Katz, A., Valdes, J.,

Quatrini,  R.,   Holmes,  D.  S.  y  Orellana,  0.  (2009)  Un  e°lemento  integrativo  y

conjugativo  en  Acidithiobacillus ferrooxidans  q:ue  agrixpa  36  genes  para  tRINA.

Presentaci6n oral en el Congreso de Microbiologia de Chile (SOMICH)

•      Castafio, J., Tobian, J. y zasloff, M. (1985) Purification and characterization of an

endonuclease   from  Xenap„s   /crevz.Lr   ovaries   which   accurately  processes   the   3'

teminus  of hulnan pre-tRNA-Met  (i)  (3'pre-tRNase).  J.  Bz.o/.  Cj7e77!.  260:  9002-

9008

•      Cathopoulis,   T.,   Chuawong,   0.   y   Hendrickson,   T.   (2007)   Novel   tRNA

aminoacylation mechanisms. Mol. Biosyst. 3: 408-418

•      Chevance, F., Karlinsey, J., Wozniak, C. y Hughes, K. (2006) A little gene with

big effects:  a fe7'r mutant is  defective inJ7gA4 gene translation. J.  Bc}c/erz.o/.  188:

297-304

65



•     Chimnaronk, S., Jeppesen, M., Suzuhi, T., Nyborg, J., y Watanabe, K. (2005)

Dual-mode  recognition  of  noncanonical  tRNAsser  by  seryl-tRNA  synthetase  in

mammalian mitochondria. EA4BO Jozfr7zcI/. 24: 3369-3379

•      Choi, H., Gabriel, K., Schneider, J., Otten, S. y Mcclain, W. (2003) Recognition

of   acceptor-stem   structure    of   tRNAASP   by   Escherjchz.cz   co/I.   aspartyl-tRNA

synthetase. R^r4 9:386-393

•      Colmer, A. y Hinkel, M. (1947) The role of microorganisms in acid mine drainage:

a preliminary report. Scz.e77ce.106: 253-256

•      Dai,  L.,  Toor, Nng  Olson,  R., Keeping, A.  y Zimmerly,  S.  (2003).  Database for

mobile   group   11   introus.   IVz"leic   4cjcis   j2es.   31:   424426.    (Disponfole   en:

htto/twww.fo.ucalgarv.ca/mun2introns/)

•     Dirheimer, G„ Keith, H., Dumas, P. y westhofn. (1995) Primary, secondary, and

terciary structures Of CR+IAs. En.. tRNA: structure, biosynthesis,  and f unction.  S6[1,

D. y Rajfohandary, U. (eds). ASM Press, Washington, D.C., ISBN 1 -5558 I ro73-X

•     Dittmar,  K.,  Sorensen,  M.,  Elf;  Jag  Ehrenberg,  M.  y  Pan,  T.  (2005)  Selective

charging  of  tRNA  isoacceptors  induced  by  amino-acid  starvation.  A:A4BO  jzap.

6:151-157

•      Elf;  J„  Nilsson,  D.  Tenson,  T.  y  Ehrenberg,  M.  (2003)  Selective  charging  of

tRNA isoacceptors explains patterns of codon usage. Sdi.e7ace. 300: 1718-1722

•      Francklyn,  C.  y  Minajigi,  A.  (2010)  tRNA  as  an  active  chemical  scaffold  for

diverse chemical transformations. f7EBs fe#e7':a 584: 366-375

66



•      Goodman,  H.,  OIson,  M.  y  Hall,  8.  (1977)  Nucleotide  sequence  of  a  mutant

eukaryotic gene: The yeast tyrosine-inserting ochre suppressor SC/P4-a. Proc. Jva//.

Acad. Sci. 74: 54S3-54S7

•      Ham, S. y Kang, H. (1997) Purification and characterization of the precursor tRNA

3'-end  processing  ouclease  from  Aspergillus   nidulans.   Biochem   Biopkys   Res

Comm%7!. 233: 354-358

•     Hanger, P., Simon, D. y BIiattacharya, D. (2005) The natural history of group I

introns.  2RENDS z.77 Ge7?e/z.es. 21 :  112-118

•     Hoagland,  M.,  Stephenson,  M.,  Scott,  J.,  Hecht,  I.  y Zamecnik,  P.  (1958)  A

soluble ribonucleic  acid intemediate  in protein  synthesis. J.  Bz.o/.  C7iem.  231 :241-

257

•     Jalm, D., Verkamp, E. y S6ll, D. (1992)  Glutamyl-transfer RNA:  a precursor of

heme and chlorophyll biosynthesis. 7TBS.17:215-218

•     Jtililing, F., M6rl, M., Hartmann, R., Sprinzl, M., Stadler, P. y Ptitz, J. (2009)

tRNAdb 2009: compilation of tRNA sequences and tRNA genes. IV"c/ez.c -4cz.c7s jzes.

37:  159-162 (Djsponible en: http://tmadb.bioinf.uni-leipzig.deo

•     Kane, S., Chakicherla, A., Chain, P., Schmidt, R., Shin, M., Legler, T., Scow,

K., Larimer, F., Lucas, S., Richardson, P. y  Hristova, K. (2007) Whole-genome

analysis of the methyl fer/-butyl ether-degrading beta-proteobacteriuni A4efky/J.Z)I.#me

petroleiphilum PM1. J. Bacteriol.189..1931-1945

•     Kawach 0., VoB  C., Wolff J., Hadfi K., Maier U. y Zauner S.  (2005) Unique

tRNA introns of an enslaved algal cell. A4lo/. Bz.o/. Evo/. 22: 1694-1701

67



•      Kunisawa, T. (2002) Functional role ofbacteriophage transfer RNAs: codon usage

analysis  of genomic  sequences  stored in the  GENBANK/EMBI,/DDBJ databases.

Data Science Journal.  1.. 2,16-2:28

•     Laslett, D. y Canback, 8.  (2004) ARAGORN,  a program to detect tRNA genes

and   tmRNA   genes   in   nuclcotide   sequences.   IVz"/eie  .4cidr   jtes.   32:    11-16.

@isponibleen:httD//130.235.46.10/ARAGORN^

•     Levicin, G„ Katz, A., Valenzuela, P„ D. y Orellana, 0. (2005) A tRNAG'u that

uncouples protein and tetrapyrrole biosynthesis. i:EBB fe#e7':s'. 579: 6383rd387

•     Levicfn,  G„  Katz,  A.,  de  Armas,  M.  y  Orellana,  0.  (2007)  Regulation  of a

glutanyl-tRNA synthetase by the heme status. PIV4S'.  104: 3135-3140

•     Levican, G„ Katz, A., Vald6s, Jay Quatrini, R., Holmes, D. y orellana, 0. (2009)

A 300 kyb genome segment, including a complete set of tRNA genes, is dispensable

for Acidithiobacillus forrooxidans . Advanced Materials Research. 7 \.. 18] -190

•      Li,  Z.,  Gong.  X.,  Jushi,  V.  y  Li,  M.  (2005)  Co-evolution  of tRNA  3'  trailer

sequences with 3 ' processing enzymes in bacteria. RNA.1 : 567-577

•     Lindsley, D„ Bonthuis, P„  Gallant, Jag Tofolealiu T„ Elf; J. y Ehrenberg,  M.

(2005)  Ribosome  bypassing  at  serine  codous  as  a  test  of the  model  of selective

transfer RNA charging. EA4BO jzqp. 6: 147-150

•      Lohan A. y Gray M. (2004). Methods for analysis of mitochondrial tRNA editing

•Tn Acanthamoeba castellani. Methods Mol. Biol. 265.. 315-332,

•      Manual, M. y Ghush. R. (1993) Structural organization of the transfer RNA gene

clusters of cholera phnge I 149. J. Bz.osci  18: 195-205

68



•      Marck,  C.  y  Grosjean,  11.  (2002)  tRNomics:  Analysis  of tRNA  genes  from  50

genomes of Eucarya, Archaea, and Bacteria reveals anticod6n-sparing strategies and

domain-specific features. Bjoj7z/o777zcrffes.  8:  1189-1232

•      Meinnel, T„ Mechulam, Y„ y Blanquet, S. (1995) AminoacylJtRNA synthetases:

Oc:urrence, Structure, and Function. En.. tRNA.. structure, biosynthesis, andf unction.

S6ll, D.  y Rajbhandary,  U.  (eds).  ASM Press,  Washington, D.C.,  ISBN  1-55581-

073-X

•     National   Center   for   Bfotechnology   Information   QTCBI)   @isponible   en:

htto//wwwmcbi.nlm.nih.gov^

•      Petit,  J„  Strominger,  J.  y  Son,  D.  (1968).  Biosynthesis  of the peptidoglycan  of

bacterial  cell  walls.   VII.  Incorporation  of  serine  and  glycine  into  interpeptide

Tindges in Stapkylococcus epidermidis . J. Biol. Chem. 2,43..] 5] 16]

•      Pettersson,   8.   (2009)   tRNA   gene   structures   in   bacteria.   Acta   Universitatis

TJpsaliexrst+s. Digital  Comprehensive Summaries  Of Uppsala Dissertations from the

Fczceftry o/St'je77ce circc7 213ch73ofog);, Uppsala. ISBN 978-91 -554-7480-5

•      Phelps,  S. y Joseph,  S.  (2005) Noribridging phoaphate  oxygen atoms within the

tRNA   anticodon-stem   loop   are   essential   for   rfuosomal   A   site   binding   and

trauslocation. /. Ado/. Bfo/. 349: 288-301

•      Phizicky, E. y Hopper, A. (2010) tRNA biology charges to the front.  Ge7zes Dew.

24:1832-60

•     Rawlings D. y Kusano T. (1994) Molecular genetics of 27jfohacJ//zrs/e"ochds.

Microbiol. Rev. 58.. 39-55

69



•      Rawlings,  D.  y  Silver,  S.  (1995)  Mining  with  microbes.  jvcrf"re Bz.o!ech#o/ogy.

T3..]73178

•     Ryckelynck,  M.,  Gieg6,  R.  y Frugier,  M.  (2005)  tENAs  and tRNA mimics  as

comerstones of aminoacyl-tRNA synthetase regulations. Bz.ocfaz.7„z.e. 87: 835-845

•      Salazar,  J.,  Ambrogelly,  A.,  Crain,  P.,  Mccloskey,  J.  y  S6lI,  D.  (2004)  A

truncated aminoacyl-tRNA synthetase modifies RNA. PNHS.  101 :7536H7541

•      Sambrook, J., Fritsch, E. y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning:  a laboratory

manual. Col Spring Harbor Laboratory Pres. USA.

•      S61l, D. y Rajbhandary, U. (1995) Transfer RNA in its fourth decade. En:  £AV4..

sfrolctwre,  bz-os);7®Z#esz.s,  ¢73cJ/zj#cfz.o72.  S6ll, D. y Rajbhandary, U.  (eds).  ASM Press,

Washington, D.C., ISBN 1-55581 -073-X

•      Sprinzl,  M.,  Horn,  C.,  Brown,  M.,  Ioudovitch,  A.  y  Steinberg,   S.   (1998)

Compilation  of tRNA  sequences  and  sequences  of tRNA  genes.  IV#c/ez.c  j4cz.c7g

jteseczrch. 26:  148-153

•      Smith, T. (1991) Intron phylogeny: a new hypothesis. 7FG. 7:  145-148

•     Vald6s J., Pedroso I., Quatrini R., Dodson R., Tettelin H., BIake Il R., Eisen J.,

Holmes   D.   (2008a).   4cz.dz.ffoz.obcrcz.//zfs  /e77iocurz.c7o7zs'   metabolism:   from   genome

sequence to industrial applications. BA4C Ge#omz.es. 9: 597

•      Vald6s, J., Pedroso, I., Quatrini, R. y Holmes, D.  (2008b) Comparative genome

arialystrs  o£ Acidithiobacillus f errooxidans, A.  thiooxidans  a.nd A.  caldus.. Tnstigivts

into their metabolism and ecophysiology. A);dromefa//„rgy 94:  180-184

70



•     Vepritskiy A., Vitol A. y Nierzwicld-Bauer s. (2001). Novel Group I intron in the

tRNALeu   (UAA)   gene   of   y-Proteobacterium   isolated   from   deep   subsurface

environment. J. BczcJerz.o/.184:  1481 -1487

•      Weiner, A.  (2004) tRNA maduration: RNA polymerization without a nucleic acid

template.  Czj77. Bz.a/ 14:  883-885

•      Westaway,  S.  y  Abelson,  J.  (1995)   Splicing  of  tRI`IA  precursors.   En:  £;R^[4..

sfrofc/„7~e,  Z»-as}J7z/faesz.s',  cr77d/#77c/z.o77.  S611, D.  y Rajbhandary,  U.  (eds).  ASM Press,

Washington, D.C., ISBN 1-55581 -073-X

•      Withers,  M.,  Wernish, L. y Dos  Refs,  M.  (2006) Archaeology and evolution  of

transfer RNA genes in the Escfaerz.chz.a co/I. genome. AV4.  12: 933-941

•     Wozniak,  R.  y  Waldor,  M.  (2009)  A  Toxin-Antitoxin  System  Promotes  the

Maintenance of an Integrative Conjugative Element. Z'£oS' Ge#ef. 5: I -11

•      Yanofsky, C. (2000) Transcription attenuation: Once viewed as a novel regulatory

strategy. J. Bacteriol.  182..1-8

•     Zhou,  Y.,  Lu,  C.,  Wu,  Q.,  Wang,  Y.,  Sun,  Z.,  Deng,  J.  y  Zhang,  Y.  (2008)

GISSD:  Group I intron sequence and structure database. IV2fc/ez.c <4cz.c7s jzes.  36:  31-

3 7. (Disponible en : http ://www.rna.whu.edu. cn/gissd/help. html)

71


