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RESUMEN

Los tRNA son moléculas que participan en la sintesis de protefnas y en otros
procesos celulares, siendo su expresion y funcionalidad vitales para la célula. En la
biogénesis de los tRNA se sintetizan transcritos primarios que requieren de un
procesamiento previo de los extremos y de los posibles intrones, ademis de
modificaciones post-transcripcionales para ser funcionales. Sobre la base de un analisis
bioinformatico comparativo del genoma de dos cepas secuenciadas de la bacteria
extremofila Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270 y ATCC 53993) se detect6 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 idéntico al presente en la cepa ATCC
53993. El ofro set de genes para tRNA se encuentra dentro de un elemento genético
movil denominado ICE4/1 (~300 kpb). E1 ICE4/] y los genes para tRNA que contiene
no estin presentes en la cepa de A. ferrooxidans ATCC 53993. En ambas cepas de 4.
ferrooxidans, se detectd un gen que codifica para un tRNA;, interrumpido por un
intrén del grupo I Este tRNA es el tinico capaz de leer €l codén UCA de serina. En la
cepa ATCC 23270, existe una copia adicional para este gen localizada dentro del
ICEAf1 que no estd interrumpida por un intrén. Mediante una busqueda bioinformatica
de genes para tRNA en el genoma de 4. ferrooxidans, no se encontraron otros genes
para tRNA®yga. Adicionalmente, en este analisis se detecté la presencia de otros
posibles genes para tRNA interrumpidos por intrones (14 en. Jla cepa ATCC 23270y 11

en la cepa ATCC 53993).
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En este trabajo se demostrd que los tRNASyga en A. ferrooxidams, son
funcionales, ya que se aminoacilan in vivo y complementan una cepa de Salmonella
entérica serovar Thyphimurium que presenta wna mutacion termosensible en el
correspondiente gen para tRNA. Esto indica que estos tRNA participan en la sintesis de
proteinas. Por ofro lado se estudi6 la expresion de los otros posibles genes para tRNA
interrumpidos por intrones. Si bien experimentos de RT-PCR muestran que varios de
estos genes se transcriben, solamente el tRNA®%, presente en el ICEAf] se procesa,
pero no se aminoacila in vivo. Esto indica que este tRNA podria tener una funcién
alternativa a la sintesis de proteinas. Estos resultados sugieren que el contenido y la
funcionalidad de los genes para tRNA en el genoma de 4. ferrooxidans podria alterarse
por transferencia horizontal de genes (ICE4f1) y/o la modulacién del procesamiento de
los intrones existentes. Esto podria generar un repertorio plastico de tRNA que poseen

diversas propiedades fiuncionales.
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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 bacterivin Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270 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 ICE4f1 (~ 300 kbp). The ICE4/1 and tRNA genes that it contains
are not present in the strain of 4. ferrooxidans ATCC 53993. In both strains of 4.
Jerrooxidans, we detected a gene encoding a tRNA>g, interrumped 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 ICE4f1 which is
not interrupted by an intron. By a bioinformatic search for tRNA genes in the genome of
A. ferrooxidans, no extra tRNAS"6, 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 tRNA5 6, in 4. Jerrooxidans, are functional, as

they are aminoacylated in vivo and complement a strain of Salmonella enterica serovar
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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 fRNA% g
present in the ICE4/] is processed, but not aminoacylated in vivo. This indicates that this
tRNA could have an altermative function to the synthesis of proteins. These results
suggest that the content and functionality of the genes for tRNA in the genome of A.
Jervooxidans could be altered by horizontal gene transfer (ICEA/1) and / or modulating
the processing of existing introns. This could lead to plastic tRNA repertoire that have

different functional properties.
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INTRODUCCION
1. RNA de transferencia

Los RNA de transferencia (tRNA) son las moléculas adaptadoras responsables de
la traduccién de los codones del RNA mensajero (mRNA) a amino4cidos en una
proteina, jugando un papel central en la expresion génica (S6ll y Rajbhandary, 1995).
Esto los ha convertido en una macromolécula atractiva para el estudio de las bases
moleculares de la funcidon de los RNA, desde su descubrimiento hace mas de cinco

décadas (Hoagland y cols., 1958).
2. Funcién y estructura de los tRNA

La funcion principal de los tRNA es transferir un aminodcido activado de manera
especifica al polipéptido naciente en ¢l ribosoma para la sintesis de protefnas. Para ello,
las enzimas aminoacil-tRNA-sintetasas (aaRS) esterifican los tRNA con el aminoacido
adecuado segun el anticodén, formando los aminoacil-tRNA. Estas aaRS tienen la
capacidad de reconocer especificamente tanto al tRNA como al aminoécido
correspondiente (Meinnel y cols., 1995; Cathopoulis y cols., 2007).

La primera secuencia completa de un tRNA fue establecida por Holley y cols. en
el afio 1965, en donde se determiné la estructura primaria y las posibles estructuras
secundarias de un tRNA*® (Dirheimer y cols., 1995). La estructura secundaria de los
tRNA viene dada por la capacidad que tienen los tRNA de plegarse, ya que existen
apareamientos enire secuencias cortas de bases complementarias forméndose una

estructura en forma de trébol (Figura 1A). 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 anticoddn; 3) el brazo T
(brazo TyC), donde se encuentra la secuencia TyC conservada en todos los tRNA (y =
pseudouridina); y 4) el brazo aceptor que posee la secuencia CCA en el extremo 3’
terminal por la cual se une el aminoacido (Dirheimer y cols., 1995). Entre el brazo T y el

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

anticodon

Figura 1. Estructura de los tRNA. A. Estructura secundaria de los tRNA (forma de trébol). B.
Estructura terciaria de los tRNA (forma de L). Se observan los brazos caracteristicos de un tRNA: brazo
D (color verde), brazo del anticodén (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 variable)
(Adaptado de Berg y cols., 2002)

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

posiciones se numeran desde el extremo 5’ al 3" seglin la secuencia patrén de 76 nt




descrita por Sprinzl y cols. en 1998 (Sprinzl y cols., 1998), siendo la secuencia del
anticodén siempre los nucledtidos 34, 35 y 36. En los tRNA existen nucleétidos
conservados, por ¢jemplo en la posicién 33 siempre hay uracilo (U), al menos para los
tRNA que participan de la sintesis de proteinas ya que es un nucledtido clave para la
union del tRNA al ribosoma (Phelps y Joseph, 2005). Otros nucledtidos se encuentran
semiconservados, es decir, presentan purinas o pirimidinas pero sin especificar el tipo de
base, por ejemplo en la posicion 37 siempre hay una purina (A o G) y en la posicién 38
siempre hay una pirimidina (C o U) y el resto de los nucledtidos varian para cada
especie de tRNA (Dirheimer y cols., 1995).

Segin estudios cristalograficos por rayos X, los tRNA tienen una estructura
tridimensional en forma de L invertida que se encuentra estabilizada por interacciones
de puentes de hidrégeno principalmente entre las bases no apareadas en la estructura
secundaria. Algunos de los nucledtidos que juegan un papel determinante en el
plegamiento de la estructura terciaria estdn en las posiciones 14, 15, 18 y 19 presentes en
el lazo del brazo D (Marck y Grosjean, 2002). La Figura 1B mmestra la estructura
tridimensional general que adoptan los tRNA con el anticodén en uno de los extremos
de la molécula y el brazo aceptor en el extremo opuesto (Dirheimer y cols., 1995).

Ademas de tener una funcién crucial en la sintesis de proteinas, algunos tRNA
cumplen funciones alternativas, por ejemplo los tRNA™®, fRNA™ y tRNA™ tienen la
capacidad de regular la expresion de algunas aaRS (Ryckelynck y cols., 2005); los
tRNAYY y tRNAS* se han visto implicados en la sintesis de peptidoglicano (Petit y cols.,

1968; Francklyn y Minajigi, 2010) y los tRNA" ¢ tRNA*"® en 1a modificacién de

lipidos (Francklyn y Minajigi, 2010).




3. Organizacion y procesamiento de los genes que codifican para tRNA en

procariotas

En bacterias, el mimero total de genes que codifican para tRNA en los diferentes
genomas varia desde ~30 a >100 (Li y cols., 2005). Los genes para tRNA en el genoma
bacteriano se pueden organizar de tres maneras distintas: 1) como un gen individual
generando un transcrito monocistrénico, 2) formando parte de operones junto a otros
genes para tRNA o RNA ribosomal GRNA), 6 3) agrupados con genes que codifican
para proteinas, gemerando un transcrito policistronico desde un promotor comiin
(Withers y cols., 2006). La distribucién de estos genes para tRNA dentro de transcritos
monocistrénicos o policistronicos varia a través de los diferentes organismos. Algunas
bacterias como Bacillus subtilis tienen la mayoria de sus genes para tRNA codificados
dentro de operones policistronicos, mientras que ofras bacterias como Strepfomyces
coelicolor tienen casi todos sus genes para tRNA organizados en umidades
transcripcionales monocistrénicas (Pettersson, 2009).

Los genes para tRNA se transcriben activamente, Ilegando en levaduras a
producir 3 millones de moléculas de tRNA por generacion (Phizicky y Hopper, 2010).
Cuando se transcriben los genes para tRNA ya sea en unidades transcripcionales
monocistronicas o policistrénicas, se forma un pre-fRNA con secuencias extra de
tamafio variable en sus extremos 5° y 3°, las cuales necesitan ser procesadas para formar
un tRNA maduro y fimcional. El procesamiento de los tRNA consiste en una serie de
reacciones post-transcripcionales que incluyen: 1) remocién de la secuencia 5° extra por

la enzima RNasa P; 2) remocion de la secuencia 3” extra por diferentes endonucleasas y




exonucleasas; 3) adicién de la secuencia CCA en el extremo 3’ por la enzima tRNA-
nucleotidil-transferasa y procesamiento de los intrones cuando corresponda; y 4)
modificaciones multiples en los nucledtidos de los tRNA (estas bases modificadas son
muy importantes en la estabilizacidn estructural de los tRNA y en sus propiedades
funcionales, tal como en la aminoacilacién y la unién al codén del mRNA) (Borjk, 1995;
Weiner, 2004; Pettersson, 2009). Actualmente, atin no estid claro si estas reacciones
siguen este orden especifico, ya que por ejemplo se ha determinado que la remocién de
los intrones puede ocuirir en cualquier momento del tiempo de maduracion de los tRNA

(Pettersson, 2009).
4. Presencia de intrones en genes que codifican para tRNA

Los intrones en genes para tRNA se han encontrado en los tres dominios
filogenéticos: Bacteria, Arquea y Eucaria. El primer reporte de un gen p;;a tRNA
interrumpido por un intrén fue descrito en el afio 1977 (Goodman y cols., 1977). En esta
investigacién se determiné que un gen de levadura que codifica para un tRNA™" se
encuentra interrumpido por un intrén de 14 pares de bases (pb). Por otro lado, en el afio
1990 se descubri6é por primera vez un intrén en genes que codifican para tRNA™" de
bacterias (Smith, 1991).

Hasta la fecha los genes que codifican para RNA estables de bacterias poseen dos
clases de intrones que segun diferencias estructurales y el mecanismo de maduracién se
clasifican en intrones del grupo I e intrones del grupo II (Hanger y cols., 2005). Los

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

ha determinado en experimentos ir vitro que estos intrones no requieren de protefnas




cataliticas, pero que sin embargo in vivo podrian requerir de una proteina como cofactor
que ayude a la mantencion de la estructura del RNA correcta para la autocatalisis
(Westaway y Abeison, 1995). Los intrones presentes en tRNA de bacterias se
encuentran comunmente cerca del anticodén (Kawach y cols., 2005; Vepritskiy y cols.,
2001). Un dato importante es que la mayoria 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).

5. Modelo de estudio: Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus  ferrooxidans es una y-proteobacteria, Gram negativa,
quimiolitotrofa que obtiene la energia para su proliferacion desde la oxidacién de
minerales que contienen hierro o azufre. Prolifera a 30°C, a pH 1-2 y fija tanto carbono
como nitrégeno (este tltimo sdlo en anaerobiosis) desde la atmédsfera. Es abundante en
ambientes naturales asociados con cuerpos de mineral pirita, yacimientos de carbén y
otros drenajes 4cidos (Rawlings y Kusano, 1994; Rawlings y Silver, 1995; Valdés y
cols., 2008a).

Este microorganismo es de gran interés por su peculiar fisiologia y por su uso en
el procesamiento de minerales industriales (Valdés y cols., 2008a). Fue la primera
bacteria descrita capaz de solubilizar cobre y otros metales desde rocas (Colmer y
Hinkel, 1947).

4. ferrooxidans es considerado un modelo de estudio para la biomineria, lo que
ha impulsado el desarrollo de una serie de investigaciones para entender los procesos

fisiologicos y metabélicos que le permiten adaptarse a ambientes extremos (bajo pH y




altas concentraciones de metales pesados). Un analisis comparativo del genoma de A.
Jerrooxidans con los genomas de especies biolixiviantes estrechamente relacionadas, 4.
thiooxidans y A. caldus, reveld una regién de DNA que solo se encuentra presente en A.
Jerrooxidans ATCC 23270, pero no en los otros acidithiobacilli (Valdés y cols., 2008b).
Por otro lado, un andlisis bioinformatico comparativo del genoma de dos cepas

secuenciadas y anotadas de 4. ferrooxidans (ATCC 23270 y ATCC 53993,

(http://www.nebi.nlm.nih.gov/)) reveld la presencia de un segmento de 300 kilo pares de
bases (kpb) exclusivo de la cepa ATCC 23270 (Levican y cols., 2009). Este es el mismo
segmento que no esta presente en los otros acidithiobacilli analizados por Valdés y cols.
(2008b). Se determiné que esta region tiene caracteristicas de un elemento integrativo y
conjugativo (ICE) y se denominé ICEA4/1. Los ICE son una clase de elementos genéticos
moviles auto-transmisibles que contribuyen al intercambio horizontal de genes entre
bacterias (Wozniak y Waldor, 2009). Generalmente se insertan en genes para tRNA. En

este caso particular el ICEAf1 estd inserto en un gen para tRNA,

6. Genes para tRNA en Acidithiobacillus ferrooxidans

En la investigacion realizada por Levican y cols. (2009) mediante herramientas
bioinforméticas se identificaron los genes para tRNA presentes en los genomas de las
cepas ATCC 23270 y ATCC 53993 de 4. ferrooxidans. Con este andlisis se logré
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 ICEA4f1. La cepa ATCC

53993 solamente posee el primer set de genes para tRNA (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la distribuciéon de genes para tRNA en las cepas de A.
Jerrooxidans ATCC 53993 y ATCC 23270. En color naranja se sefiala la region de 300
kpb exclusiva de la cepa ATCC 23270; en color morado se detalla la “agrupacion de
tRNA™ y en color rojo genes para tRNA dispersos en el genoma y amarillos se sefialan
los genes para tRNA de la “agrupacion de tRNA”.

Antecedentes previos de nuestro laboratorio sefialan que el ICEAf1
corresponderia a un elemento movil activo ya que es capaz de circularizarse y escindirse
del cromosoma (Bustamante y cols, 2009). Estos antecedentes sugieren que el elemento
ICEA/] presente en la cepa ATCC 23270 puede contribuir al flujo génico lateral,

incluidos los genes para tRNA, entre 4. ferrooxidans y otros microorganismos de la

comunidad biolixiviante.

Del analisis bioinformatico se revel6 que en la cepa ATCC 53993 existe un gen
para tRNAS 64 interrumpido por un intrén de 220 pb presente en una sola copia en el

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




coddn UCA correspondiente a serina en la sintesis de proteinas. Hasta el momento no se
ha descrito ninglin otro tRNA que pueda leer este codon de serina, por lo que en A.
ferrooxidans ATCC 53993 el intrén en este tRNA tendria que procesarse para que sea
funcional. Este mismo gen para tRNA3"ys, interrumpido por un intrén de 220 pb se
encontrd en la cepa ATCC 23270 en el set disperso en el genoma, es decir fuera del
ICEA4f]. Sin embargo, la cepa ATCC 23270 posee una copia adicional de este gen no
interrumpida por un intrén localizada en el ICEAf]. Iasta el momento no se ha descrito

ni caracterizado un tRNA interrumpido por un introén en una bacteria extreméfila.

Con los antecedentes analizados, se propone la siguiente hipdtesis:

7. Hipétesis: Los genes para tRNA interrumpidos por intrones en Acidithiobacillus

Jerrooxidans son funcionales.

8. Objetivo General: Estudiar la expresion, procesamiento y funcionalidad de los genes
que codifican para un tRNA esencial (tRNA®yga) y otros genes para tRNA

interrumpidos por intrones en las cepas de A. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993.

9. Objetivos Especificos:
1) Identificar los genes para tRNAS"yaa en A. ferrooxidans, y estudiar su expresion

y procesamiento.
2) Determinar los niveles de expresién y aminoacilacién in vivo de los tRNAS g4

en A. ferrooxidans.

3) Estudiar la funcionalidad en la sintesis de proteinas de los tRNAS“UGA.
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4) Identificar y estudiar la expresion in vivo de otros posibles genes que codifican

para tRNA interrumpidos por intrones en 4. ferrooxidans.
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MATERIALES Y METODOS

1. Bisqueda bioinformatica de genes que codifican para tRNA

Se utiliz6 el genoma de dos cepas secuenciadas de A. ferrooxidans ATCC 23270 y

ATCC 53993 obtenidas del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para realizar la buisqueda

de genes que codifican para tRNA, wusando el programa ARAGORN

(http://130.235.46.10/ARAGORN/) (Laslett y Canback, 2004). Este programa detecta

genes para tRNA interrumpido y no interrumpido por intrones, y genes para tmRNA. Los
intrones de los posibles genes para tRNA interrumpidos por intrones se utilizaron en una
busqueda de similitud de secuencia utilizando Blastn contra la base de datos de NCBI y

contra bases de datos de intrones tipo I (http://www.rna.whu.edu.cn/gissd/help.html) (Zhou

¥ cols., 2008) y tipo II (http://www.fp.ucalgary.ca/group2introns/) (Dai y cols., 2003) para

detectar su posible clasificacion.

2. Especies y cepas bacterianas

Las cepas de A. ferrooxidans, E. coli y S. typhimurium que se emplearon en esta

tesis se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de A.ferrooxidans, E. coli y S. typhimurium.

Cepas Genotipo/Descripceion Fuente
A.ferrooxidans
ATCC 23270 Silvestre ATCC
ATCC 53993 Silvestre ATCC
E. coli SupE44 AlacU169 (®80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl Novagen
DH5¢ gyrA96 thi-1 relAl )
S. tyyphimurium serI(fla-5398, ts-lethal) ataA::[P22 sieA44 Kn-9 PfliC(-435--  Chevance y

TH 3238 >+6)-cat 9+] flgM5208::MudB cols., 2006




3. Plasmidos y vectores de clonamiento

12

Los plasmidos 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. Plasmidos y vectores de clonacion.

Nombre Descripcion Fuente
Vector de 3015 pb utilizado para clonar
pGEM-T Easy  productos de PCR y RT-PCR. Resistencia Promega
o a Ampicilina
o :
3 Vector de 7519 pb utilizado para clonar Vec.t orne Soercial
= los genes que codifican para tRNA>" g faclimeds paoelDr.
= | p-SCRhaB “ : : il Carlos Santiviago,
Posee un promotor inducible por ramnosa. ;
Resistencia a trimetoprim Laboraoria a8
prim. Microbiologia, ICBM.
Plasmido derivado de p-SCRhaB que
w | p-SCRhaB- m pral R At .
o e contiene el gen serT con intron de A. Esta tesis
2 | serTiAf .
E ferrooxidans
2 Plasmido derivado de p-SCRhaB
3 p-SCRhaB- contiene el gen serT sfi)n intron Cleqx;l ) Esta tesis
A& | serTAf : E ‘
ferrooxidans ATCC 23270
A, ) B. k
/fmﬁ .
ontighishe, RAaR otential Ori sits
®
s
pSCRhoB pSCRhaB
N = bt Rhas 567 bp
":‘;2’" = -
S __:“'5 promeo af f?
e IRINA SerTiAf o 'RNA . w

Figura 3. Esquema a escala de los plasmidos utilizados en este trabajo, donde se detallan sus
caracteristicas mas relevantes. En A. p-SCRhaB-serTidfy B. p-SCRhaB-serTAf.




4. Oligonucledtidos
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Los oligonucledtidos utilizados para el desarrollo de esta tesis se detallan en la

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

cada técnica se mencionaran junto con la técnica en que fueron utilizados.

Tabla 3. Oligonucle6tidos.

Temperatura de

Nombre Secuencia (5°- 3%) Asociacién (C )
Clopamiento del gen serTidf
tRSer-intrén-F (P ®  CATATGATTCCGGAGGTGTGGCAGAGCG 88
tRSer-intrén-R (P2) TAATCTGGCGGAGGCGGTGAGA 70
Construccion del gen serTAf
{RSercluster] @ TATGATTCCGGAGATTTGGCCGAGTGGTTT 178
AAGGCAGCGGTCTTGAAAATCGCCGGGC
Rowea® _ SCICIGOCOTIOCIORITIC, 1
{RSerclusterd ® AGCTTTAATCTGGCGGAGACTCTGGGATTC 192
GAACCCAGGGAACGCCAGAGGCGCCCGGC
c¢RT-PCR
RT-SerTi-F CCTCCGCCAGGAGGTGTG 62
RT-SerTi-R CGGTGAGATTCGAACTCACG 62
RT-8erT-F CCAGAGTCTCCGCCAGGAG 64
RT-SerT-R GATTCGAACCCAGGGAACGC 64
RT-PCR
RT-SerT-intron-F GGAGGTGTGGCAGAGCGG 62
RT-SerT-intrén-R TGGCGGAGGCGGTGAGAT 60
tRNASerT-RT1-F GGAGATTTGGCCGAGTGG 58
tRNASerT-RT2-R GCGGAGACTCTGGGATTC 58
RT-90-GlyUCC-F GCCGCTGTACAGTGGCG 58
RT-90-GIlyUCC-R GGCGACACTGACCGGGG 60
RT-65-GlyUCC-F GGCGGCCTTGCCGGGTT 60
RT-65-GlyUCC-R AGTTGGCCTCCGGAATGG 58
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RT-84-AlaGGC-F GCGGGCGCTGGATCGG 58
RT-84-AlaGGC-R GGACAGGTGACCGGCGT 58
RT-37-AlaGGC-F GCAGAAATAGCTTACGGAAAG 60
RT-37-AlaGGC-R TGGAGCAGAAAGTGCGAGT 58
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-16-1leGAU-F GTGAGCAATGGCGGGAATG 60
RT-16-1leGAU-R . GGGTGAGCAGCAGACCAT 58
RT-69-LeuCAG-F CCATGGGTGGTTGATGGGT 60
RT-69-LeuCAG-R GCTCATGGGCACGGCGT 58
RT-25-LeuCAA-F TCATTGGCCTGGTGGAGAA 58
RT-25-LeuCAA-R GTCCACAGACTCCTGTTCC 60
RT-23-LeuCAG-F TGGCGTGTGGCGCGCAT 58
RT-23-LeuCAG-R CCAGCGCATAAAGGCTCC 58
RT-12-LeuGAG-F GCTTGGTTGGAAAGCGTATTT 60
RT-12-LeuGAG-R AACCTGGCCACAGGACTC 58
RT-74-LysUUU-F GGACTGGCGAGTGCCGTT 60
RT-74-LysUUU-R GGGACAGGTCCGAAGACT 58
RT-97-TyrAUA-F TCGCCAGTTGGATCGGTG 58
RT-97-TyrAUA-R GGCCACCAGTATGGAGGC 60
RT-64-ValCAC-F TGGTGGTGTGGGCCGGA 58
RT-64-ValCAC-R TGGTGGGCGGTGCAGGG 60
Northern blot ®

55-SerT-Sondal TTTCAAGACCGCTGCCTTAAACCAC 74
75-SerTi-Sondal TTTCAAGACCGGTGCAATCAACCGC 76
91-GIn-Sondal ATCAAAATCCGGTGCCTTACCGCTT 74
Direccionalidad en el vector p-SCRhaB

CS-pSCRhaB-1(F) CACGTTCATCTTTCCCTGGT 60
CS-pSCRhaB-2 (R) ACGGCGTTTCACTTCTGAGT 60

Los oligonucledtidos directos se sefialan con una letra F, los oligonucleétidos reversos se sefialan con una
letra R. © Oligonucleétidos que presentan sitios de restriccion sefialados en letra negrita. ® Para el ensayo
de Northern blot del tRNA, se utiliz6 el oligonucledtido reverso disefiado para el ensayo de RT-PCR.
Los niimeros utilizados al inicio del nombre de los oligonucledtidos o después de las letras RT
corresponden a un patrén usado segin la lista de tRNA utilizada en esta tesis (ver Tabla 7, Anexos 1)
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5. Reactivos

Todos los desoxiribonucledtidos, endonucleasas de restriccién, 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, antibidticos, TEMED, PSA, bromuro de
etidio, DTT, 2-mercaptoetanol, xilen-cianol FF, azul de bromofenol, Ficoll,
polivinilpirrolidona. E1 SDS se obtuvo en United States Biochemicals Co. (USA). La T4
DNA ligasa y T4 RNA ligasa se obtuvieron de New England Biolabs. La pfi DNA
polimerasa se adquirié en Agilent y la Pag DNA polimerasa en Stratagene. Los siguientes
reactivos se obtuvieron en Invitrogen: TermoScript RNase H- Reverse Transcriptase y
fenol saturado 4cido (pH 4). Todas las sales, acidos, bases y compuestos organicos de
grado analitico proceden de Merck, Fluka, JT Baker, Sigma Co o Winkler ltda. El DNA
de esperma de saimén fue de Promega Corp. 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 [y*°P]-ATP se obtuvieron de Fermelo.
6. Equipos

Los aparatos utilizados como cubetas, electroporador, fuentes de eleciroforesis,
balanzas, centrifugas de mesa, incubadores, pHmetro, espectrofotémetro etc. son los

habitnales en un laboratorio de biologia molecular. Otros equipos utilizados en esta
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Tesis, se detallan a continuacion: Cémara de transferencia semi-seca (Owl) y escéner

Phospholmager, Personal Molecular Imager FX (BioRad)

7. Cultivos bacterianos:

7.1. Crecimiento de las cepas bacterianas

La cepa de E. coli se cultivé en medio Luria Bertani (LB) (Triptona 1% p/v,
extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 1% p/v) o en medio LB suplementado con
antibidtico a 37°C con agitacién hasta la concentracion requerida, se utilizdé para la
propagacion de plasmidos. Para preparar los medios sélidos se agregd agar a una
concentracién de 1,5% p/v. Se esterilizé por autoclave durante 20 min a 15 atm. El
crecimiento bacteriano se controlé midiendo la densidad 6ptica (D.0.) en un
espectrofotometro a 600 nm (D.O.400). Las bacterias se colectaron por centrifugacién a

4700 g por 5 minutos.

La cepa de Salmonella entérica se cultivd en medio Luria Bertani (LB)
suplementado con antibidtico a 30°C y a 42°C segin fuese necesario, se utiliz6 para

ensayos de complementacion.

Los medios se suplementaron con antibiticos en algunos casos a una
concentracién adecuada (ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 10 pg/ml, trimetoprim 50
pg/ml). Para la seleccién por expresion del gen B-galactosidasa se suplementé con X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-tioglucopirondsido) 80 pg/ml. Para la induccién del

promotor T7 se suplementé con IPTG 0,5 mM. Para la induccién del promotor RhaB se
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suplemento con ramnosa 0,2% y para la represién del mismo se suplemento con glucosa

0,2%.

Las cepas de 4. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993 se mantuvieron por
cultivos sucesivos a 30°C con agitacién constante en medio 9K-Fe** (K,HPO; x 3H,0
0,04 g/1, MgSO4 0,4 g/1, (NH4)2S04 x TH>0 0,1 g/l y FeSO4x TH,0 33,3 g/1), se ajust6 el
pH 1,6 con H>SO4 concentrado y se esterilizo por filtracién en filiros Stericup 0.22 pm
de Millipore. Se controlé el crecimiento por recuento directo de las bacterias totales en
una camara Petroff-Hausser. Las bacterias se colectaron en fase tardia del crecimiento

exponencial mediante centrifugacion a 7.200 g x 10 min.
7.2, Mantenimiento de las cepas bacterianas

La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas se realizé almacenando a
-80°C los cultivos crecidos en medio liquido y para el caso de Salmonella entérica y E.

coli se afiadié al medio glicerol 60%.
7.3. Preparacién de las células competentes
7.3.1. Células quimiocompetentes

Para preparar las células quimiocompetentes se utilizé el Método Cloruro de
Rubidio (RbCI), el cual consistio en crecer las células en 100 ml de medio LB, con
agitacion o aireacion abundante hasta una D.O.gp de 0,4, se mantuvo el cultivo en hielo
durante 15 min, posteriormente se centrifugé a baja velocidad (1.000 g a 4°C durante 5

min), se resuspendieron suavemente las células en 30 ml de buffer TEBI (CH;CO.K 30




mM, RbCl 100 mM, CaCl; 10 mM, MnCl; 50 mM, Glicerol 15%, se lleva a pH 5,8 con
acido acético diluido) frio y se mantuvo en hielo durante 15 min, luego se centrifugd a
baja velocidad nuevamente y se resuspendieron las células en 3 ml del buffer TFBII
(MOPS 10 mM, CaCl 75 mM, RbCl 10 mM, Glicerol 15%, se lleva a pH 6,5 con
NaOH diluido) frio y se mantuvo en hielo durante 15 min, luego se alicuoto y almaceno

a -80°C cuando no fueron usadas inmediatamente,
7.3.2. Células electrocompetentes

Se utilizé un cultivo de células crecido toda la noche en medio LB con agita(;ién
constante para inocular 5 ml de medio LB, el cual se incubd con agitacién hasta alcanzar
una D.0.¢go de 0,6, posteriormente se centrifugd a 1800 g 2 4°C por 10 min y se elimind
el sobrenadante, luego las células se lavaron tres veces con 5 ml de agua destilada, estéril y
frfa, centrifugando cada vez a 1800 g a 4°C por 10 min, finalmente se resuspendié en 200

ul de agua destilada, estéril y fifa. Estas células fueron utilizadas inmediatamente.
8. Transformacion de una cepa bacteriana
8.1. Transformacion Quimica

Para transformar células quimiocompetentes se mezclaron 50 pul de células en
estado competente y 2-5 pl del DNA plasmidico, los cuales se mantuvieron en hielo
durante 20 min, a continnacion se realizé un choque térmico a 42°C durante 50 s para
favorecer la entrada del DNA exdgeno, y se puso inmediatamente en hielo.

Posteriormente se afiadio 950 il de medio LB a temperatura ambiente v se incub6 con
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agitacion constante durante 90 min. Finalmente se plaque6é 50-100 pl del cultivo
transformado en placas con medio LB agar mas el antibidtico adecuado y se incubé toda

la noche a la temperatura deseada.
8.2. Transformacidn por electroporacién

Para transformar células electrocompetentes se mezclaron 70 pl de células
electrocompetentes con 2 pl del DNA plasmidico y se depositaron entre los electrodos de
una cubeta para electroporar previamente enfiiada y sin introducir burbujas. Se coloco la
cubeta en el electroporador y se aplicé un pulso de 1800 V, 25 uF y 200 Q, posteriormente
se agreg0 1 ml de medio LB a la cubeta, resuspendiendo suavemente las células que fueron
transformadas. Luego se transfirid de manera estéril a un tubo de cultivo en donde se
recuperaron las células incubandolas por 90 min con agitacién constante, finalmente se
plaque6 50-100 pl del cultivo transformado en placas con medio LB agar més el antibidtico

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

9. Aislamiento y purificacion de DNA
9.1. DNA cromosomal bacteriano

La extraccion del DNA genoémico de 4. ferrooxidans se efectué a partir de
cultivos crecidos a 30 °C hasta alcanzar la fase exponencial tardfa en medio 9K-Fe*’ con

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

Para la purificacion del DNA plasmidial se utilizé el sistema QIAprep® spin
Miniprep kit (Qiagen). Se crecié un cultivo de células en 5 ml de medio LB
suplementado con el antibiético adecuado por 12 h, con agitacién o aireacion abundante
y se colectaron las células por centrifugacién a 22.000 g por 1 min. Las bacterias se
sometieron a lisis alcalina y el DNA plasmidial se purificé por cromatografia de

intercambio i6nico segiin las indicaciones del proveedor.
9.3. DNA producto de amplificacion mediante PCR

Para purificar fragmentos derivados de reacciones de PCR o de digestiones con
enzimas de restriccion desde geles de agarosa, se utilizd el sistema HiYield ™ Gel/PCR
DNA Fragment Extraction Kit (Real Genomics) 6 el sistema Spin Prep.™ Gel DNA Kit

(Novagen) segiin las instrucciones del proveedor.
10. Precipitaciéon de RNA y DNA

Las precipitaciones con etanol se realizaron con el propdsito de concentrar el
DNA y/o RNA vy eliminar las sales. Se le agregd un décimo de volumen de acetato de
sodio 3 M pH 5,2 y dos vollimenes de etanol absoluto frfo a la muestra, posteriormente
se dejé 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 estéril o en soluciones detalladas en el protocolo.
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11. Extraccion de RNA total
11.1. Extraccién de RNA total a partir de un kit comercial

Para la realizacién de RT-PCR y RT-PCR del circulo (cRT-PCR) se extrajo RNA a
partir de 500 ml de cultivo de 4. ferrooxidans en fase exponencial tardia crecido en medio
9K-Fe®", se colectaron las células y se suspendieron en 100 ul de buffer TE pH 8 (Tris
10 mM (ajustar el pH a 8 con HCI), 1 mM EDTA). Luego se agregé 10 pl de buffer de
lisis libre de RNasa (Tris-HCI 0,5M pH 6,8, EDTA 20 mM, SDS 10%) y se mezclé
suavemente por pipeteo. Se colocé la mezcla en un bafio de agua hirviendo durante 3
min y se dej6é enfriar a T° ambiente. Estos pasos son necesarios para garantizar la
ruptura de las células sin dafiar el RNA. Los pasos siguientes son fidedignos al protocolo

del kit de extraccion de RNA de Qiagen.

11.2. Extraccién de RNA en condiciones dcidas para ensayos de aminoacilacién in

vivo.

Para realizar los ensayos de aminoacilacién in vivo se procedié a extraer RNA en
condiciones dcidas para evitar que los tRNA se desacilent durante el procedimiento, bajo
estas condiciones se estabiliza la unién aminoacil-tRNA. Luego la preparacién de tRNA
se somete a un tratamiento con peryodato que destruye la actividad libre de los tRNA no
aminoacilados y mediante la adicion de una 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 4. ferrooxidans en fase
exponencial tardia crecido en medio 9K-Fe™, se colectaron las células y se lavaron con
4cido sulfurico 10mM para eliminar la jarosita (HFes(SO4)2(OH)g). Luego se lavé el
pellet con buifer TE pH 8. Las células se resuspendieron en un buffer de suspension
(EDTA 1mM, acetato de sodio 0,3M pH 5,2) y se agreg6 500 pl de fenol 4cido, se agité
en un vortex y se dejo en hielo durante 10 min con agitacién. Las fases se separaron por
centrifugacion a 16.000 g por 10 min. Se precipité el RNA desde la fase acuosa, luego el
RNA obtenido se resuspendi6 en 50 pl de agua bidestilada 4cida. Se separd el RNA en
dos fracciones de 25 pl cada una. A una de las fracciones se le agregé 1,4 pl de acetato
de sodio 0,3M pH 5,2 y se congel6 a -80°C. Por otro lado, la otra fraccién de RNA fue
tratada a pH basico con el fin de desacilar los tRNA, para ello se agregd 6,3 pl de Tris-
acetato IM pH 9 y se incub6 a 37°C durante 1 h y 30 min. Luego se procedié a
precipitar el RNA desacilado. La muestra se seco a T° ambiente y se le agregd 25,4 ul

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 fraccion desacilada (no protegida) como a
la fraccion no desacilada (protegida) se les realiza el mismo tratamiento que tiene como
ultimo fin eliminar la adenosina terminal de los tRNA desacilados y dejar intactos los
tRNA acilados. Es asi como, a través de una electroforesis en cimaras de secuenciacidn,
se puede distinguir por wna migracién diferencial de los tRNA el nivel de
aminoacilacion de los tRNA in vivo. Este tratamiento consistio en agregar 4,84 pl de una
solucion de peryodato de sodio (NalO4) 250 mM a las muestras y se dej6 en oscuridad y

en hielo durante 1 h y 30 min, luego se agregé 13 pl de glucosa 20% y se incubd en




23

oscuridad y en hielo durante 1 h y 30 min, luego se precipité el RNA, El RNA se
resuspendi6 en 250 pl de lisina 0,5M pH 8, se incubd durante 1 h a 45°C y se procedi6 a
precipitar ¢l RNA. Finalmente el RNA se resuspendié en 10 pl de agua bidestilada
acida.

Todas Ias soluciones se trataron previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1%.

12. Cuantificacién de Ia concentracion de DNA y RNA

Para cuantificar el DNA y RNA presente en las diferentes muestras se midié la
absorbancia a 260 nm y se calcul6 la concentracion de DNA considerando que D.Q.y0=
I corresponde a 50 pg/ml de DNA de doble hebra y a 40 pg/ml de RNA (Sambrook y

cols., 1989).

13. Manipulacién y amplificaciéon del DNA

13.1. Digestién con enzimas de restriccion

El inserto (DNA) y el vector fueron digeridos con emzimas de restriccion
utilizando 5 unidades de enzima por pg de DNA en las condiciones de tiempo, temperatura
y fuerza idnica recomendada por los proveedores. Las reacciones enzimaticas se detuvieron

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

13.2. Reaccién de desfosforilacion

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

deben ser eliminados para aumentar la eficiencia de union del inserto. Para desfosforilar los




24

vectores se utilizé fosfatasa alcalina termosensible (FastAP™), Para ello el extremo 5°
fosfato de Ipg de DNA se traté con 1 U de FastAP™ en buffer FastAP™ y se incub6 a

37°C por 10 min. La enzima se inactivo al incubar la reaccién a 75°C por 5 min.
13.3. Reaccion de fosforilacion

Los oligonucledtidos usados para la construccién del gen serTAf se fosforilaron
para su posterior ligacién con la enzima T4 DNA ligasa. Para ello se utilizé 10 U de la
enzima T4 polinucledtido quinasa (PNK), la cual cataliza la transferencia de un fosfato
proveniente del ATP al extremo 5° terminal del DNA. La reaccién se realiza en
presencia de 20 pmol de ATP, buffer de reaccién 10X, y 20 pmol del oligonucledtido a
fosforilar en un volumen final de 20 pl. Esta reaccion se incuba a 37°C por 20 min y se

inactiva a 75°C durante 10 min.
13.4. Reaccién de amplificacién por PCR

La enzima Pag DNA polimerasa se utilizé para la verificacién de la presencia y
direccionalidad de un inserto (DNA).

La enzima Pfi DNA polimerasa se utilizé para la clonacién de genes en el
plasmido de interés y se utiliz6 para la amplificacion de cDNA.

Las condiciones de la reaccion de PCR variaron dependiendo del tamafio del
fragmento y de la Tm de los oligonucledtidos, pero en general se siguié el esquema

presentado en la Tabla 4.
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Tabla 4. Esquema del programa de PCR empleado para la amplificacién de

fragmentos de DNA o ¢cDNA.
Condiciones Ciclos Reactivos (para 50ul)
95°C - 2 min X1
95°C — 20 seg 5 ul Buffer de reaccién 10X

55°C - 20 seg @ X 30-35 | 0,4 pl dNTPs 100 mM (25 mM c/u)
1 pl de cada oligonucleétido
0,5 nl DNA polimerasa

72°C - 30 seg @
72°C -5
min

X1

® La temperatura depende de la temperatura de asociacién de los
oligonucledtidos y ™ el tiempo depende del tamario del fragmento a analizar.

13.5. Ligacién del inserto (DNA) con el vector.

Se mezcld el inserto con el vector en una relacién 3:1 y se adiciond buffer de
ligaci6n, mas dos unidades de enzima T4 DNA ligasa hasta completar con agua estéril
un volumen final de 20 pl, luego se incubd a 16°C toda la noche. A continuacién, se

utilizo la totalidad de la mezcla para la transformacion.
13.6. Secuenciacion 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 funcién del tamafio del fragmento a analizar, Al
gel de agarosa se le affadié bromuro de etidio 0,5 pg/ml. La electroforesis se realizé a 100

V por tiempos variables en buffer TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,3, EDTA I mM) y la
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muestra se visualizo en un transiluminador de radiacién UV. Los geles se fotografiaron con

una camara digital y la imagen se procesé en un computador.
14.2. Electroforesis de RNA en geles de poliacrilamida denaturantes.

Para conseguir una mayor capacidad resolutiva se realizé una electroforesis vertical
en camaras de secuenciacién usando geles de poliacrilamida denaturantes. Estos geles
contienen Urea 8M, Acri/Bis 8%, 1X TBE, APS 10 % y TEMED 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 agitacién para que se disuelva la Urea, luego 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 vy sea
homogénea 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 corre a 50 W y 1700 V. La migracién de los colorantes es un
indicativo del tiempo de electroforesis. Como la muestra a analizar en nuestro caso son
tRNA de mis de 70 pb, se utiliza la porcion del gel que se encuentra entre los dos

colorantes.
15. Técnicas con RNA
15.1. Ensayos de RT-PCR

Este protocolo se utilizé con la finalidad de analizar la expresién y procesamiento

de los genes que codifican para tRNAyga interrumpido y no interrumpido por un intrén,
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y para los tRNA.. Para ello se disefiaron oligonucle6tidos RT (nombre genérico, ver Tabla
3 en apartado 4. Oligonucleétidos, en Materiales y Métodos) en los extremos de los genes
para tRNA. El RNA total extraido de 4. ferrooxidans se trat6 previamente con DNasa libre
de RNAsa para eliminar el DNA cromosémico bacteriano. Para ello se tratd 50 ng RNA
total con 68 U de DNasa I y el buffer indicado segiin el proveedor. Esta mezcla se incubd a
37°C por 30 min, luego se afiade EDTA 25 mM y se incubd a 65°C por 10 min para

inactivar la enzima.

La preparacion de RNA libre de DNA se utilizé para la sintesis de cDNA. Para
llevar a cabo la transcripcion reversa se usaron 4 pg de RNA, 20 pmol del oligonucléotido
RT- reverso y agua hasta completar un volumen de 11 pl. La mezcla se incubd durante 5
min a 70°C y Iuego se incub6 en hielo durante 2 min. Se agregaron los componentes del
buffer de extensién hasta un volumen final de 19 pl: 5 pl de buffer de reaccién 5X y 0,5
mM de cada NTP. Finalmente se afiadio 1 pl de transcriptasa reversa 200 U/pl y se incubé
1h a 42°C. La reaccién se inactivé calentando a 65°C por 10 min. Como control negativo
se realiz0 el mismo procedimiento anterior sin embargo en vez de usar 1 ul de transcriptasa
reversa se uso 1 pl de agua,

Una vez obtenido €]l cDNA se procede a realizar la reaccion de amplificacién por
PCR. Esta reaccién se realizé en un volumen total de 25 1l siguiendo un protocolo
similar al descrito en la Tabla 4 (ver apartado 13.4. Reaccién de amplificacién por PCR,

en Materiales y Métodos). Se utiliz6 como molde 5 ul de cDNA.
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o

15.2. Ensayos de cRT-PCR

Los experirnentos 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 una ligacion de sus extremos con la enzima T4 RNA ligasa para
circularizar los RNA (Levican y cols, 2005; Lokan y Gray, 2004). Luego se realiza el

ensayo de RT-PCR descrito anteriormente.
15.3. Técnicas de hibridacién de RNA-DNA (Northern blot)
15.3.1. Transferencia semi-seca o electrotransferencia del RNA

Este procedimiento se utilizé para fijar los RNA separados en los geles de
poliacrilamida 8% denaturantes (Urea 8M) a una membrana de nylon. Para ello se utilizo
una camara semi-seca (ver apartado 6. Equipos, en Materiales y Métodos) segiin las
instrucciones del fabricante. Se usaron papeles Whatman previamente sumergidos 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 1mA por cada cm’ de membrana de nylon

durante 2 h. Se fijé el RNA a la membrana a 75 °C por 12 h.
15.3.2. Marcacion radioactiva de una sonda de DNA

Para realizar la marcacion de las sondas de DNA se utilizé la enzima PNK en
presencia de [y°*P]-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 (denaturacién), 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 realizé un spin y se inactivé por calor a 65°C por 20 min,

repitiendo el spin.

Tabla 5. Marcacién radioactiva de una sonda de DNA.

Reactivos Stock Para 25 pl de reaccién
1) dH,O 18,5 ul
2) Buffer T4-PNK 10X 2,5 pl
3) Oligonucledtido 5 pmol/pl 1,5 ul
4) [y'Pl-ATP 3000-6000 Ci/mmol 1,5 pl (15 pCi)
5) T4-PNK 10U/ pl 1pl

15.3.3. Pre-hibridacién, Hibridacién y Lavados

La membrana de nylon con los RNA fijados se incub6 en 20 ml de buffer de pre-
hibridacién (SSC 6X, SDS 0,1%, Denhardt’s 10X, DNA esperma de salmén 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
hibridacién (SSC 6X, SDS 0,1%, Denhardt’s 10X) y 8 pl de la sonda especifica 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
lavados 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 tltimo lavado se dejé secar la membrana, se envolvié en
plastico transparente y se expuso a una pantalla, la cual es revelada transcurrido 2 2 72 h en

un escaner Phospholmager (ver apartado 6. Equipos, en Materiales y Métodos).
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La membrana marcada se lavé con dos lavados de SDS 0,1% hervido y un lavado
de SSC 2X. Este procedimiento es suficiente para eliminar toda la sonda marcada de la

membrana, quedando lista para ser utilizada nuevamente.

16. Complementacién de vna cepa mutante termosensible de Salmonella entérica

serovar Typhimurium

La cepa de Salmonella entérica serovar Typhimurium (S. typhimurium) posee
una mutacién puntual en el gen que codifica para el tRNA g (gen serT), localizada en
la posicion 10 del tRNA maduro en donde una base guanina es reemplazada por una
adenina, Esta mutacién fue descrita en una investigacién en donde se buscaban genes
esenciales envueltos en el proceso de formacion del regulén flagelar de S. typhimurium
(Chevance y cols, 2006). Esta mutacién 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
recuperacion del fenotipo debido a la introduccién del gen en estudio, en este caso el gen

serTAf mterrumpido y no interrumpido por un intrén,

Para llevar a cabo los ensayos de complementacion en la cepa TH 3238 se
realizaron construcciones en el vector p-SCRhaB, en donde se clonaron los genes
serTidf y el gen serTAf Este vector tiene un promotor inducible por ramnosa y
reprimible por glucosa, ademés de resistencia a trimetoprim (ver Figura 3, apartado 3.
Plasmidos y Vectores de Clonamiento, en Materiales y Métodos) para analizar su

posible funcionalidad en la sintesis de proteinas.
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16.1. Clonamiento del gen ser7idf en el plasmido p-SCRhaB

Para realizar este sistema se disefiaron oligonucledtidos (tRSer-intrén-F y tRSer-
intrén-R) que hibridan con los extremos del gen serTi de A. ferrooxidans (serTidf). Estos
oligonucledtidos poseen en sus extremos 5° y 3’ secuencias flanqueantes de 5 pb
correspondientes a los extremos del gen serT de S. dyphimurium. Ademds, el
oligonucledtido tRSer-intrén-F posee en su extremo 5’ un sitio de restriccién para la
enzima Ndel representado con letra negrita en la Tabla 3 (ver apartado 4. Oligonucleétidos,
en Materiales y Métodos). Ambos oligonucléotidos se utilizaron para la amplificacién del
gen serTi con la enzima Pfu DNA polimerasa a partir de DNA genémico de A4.
Jerrooxidans. A este producto de amplificacién hubo que agregarle adeninas terminales
para poder clonarlo en el vector pPGEM-T easy. Este vector posee s6lo un sitio de corte para
la enzima de restriccién Ndel por lo que se procedi6 a cortar con esta enzima para liberar el
inserto. Luego este inserto se subclond en el vector p-SCRhaB previamente digerido con la
enzima Ndel y desfosforilado, generando la construccién p-SCRhaB-serTidf. La estrategia

de clonamiento se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Estrategia de clonamiento del gen serTiAf. Los oligonucledtidos utilizados se detallan en la Tabla
3 (ver apartado 4. Oligonucledtidos, en Materiales y Métodos). En verde se sefialan las secuencias
flanqueantes de 5 pb correspondientes a los extremos 5° y 3” del gen serT de S. nyphimurium. En rojo se
sefialan los sitios de corte para la enzima de restriccion Ndel. En gris oscuro se muestra el intrén del gen
serTiAf..
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16.2. Construccion del gen serTAfy clonamiento en el plismido p-SCRhaB

Para este sistema sc diseflaron parejas de oligonucledtidos complementarios
(tRSerclusterl, tRSercluster2, tRSercluster3 y tRSercluster4) que hibridan entre ellos para
formar el gen serT de A. ferrooxidans (serTAf) completo. Estos oligonucledtidos 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 correspondientes a los
extremos del gen serT de S. fyphimurium. También se encuentran en los extremos sitios de
restriccion para las enzimas Ndel en el extremo 5° y HindIII en el extremo 3’ representados
en negrita en la Tabla 3 (ver apartado 4. Oligonucledtidos, en Materiales y Métodos). El
esquemna de la construccion se detalla en la Figura 5.

Para llevar a cabo la formacién de la construccién sefialada en la Figura 5, se
procedié a fosforilar y a purificar los oligonucledtidos mediante una cromatografia de
filtracién en gel Sephadex G235, segiin las instrucciones del fabricante. Luego se les agregd
un buffer de hibridacion STE (10 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, ImM EDTA). La reacci6n
que contiene ambas parejas de oligonucledtidos en cantidades equimolares se incuba a
95°C durante 3 min, Iuego se deja bajar la temperatura de manera gradual hasta
aproximadamente 22°C, lo cual demora alrededor de 2 h aproximadamente, Iuego se
procedid a ligar los oligonucledtidos (ver apartado 13.3 Reaccion de fosforilacion, en

Materiales y Métodos) y el producto obtenido se analizd en un gel de agarosa de 2%.
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Este producto que tiene los sitios de restriccion previamente disefiados fue ligado al
plasmido p-SCRhaB previamente digerido con las enzimas de restriccion Ndel y Hind 111 y
desfosforilado, generando la construccion p-SCRhaB-serTAf.

Ambas construcciones p-SCRhaB-serTiAf'y p-SCRhaB-serTAf fueron transferidas
a la cepa de S. typhimurium mediante transformacion electroquimica y se seleccionaron
las transformantes a 30°C en placas LB kanamicina y trimetoprim. A continuacion, se
escogio a uno de los transformantes y se realizo una dilucion en agua estéril para poder
plaquear 5 pl del mismo transformante en LB kanamicina y trimetoprim suplementado
con ramnosa o glucosa 0,2% (control negativo) a 30°C y 42°C. De las colonias que
aparecieron se seleccionaron algunas para purificacion del plasmido para repetir la

transformacion y asi corroborar los resultados.

tRSerclusterl tRSercluster2
! 1
[ Al |
IATG ATTCCGOAGATTTGGCCGAGTGGTTTAAGGCAGCGGICT | AAATCGCOGGGE GOCTCTGGCGTTCCCTGGGTTCGAATCCCAGAGTCTCOGECAG AT TAA
li(‘ FAAGGOCTCTAAACCGGCTCACCAAATTCCGT C(;((‘AG.-L—\(]ITHUJ( GGCCCGCGLAGACCGCAAGGGACCCAAGCTTAGGGTCTCAGAGGCGGT € 1441 TTCGA
i HCGGT
tRSercluster4 tRSercluster3

Figura 5. Esquema de la construccién del gen serTAf. Los oligonucledtidos utilizados se detallan en la
Tabla 3 (ver apartado 4. Oligonucleétidos, en Materiales y Métodos). Las letras rojas corresponden a los sitios
de corte de las enzimas Ndel (extremo 5°) y HindIII (extremo 37). Las secuencias representadas en letra verde
corresponde a secuencias flanqueantes de 5 pb correspondientes a los extremos del gen ser7 de S.
typhimurium. El anticodén del gen serTAf se detalla en letra amarilla.




35

RESULTADOS

1. Transcripcién y procesamiento de genes para tRNAS" ;4 en A. ferrooxidans.

Luego que se transcribén 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 una molécula precursora del tRNA en un producto maduro
que desempefia las funciones correspondientes en la célula. En trabajos anteriores
realizados en nuestro laboratorio (Levicin y cols., 2009) se identificé, mediante
herramientas bioinformaticas, la presencia de un gen que codifica para un tRNA g,
con un intrén de 220 pb (serTidf) en dos cepas de A. ferrooxidans (ATCC 23270 y
ATCC 53993) cuyo genoma se ha secuenciado. Mediante un anélisis bioinforméatico se
predijo que correspondia a un intrén del grupo I, los cuales tienen la capacidad de
catalizar su propio procesamiento (auto-catalisis) (Kawach y cols., 2005; Vepritskiy y
cols., 2001). En la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 23270 se identificd un gen adicional
que codifica para un tRNAS“UGA sin intrén (serT4f) presente en un elemento integrativo
y conjugativo (ICE4f1), el cual no esti presente en la cepa ATCC 53993 (Levicin y
cols., 2009). En esta cepa solamente existe ¢l gen serTidf el cual requiere de un
procesamiento previo del RNA precursor que remueva el intrén para ser funcional. Con
el objeto de determinar otros posibles genes que codifican para tRNAS"rUGA en ambas

cepas de 4. ferrooxidans, se realizé una busqueda bioinformatica en los genomas de las

cepas secuenciadas de 4. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993 obtenidas del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando el programa ARAGORN
(hitp://130.235.46.10/ARAGORNY/) (Lasleft y Canback, 2004). Este programa detecta
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genes para tRNA interrumpidos y no interrumpidos por intrones, ademés 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 tRNAST 6, en A. Jferrooxidans, aparte de
los mencionados anteriormente, lo que indica que el gen serTidf interrumpido por un
intrén en la cepa ATCC 53993 debe ser funcional ya que es el tnico capaz de
descodificar los codones UCA. Es importante destacar que los 59 genes para tRNA
presentes en la cepa ATCC 53993 estin presentes en la cepa ATCC 23270. Sin
embargo, esta Gltima cepa tiene ademds otros 37 genes que codifican para tRNA, todos
ellos ubicados en el ICE4f1 que representan las 20 especies de tRNA.

El andlisis bioinformatico realizado con ¢l genoma de ambas cepas de A.
Jerrooxidans 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 interrumpidos por intrones.
Sin embargo, generalmente los intrones presentes en genomas bacterianos interrumpen
genes para tRNA (intrones del grupo I) y genes para tRNA (intrones del grupo )
(Kawach y cols., 2005; Vepritskiy y cols., 2001). El programa bioinformatico
ARAGORN realiza la btisqueda de genes para tRNA basandose en un patrén de tRNA
conocido (secuencias conservadas enfre las especies de tRNA) y valida esta busqueda
con la prediccidn de la estructura secundaria. En el caso de la biisqueda de genes para
tRNA interrumpidos por intrones, este programa detecta como intrén cualquier
secuencia de DNA que interrumpa el patrén de tRNA conocido. Es decir, no realiza una
buisqueda por similitud de secuencia o dominios conservados con bases de datos de

intrones. Por esta razdn, es factible que los genes para tRNA interrumpidos 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 expresién
in vivo de los posibles genes para tRNA interrumpidos por intrones en A. ferrooxidans
(cuarto objetivo de este “seminario de titulo™)

Con el objeto de validar que el gen serTidf interrumpido por un intrén y €l gen
serTAf presente en el ICE4/1 son funcionales, se plante como primera etapa analizar si
estos genes se expresan y procesan in vivo en A. ferrooxidans para poder formar asi una
molécula de tRNA madura. Para ello se realizd un ensayo de RT-PCR a partir de RNA
extraido de 4. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993 crecido en medio 9K-Fe™.
Los resuliados obtenidos, que se detallan en la Figura 6, muestran que en ambas cepas
los genes serTidf se expresan. El producto de amplificacién observado tiene un tamaiio
de ~90 pb correspondiente al tRNAi**yga maduro lo que sugiere que el intrén se
procesa. En este ensayo no se pudo detectar el precursor del tRNAISga, que tendria un
tamafio de 310 pb, lo que sugiere que en las condiciones en que se cultivo la bacteria el
precursor se procesa completamente.

Por otro lado, también se expresa el gen ser7Af de la cepa ATCC 23270. El
producto de amplificacién correspondiente al tRNAS" g4 maduro tiene un tamafio de
~91 pb (Figura 6B)

Todos los productos de RT-PCR se clonaron para su posterior secuenciacién. La
informacién que nos arrojé la secuenciacién permitié determinar que ambos genes para

tRNA% 64 correspondian a la secuencia predicha y que el intrén del tRNAi™ga se

procesa.
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serTidAf serTAf
= &
tRNAmaduro 5,_ ¥ 5rh 3
o
ATCC 23270 ATCC 53993
serTidf serTAf serTidAf serTAf
M DNAg RT _ DNAg RT _ DNAg RT . DNAg RT _
300 pb wp s e ”
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Figura 6. Procesamiento del transcrito de los genes serT en A. ferrooxidans. A. Esquema
del procesamiento del transcrito de los genes serTidf'y serTAf. En color rojo se detalla el intron
y en color morado los exones. Las flechas en color amarillo corresponden a los
oligonucléotidos que hibridan en los extremos de cada gen para tRNA>" ;.. B. Fotografia de
un gel de agarosa 2% en donde se muestran los productos de PCR y RT-PCR utilizando los
oligonucledtidos sefialados en color amarillo en A. Se usé como molde DNA gendmico
(DNAg) o RNA total (RT) de A. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993. Las barras negras
sobre los carriles corresponden a los controles negativos sin transcriptasa reversa. M

corresponde al marcador de tamafio 100 pb.
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La secuencia indica que el intrén presente en el tRNAi>™yga se procesa
generando el triplete UGA coincidiendo con la prediccién bioinformatica (Figura 7).
Este tipo de organizacién corresponde a los genes para tRNA interrumpidos can6nicos
de bacterias.

Con este ensayo no se puede determinar si los extremos de los tRNA g4 se
procesan correctamente, lo que es un prerrequisito para que un tRNA sea funcional. Para
abordar este aspecto se realizdé 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 reaccién de cRT-PCR (RT-PCR del circulo) con
oligonucledtidos especificos para cada tRNA s, (ver apartado 15.2. Ensayos de cRT-
PCR, en Materiales y M¢étodos). Los productos de amplificacién se clonaron y
secuenciaron corroborando que los extremos de ambos tRNAS*ygs coinciden con la

secuencia predicha bioinformaticamente (Figura 8).
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A.
Estructura primaria del posible precursor del tRN AiserUGA (310 nt)

GGAGGUGUGGCAGAGCGGUUGAUUGCACCGGUCUUGUCCCCAAUCGAGC

CCCUGCCGGGAAACGGGCAGGGUGACAGGAAUCAAAUUCGGCGAAUCC
CCUGGUUUGUCCGAGGUAACGCCGAGCCAAGCCGGAAAGGUUCCGGAA
GGUGUAGAGAUCAGACGGUUCCCACCUACAGCCUCAUGGCCAGGGUGA
AGGCAUGAUCCAGACUCCAAAAGGGCCCUCAUGGUCCUGUGGCGAAAG
CCAUGGUGGGUAAGGAAAACCGGCAGGGGUUAACGCCCCUCGUGAGUUC

GAAUCUCACCGCCUCCGCCA

B.
Estructura secundaria del tRNAi**" (g4 (tRNA maduro) (90 nt)
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Figura 7. Estructura primaria y secundaria del tRNAiS“UCA. A. Estructura primaria correspondiente al

posible precursor del tRNAi*";;, de 310 nt. En letra roja se sefiala la secuencia del intrén de 220 nt, la
cual se encuentra interrumpiendo la posicion 35 del tRNA maduro correspondiente al anticodén. En letra
negrita y subrayada se sefiala el anticodén. B. Estructura secundaria correspondiente al tRNAi™ g,
maduro de 90 nt (anticoddn, sefialado en color anaranjado). La flecha amarilla indica la posicién del
intron.
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A.
Fw Ry
cRT-PCR
Amplificacion Secuenciacion
B.
Secuenciacién tRNAi*" ¢4 circulo (90 nt)

CCTCCGCCAGGAGGTGTGGCAGAGCGGTTGA CTTGAA

ICGTGAGTTCGAATCTCACCG

Secuenciacién tRNA" g4 circulo (91 nt)

CCAGAGTCTCCGCCAGGAGATTTGGCCGAGTGGTTTAAGGCA
ITGAAAATCGCCGGGCGCCTCTGGCGTTCCCTGGGTTCGAATC

Figura 8. Ensayo de cRT-PCR de los tRNA*"y, en A. ferrooxidans ATCC 23270. A. Esquema de
ligacion de los extremos 5° y 3’ terminales de los tRNA®"5,. En color rojo se sefiala el anticodén y en

color plomo se detallan los oligonucle6tidos especificos para cada tRNA";, utilizados para el ensayo de
cRT-PCR. Los productos de amplificacién se clonaron y secuenciaron. B. Resultados de la secuenciacion
de ambos t(RNAS" ;.. En color rojo se sefiala el anticodon UGA y en letra subrayada de color gris se
detalla el extremo 3° CCA terminal. En color gris se detalla la secuencia de los oligonucledtidos

utilizados.
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2. Niveles de expresibn y aminoacilacién in vivo de los tRNA®yca en A.

ferrooxidans.

Para dilucidar si los tRNAyga v tRNA™ 6 son sustratos de la enzima seril-
tRNA-sintetasa se determind si se encontraban aminoacilados in vivo mediante un
ensayo de oxidacién y liberacién del nucledsido 3’ terminal con periodato. Para ello se
extrae tRNA total de la bacteria en condiciones 4cidas para evitar que los tRNA se
desacilen. Posteriormente, una alicuota correspondiente a la mitad de esta preparacion de
tRNA se somete a desacilacion mediante un tratamiento con pH bésico. 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 una separacion eleciroforética y ensayos de Northern blot con sondas marcadas
especificas, se diferencian los tRNA desacilados de los aminoacilados, ya que migran
mas rapido por la pérdida de un nucledsido en los tRNA desacilados (Choi y cols., 2003;
Salazar y cols., 2004).

Los resultados obtenidos confirman que el tRNAi*yga v el tRNAS g, se
expresan, ¢ indican ademés que ambos tRNA se encuentran parcialmente aminoacilados
in vivo (alrededor de un 50% aprox.) (Figura 9). Como control positivo se utilizé el
tRNAu6 de 4. Jerrooxidans que se aminoacila en un 100% (Levicén y cols., 2007).
El porcentaje de aminoacilacion in vive obtenido para el tRNAG'“UUG es de un 100%
(Figura 9). Este resultado sugiere que la acilacién parcial de los tRNAS g4 corresponde

al nivel de aminoacilacion in vivo en 4. ferrooxidans.
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Cabe destacar que para el tRNAi*"yga (de ambas cepas) se necesitaron 2 h de
exposicion para poder visualizar el tRNA acilado del desacilado, en cambio para el caso
del tRNAS 6 (de la cepa ATCC 23270) se necesitd exponer al menos 10 veces mas
del tiempo para visualizar el tRNA. Esto sugiere que existen diferentes niveles de

expresion de estos tRNA.

ATCC 23270  ATCC 53993

(RNa  omrom . omeoB
i tRNA
tRNA® yea “ = D
' - @ <« gna
e : e 23-tRNA

. o q2-tRN A
L *{RNA

tRN AG*BU%UG ’ ‘

Figura 9. Expresion y niveles de aminoacilacion de los tRNAi™ ..,
tRNA" 4 ¥ tRNA" i de A. ferrooxidans cultivado en medio 9K-Fe™.
Northern blot con sondas especificas para cada tRNA previa separacion
electroforética de los tRNA en geles denaturantes de poliacrilamida. Se
detallan las fracciones, desacilada (+OH) y acilada (-OH). Las flechas azules
indican la migraciéon de los tRNA aminoacilados (aa-tRNA) y los tRNA
desacilados (tRNA).
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3. Anilisis de la funcicnalidad de los tRNA®"ygs de A. ferrooxidans mediante
complementacién de una mutante termosensible en el gen serT de Salmonella

entérica serovar Typhimurium

Con el objetivo de analizar si los tRNASg,, son capaces de participar en la
sintesis de dproteinas, se realizd un anélisis de complementacién de la cepa de S,
typhimurium TH 3238 que presenta una mutacién puntual en ¢l gen que codifica para el
tRNAS 4. La mutacién que se localiza en la posicién 10 del tRNA maduro, en donde
una base guanina es reemplazada por una adenina, permite el crecimiento de la bacteria
a 30°C pero no a la temperatura restrictiva de 42°C (Chevance y cols, 2006). Para
comprobar la recuperacién del fenotipo debido a la introduccién del gen en estudio, se
clonaron los genes serTidf y serTAf en el vector p-SCRhaB bajo el control de un
promotor inducible por ramnosa y reprimible por glucosa, que ademds posee resistencia
a trimetoprim.

De esta manera se construyeron los plasmidos p-SCRhaB-serTidf'y p-SCRhaB-
serTAf. Ambos plasmidos fueron capaces de complementar la cepa termosensible en
presencia de ramnosa no asi en presencia de glucosa, indicando asi que ambos
tRNA®"y6a son funcionales para la sintesis de protefnas y que por lo tanto el intrén
presente en el gen que codifica para tRNA*"yga se deberfa procesar correctamente en la
cepa de S. typhimurium TH 3238 (Figura 10).

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

tRNAS 64 de 4. Jerrooxidans y no a la reversion de la mutuacién puntual del gen serT

de S. typhimurium, se aisl6 DNA plasmidial a partir de colonias crecidas a la
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temperatura restrictiva para transformar nuevamente la cepa de S. typhimurium TH
3238. De esta manera se reprodujo los resultados anteriormente descritos, descartando
asi la posible reversion de la mutacion puntual del gen para tRNASGa. Estos

resultados se detallan en la Figura 10.

Glu

Ram

Figura 10. Complementacion de la cepa de S. fyphimurium TH 3238. Crecimiento bacteriano
de la cepa S. typhimurium TH 3238 transformada con el plasmido p-SCRhaB (-), p-SCRhaB-
serTAf (serTAf) 6 p-SCRhaB-serTiAf (serTiAf). Las placas de cultivo contenian glucosa (Glu) 6
ramnosa (Ram), que reprime o activa respectivamente la expresion de los genes clonados en el
vector p-SCRhaB. El experimento se realizd a la temperatura permisiva (A. 30°C) y a la
temperatura restrictiva (B. 42°C).
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4. Transcripcion, procesamiento y funcionalidad de los posibles genes que codifican

para tRNA inferrumpidos por intrones en A. ferrooxidans

A partir de la bisqueda bioinforméatica de genes para tRNA con ¢l programa
ARAGORN. Se observé la presencia en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 de
otros 14 posibles genes para tRNA interrumpidos por intrones (Tabla 6). Siguiendo los
mismos procesos metodoldgicos llevados a cabo con los tRNASg,, se procedié a tratar
de determinar si los tRNA interrumpidos por intrones encontrados en 4. ferroxidans
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. ferrooxidans. Los 3
tRNAI adicionales en la cepa ATCC 23270 se encuentran en el ICEAf1.

Los intrones de estos posibles genes para tRNA interrumpidos varian en tamafio
de 14 a 1536 pb. Con el fin de analizar estos intrones, se realizé una biisqueda de

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

NCBI, de intrones del grupo I (http://www.rma whu.edu.cn/gissd/help.html) (Zhou y
cols., 2008) e intrones del grupo II (http://www.fp.ucalgary.ca/group2introns/) (Dai y
cols., 2003), ya que son los inicos intrones encontrados hasta la fecha en bacterias.
Solamente se pudo identificar el intron del tRNA™";, como un intrén del grupo I1.

Con el objeto de determinar si los posibles tRNA interrumpidos por intrones
encontrados en 4. ferroxidans 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 fRNAigs se excluyo del analisis),
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aparentemente 10 se expresan y procesan. Sin embargo en algunos casos los productos

de amplificaciéon no se visualizan nitidamente.

Tabla 6. Prediccién de los posibles genes para tRNA con intrones en A.

ferrooxidans
Nombre Pre-tRNA (pb) tRNA maduro (pb) Intrén (pb)

1. ghwwey 757 92 665
2. glssweo 260 88 172
3. dlags e 1073 99 974
4.  dalas;e0’ 102 88 14
5. asps;wug 477 97 380
6. ovseoucy” 153 96 57
7. leugo cucy 685 97 588
8. leuzcun’ 1477 99 1378
9. leuzs cug 1637 101 1536
10, iless an 1266 88 1178
11, leus; Gac 423 92 331
12. sz g 206 93 113
13.  troeu 227 9] 136
14, valgycac) 187 75 112
15.  serTyswea 310 90 220

Los tRNA listados corresponden a los encontrados en las cepas ATCC 23270 y ATCC
53993 a excepeién de los tRNA sefialados por @ que estén presentes solamente en la cepa

ATCC 23270 (tRNA con intrones del ICEA/1).
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Todos los productos de RT-PCR, ya sea que presentan una banda nitida o difusa
en ¢l gel, se clonaron para su posterior secuenciacion. Los resultados de la secuenciacion
indican que los tRNA®s, tRNAY", tRNA2, fRNA®P; y t(RNADS, se transcriben
ya que se detecta el pre-tRNA. Sin embargo el unico tRNA que se procesa es el
tRNA,, aunque en un sitio diferente al predicho por el programa ARAGORN.

Para corroborar si este tRNA s, maduro podria ser funcional se determind si se
aminoacila in vivo, para ello se llevo a cabo el procedimiento utilizado para los
tRNA"yga (ver apartado 2. Niveles de expresién y aminoacilacién in vivo de los
tRNASca en 4. ferrooxidans, en Resultados). Los resultados de este experimento se
muestran en la Figura 12.

Los resultados obtenidos del Northern blot dan cuenta que el tRNA®g,
interrumpido por un intrén de A. ferrooxidans no es capaz de aminoacilarse in vivo en
las condiciones analizadas. Se detecté como un RNA con una migracion diferente a la
que tendria el tRNA maduro. La migracién del RNA corresponde a un tamafio mayor
(~150 nt) al esperado segin la secuenciacién del producto de RT-PCR (~73 nt). Esto
podria deberse a que el intrén no se haya removido o que se haya removido pero no se
hayan procesado los extremos. En este caso probablemente se haya removido el intrén,

ya que se detecté una molécula de tRNA maduro en la secuenciacién del producto

amplificado desde ensayos de RT-PCR (Figura 13).




49

A
| tRNAI ]
ovag o
&a
- St
&
B & & & >
s f el Rd & ¢ o
l & & ) o ' £
M & & & & A &
& = & — &= & — & § = § =
300 phup Rl
- -aev_.:"
100 phusp - - s
~ - N e -
y ¥ & 5 & ¥ o
L '\:: \d \'-\‘ Q'\ '\”l #
&7 & & & & & A
M &§ — ¢ — ¢ =& = F — & — & =—
e
o
e
-
e
e
e =i
200 pbwp o :
100 pb map - it
-
-

Figura 11. Expresion in vivo en A. ferrooxidans ATCC 23270 de los posibles genes
para tRNA interrumpidos por intrones. A. Esquema de los pasos de procesamiento
de un tRNA con intrén. En color rojo se detalla el intron y en color morado los exones.
Las flechas en color amarillo corresponden a los oligonucléotidos que hibridan en los
extremos de cada tRNAI. B. Fotografia de un gel de agarosa 2% de los productos de
RT-PCR utilizando los oligonucledtidos representados en color amarillo en A. Se uso
como molde RNA total (RT) de A. ferrooxidans 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 tamaifio

100 pb.



tRNAi  ATCC23270  ATCC 53993
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Figura 12. Expresion y niveles de aminoacilacion del tRNA™, de A. ferrooxidans
cultivado en medio 9K-Fe ™. Northern blot con sondas especificas para el tRNA®,
previa separacion electroforética de los tRNA en geles denaturantes de poliacrilamida.
Se detallan las fracciones, desacilada (+OH) y acilada (-OH). Las flechas azules
indican la migracion de los tRNA aminoacilados (aa-tRNA) y los tRNA desacilados
(tRNA).
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Prediccion bioinformatica del tRNA® ¢y maduro (96 nt)

{

GAUCAGGUAGCUCAGUGGAAGAGCAGCAAGGUACAGAGUGGCAGAGCA
GUUCUGGAAAUGCAGGGGUCGGUGGUUCGAAUCCACCCCUGGUCGCCA

Secuenciacién tRNAY ¢y maduro (73 nt)

J

GAUCAGGUAGCUCAGUGGAAGAGCAGUUCUGGUAAUGCAGGGGUCGG
UGGUUCGAAUCCACCCCUGGUCGCCA
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Figura 13. Estructura primaria y secundaria del tRNA®" 4. A. Estructura primaria predicha por el
programa bioinformatico ARAGORN del tRNA“" 4, maduro y resultado de la secuenciacion del producto
de RT-PCR del RNA maduro. En color rojo y subrayado se detalla el anticodén. 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

prediccion  bioinformatica como en el

resultado de secuenciacion.

B. Estructura secundaria

correspondiente al tRNA“Y ¢, maduro de 96 nt predicho bioinformaticamente. C. Estructura secundaria
correspondiente al resultado de la secuenciacién del producto de amplificacion del RNA maduro de 73 nt.
Las flechas amarillas indican la posicion del intrén.




52

DISCUSION

El objetivo de este “seminario de titulo” ha sido estudiar la expresion,
procesamiento y funcionalidad de los genes que codifican para un tRNA esencial
(tRNASy64) v otros genes para tRNA. interrumpidos por intrones en el microorganismo
extremofilo 4. ferrooxidans.

Los tRNA cumplen diversas funciones celulares siendo una de las mis estudiadas
su participacion en la sintesis de proteinas. Para cumplir su funcién los transcritos
precursores de los tRNA tienen que pasar por una etapa de maduracién que consiste en
una serie de reacciones post-transcripcionales en donde participan miiltiples enzimas.
Asi pueden ser reconocidos por las aaRS y estas afiadan el amino4cido especffico en el
extremo 3’ terminal,

Los genes para tRNA tienden a estar presentes en multiples copias en los
genomas de muchos organismos, desde procariotas a eucariotas. Estas copias pueden
estar ordenadas en “agrupaciones”, o como genes individuales, o bien, en el caso de las
bacterias, en operones policistronicos con otros genes para tRNA, rRNA o genes que
codifiquen para proteinas. En genes de bacterias es poco comiin encontrar intrones, sin
embargo si estos se¢ encuentran presentes interrumpen genes para tRNA (intrones del
grupo I) y genes para rRNA (intrones del grupo II).

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta investigacién apoyan en

parte a la hipotesis de este “seminario de titulo” sobre la funcionalidad de genes para

tRNA interrumpidos por intrones en A. ferrooxidans. A continuacién se discutird en
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detalle los aspectos mads relevantes que derivan de los resultados obtenidos en este

trabajo.

1. Identificacién de genes para tRNA en el genoma de las cepas de A. ferrooxidans

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. ferrooxidans ATCC 23270, uno de ellos disperso en el
genoma y otro que forma parte de un elemento integrativo y conjugativo denominado
ICEA4f1 (Levicén y cols. 2009). E1 ICE4/] y los genes para tRNA que contiene no estin
presentes en la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 53993. Este estudio corresponde al
primer andlisis de las especies de tRNA presentes en el genoma de este microorganismo
extremdfilo.

Para identificar genes para tRNA existen dos importantes aproximaciones: una es
la bisqueda de genes para tRNA y otra la prediccién de su estructura secundaria. Los
programas bioinformaéticos disefiados para realizar estas aproximaciones se basan en un
patrén de tRNA conocido (secuencias conservadas entre las especies de tRNA) y lo
aplica para reconocer genes para tRNA desde la secuencia genémica completa. Pero la
habilidad de encontrar verdaderos genes para tRNA depende de la validez de la
prediccion de la estructura secundaria de los tRNA, en donde se puede predecir el
anticodén,

En esta investigacién se utilizdé el programa ARAGORN para la busqueda
detallada de genes para tRNA en el genoma de las cepas de 4. ferrooxidans ATCC

23270 y ATCC 53993. Se encontrd que los genes para tRNA presentes en la cepa ATCC
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53993 también estan presentes en la cepa ATCC 23270, sin embargo esta 1iltima posee
37 genes para tRNA adicionales presentes en el elemento movil ICEAfl. En este
elemento los genes para tRNA se encuentran organizados en una agrupaci6n de 36 genes
para tRNA. Este dato es interesante ya que hasta el momento no se descrito ninguna
agrupacion de genes para tRNA con tal cantidad de genes en un elemento movil.
Anteriormente se habia descrito la presencia de 12 genes para tRNA en el fago ©149 de
Vibrio cholerae (Manual y Gosh, 1993), y de 27 genes para tRNA en un megaplasmido
de Methylibium petroleiphilum (Kane y cols., 2007). Esta informacién nos permitié
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 poblacién de tRNA. Sin embargo, los
tRNA presentes en la agrupacion no son capaces por si solos de descodificar los 61
codones necesarios para la sintesis de proteinas (Levican y cols., 2009).

Dentro de este analisis bioinformatico se corroboré la presencia del gen que
codifican para tRNAi>yga (gen serTidf) en la cepa ATCC 53993 y de los genes que
codifican para tRNA>*yga (gen serT4f) y tRNAS g, (gen serTidf) en la cepa ATCC
23270 previamente descritos por Levicin y cols. (2009),‘sin embargo no se encontré

ninguna copia adicional de este gen.
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2. Los genes para tRNAS"ucs de A. ferrooxidans se expresan, procesan y son

funcionales para la sintesis de proteinas.

En este trabajo se logré demostrar que la copia del gen serTidf se expresa y
procesa en ambas cepas ya que al realizar estudios de transcripcién reversa (RT-PCR) se
obtuvo un producto de PCR del tamafio esperado. En este ensayo no se logrd detectar el
pre-tRNA. Los resultados de la secuenciacion efectivamente demuestran que el sitio de
procesamiento del intrén corresponde a la posicién 35 del tRNA maduro, corroborando
la prediccién bicinformatica realizada por el programa ARAGORN. Sin embargo con
estos resultades, no podemos decir a ciencia cierta si el producto obtenido es un tRNA
maduro, ya que en este procedimiento se utilizaron oligonucledtidos que hibridan en los
extremos de los tRNA, por lo que no sabemos cudl es el verdadero sitio de
procesamiento en los extremos 3° y 5°. Para determinar la secuencia de los extremos 3” y
57 del tRNA maduro se secuenci6 ¢l producto de amplificacion obtenido del ensayo de
¢RT-PCR de la molécula de fRNA circularizada. Los resultados de la secuenciacién
demuestran que los genes para tRNA yg4 se procesan correctamente en los extremos
5’ y 3°. Por ofro lado, se encontré que el gen serTAf presente solamente en la cepa
ATCC 23270 también se expresa y procesa correctamente en sus extremos 5° y 3°, al
igual que el gen serTidf.

Para determinar si estos tRNAS“UGA son funcionales, se realizé un ensayo de
aminoacilacién in vivo de estos tRNA en 4. ferrooxidans. Los tRNA al encontrarse
aminoacilados son capaces de participar, ademds de la sintesis de proteinas, en una

variedad de procesos celulares. Entre esas funciones se encuentra la participacién del
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tRNAY y tRNAS" en la sintesis de peptidoglicano (Petit y cols., 1968, Francklyn y
Minajigi, 2010) del tRNA" en la sintesis de tetrapirroles (Jahn y cols., 1992) y de
multiples tRNA en la regulacién de una serie de procesos celulares relacionados con la
homeostasis de aminoacidos (Yanofsky, 2000).

Los resultados obtenidos revelan un nivel de aminoacilacién parcial de los
tRNA>"ya in vive (alrededor de un 50% de aminoacilacién). Se ha descrito que el
tRNAS 64 mitocondrial de mamiferos se aminoacila en un 70% (Chirmmnaronk y cols.,
2005).

En la bacteria E. coli se ha descrito que los niveles de aminoacilacion se ven
afectados por la disponibilidad de aminoécidos. El nivel de aminoacilacién depende de
la concentracion de cada tRNA y del uso de sus codones en los mRNA. De este modo,
los tRINA menos usados se mantienen aminoacilados cuando disminuye la concentracién
de los aminodcidos en el medio de cultivo (EIf y cols., 2003; Dittmar y cols., 2005;
Lindsley y cols., 2005). Se demostré que los codones correspondientes a los tRNA que
se mantienen aminoacilados (bajo 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 aminodcidos la variacién
diferencial del nivel de aminoacilacion de los distintos tRNA isoaceptores permitiria que
la traduccién de los mRINA relacionados con la sintesis de aminoacidos fuera mas rapida
que el resto de los mRNA (Eif y cols., 2003). Los datos expuestos concuerdan con la
idea de que Ia variacion en los niveles de aminoacilacién de los tRNA 6, corresponde
a un aumento o disminucién de su uso en la sintesis de proteinas més que a una

disminucion del nivel de aminoacilacién debido al protocolo utilizado. Esto se
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comprobé con €l control positivo utilizado en este ensayo. Por otro lado, el menor nivel
de aminoacilacién observado para estos tRNA quizéds podria afectar la velocidad de
traduccién de los codones que corresponden a estos tRNA. Esto podria afectar la
velocidad de sintesis de proteinas relacionadas.

Con respecto a la concentracion de tRNA celulares los resultados sugieren que
existiria mayor concentracion del tRNAPP 6 que el tRNAserUGA en la célula (alrededor
de 10 veces mas) ya que el tiempo de exposicion necesario para visualizarlos en el
Northern blot es diferente. Por lo que podemos concluir que el nivel de expresion del
tRNAI*yga con intrén es mayor que para el tRNA™ 564 presente en el ICEAf1. Se ha
sugerido que la concentracién de tRNA celulares podria estar limitando la velocidad de
traduccién de las proteinas. Por ejemplo en E. coli y S. cereviceae, se ha observado que
genes que se expresan altamente usan un subset de codones Gptimos que se
complementarian con los tRNA mas abundantes dentro de la célula (Withers y cols.,
2006). Por otro lado, se ha correlacionado la concentracion de los tRNA con el nimero
de copias del gen para tRNA, lo que conlleva a regular la sintesis de proteinas (Withers y
cols., 2006; Kunisawa, 2002). En el caso de 4. ferrooxidans el uso del codén UCA
(leido por el tRNAy54) 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 méviles como son los genes
que codifican para integrasas y proteinas relacionadas con la estabilidad plasmidial
(Levican y cols. 2009). La cepa ATCC 53993 tiene una copia del gen serT y la cepa

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

tener el ICEAf1 posee mayor cantidad de proteinas relacionadas con fumciones de
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elementos cromosomales y mévil por lo que necesita descodificar mayor cantidad de
codones UCA, necesitando mayor concentracién de este tRNA para la sintesis de
proteinas.

Para evaluar si los tRNAS"yga de 4. ferrooxidans participan de la sintesis de
proteinas se procedio a evaluar el crecimiento a 42°C de una cepa de S. typhimurium que
presenta una mutacion termosensible del gen serT (Chevance y cols, 2006).

Los resultados de la complementacién nos revelé que efectivamente ambos
tRNAserUGA de A. ferrooxidans son funcionales para la sintesis de proteinas.

Basandonos en los resultados expuestos nos planteamos la siguiente pregunta
ipodria esta copia extra del gen serT darle alguna ventaja adaptativa a la cepa de A.
Jerrooxidans ATCC 23270 en condiciones que demanden una mayor cantidad de este
tRNA especifico y esencial para la sintesis de proteinas?

En trabajos realizados anteriormente en nuestro laboratorio se sefiala que un
tRNA® y un tRNA™ contenidos en el ICEAf] se aminoacilan irn vivo. 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 A. ferrooxidans podria alterarse por transferencia
horizontal de genes (ICEAf1) y/o la modulacién 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 A. ferrooxidans existen posibles genes que codifican para tRNA

interrumpidos por intrones, alganos de los cuales se expresan y procesan.

En el genoma de 4. ferrooxidans se identificaron varios posibles genes para
tRNA interrumpidos 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 busqueda rapida por similitud de secuencias siendo capaz de detectar genes
para tRNA interrumpidos por cualquier secuencia de DNA, a pesar de que estd
secuencia no posea las caracteristicas usuales de los intrones del grupo I 6 intrones del
grupo II encontrados en bacterias. Por esta razén, probablemente los genes para tRNA
interrumpidos por intrones detectados a partir de este programa sean pseudogenes. Para
dilucidar esta interrogante se realizaron estudios de expresién y funcionalidad de estos
genes.

Los resultados de amplificacion por RT-PCR y de secuenciacion indicaron que
los tRNA Yy tRNAA;;, tRNAP; y tRNA"S4 se transcriben pero no se procesan ya
que se detecta el pre-tRNA, no asf el producto de tRNA maduro. Estos datos nos
sugieren que el procesamiento de estos transcritos primarios no se esti llevando a cabo
al menos en las condiciones analizadas. En el caso del tRNA® se detecta un producto
maduro aunque el sitio de procesamiento es diferente al predicho por el programa
ARAGORN.

Con respecto a otros productos de amplificacion secuenciados correspondientes a
posibles tRNA maduros podemos concluir que la mayoria correspondian a productos de

amplificacién inespecificos.
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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 amplificacién no
significa que los genes para tRNAi no se estén expresando sino que por gjemplo para el
caso de los tRNAi con intrones con tamafios muy grandes probablemente no sean
detectados si el intrén no se procesa. Por otro lado, se ha descrito en Bacilus subtilis que
un fRNA™" se expresa y aminoacila en fase estacionaria pero no en fase exponencial.
Resultados similares se obtuvieron con un tRNA™ en Streptomyces coelicolor (Ataide y
cols., 2005). Esto sugiere que algunos de los tRNAi quizas no se estén expresando en las
condiciones estudiadas (fase exponencial tardia). El estudio de expresion y
procesamiento en otras condiciones a las estudiadas podria ser una buena herramienta
para tener resultados mas concluyentes que nos pudiesen explicar de mejor manera la
hipotesis planteada.

Los resultados de los ensayos de aminoacilacién in vivo nos sugiere que los
tRNA®5 y RNA"3; no sean un tRNA propiamente tal ya que no son aminoacilados in
vivo. Sin embargo la presencia de las moléculas de RNA. tipo tRNA en A. ferrooxidans
es interesante y plantea la pregunta si estos RNA cumplen otro rol diferente al que tienen
los tRNA tipicos. Los demés tRNAI no se detectaron al menos en el rango de tamafio
analizado en este experimento (entre 60 a 200 nt aproximadamente) v bajo las
condiciones estudiadas. Cabe destacar que los tRNA“, v (RNA?,,, estin presentes en
el ICE4f1. Ambos tRNA se estan expresando, y al menos tRNA® no se aminoacila in
vivo. Por otro lado, el intrén presente en el gen para tRNA“", se procesa en un sitio
diferente al predicho bicinformdticamente, 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

13
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a que los extremos del tRNA no se estén procesando correctamente. Se ha determinado
que en condiciones fisiologicas a baja concentracion del precursor, la maduracion del
intrén ocurre antes que el procesamiento de los extremos del tRNA, mientras que a altas
concentraciones de precursor, la maduracion de los extremos precede a la del intrén.
(Castafio y cols., 1985; Han 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 funcién celular que
requiera niveles bajos de expresion. También es posible que su expresion sea regulada y
aumente en otras condiciones distintas a las analizadas o que tengan alguna funcion
alternativa dentro de la célula.

Los tRNA poseen ciertas caracteristicas particulares o “elementos de identidad”
que les permiten ser reconocidos especificamente por las aaRSs y ademads ser capaces de
reconocer €l codon correspondiente en ¢l mRNA (Dirheimer y cols., 1995). Mediante un
analisis bioinforméatico utilizando una base de datos actualizada de tRNA
(http://trnadb.bioinf.uni-leipzig.de/y (Jiihling y cols., 2009) se logré determinar los
“elementos de identidad” de cada una de las diferentes especies de tRNAi. Este andlisis
nos reveld que la mayoria de los tRNAI de 4. ferrooxidans no presentan los “elementos
de identidad” correspondientes a su especie, esto nos confirma la idea de que sean
pseudogenes.

Por ejemplo la mayorfa de los tRNAi no presentan la secuencia CCA en su
extremo 3’ terminal, sin embargo estd caracteristica puede ser revertida ya que post-
transcripcionalmente puede ser afiadida por la enzima tRNA-mucleotidil-transferasa

encontrada en el genoma de 4. ferrooxidans. Para el caso especifico del tRNA®,
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predicho por el programa ARAGORN (ver Figura 13B. 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 nos revela que este tRNA con el
anticodén ACA presenta un un brazo variable corto en todos las especies de tRNA. Por

C¥5¢o posee un procesamiento distinto

otro lado como se discutié anteriormente el tRNA
del intrdn al predicho por el programa ARAGORN. Al usar el resultado de la
secuenciacion en el programa ARAGORN nos arrojé que esta secuencia correspondia
efectivamente a una estructura secundaria de un tRNA, sin embargo no se podia
distinguir correctamente el anticodén. Este tRNA corresponderia a un tRNAIl°AAU oaun
tRNA™™ 44, 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 nos sugieren que este gen para tRNA; serfa un pseudogen.

Ademiés se llevo a cabo un andlisis detallado del contexto gendmico de cada
pseudogen para tRNAi y se encontré que en la mayoria de los casos estos pseudogenes
se encuentran interrumpiendo genes que codifican para proteinas.

Finalmente se puede mencionar que de los 15 genes para tRNA interrumpidos
por intrones arrojados por el programa ARAGORN solamente uno es funcional
(tRNAS“UGA), por lo que confirma en parte nuestra hipdtesis planteada sobre la
funcionalidad de los tRNAI en 4. ferrooxidans.

Seria interesante estudiar si los tRNAi estan siendo procesados correctamente en
los extremos y el lugar exacto de procesamiento del tRNA®g,. Para ello hay que

realizar experimentos de CRT-PCR y analizar una gran cantidad de clones, que permita

obtener un resultado confiable.
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CONCLUSIONES

Los resultados expuestos en esta investigacion corresponden al primer estudio
sobre la caracterizacién del tRNAyga interrumpido por un intrén del grupo I en las
cepas de A. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993. Se demostré 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 mufacién termosensible del gen serT de S.
typhimurium, y ademas es capaz de aminoacilarse in vivo. La cepa ATCC 23270 posee
un copia extra de este gen en un elemento moévil activo (ICEAf1) que no se encuenira
interrumpida por un intrén. Esta copia también es funcional para la sintesis de proteinas
y se aminoacila in vivo.

Finalmente, se determiné que en A. ferrooxidans existen otros posibles genes
para tRNA interrumpidos por intrones, algunos de los cuales se estdn expresando y
procesando. Sin embargo la mayoria 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 in vivo.
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Tabla 7. Prediccién bicinformatica de genes para tRNA de la cepa de A. ferrooxidans ATCC 23270.

Gen para . N . . .. n | Genpara . o < ..o b | Genpara 2 e ar b
{RNA Anticsddn  Tamadoe" Localizacion IRNA Anticodén  Tamafie® Localizacitn {RNA Antlcodds Tamafe® Localiracién'
CAG 88 ICE ASNgs GUuU

leuss
| 8l
By gluss

uuc
cuc

77

ICE

leutsz

* Tamafio en mucleétidos; °Chr: Cromosoma, ICE: ICEA4A, Los genes interrumpidos se destacan en gris,
La cepa ATCC 53993 tiene los mismos genes para tRNA que la cepa ATCC 53993 a excepeién de los genes presentes en el ICEAfT
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