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RESUMEN

A partir del DNA de Thermus thermophilus HEB se hizo una
genoteca parcial. Se aisld un clon que contenia wn  inserto
de Z200 pb por hibridacidn con el ==2F-tRNA del mismo
organismo. Experimentos tipo Southern nos permitieron acotar
al gen dentro de una regidn de 00 pb. El andlisis de la
seacuencia de esta region, & través de un programa de
computacion, did la localizacidon precisa de la regidn
codogénica vy en  base al triplete anticodon el gen se
identificd como uno de tRNA®SER,  Un analisis comparativo
indicd una homologia de un 78% con respecto al tRNALSER de
Escherichia coli y una homologla mas baja al compararlo con

otros tRNAs.

El gen aislado hibrida especificamente con un tRNA

termofilico que se aisld por electroforesis bidimensional vy
que se caracterizd como un tRMA con capacidad aceptora de
serina. La secuencia de DNA reveld la existencia de un
promotor tipico en la posicidon adecuada, con los elementos
ssperados con la excepcion del alto contenido de GC presente
en el espaciador que separa las cajas —35 y —10.

Una secuencia del tipo repeticidn invertida localizada al
final del gen pusde esquematizarse como una estructura
"hairpin” que tiene un tallo rico en GC (8 pb) v un lazo de
4 bases.

Se describe ademds la purificacidn de la RNA polimerasa
del mismo microoraganismo termofilico lo que constituye
junto con el gen aislado un modelo atractivo para estudiar
la transcripcidn a altas temperaturas.

Los ensayos de transcripcidn in vitro han revelado que el
gen se transcribe eficientemente a 60°C con la polimerasa
homdloga, produciendo un trascrito abortivo de 400 bases. El
promotor identificado es reconocido por la RNA polimerasa de

E. coli produciendose el mismo transcrito. Los resultados de




transcripcidn  indicaron gque la estructura terminador
postulada parece no ser funcional irn vitro en las
condiciones descritas.

Fara analizar el evento de reconocimiento del promotor del
gen de tRNAER  por la RNA polimerasa termofilica a
diferentes temperatuwras =3} realizaron estudios de
microscopia electrdnica y experimentos de proteccidn frente
a endonucleasas de restriccidn.

lLos estudios de este complejo promotor—enzima realizados
mediante ensayos de unidn a filtros requerian el uso de un
fragmento de restriccion de 900 pb y la RNA polimerasa de
Thermus thermophilusz altamente purificada. El gen de
tRNASER fue previamente marcédo In vitro con (Z)d-GTF vy
(F)d-CTF con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E.
coli. El complejo promotor—-RNA polimerasa fue mas estable en
FC1 100 mM y la cantidad de complejo disminuyd drasticamente
cuando se incrementd la concentracidn de sal. Esta
interaccidn no requirid de cationes divalentes vy no fue
atectada por heparina, un compuesto polianidnico que se une
fuaertemente a la RNA polimerasa de E. <coli evitando 1la
interaccion con el promotor. Esta inhibicidn se visualizd
claramente cuando se incubd inicialmente al enzima de E.
colil con heparina v luego con 21 gen de LRNASER,

lLos estudios de microscopila electrdnica se realizaron con
DNA sobreenrrollado vy la RNA polimerasa termofilica
incubados a 37 y también a 60°C. Luego de la formacidn del
complejio, el DNA se convirtid a la forma lineal con RamHI.
El resultado indicd que el complejo se formd por interaccidn
especifica va que existe una unidn preferencial a una regidn
del gen.

Una evaluacidn mas precisa de la zona de interaccidn se
deduio a partir de experimentos de proteccidén frente a una
enzima de restriccidn que corta en el promotor dentro de 1la

secuencia de Fribnow.
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La uniédn de la RNA polimerasa termofilica al promotor del
gen del tRNA®ER no es afectada por cambios de temperatura
yva que la interaccidn ocurre tanto a bajas temperaturas como
a &0°C vy temperaturas mas altas. Esto se demstrd en ensayos
de unidn a filtros y estudios de microscopia electrdnica.
Sin embargo, la reaccidn catalitica global ocurre sdlo a
temperaturas sobre 45°C. Frobablemente el proceso
catalitico puede afectarse por bajas temperatuwas a nivel de
iniciacidn o elongacidn del RNA como se ha observado para la
reaccidn  global. Estudios estructuwral es Y cinéticos
enfocados a este aspecto aportaran informacidn interesante

para resolver esta interrogante.
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ABSTRACT

A partial genomic library from Thermus thermophilus DNA
was constructed. A clone carrying & T200 bp insert was
isolated, using total ==F-tRNA as a probe. Southern
experiments using =2p-tRNA as & probe, allowed us to
localize the gene within a 900 bp fragment. DNA sequencing
analysis of this region, assisted by a computer program,
gave the precise location of the coding region and based on
the anticodon triplet the gene was identified as one coding
for a tRNASER, Comparison analysis indicated 795% homology
respect to the E. coli tRNAxSES, and lower . homology when
compared to other tRNAs.

This gene specifically hybridizes with a thermophilic tRNA
which has been isolated by two-—dimensional electropboresis
and characterized as a tRNA with serine acceptor activity.
The DNA sequence revealed a typical procaryotic promoter at
the appropriate position, having the expected elements,
except for the high GC content present in the intervening
spacer which separates the -39 and —-10 boxes.

an inverted repeat located at the end of the gene can be
drawn as an hairpin structure having a GC rich stem of 8 bp
and a 4 base loop.

The purification of the RNA polymerase from the same
thermophilic microorganism 1is also reported, providing
together with the isclated gene an attractive model to study
how transcription occws at high temperatures.

In vitro transcription assays have revealed that the gene
is efficiently transcribed at 60°C by the homologous
polymerase producing a 400 base run—off transcript. The
identified promoter is also recognized by E£. <coli RNA
polymerase producing the same transcript. These results
indicated that the putative terminator structure seems not

to be operating in vitro at described conditions.




In order to analyze the recognition event of the tRNA®SER
gene promoter by the thermophilic RNA polymerase at
different temperatures, electron microscopic studies and
protection experiments against restriction endonuclease were
carried out.

Studies on this promoter-enzyme complex done by filter
binding assays involved the use of a 900 bp restriction
fragment and the highly purified Thernus thermophilus RNA
polymerase. The tRNA®ER gene was previously In wvitro
labeled with (ZH)-dGTF and (®H)—dCTF with the Klenow
fragment of E. «coli DNA polymerase. The promoter-RNA
polymerase complex was more stable at 100 mM KCl1 and the
amount of complex drastically dropped when salt
concentration was increased. This interaction did not
require divalent cations and was not affected by heparin, a
polyanionic compound which strongly binds to E. coli RNA
polymerase avoiding the interaction with the promoter. This
inhibition was certainly seen when the £. coli enzyme was
first incubated with heparin and then with the tRNA®SER
gene.

The electron microscopic studies were done using the
supercoiled DNA and the thermophilic RNA polymerase at Z7°C
and &0°9C. After complex formation the DNA was linearized
with BamHI. The result indicated that the complex is formed
by specific interaction, since there is a preferred binding
to a particular region of the gene.

A precise assessment of the interaction was deduced From
protection experiments against a restriction endonuclease
which cuts within the Fribnow box at the promoter.

The binding of thermophilic RNA polymerase to the promoter
of the tRNA®ER gene was not affected by temperature changes
since interactions occurred at low temperatures as well as
60°C and higher. This was demonstrated by filter binding
assays and electron microscopic studies. However, the whole
catalytic transcription reaction proceeds only at

temperatures over 45°C. Frobably the catalytic process may

!




be affected by low temperature, at the level of initiation
or elongation of the RNA chain, as seen in the entire
reaction. Structural and kinetic studies focused on this
subject will provide interesting information in order to

answer this question.
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INTRODUCCION

A pesar que la mayoria de los microorgani=mos A
desarrollan en ambientes semejantes a los gque vive el
hombre, algunos lo pueden hacer en habitats bastante
diferentes, como ser bajo pH (microorganismoas 1lamados
acidofilos), alta salinidad (haldfilos) vy bajas o altas
temperaturas (psicrofilos vy termdfilos). Se habla de
termafilos cuando los microorganisemos pueden desarrollarse a
temperaturas entre S0 y 90°C. Recientemente e han
encontrado en el fondo del mar microorganismos capaces de
vivir a 2509C (Baross y Deming, 19820 . La swistencia de

volcanes en fosas submarinas permite que se  alcance estas

il

temperaturas y debido a las altas presiones presentes a esas

il

profundidades el agua permanece aun en estado liguido. Brock
comenta que el limite superior de temperatura para la vida
no estad definido, ya que bastaria gue el agua estuviera en
estado liquido para que pudieran llevarse a cabo las
reacciones biolégicas requeridas (Brock, 1978).

Los termofilos presentes en la superficie terrestre se

cerca de géiseres que constituyen ambientes natwrales, o0
bien, otros generados artificialmente por el hombre  como
basurales, minas zonas cercanas a drenajes cle aguas
calientes, derivadas de procesos industriales (Brocok, 1978).

Los termdfilos se han dividido en tres grupos, basados en
el rango de temperatura al cual pueden vivir. Fristen  los
termédfilos obligados o extremos, cuya temperatura dpltima de
crecimiento se sitda en el rango de 65-73°C y gue no pueden
desarrollarse bajo las 40°C; los termdfilos facultativos,
con temperaturas optimas de crecimiento entre 350-65°C vy
finalmente las bacterias termotolerantes, cuyo mas imo
crecimiento se observa a 45-509C, pero que normalmente son
capaces de proliferar a inferiores temperaturas.

El organismo del cual se tratard en esta Tesis pertenece




al grupo de los termdfilos extremos. Fue aislado de a
termales en el Japdn vy es el termdfilo extremo que mas
ha estudiado a la fecha. Es un bacilo gram negativo, aer
estricto, pigmentado e incapaz de formar esporas (Os=him
Imahori 1974).

L& exiﬁteﬁcia de vida a altas temperaturas ha dado  or
a una serie de teorlias que proponen diversos mecanismos

4

axplicarla. Entre ellas las mds citadas son:

1) La teoria cindtica, propuesta por Allen (19923, la
sostiene que una biosintesis de protelinas muy activa po
contrarrestar el dafio térmico de proteinas estructurale
enzimas de estas bacterias. Actuwalmente esta teoria
cuenta con mucho apoyo experimental.

2) La teoria lipidica (Brock, 19267)  propone  gue
membrana celular de estos organismos les conferiris
termoproteccidn & los componentes internos.

) La teorla macromolecular (Koffler, Mallet y Adye, 1
se basa en que los componentes celulares de los  termdf
tendrian una termoestabilidad intrinseca. Fsta es la te
mas aceptada actualmente, =i se considera la gran cant
de publicaciones relacionadas con este aspecto.

Con respecto a las proteinas presentes en los organi
termofilicos, la gran mayoria de ellas han resultado
estables in vitro a las temperaturas de crecimiento de e
bacterias. Mas de un centenar de proteinas han
purificadas a partir de los organismos termofilicos.
general, las diferencias estructurales entre las prote
homdlogas aisladas de mesdfilos v de termdfilos son meno
particularmente a nivel de estructura terciaria. (Merk
Farrington y Wedler, 1981). Esto sugiere que las diferen

que explican estabilidad o sensibilidad al calor reside

cambios sutiles, gque dan por resul tado interacciones

hidrofdbicas ma&s favorables, mayor nUmero de enlaces
hidrédgeno, posibilidad de uniones de metales estabilizan
interacciones idnicas favorables o una combinacidn de t

ellas. Aungque una de estas interacciones puede
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cuantitativamente mas importante gue otra en un caso
determinado, se piensa que la estabilidad termica en
proteinas de termdfilos no puede ser explicada por uno sdlo
de esos factores. Estas ideas son consistentes con la
descripcidn termodindmica de los factores que determinan en
general la estabilidad de una protelina, ideas que fueron
desarrolladas por Hauzmann, Tanford, Brandts vy Scheraga,
entre otros (Chothia, 1984). Se ha demostrado que la energia
neta de estabilizacidn de una proteina se puede resumir como
una sumatoria de las contribuciones energéticas aportadas
por los enlaces de hidrogeno, "enlaces hidrofdficos",
interacciones electrostaticas, entropia de la cadena
lateral, etc. La conclusidon importante gque surge de esto es
que, aungue la suma de las contribuciones energeticas
favorables que determinan el plegamiento es grande, {(del
orden de 100 Ecal/mol para una proteina pequera) existe una
contribucién adversa, que favorece la desnaturacidn de la
proteina. Esta proviene del componente entrdpico y es del
mismo orden de magnitud de tal modo que la energla neta de
~stabilizacién es de sdlo 5-10 Fecal/mol. No es sorprendente
entonces, encontrar que la estructura terciaria de las
proteinas termofilicas sea muy semejante a la de sus
homdlogas mesofilicas. La diferencia neta es pequena, ya gue

en ciertos casos equivale al incremento de algunos enlaces
de hidrdgeno o a interaccidnes hidrofdbicas como aquellas
generadas por la cadena lateral de una laucina
(Matthews,1973).

A modo de ejemplo, consideremos la estabilidad térmica de
una protelina mesofilica al reemplazar algun aminoacido en su
estructura. Langridge (1268) indujo una serie de mutaciones
ambar en la E—galactosidasa de E. coll las que
posteriormente suprimid mediante la insercidn de serina
usando un tRNA supresor. De esta manera produjo 32 tipos de
mutantes, con serinas insertadas en diferentes posiciones de
la enzima. El cambio mas significativo que encontrd en

muchos de los mutantes fue una pérdida de termoestabilidad,




mas que una disminucidn de la actividad enzimatica.

Otro ejemplo notable en que el cambio de un amindcido en
una enzima afecta drasticamente su estabilidad es el mutante
descrito por Matthews (19753). Es el cambio de la tirosina 88
por una histidina en la lisozima del fago T4. Esta mutacidn
produce una enzima sensible al Ffrio. A 3ZI79C la enzima
mutada tiene el 4074 de actividad respecto a la enzima
zilvestre. A 40°C ambas presentan el mismo nivel de
actividad v a 209C el mutante sdlo muestra 0,017 de
actividad respecto al silvestre. La mutacidn no se relaciona
directamente con el sitio activo (Matthews y Remington,
1974) .

Estos ejemplos son una evidencia muy convincente que
cambios en termoestabilidad de las enzimas son debidos a
pequerias  alteraciones en su estructura. primaria. Son,
entonces, leves cambios con drasticos efectos en estabilidad
de las proteinas los que han sido evitados evolutivamente
para la arguitectura de enzimas de termédfilos.

Con respecto a estudios estructurales de Acidos nucleicos
en relacidn a su origen termofilico vy termoestabilidad, 1la
mayorla de los estudios estdn dirigidos hacia los RNAs
siendo escasos aquellos sobre DNA. En relacidn a RMA  hay
analisis quimicos realizados con rRMAs vy tRNAs gue han
mostrado la presencia de bases modificadas que confieren una
termoestabilidad particular a estas moléculas, lo gue se
analizarid detalladamente en la Discusidn. E1  tRNA total de
E. coli tiene un Tm de 80°C, mientras gque en termédfilos
los valores estén en el rango de los 87°9C (Zeikus v col.
1970, Oshima y col. 1271). Recientemente se ha publicado 1la
secuencia del rRNA 55 de T. thermophilus {(FKomiya vy col.
1983) .El contenido en GC es de un &7%.

La termoestabilidad que presentan estructuras mAs
complejas, como son los ribosomas de algunos termédfilos  tal
ver refleje la termoestabilidad individual de cada uno de
sus constituyentes (Amelurien vy Murdock, 1978). Ademds de 1la

termoestabilidad intrinseca existe, aunque en menor grado,




estabilizacidn por modificacidn covalente y/0 por unidn de
ligandos pequefios, como algunos iones (Ameluxen y Murdock,
1978).

Otros componentes estructural es analizados incluyen
lipidos, algunos con caracteristicas muy particul ares
(Oshima, Sasaki, y Oshima, 1978) y componentes de bajo peso
molecular como poliaminas las cuales actuarian estabilizando
el aparato sintetizador de proteinas (Oshima, 1979).

Es escasa la informacidon que se tiene de los aspectos
genéticos del problema de la termofilia. Aparte de unos
pocos datos sobre composicidon y modificacidn de bases
nucleotidicas, no hay mavores antecedentes sobre estructura
y funcidn génica en organismos termofilicos extremos.

Con respecto al DNA de los organismos termofilicos
extremos, es muy poco lo que se sabe. La mayoria de 1lo
publicado son comparaciones entre cepas del género Bacillus
con mesofilos, normalmente £. celi (Stenesh, FRoe vy Snyder
(1968). En estos casos se ha encontrado que la composicidén
de bases GC es un pocd mayvor en esstos termédfilos moderados
(33%)  que en los mesofilos (45%) . Las Curvas de
desnaturacidn térmica muestran gue el Ty de los termofilos
25 un poco  mayor (22°C) que en los mesdédfilos (88e)
(Stenesh, Roe y Snyder (1968). Una bldsqueda exhaustiva, en
el banco de datos Dialog, acerca de parametros fisico
quimicos del DNA de termdfilos extremos no arroid mavor
informacion, fuera de lo poco que ya se conoce.

El DNA de Thernus thermophilusz tiene un contenido de GC de
&7-70% (Oshima e Imahori, 1974, Vasquez, 1983) y se propone
que este enriquecimiento en GC tendria como funcidn
incrementar la estabilidad térmica, aumentando el numero de
puentes de hidrdgeno gque mantienen su estructura. Sin
embargo, no se ha encontrado una carrelacion entre
porcentaje de GC y temperatura optima de crecimiento (FPace,
v Campbell, 124&7).

Se ha descrito el clonamiento de un gen de 7. thermophilus




en E. coli. Se trata del gen que codifica para la isopropil
malato deshidrogenasa (Nagahari, Foshikawa vy Sakaguchi,
1980, Kagawa y col., 1984). El producto del gen recombinante
se expresa, aunque con dificultad, en E. <coli produciendo
una enzima termoestable. La secusncia del gen se ha
publicado (Kagawa y col., 1984), aunque sus regiones de
control no se deducen facilmente de un analisis de la

secuencia. En la Discusidn se daran mayores detalles acerca

de la estructura de este gen.




EL PROCESO TRANSCRIFCIONAL

El objetivo principal de este trabajo {fue amnalizar el
aparato transcripcional de 7. thermophilus como conjunto,
con el fin de saber cdodmo funciona el paso  inicial de  1a

Hpresidon génica a altas temperaturas y cdmo la estructura
de los acidos nucleicos se ha adaptado a ello.

La importancia de la transcripcion esta fundada en la
extensidn y diversidad de los procesos que dependen de ella.
Conviens recordar que la sintesis de RNA debe ocuwrir en
procesos claves como replicacidn  del DNA, biosintesis de
proteinas y de otros componentes celulares, siendo por lo
tanto crucial en procesos complejos como morfogéenesis,
diferenciacioén celular, desarrollo embrionario, eto.

El  proceso de transcripoidn &5 modul ado cuali %
cuantitativamente, es decir no todos los genas 50N
transcritos a un mismo tiempo y con digual eficiencia, sino
que de acuserdo a los regquerimientos y estado de desarrollo
celular. En organismos superiores la regulacidn es ejercida
por proteinas o Hfactores que =1 unen a SECUenclas
especificas del DNA localizadas cerca o dentro del gen
(Matsuwi v col., 192805 Dynan vy Tiian, 1983a y 1283b; Davison
y col., 1983). El efecto de esta interaccion proteina-DNA
resulta en un aumento o represidn de la transcripcion del o
de los genes involucrados. En procariontes, particularmente
en E. coli, se ha estudiado en forma extensa la regulacidn
de la expresidn génica a través de proteinas que actlan como
represores o activadores de la transcripcidn (Flat, 1978;
Reznikoff y Abelson, 1978). A diferencia de los organismos
eucariontes, gran parte de los estudios se han dirigido
hacia la RNA polimerasa y su participacidn directa en la

modulacidn de la transcripcidn.




LA RNA FOLIMERASA FROCARIOTICA

Esta enzima ha sido estudiada principalmente en E. coli vy
en menor grado en B. subtilis (Haldenwang, Lang vy Losick,
1981) Se han enfocado diversos aspectos gue incluyen la
caracterizacion fina de su estructura (Burgess, 19763 Fukuda
y col., 1977), clonamiento y secuenciacion de los genes que
codifican las subunidades (Jaskunas y col., 1975; Yamamoto vy
Nomura, 19783 Burton y col., 19813 Linn y Scaife, 1978) vy
aspectos del sitio activo y mecanismo catalitico (Venegas vy
col., 197Z; Bull y col., 19735).

La enzima en £. coli ha sido purificada a homogeneidad por
varios métodos (Burgess, 19763 Fukuda y col., 1977), lo gque
ha Ffacilitado el andlisis de los | diversos aspectos
comentados anteriormente. Estudios de su estructura han
permitido establecer la existencia de cuatro subunidades
denominadas beta, beta prima, sigma vy alfa, con una
estequiomeria de 1:1:1:2 respectivamente. Se conoce la
secuencia de aminoicidos de todas ellas (Ovchinnikov y col.,

1977, Ovchinnikov y col. 1981, Ovchinnikov vy col., 1982

Burton vy col., 1981). Los siguientes son sus pesos
moleculares: beta: 155000. beta prima: 1460000, sigma: 83000,
alfar 40000, Estos pesos moleculares no difieren mucho entre

diferentes especies bacterianas exceptuando el caso de sigma
que varia entre 44000 vy 92000 (Burguess, 19786) . Las
subunidades nombradas anteriormente forman lo que puede
considerarse la enzima completa u holeoenzima. Cuando carece
de la subunidad sigma se la denomina "enzima basica" {core
BNz yme) Y difiere grandemante en SUS propiedades
funcionales. Hay sistemas bacterianos que poseen mas de un
tipo de subunidad sigma vy que varlian también en pesos
moleculares (Haldenwang, Lang v Losisk, 1%981). For otro lado
ze han descrito diversas otras proteinas que participan en
la iniciacidn o la terminacidn de la transcripcidn {(Losick vy
Fero, 1976). La funcidn de la subunidad sigma es hacer que

la enzima se una de un modo estable sdlo a los promotores, y




no en otros sitios del DNA. La afinidad de la enzima béasica
por sitios inespecificos del DNA  tiene uwuna constante de
asociacion de 2x10** M~ con vidas medias de &0 min. En
cambio la holoenzima tiene una constante de asociacidn de
12107 M—* por estos mismos sitios, y su vida media es de

1 5. En contraste, la constante de asociacidon por el
promotor es del orden de 10*4 M—* con vidas medias, en
ciertos casos, de algunas horas (Lewin, 1983).

Con respecto al rol de las otras subunidades, se sabe que
la subunidad beta parece ser el sitio de uwunidn de los
nucledtidos (Lewin, 1982). La subunidad beta prima es la mas
basica de las subunidades, con alteo contenido en los
aminoaAcidos lys y arg, por lo que se ha propuesto gque es
responsable de la unidn al  DNA, mediada por  interacciones
iénicas. Ademas se han aislado mutantes con la subunidad
beta prima alterada qde tienen afectada la propiedad de
unién a DNA (Yura y Ishihama, 197%9). Las subunidades alfa, a
las cuales no se les ha asignado claramente uwuna funcion,
podrian estar involucradas también en el reconocimiento del
promotor {(Lewin, 1983).

La enzima més estudiada es la de Escherichia coli. Es poco
lo que se sabe de otras eubacterias y menos aun de
arquebacterias. Hay estudios comparativos estructurales que
permiten establecer homologias en la arquitectura de las RNA
polimerasas aisladas de diversos procariontes. Entre las mas
estudiadas después de la de E. coli, destaca la enzima de B.
subtilisz (Doi, 19773 Fukuda vy col., 19773 Spiegelman vy
Whiteley, 1978; Wong vy Doi, 1982), presentando wvarias
analogias estructurales peroc con una subunidad sigma de
menor tamario.

La RNA polimerasa de T. thermophilus fue purificada a
homogeneidad por Date, Suzuki e Imahori (1973). Los pesos
moleculares de las subunidades son: beta: 140000, beta
prima: 180000, sigma: 5S8000 vy alfa: 42000, La enzima
requiere manganeso para su actividad, y no es inhibida por

altas concentraciones de rifampicina.




10

EL PROMOTOR

Fara iniciar la transcripcidn, la RNA polimerasa debe
wnirse a una region especifica del DNA 1lamada promotor, gue
ectd localizada cerca del inicio del gen. En estas reglones
la enzima forma complejos con el DMA, en el que las hebras
estan adan apareadas entre si. Estos s0n denominados
compleions cerrados, los que luego, al separarse las cadenas
del DNA se transforman en los llamados compleios abiertos,
con vidas medias gue varian entre algunos mirnutos & varias
horas (Rosenberg y Cowrt, 1979, von Hippel y col., 1984). La
estabilidad de algunos de estos compleljos ha resultedo de
utilidad en la identificacién de las secuencias de DA que
forman estos compleios, ya que al digerir el  DNA  con wna
exonucleasa, como ser DNAasa 1, es posible aislar fragmentos
gque estuvieron protegidos por la polimerasa (Le Talaer &
Jeanteur, 1971). Fl  tamafio de estos trozos 25 cle
aproximadamente 40 pb, cubriendo una region gue abarca entre

las bases —20 a +320, siendo +1 la basze desde la ocual se

de distintos promotores, se encontraron homologlias & nivel
de secuencia, las que fueron descritas inicialmente por
Sehaller y col. (1973) y por Fribnow (1975). Ellos sermalaron
una region conservada, en torno a la base -10, denominada
actualmente caja de Fribnow (Fribnow box), la gue se muestra
a continuacidn. A medida que se han secuenciado M s
promotores, s ha podido cuantificar la frecuencia de
ocurrencia que presenta cada base; esto también se muestra
en la secuencia de la figura, en la que se han incluido los
porcentajes en los gque se presenta cada base, luego de
analirar 105 promotores diferentes (Hawley y McClure 1983).

La caja de Pribnow estd en negrita:
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T 6 6 T A_T

C
BE WE X1 79 95 44 &0 D[i P& X1 IR

Cuando la RNA polimerasa se disocia de estos segmentos de
20 pb, no se vuelve a unir a ellos, (Rosenberg y Court,
1979 lo que indica que existen otras secuencias importantes
para el reconocimiento de los compleios. Mediante el metodo
de "foot printing" (Schmitz % BGalas, 1979) se ha demostrado
que la regidn que la RNA polimerasa cubre en el promotor del
operon lac es de 70 a 80 pb, desde la base ~&60 & la +20.
Dentro de este trozo se ha encontrado otra secuencia
conservada, ubicada en torno a la base -335, con las

frecuencias de bases gue se indican:

C T T G A C AT

LE3 82 84 79 &4 5S4 4% 41

Feta zona ha sido llamada la "regidn de reconocimiento",
ya que no aparece en la secuencia de los complejios
protegidos frente a la DNasa I (lo que indica gue su union &
la RNA polimerasa no es tan fuerte como la caja de Fribnow)
y por otra parte es necesaria su dvistencia para que la
enzima se vuelva a unir al  promotor. For lo tante, se
postuld que su rol seria constituwir el elemento reconocido

por la RNA polimerasa, la que luego se uniria a la caja de

Fribnow. Actualmente este aspecto estd e discusion
plante&ndose ademds de la interaccion secuencial con stos
elementos, la posibilidad que este SER un proce=o

simul taneo.

-

Ademas de la alta frecuencia con que se presentan las

bases conservadas en las regiones ~35 y -10, existen tambieéen
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evidencias genéticas que indican que esta secuencia de
consenso en si es importante (Hawley % McClure 1982). En
efecto, cada vezx que ocuwre una mutacion que aleja al
promotor mutado de la secuancia de consensao, €l nuevo
promotor es mas débil que el parental. A la inversa, cuando
ocurre una mutacion que acerca la secuencia mutada a aguella
de consenso, entonces el promotor mutado es mas  fuerte que
aguel del cual deriva. Esto ha sido demostrado sintetizando
gquimicamente la secuencia de consenso Y probando S
efectividad (Rossi y col., 1983). El promotor disernado, que
tiene ambas regiones de acuerdo a lo que seria un promotor
"jdeal", es capaz de producir transcripcién  por  un largo
tiempo, aun en presencia de heparina, que se sabe inhibe &
la enzima no unida al DNA (Walter y col., 1967) impidiendo
en condiciones normales gue el gen sea copiado mas  de  una
ver, lo que no ocurre en este caso.

Se ha estudiade como varia la actividad del promotor
separando las secuencias —30 ¥ -10 por trozos espaciadores
de largos variables (Aoyama y col., 1983). El  promotor  en
este caso estaba controlando el gen gque confiere resistencia
a tetraciclina, lo que posibilitaba la deteccidn  de  las
colonias que lo expresaran. Se produjeron promotores con
longitudes de 1%, 16, 17, 18 y 19 bases. S6lo se detectaron
colonias resistentes a tetraciclina en agquellos pronotores
con 16, 17 y 18 bases de espaciamiento. También se estudiod
la actividad transcripcional de estos promotores
artificiales in vitro. Se encontréd que aquellos con 1é&, 17 vy
18 bases de espaciamiento producian transcritos, pero gue el
promotor que tenia un trozo de 17 bases separando laz dos
cajas generaba una cantidad de producto muy superior a los
otros (Royama y col., 1983).

De acuerdo a estos antecedentes, la afinidad con que un
promotor es reconocido por la RNA polimerasa, (lo que
tambieén se denomina "la fuerza" de un promotor), esta
determinada por la participacion de tres componentes: la

caja de ~35, el trozo espaciador y la caja de Fribnow.
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ELECCION DE UN SISTEMA GENICO TERMOFILICO FARA CLONAR.

Se eligid clonar un gen que codificara para un tRNA va que
el producto es de pequefio tamafio, en contraste con un gen
que codifique para una proteina. Ademds, es facil Ffabricar
una sonda (probe) para seleccionar clones que contengan
secuencias que hibriden con un tRNA. También estid el hecho
que a partir de la estructura del DNA es posible plegar
facilmente una secuencia con un significadeo bioldgico, no
asl detectar a priori a partir solo de la secuencia un gen
que codifigque para una proteina. Finalmente, en el
laboratorio se cuenta con experiencia en este tipo de genes.

lLa distribucidn de los genes de tRMA en él cromosoma de E.
coll no es homogénea, sino que estdn agrupados en los
llamados "clusters" (Ikemwa y Ozeki, 1977), aunque existen
casos en que los genes estdn aislados, con sus respectivos
promotor y terminador de la transcripcidén, como en el caso
del gen que codifica para el tRNA"HWE  (Schwartz y col.,
198%). Cuando se grafica la densidad génica (el ndmerco de
genes que son transferidos por minuto, en un experimento de
conjugacion) en funcion de la localizacidén en el mapa
cromosémice, se encuentran diez sitios de alta densidad de
genes de tRNA (Ikemura y Ozeki, 1977). 0Otros estan formando
parte de operones de genes de RNA ribosomales (para una
revision, ver Ozeki, 1977). Se han descrito casos en los que
se contranscriben genes para tRNAs vy para una proteina
(Hudson, Rossi y Landy, 1981, Tamura, Nishimura y Ohki,
1984).

El conocimiento actual de la biosintesis del FRNA de
transferencia se ha obtenido del estudio de precursores
transcripcionales (Ilgen, Kirk vy Carbon, 1976) Y del
analisis directo de genes que codifican para tRNAs (Hsu ¥
col., 1984). En general, los tRNAs son transcritos como

recursores no modificados gue contienen las secuencias ue
q
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formaran parte del producto maduro, mas un cierto nimero de

=

hases en los extremos S y I y regiones espaciadoras entre

los  tRNAs, cuando estan integrando un operon. El
procesamiento consiste en el corte de los extremos 5° y 37

por enzimas celulares y la posterior modificacidn de ciertas

bases.

En esta Tesis se presenta el clonamiento vy secuenciacidn
de un gen cromosomal de Thermus thermophilus, que codifica
para un RNA de transferencia, el que es aminoacilado por
serina. Se analizan su estructura y sus zonas de control vy
se demuestra que tanto la RNA polimerasa homdloga como la de
E. «coli pueden reconocer el promotor vy producir un
transcrito "run off" Iin vitro del mismo tamafio. Ademds se
demuestra por una variedad de técnicas que  la RNA polimerasa
termofilica reconoce especificamente el promotor.

Los resultados encontrados permiten concluir que los
mecanismos de expresion génica a nivel molecular vigentes en
el termdfilo extremo 7. thermophiluz, no difieren de 1lo
descrito para E. coli, si bien existen ciertas diferencias
en propiedades intrinsecas de la RNA polimerasa, ademdas de
la obvia termoestabilidad de esta enzima. E1 DNA, por su
naturaleza como lenguaje gengtico universal no presenta
diferencias respecto al de otros mesdfilos, va que al menos
el promotor puede ser reconocido y utilizado por la RNA
polimerasa de E. coli y el producto génico sintetizado in
vitro. Los estudios aqul descritos expanden el corocimiento
de los mecanismos moleculares responsables de la Kpresion
genica y a pesar de leves diferencias, corroboran su

universalidad.
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MATERIALES

1. Material bioldgico

Bacterias. Thermus thermephiluz HEE (Oshima e Imahori,
1974) fue obtenido de ATCC (N®  276&34).  Eszcherichia  colil
HE101 (F-, hedS20, r—bm-b, rec AlZI, ara“14, prof,lac Y1,
gal K2, rspsl20 (Smr), xyl-5, mtl-1, sup E44, Lambda-) (Boyer
y Roulland-Dussoix, 1969) fue el microorganismo utilizado en
los experimentos de clonamiento molecular.
Enzimas. Las endonucleasas de restriccion Aocl,  Aval,
Avall, BamHI, Haell, Hae III, HindIII, Fvull, Rsal,
Sau?6AT,SauZAl vy Xhol, en concentraciones que variaron entre
4005000 unidades/ml, fueron obtenidas de Bio-lLabs. Inc. USA
y de Bethesda Research Laboratories, Inc., USA. (Ge define
una unidad de enzima de restriccidn como la cantidad
requerida para digerir completamente 1 ug de DNA en 60 min.
en un volumen de 50 ul, en las condiciones gue recomienda el
proveedor). La RNA polimerasa de Escherichia coli fue
obtenida de Enzro-Biochem y también fue purificada en este
lahoratorio de acuerdo & un  método descrito  (Burgess vy
Jendrisak, 1973).
2. Reactivos

De Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S5.A., se obtuvieron los
siguientes reactivos: ATF, EDTA, Tris, HEFES, FFQO, FOFOF,
2-ME, 5DS, DTT, Sigmacote y cloramfenicol. De Merclh:
Darmstad, Alemania Federal, se obtuvo glicerol, cloruro de
sodio, cloruwo - de potasio, cloruro de calcio,
glutaraldehido, hidroxido de sodio, cloruro de manganeso,
etanol, cloroformo, &cido clorhidrico, acido acetico,
metanol, fenol y glucosa. De Fluka AG., Buchs 8. G., Suiza
se obtuvo L-leucina. NyN’'-metilen-bis-acrilamida, acrilamida
y persulfato de amonio fueron adquiridos de Bio Rad,
California, USA. De MCE, EE.UU., provino formamida.De
Whatman Ltd., Springfield Mill, Maidstone, Kent, Inglaterra,

se obtuvieron los filtros de fibra de vidrio GF/C y discos
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de DEAE celulosa DE~81. De Millipore Corporation,
Massachusetts, USA, provinieron los filtros de nitro-
celulosa HAWF 025. Agarosa se obtuvo de Seakem, Rockland,
usa. A Mallinkrodt Inc., USA se le comprdéd fosfato dibdsico
de sodio y amonio, cloruro de magnesio, acido bdrico,
acetato de sodio y fosfato mono—- y dibdsico de potazia. De
Difco Lab., USA, se obtuvo extracto de levadura, triptona,
casaminoacidos y agar; Sacarosa fue de Schwarzmann, USA;
alcohaol iscamilico de BDH Chemicals Ltd.: bromuwro de etidio
y ribonucledtidos provenieron de Calbiochem, USA. También de
Bio Labs. se obtuvo DNA del bacteridfago lambda digerido con

HindIII v DMA del bacteridfago O0X174 digerido comn Haelll. De

Amersham International Ltday Inglaterra =5 obtuvo
( a-==F) -GTF (410 Ci/mmol), (S &6—-=H) —-UTF (50 Ci/mmol ),
( a2 - CTF (=400 Ci/mmol) Y L= {3 ) serina

(29 Ci/mmol). Se comprd a New England Nuclear, FBoston,
(8,5 =) ~dBTF (4% Ci/mmol) Y (&4 5 = H) ~dCTF (&1 ,1
Ci/mmaoll. Cy-—=20 AT se  obtuve de  ICN.  Las placas
X=0Omat-—-AR, revelador D-11 v pelicula Hodak Fanatomic  fueron
compradas a Eastman Hodak, Co., EE.UlU. Ademis se obtuvieron
placas autorradiograficas de Fuii Fhote Film Co., Ltd.,
Japon y la Felicula Folaroid 4x% Landfilm tipo 5% se

adquirid en Folaroid, EE.ULU.
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1. CRECIMIENTO DE THERMUS TERMOPHILUS HBS

Este microorganismo fue obtenido de la coleccidn ATCC
(NOPZ76Z4), v se crecid segun lo recomienda el proveedor
{4 g de polipeptona, 4 g de extracto de levadura vy I g de
cloruro de sodio por litro de solucidn, pH 7,5 ajustado con
hidrésido de sodio). Las bacterias se cultivaron a 609C
hasta fase logaritmica temprana (D.0.soomnm= 0,7) o tardia
(D.0.boomms1,9), se colectaron por centrifugacidn (8000
rpm. por 15 min en el rotor GSA, centrifuga Sorvall) vy se

guardaron congeladas a —Z209C.

2. MANTENCION DE LAS CEFAS
Thermus termophilus HBB y Escherichia coli HELIOL, se
mantuvieron en placas de agar 2% preparadas en medio Luria

2% (1 1t de Luwia 2X contiene triptona 2 g, cloruro de sodio

1 g, extracto de levadura 1 g, glucosa 0,5%) incluyendo
ampicilina 40 ug/ml, o bien las cepas se guardaron en
glicerol al 3S0% a ~20°0 siguiendo el siguiente

procedimiento: Entre 0,53 v 1 ml de cultivo, crecido hasta
fase estacionaria, se mezcld con glicerol, previamente
esterilizado, de tal manera de obtenser una concentracion
final de glicerol de 350%. Se dejaron a temperatura ambiente
al menos por seis horas y  luego & 4°C durante toda 1la

noche. Transcurrido este tiempo, las cepas fueron gquardadas
a —20°9C, situacidn en la cual se mantuvieron viables al me-

nos por 6-8 meses.

3. PURIFICACION DEL DNA CROMOSOMAL DE T.TERHOPHILUS

Se empled un procedimiento que corresponde a una variacidn
del método descrito por Marmur (1961). Cantidades variables
de células (2-10 g peso hldmedo) se resuspendieron en TE
(Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 a razon de 2 ml por
gramo de células y se trataron con lisozima 1 mg/ml por
15 min a O®C. Luego, =e agrege EDTA 1 mM final y se

prolongd la incubacidn por otros 9 minutos. A continuacidn
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se adiciond 8DE 1% final calentdndose la muestra a 60°C por

S min, la gus luego de ser enfriada, se extrajo tres veces
con un  volumen de cloroformo:alcohol ispcamilico (24:1),
separdndose las fases por centrifugacion. A la fase acuosa
resultante, enfriada a 0°C, se afadid acetato de sodio

0,2 M final y luego par las paredes del recipiente, 2,35
volumenes de etanol enfriado previamente a —10°C, cuidando

de no mezclar las fases. Con una bagueta se procedid a
enrollar los Acidos nucleicos, que precipitan en la
interfase al ir mezclandolas suavemante. E1l material
precipitado fue secado al aire para extraer el alcohol y se
resuspendid en @ ml de TE. A esta solucidn se agrego
ribonuclesa A, previamente hervida por I min., a una
concentracidén final de 0,2 mg/ml y se incubd por 20 min. a
temperatuwra ambiente. La muestra se desproteinizd con  un
volumen de fenol saturado en Tris-HC1 30 mM, pH 8,0 yv luesgo
con un volumen de cloroformo:alcohol iscamilico como se
describid anteriormente. La fase acuosa resultante se
precipitd con iszopropanol y se resuspendid en solucidn TE

para obtener aproximadamente 1 mg/ml de DNA.

4. FORMACION DE UNA GENOTECA CON EL DNA CROMOSOMICO DE
T.TERHOPHILUS

Diez microgramos del DNA cromosomal aislado como se  ha
descrito en 3 se digerieron con la enzima de BamHI. En forma
paralela se digerid, también con BamMHI, 10 ug del plasmidio
pRBREZZZ (Bolivar vy col., 1977) vy  se desfoforilaron los

.

extremos 5 mediante la enzima fosfatasa alcalina (BAF) de
la misma manera que se hace con el DHNA  para marcarlo con
F2E-ATF {(ver Métodos 11.1). Se mezclaron  ambos DNA vy =se
ligaron sus extremos agregando DNA ligasa del fago T4, Se
detuvo la reaccidn de ligacidn mediante extraccidn con
fenol:cloroformo: alcochol iscamilico, y el DNA se precipitd
con etanol, disolviéendolo finalmente en S0 ul de TE. Se

transformd la cepa HEBIO01 de £. coli con 1 ug del DNA  ligado

y se aislaron 130 clones recombinantes resistentes a
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ampicilina y sensibles a tetraciclina. La metddica para
preparar las ceélulas competentes fue la descrita por
Morrison (1979). E1 DNA plasmidial de 125 colonias se

purificd como se describe en b.

5. CRECIMIENTO DE E. €O0LI CON FLASMIDIOS HIBRIDOS Y AM-
FLIFICACION.

Se inocularon 10 ml de medio Vogel Bonner (0,2 g MgS04 x

7H=0, 2 g Acido citrico x H=z0, 10 g KHzFOa anhidro,
Z,9 g NaNHaHF0Oa x 4Hz0) suplementado con 0,537 glucosa,
0,01% L-leucina, 00,0024 tiamina, 0,237 casaminoécidos vy
O, 0047 ampicilina, los cjue fueron esterilizados
separadamente en autoclave 0 por filtracidn segun

corresponda. Los indculos se crecieron a satuwracidn toda 1la
noche a Z7°9C, con agitacidn. Los 10 ml de indculo se

incorporaron a 1 litro de medio Vogel EBonner vy se siguid
creciendo hasta una D.0.cocomm de 150 Se aradid

cloramfenicol hasta una concentracion de 0,25 mg:ml vy se
siguid agitando vigorosamente por 146 h. Finalmente, las
celulas se colectaron por centrifugacidon a 10.800xg por 10

min, siendo usadas de inmediato o congeladas a —-70°9C.

&. PURIFICACION DE LOS PLASMIDIOS RECOMEBINANTES.

El metodo descrito corresponde al publicado por Meagher vy
col. (1977). Las celulas congeladas provenientes de 1 litro
de cultivo se resuspendieron en 10 ml de Tris-HC1 50 mM (pH
8,0, sacarosa 208%. Se agregd 4 ml de EDTA 0,25 M, Z ml de
lisozima 3 mg/ml y se agitd suave y periddicamente a 4°9C
por 13 min. Luego se aradieron 16 ml de mezcla litica
(Tris—-HC1 0,15 M pH 8,0, EDTA 0,1 M, Tritdn X-100 0,03%) vy
se mantuvo en hielo por 15 min con agitacidn suave vy
ocasional. Las células lisadas fueron centrifugadas a
105.000xg por &0 min a 4°C para separar los restos

celulares v &1 DNA cromosomal de los  Acidos nucleicos
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extracromosomal es. El sobrenadante de la ul-
tracentrifugacidn se desproteinizd con igual volumen de
fenol (saturado en Tris-HCl1 50 mM pH 8,0, NaCl ©,1 M, EDTA
0,1 mM, B-hidroxiquinolina 0,1%) e igual volumen de cloro-
formo:alcohol iscamilico (24:1). Se separaron las fases por
centrifugacidn (1.500xg por 10 min). Se retird la fase
acuosa (donde estad el DNA) y s=e eliminaron los restos de
fenol extrayendo con igual volumen de cloroformo:alcohol
igoamilico (24:1).

Los acidos nucleicos se precipitaron agregando 0,1 volumen
de acetato de sodio T M (pH 5,3) y 2,5 vollumenes de etanol
al 953%. Se dejb a —-70°C al menos por 2 h. Se centrifugd a
16.300xg por 320 min a 0°C vy el precipitado seco se
resuspendid en TE. Se agregd RMasa 0,25 mg/ml, EDTA O,25mM vy
se incubd toda la noche a Z7°C.

El DNA extracromosomal se separd del RNA remanente por
filtracidn en una columna de agarosa (Biogel A-Sm) de 25x1,5
cm con un flujo de 48 ml/hora, equilibrada con Tris-HCL
50 mM  (pH 8,0), NaCl 0,6 M, EDTA 2,5 mM, colectandose
fracciones de 1 ml. Se localizd el DNA extracromosomal
midiendo la 0.Deoco. Se elimind la posible presencia de
RiNasa en las fracciones haciendo una extraccidn con  igual
volumen de fenol satuwrado e igual volumen de clo-
roformo:alcohol iscamilico(24:1). Se centrifugd para separar
las fases (1.500xg por 10 min) y, se eliminaron los restos
de fenol de la fasze acupsa con una nueva extraccion con
igual volumen de cloroformo:alcohol iscamilico (24:1). la
fase acuosa se precipitd incorporando 2,5 vollmenes de
etanol vy 0,1 volumen de acetato de sodio 2 M {(pH 5,5) v
dejando a —-70°C por 2 h. Se centrifugd a 16.300xg por
30 min a 0°C y el precipitado se resuspendid en TE, luego
de secarlo al vacio, para obtener una concentracion final de
DNA de entre 0,5 v 1 mg/ml. Se verificd la pureza del
plasmidio mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%,
observandose una banda principal correspondiente al DNA

sobreenrollado y dos bandas menores correspondientes al  DRNA
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relajado y lineal. La concentracidn del DNA se calculd
sabiendo que 1 mg/ml de DNA tiene una D.0.zeonm de 20

(Maniatis, Fritsch y Sambrook, 1982).

7. DIGESTIONES DEL DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

7.1 Analiticas. Se realizaron incubando 1 uwg de DNA  con

1-2 unidades de la enzima de restriccidn, en presencia de la
solucién amortiguadora que recomienda el proveedor, en  oun
volumen final de 20 ul. Se incubo por 1 h a 37 o &09C

dependiendo de la enzima. Los fragmentos de DNA fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa, como se
describe en 8.1.

7.2 Freparativas. Se incubaron cantidades variables de DNA

(0, 1-0,% mg), segun los propositos, con  25-79 unidades de
enzima. Esta digestidon se realizd por 4-5 hrs. Al cabo de
este tiempo se verifico el grado de digestidn por
electroforesis,"para lo cual se tomd uwuna alicuota corres-—
pondiente a 1 ug de DNA y se sometid a electroforesis, en un
gel de agarosa o de poliacrilamida. Cuando la digestidn era
incompleta se agregaba ma&s enzima y se continuaba la
incubacién por 1-2 hrs o mds si era necesario, en que se
volvia a probar el grado de digestion. En caso de digestidn
completa, los fragmentos se separaron por electroforesis en

geles preparativos.
8. ELECTROFORESIS DEL DNA

2.1 Geles de agarosa. Fara separar los {fragmentos mayores

de DNA se realizaron electroforesis en geles de agarosa  al
0,8-1,8% en solucion TEA (Trie 40 mM, EDTA 2 mM, acetato de
sodio 20 mM, pH 8,0 ajustado con &cido acético glacial) vy de
1,5 mm de espesor (analiticas) o de 3 mm de espesor
{preparativas). Loz geles se corrieron a 735 mA (160 V3
(analiticos) o a 50 mA (50 V) (preparativos) usando TEA como

amortiguador de electroforesis. Frevio a colocar las
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muestras, estas se calentaron durante 10 min a 6&0°C en
presencia de 1/2 a 1/4 del volumen de solucién desnaturante
(glicerol 25%, SDS ©,5%, azul de bromofenol 0,025%, EDTA
12 mM).

8.7 Geles de poliacrilamida. Fara separar los {ragmentos

de DNA de menor tamafio se usaron geles de poliacrilamida al
5 o 7%. La solucién madre contenia 30% de acrilamida y 0,84
de bisacrilamida. Se tomd una alicuota de la solucion madre
v se adiciond 1/10 del volumen final de TEBE 10 X (Tris HCI
0,9 M, &cido bérico ©,9 M, EDTA 20 mM, pH 8,3), 1 ml de per-
sulfato de amonio 10% y agua para completar el volumen; el
aire atrapado en la solucidn se extria con vacio. Luego, se
agregd 50 ul de TEMED y se depositd la solucidn entre las
placas de vidrio, donde se dejd polimerizar por 45 min. EIl
tratamiento de las muestras fue similar al descrito en 8.1 vy
ellas penetraron al gel a 25 mA. La solucidn amortiguadora
de la electroforesis Ffue TBE 1X vy el procedimiento se

realizd por Z-4 hrs.

2. VISUALIZACION DEL DNA

lLas bandas de DNA se observaron tifiendo los geles con una
solucidn de bromuro de etidio 1 uwg/ml, por 10 min, Yy se
observaron en un transiluminador UV. Ocasionalmente se
fotografiaron bajo luz UV usando placas Folaroid Tipo 355,
Fara los geles preparativos se empled la misma teécnica,
siendo la solucién de bromuro de etidio 0,2 ug/ml y el
tiempo maximo de tincidn 5 min. Alternativamente se uso la
técnica del sombreado de UV depositando el gel sin  tedir
sobre una placa de TLC de silica gelcon indicador UV e
iluminando con una lampara portatil UV de longitud de onda
corta (210 nm). El DNA se observaba como una sombra sobre el

fondo coloreado del indicador.
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10. ELECTROELUCION

Después de efectuada la electroforesis, la region que
contenia el DMA se cortd con un bistuwi y se colocd en  una
holsa de dialisis de 1/4 de pulgada de didmetro, que
contenia TE. La bolsa se colocd en una camara horizontal con
electrodos separados 8 cm y se electroeluyd el material
contra 500 ml de TEA 0,25X, durante 16 hrs a 75 mA, a
temperatura ambiente. Luego de este tiempo, la polaridad de
la fuente fue invertida brevemente, aplicandose el mismo
amperaje por 1 min, luego de lo cual se deid reposar duwante
15-20 min a temperatura ambiente. El electroeluido fue
recuperado de la bolsa de dialisis y centrifugado a 12.000xg
por 10 min, con el objeto de eliminar los residuos de aga-
rosa o poliacrilamida que permanecen en suspension.
Fosteriormente se extrajo =21 DNA wuna vez con fenol y una vez
con cloreformo:alcohol iscamilico (24:1) y =se precipitd con
etanol como ya ze ha descrito. El precipitado se resus-—
pendid en 100-500 ul de TE y se comprobd la integridad del

DNA electroeluldo por electroforesis.
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11. SECUENCIACION DEL DNA

Se realizd segun el método de Maxam vy Gilbert (1980), con
algunas modificaciones. El método consta de wvarias etapas
que se describen geparadamente.

11.1 Marcacidn de los extremos S del DRNA

con =RE) AT La marcacion de dichos extremos se

realize mediante un procedimiento que consta de dos etapas:

a) Desforilacién. Aproximadamente SH0-100 ug de DNA SE
diselvieron en 250 ul de Tris-HCl1 50 oM, pH &,0. Se agre-
garon % U de CIAF (fosfatasa alcalina de intestino de
ternera) o de BAF  (fosfatasa alcalina cles bactarial,
incubdndose por 30 min a 60°C. Se volviod a adicionar U de
enzima vy se repitid la incubacion en las mismas condiciones
anteriores. Lusgo se realizaron tres extracciones con fenol
saturado y una con cloroformo:alcohol imoamilico (24:1). Se
precipitd agregando etanol vy acetato de sodio y dejando  en
hielo seco/etanol por 10 min, despuds de lo cual se centri-
fugd a 12.000xg por 10 min en microcentrifuga Eppendort.

b) Fosforilacién con ( y®2F)-ATF. El precipitado de la
etapa anterior se disolvid en 27 ul  de agua destilada
estéril. Se agrégaron 4 ul  de amortiguador—gquinasa 10 X
(Tris-HC1 50 mM, pH 9,5 MgClz 100 mM, DTT 80 mMy  esper-—

midina 1 mM). Esta mezcla se agregd a un  tubo Eppendorf

donde previamente Ge habla concentrado 0,51 mCi de

( y=2F)-ATF hasta aproximadamente 10 ul. Se adiciond dos

veces 10 U de polinucledtido quinasa del fago T4 {2 ul)
incubando 1% min a 379C cada vez. Luego de diluir con

160 Wl de agua destilada y tomar 2 ul  para camprobar  la
marcacion por electroforesis, la reaccion  se detuvo agre-
gando acetato de sodio y etannl, para precipitar el DNA como
se ha descrito. E1 DNA se centrifugd y se resuspendio en
agua y se volvid a precipitar con etanonl. El sedimento se
se00 brevemente en centrifuga-evaporador al vacio

(Speed~-vac) para retirar el etanol, antes de disolver en la
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solucion adecuada para la digestidn secundaria o la sepa-
raciéon de las hebras marcadas del DNA.

c) Obtencidn del DNA marcado con ==F en un  solo extremo.
El DMA con ambos extremos 5 marcados con *#F, se sometid a
una digestiéon preparativa con una enzima de restriccion,
previamente determinada que producla & partir del fragmento
original de DNA, dos subfragmentos con marca en uno solo  de
gsus extremos 5, los gue ademas eran  separables {acilmente
mediante geles de agarosa o poliacrilamida. Dichos frag-—
mentos se recuperaron por electroelucidn y  se eSS
pendieron en 42 ul de agua destilada esteril.

11.2. Reacciones de secuencla.

i) Reacciones para G: En un tubo Eppendorf se prepard la

mezcla de reaccion compuesta por 300wl de  solucion DMS
(Cacodilato de sodio S0 oM, pH 8,0, EDRDTA 1 mM} v 5 ul de DNA
marcado {aproximadamente entre 100, 000 Y 200, 000 cpm
Cerenkovy. Se enfrid a 0°C v se adiciconaron 2 ul de dimetil
sulfato, incubéndose por S-6 min a Z0°C. Be agregaron S0 ul
de solucidn para detener la reaccidn de DMS  (acetato de
sodio 1,5 M, pH 7,0, 2-ME 1 M, tRNA de E. coli 100 ug/ml) vy
1 ml de etanol. Se deid precipitar por 5 min en bafio de
hielo seco/estanol.

ii) Reaccion para A+G: En este caso la mezcla de reaccion

estd compuesta por 10 ul de DNA marcado (el doble del usado
en la reaccidn anterior). Se enfrid a OGP0 vy  se agregaron

2% uwl de &cido féarmico concentrado, incubandose por 10 min a
2000, Esta reaccidn corresponde & una modificacidn  del
método de Mawxam y Gilbert. Se afadieron 200 ul de solucidn
HZ (Acetato de sodio 0,3 M, EDTA 0,1 mM y tRNA de E£. coll
1 mg/ml) y 750 ul de etanol, precipitandose por 5 min en
bafio de hielo seco/etanol.

iii) Reaccidn para T+C: En un  tubo Eppendorf{ se mezclo

10 ul de DNA marcado y 10 ul de agua destilada estéril. Se
enfrido a 0°C v se agregaron 30 ul de hidrazina 100%. Ge
incubd por 12 min a 20°C, deteniéndose la reaccion con

200 ul de la solucidn empleada para este mismo fin en el
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punto anterior. Se precipitd con 750 ul de etanol, mante-

niéndose por 5 min en bafio de hielo seco/etanol.

[ =~

iv) Reaccion para C: La mezcla se compone de 3 ul  de DNA

marcado y 10 ul de NaCl 5 M. Se enfrid a 0°C y se agregaron
Z0 ul de hidrazina 100%, incubéndose 15 min a 20°C. La
reaccidn se detuvo como en el caso anterior y s preci-
pitd en las mismas condicliones seraladas.

v) Reaccidn para A+C: & 10 ul de DMNA marcado se le agre-—

garon 50 ul de una solucidn de NaOH Z,4 M, EDTA 2 M y 40 ul
de agua destilada estéril. La mezcla de reaccidn s calentd
a Q09C por 10 min y se detuvo la reaccidn afadiendo 150 ul
de &cido acético 1 My 5 ul de tRNA de E. coll 1 mg/ml. Be
precipitd como antes.

Las siguientes etapas de este procedimiento son  comunes  a

todas las reacciones y consisten de los siguientes pasos: Se
centrifugaron  todas las muestras por 5 omin en i cr o

centrifuga Eppendorf. Los tubos se enfriaron en hielo
saco/etanol v se centrifugd como antes. Se descartd =1 so-
brenadante v el precipitado se resuspendid en 2050 al de
acetato de sodio 0,2 M y se precipitd nuevamente con 750 ul
de etanol. Se enfrid en baro seco/etancl por 9 min y e
volvid a centrifugar dos veces como antes. Se lavo el  sedi-
mento con 1 ml de etanol vy despuéds de centrifugar como va se
ha descrito, se secd brevemente al vacio. A cada muestra se
le agregd 100 ul de piperidina 1 My se incubd a 90°9°C por

IO min. Las muestras se liofilizaron, se agregaron 100 ul de
agua destilada estéril a cada muestra y se volvid a lio-
filizar. Esta dltima operacidn se repitid 4 veces. Después
de la Gdltima liofilizacidn se resuspendid cada muestra en
solucidon de carga (azdl de bromofenol 00,0284, xilencianol
0,025% vy Aformamida desionizada 90%), para iniciar la
electroforesis. Las muestras se calentaron 1 min a F0°9C, se

enfriaron rapidamente y se aplicaron al gel en un volumen no
mayor de I ul y tal de cargar 10.000 a 20.000 cpm Cerenkov

por cada reaccidn.




11.3 Electroforesis para secuenciacion de DiNA. Se

emplearon geles desnaturantes de poliacrilamida al 10 o 15%
con wea 8 M. En todos los casos se prepararon 100 ml de
mezcla, para lo cual se tomd una alicuota de una solucidn de
acrilamida-bisacrilamida Z0:1,5%. Se agregaron 10 ml de TBE
10 X, 30 g de urea y agua. Se disolvid calentando a &0°9C vy
se filtro por papel Whatman ZMM. Se adiciond a la mezcla 0,8
ml de persulfato de amonio al 10% y se sometid a vacio para
extiraer las burbujas de aire. Se afiadid a la solucién TEMED
(15 ul para geles al 13% y 50 ul para geles al 10%), con lo
cual se inicid la polimerizacidn. La solucidn fue vertida
rapidamente entre las placas de vidrio, una de las cuales
habia sido previamente siliconizada con sigmacote. El gel se
dejo polimerizar por 1 hr. Las dimensiones de los geles
fueron 42,3 cm de largo por 34,3 cm de ancho 0,04 cm de
ggpesor. La solucidn amortiguadora de electroforesis fue TEE
1 X. Previo a la corrida, los geles se precorrieron por
espacio de 30 min a 1500 volts para aumentar su temperatura.
Las muestras se trataron como ya se ha descrito, depo-
sitadndose para la electroforesis 2-3 ul de ellas, Y
aplicando 1&00-1300 volts. Se efectuaron, en cada caso, dos
cargas de cada muestra, separadas en el tiempo, efec-
tuandose la segunda aplicacidn cuando @l colorante
#ilencianol alcanzd la mitad del gel, para los geles al 15%
o, en el caso de geles al 10%, cuando el colorante xilen—
cianol llegoal final del mismo. La electroforesis ze detuvo
cuando el azul de bromofenol de la Gltima carga alcanzd 1la
mitad del gel (para geles al 13%) o el final de este (para
geles 8-10%).

11.4 Autorradiografia. Al final de la electroforesis, el

gel se desmontd cuidadosamente removiendo el vidrio
siliconizado y, luego de cubrirleo con papel de celulosa
(Saran Wrap), se lo expuso a autorradiografia a -709C

utilizando un film de rayos XOMat AR o Fuji y una pantalla
intensificadora Du Font. El tiempo de exposicidn varid entre

2y 3 dias y las peliculas se revelaron usando revelador
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Kodak D-10 por 5 min y fijador universal. l.a pelicula se

lavd con agua destilada por 2-3 horas y se secd.
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12. PURIFICACION DE LOS tRNAs DE 7. THERMOPHILUS
Se resuspendieron 10 g de Thermus thermophilusz en 10 ml de
Tris HC1 1 mM, acetato de magnesio 10 mM, pH 7,4. Ge
agregaron 20 ml de fenol y se agitd durante 40 min. La
emulsion  se centrifugd por 20 min & B8.000 rpm en uria
centrifuga Beckman, rotor 883Z4. Se removio la fase acuosa
superior, que contenia el tRMNA, y este =ze precipitd
agregando 0,1 volumenes de acetato de sodic I M vy 2
volumenes de etanol (previamente enfriado a -70°0). Se delio
por lo menos una hora a -70°9C. E1 precipitado =se colectd
por centrifugacidn a 8.000 rpm por 20 min en el rotor HBE4 de
la centrifuga Sorvall. Se resuspendid el precipitado en
10 ml de NaCl 1 M, agitando con una bagueta. Se centrifugd
en el rotor HE4 a 8.000 rpm por 20 min. Al precipitado se le
agregaron 5 ml de NaCl 1 My s=se procesd como antes. Se
juntaron ambos sobrenadantes. Se agregaron dos volumenes de
etanol vy se dejd a -70°C por al menos una hora. El
precipitado de la etapa anterior se colectd, centrifugando a
8.000 rpm por 20 min, y se resuspendid en 7 ml de acetato de
sodio 0,3 M pH 7,0; se agitd en cémara fria y se le fue
agregando, lentamente (una gota por segundo), 0,54 wvol de
isopropanonl. Una vex que se agregd todo el volumen de
isopropanol se continto agitando a 20°C. La suspension
resultante se centrifugéd a 8.000 rpm por 10 min (rotor HE4)
a 200C. Fl sobrenadante se guardd. ElL  precipitado se
resuspendid en 2,5 ml de acetato de sodio 0,2 M pH 7,0 y se
agreqgd nuevamente 0,54 vol de isopropanol y se procedid como
antes. Se Jjuntaron ambos sobrenadantes y el  LRNA se
precipitd agregando 0,09 vol de isopropancol; se enfricd y se
centrifugd a B.000 rpm en rotor HB4 por 10 ming el
sobrenadante se descartd; el precipitado se resuspendid en
1 ml de agua destilada estéril. El tRNA se guardd a -70°C.

El rendimiento fue de 25 mg a partir de 10 g de celulas.




30

13. MARCACION DEL tRNA DE 7. THERHMOPHILUS CON ( Y—==P)-ATF

Con el fin de sacar el grupo fosfato presente en el
extremo 5 del tRNA, se incubaron 20 ug de tRNA con 3 U de
fosfatasa alcalina (CIAF) por 1 hr a ZI7°9°C, en Tris-HC1 10
mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, MgCls 10 mM. Fara inactivar vy
extraesr la fosfatasa se realizaron tres extracciones con
fenol e igual  volumen de cloroformo/salcohol  iscamilico
(24:1). El tRMA se precipitd con 730 ul de etanol frio. Se
mantuvo en bario de hielo seco/etanol por 10 min. Se cen-
trifugd en microcentrifuga  Eppendord por 5 min. El tRNA
sedimentado se secd al vacio y se resuspendid en Tris-HCI
0,58 My, pH 7,4, MgCls O,1 M, DTT 0,05 M.

For otra parte, Se seco aproximadamentes 1 mCi de
( === -ATF vy se resuspendid en 60 ul de agua destilada.
Se agregd el tRNA sobre el ATF radiactivo y se llevd a un
volumen final de 200 ul con agua destilada. Se adicionaron
10 U (2 ul) de polinucledtido-gquinasa de fago T4 vy se incubd
por 19 min a 37°9C. Al cabo de este tiempo, se agregaron
2 ul mas de enzima y se incubd en las mismas condiciones
anteriores. La reaccidn se detuvo adicionando 20 uwl  de
acetato de sodio 2 My 730 ul de etanol, dejindose preci-
pitar por 1 hr a -70°9C. Se centrifugd =1l mi cro-
centrifuga; se secd el sedimento y se resuspendid en 200 ul
de 855C 0,1X (8580 11X es cloruwro de sodio 0,15 M, citrato de
sodio 15 mM) .

Con el fin de separar el tRNA marcado del isdtopo libre,
se prepard una columna de Sephadex G6-73% de 10 ml (pipeta
plastica desechable), equilibrada en 88C 0,1 X. Se aplicd la
muestra a ella vy se eluyd con la misma solucidn, colec—
tandose fracciones de 10 gotas en tubos Eppendorf. Se contd
1 ul de cada fraccion en el contador de centelleo, usando
radiacidn Cerenkov, % las fracociones con mayor
radiocactividad, correspondientes al primer pico eluldo se
juntaron (1,2 ml), precipitandose con 2,5 volumenes de

etanol y manteniéndose a —-70°C durante la noche. Se centri-
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fugd a 11.000 rpm por 40 min en Sorvall RCZE, rotor HE4 ,
despuds de lo cual el precipitado se seco al vacio y se
resuspendid en 0,5 ml de agua destilada. El tRNA marcado se
obtuvo con una actividad especifica de 80000cpm/ug vy se

guardd a 20090,

14. SEPARACION MEDIANTE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE LOS
tRNA DE THERMUS THERMOPHILUS

Los +tRNA  de  Thermus thermophilus purificaedos por el
procedimiento anterior se separaron de acuerdo a Burkard vy
col. (1982 con menores modificaciones. 500 wg de tRNA  se
sometieron a electroforesis en una primera dimension  en  un
gel que contenla poliacrilamida al 10%, y en seguida en una
segunda dimensidn en un gel al Z0%.

Frimera dimensidn: Se uwitlizd un gel de 30 cm de ancho por

-

40 de alto vy % mn de espesor. Gel concentrador: acrilamida
4,8%, bisacrilamida 0,2%, Tris-HCl 0,6 oM, pH &,8, wrea 507,
persulfate de amonio 0,2% y TEMED 15 ul, en un volumen final
de 20 ml. BGel separador: acrilamida 9,7%, bisacrilamida
0,5%, TRE 1x, wea 50%, persulfato de amonio 0,077 y TEMED
0 ul, en un volumen final de 150 ml. La electroforeszis se
realizaba a 00 volts hasta que el colorante xilencianol
habia migrado 30 cm en el gel separador. La Ffrania de
poliacrilamida se cortaba y se ponlia longitudinalmente, de
tal manera gque ahora la electroforesis S realizaba
perpendicular a la direccion anterior.

Segunda dimension: Gel concentrador: acrilamida 2,4%,

bisacrilamida ©,1%, Tris-HC1 ©,6 mM, pH 6,8, wea 0%,
persul fato de amonio 0,27%4 y TEMED 15 ul, en un volumen final
de 30 ml. Gel separador: acrilamida 19%, bisacrilamida 1%,
TRE 11, urea 50%, persulfato de amonio 0,07% vy TEMED 23 ul,
en un volumen AFinal de 240 ml. La electroforesis se
realizaba a 900 volts hasta que el colorante xilencianol

habia migrado 70 cm en el gel separador.
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15. AMINOACILACION DEL tRNA

15.1 Purificacidn de la sintetasa. Se usd el procedimiento

de Nishimura y col. (19247). Se resuspendieron de 10 g de
células de 7. thermophilus en 10 ml de Tris-HCI1 1G mM,
pH 7,8, MgClCHCOO 10 mM, 2-ME & mM y FKC1 &0 mM.  Las

L~

células se rompieron déndoles 9 golpes en una juguera a la
maxima velocidad. El homogeneizado se centrifugd a 30,000
rpm o por 180 min en el rotor Ty-325 de la wultracentrifuga
Beckman L5-40. El sobrenadante se sometid a cromastografia en
una columna de DEAE-celulosa de 1.2x217 om de alto,
equilibrada con la olucidn anterior. La actividad Ffue
elulda con Tris-HC1I S0 mM, pH 7,3, NaCl 130 mM. Se Jjuntaron
las fracciones con mayor absorbancia a ZB0O nm v se precipitd
la actividad aminoacil-sintetasa agregando sulfato de amonio
al 79% de saturacidn. El precipitado se resuspendid con la
solucidn de resuspensidn celular y se dializd contra la
misma solucidon por 18 horas. Se mercld con igual volumen de
glicerol y se guardd a -—-200C.

15.2 Aminoacilacidn de los tRNAs. El ensavo se hacia enoun

volumen de 100 ul que contenlia:r BICINE &0 mM, pH 7,8 a
&HOOC, ATF S mM, DTT O,1 M, MgClza 13 mM, tRNA total 0,4 mg,
aminoacil-~tRNA sintetasa 10 ul v L (Z-F-H)~-serina 1-2 uli.
Se incubaba a &§5°C por 15 min. La solucidn se ponia  sobre
un circulo de fibra de vidrio, vy se lavaba tres veces con
TCA al 5%, cada vez por 19 min. Se secaba lavando con etanol

y se contaba en un contador de centelleo.

16. HIBRIDACION DNA-RNA

Se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Southern
(19735) :

i) Se trasfirieron los fragmentos de DNA, producidos en la
digestion con las enzimas de restriccidn y separados en
geles de agarosa o poliacrilamida, a filtros de nitro-

celulosa (Millipore GSWFI04 FO, 45 w . Fara ello, despuéds de
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la electroforesis, v con el fin de desnaturar el DNA, los
geles se someten a un tratamiento con una solucién de NaOH
0,5 M, NaCl 1,5 M por 1 hr. Luego se neutraliza con Tris—HCl
0,5 M, pH 7,0 , NaCl 3ZM, durante 30 min. El gel asi tratado,
se coloca sobre papel filtro Whatman = MM, cuyos extremos se
encuentran inmersos en un recipiente que contiene solucidn
88C 20 X (cloruro de sodio I M, citrato de sodio 0,3 M). EIl
filtro de nitrocelulosa, del mismo tamafio que el gel, =1=)
coloca sobre este y encima de él1 se pone papel absorbente,
creando asi un flujo ascendente de SSC 20 X, el cual posibi-
lita el traspaso del DNA del gel al filtro. Esta opetr-acion
se realizd durante 3 dias, a temperatura ambiente. Luego,
los filtros se secaron por 2 hrs, en vacio y a 80°C. Cuando

el DNA a traspasar es de alto peso molecular es recomendable
tratar el gel con HCl 0,1 N por 20 min, previc al proceso de
desnaturacion. De este modo se rompe el DNA v la eficiencia

de la transferencia es mayor.

ii) El filtro tratado de este modo se puso en una bolsa

plastica sellable por calor vy se agregd una solucidn de
prehibridacidn cuya composicidn es: SSC I X, Denhardt 4 ¥
(Ficoll 0,02%, albdmina de suero de bovino O 02%4,poli-
vinilpirrolidona-3Z460 0,02%), SDS 0,5%, DNA sonicado de
espermio de salmdn 0,1 mg/ml, incubando el filtro a 409C
por 6-24 horas. Fosteriormente, se reemplazd esta solucidn
por una solucidn de hibridacidn igual a la anterior, pero
conteniendo ademas formamida S04 vy el T RNA marcado
(aproximadamente 3,2x107 cpm), obtenido por el procedi-
miento descrito en Métodos 13. La hibridacién se realizd por
48-72 horas a 42°C. Al cabo de este tiempo, los filtros se
sometieron a una serie de lavados que incluyven: una ver en
56C 2 X por una hora a temperatura ambiente; 4 lavados de
=20 min cada uno en S5C & X con SDS 0,5% a &8°C y de nuevo
lavado con 88C 2 X a temperatura ambiente. Luego, se
dejaron secar al aire, sobre un papel filtro Whatman 3IMM.
iii) Finalmente, se realizd una autorradiografia con

pantalla intensificadora por 4-& dias a -70°9C.
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17. PURIFICACION DE LA RNA POLIMERASA

DE THERMUS THERMOPHILUS.

17.1. Ruptura celular. Cincuenta gramos de células conge-—

ladas de 7 thermophilus HE8 colectadas en fase
estacionaria, se resuspendieron en 220 ml de soluciédn TESM
(Tris—-HCl1 30 mM, EDTA 10 mM, sacarosa 257 ,ZME 5 mM pH 8,0
)y se rompieron agregando 94 mg de lisorima y 0,0003% de
Brij 58. Se incubd por 30 min en hielo. Fara romper el DNA
cromosomal , se sonicd la solucidn, manteniéndola en hielo,
con un aparato EBiosonic model II, a m&xima potencia durante
1 min, con 1 min de descanso, repitiéndose el procedimiento
10 veces. Se centrifugd a 105.000xg durante &0 min en ultra-—
centrifuga FBeckman L3540, rotor Ti3S. El pellet fue
descartado.

17.2. FPrecipitacidn con protamina. E1 éobrenadante se

diluyd con solucidn A  (Tris-HC1 20 mM, EDTA 0,1 mM, Z2ME
3 mM, MgClz 10 mM, pH 8,0 a 4°9C) para tener 29 mg/ml de
proteina y se precipitd agregando sulfato de protamina a una
concentracion final de 0,1%. Se centrifugd, descartiandose el
sobrenadante, vy el sedimento se extrajo con 500 ml de
sulfato de amonio 80 mM en solucidn A. El extracto fue
dializado contra la solucién B (Tris—HC1 40 mM, EDTA 0,1 mM,
ZME 5 mM, MgClz 10 mM, pH 8,0 a 4°C).

17.3. Cromatografia en DEAE Sephadex A-50. El extracto fue

puesto en una columna ancha (6,5 x 6,8 cm) que contenia
DEAE-Sephadex A-50, equilibrada con solucién A. Despuds de
cargar la muestra, la columna fue lavada con 2000 ml de
solucidn A + EC1 0,11 M. La actividad fue eluida con un
gradiente salino 0,11-0,4 M KEC1 (&00 + &00 ml). Se colec-—
taron fracciones de 8 ml y se juntaron aquellas con mayor
actividad enzimatica.

17.4. Cromatografia en DNA celulosa. Se usd una columna de

60 ml {(jeringa de plastico), la que fue. equilibrada con
solucidn A. Se diluyd la enzima que provenia del paso  ante-

rior con solucidn A, con el fin de obtener una conductancia
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de 4,9 mmho antes de cargar. La enzima fue elulda con un

gradiente lineal de KCl de 0,1 a 1 M {(120+120 ml). Se colec-

taron fracciones de 2,2 ml.Después de este paso la enzima
ey

estaba en un estado de pureza mayor de un 5% en  base a

andlisis de geles de poliacrilamida-8DG.

18. ENSAYO DE ACTIVIDAD

l.a mezcla contenia, en un volumen final de &0 wl: RBICINE
90 o mM, pH 8,0 (a 46090, HqCL.~ 10 mM, DTT 1 oM, ATF, CTF vy
GTF 0,4 mM, UTF 0,01 mM, (q,é~~H)wUTF (100%™ com/ensayoao)l,
DNA de timo de ternera 2,4 ug, MnCls 2 mM, EDTA 0,02 mM vy
enzima (1-10 ug). 8Se incubd a &0°C por 10 min. Se  tomaron
alicuotas de 50 ul, las gque se ponian sn un disco de papel
DE~-52. Se retird del papel el idsdtopo que no se habia
incorporado en el RNA, mediante 3 lavados en  NMNaxHFOs, 4%,
seguidos de 2 lavados en agua y dos lavados en alcoheol. Los
filtros se secaron bajo luz infrarroia, vy =ze contd la

radinactividad en un contador de centelleoc liguido.

19. ELECTROFORESIS EN GELES DE FOLIACRILAMIDA FARA FROTEINAS

Los geles para la electroforesis de protelinas en  condi-
ciones desnaturantes se prepararon segun  téconice descorita.
(Lagmmli, 1970). La dimension de los geles fue de 18 cm X 16
cm X 0,15 om. EL gel de concentracidn estuvo compuesto  de
acrilamida 9 %, N,N'matilenbisacrilamida  ©,1%, &8RS 0,1%,
persulfato de amonio 0,084 v  TEMED 0,007 en  Trie-HCl
0,125 M, pH 6,8. La composicidn del gel de rooolucidn (20
ml ) fue la siguientes: acrilamica 10 %, My,MN meti-
lenbisacrilamida 0,27 %, 8DE 0,1 %, persulfato de amonio

), 033 %y 0,0% % en Tris-HCl ©,37 M, pH 8,8. El

amortiguador de electroforesis estuvo conpuesto de Tris-Base

2% mM, glicina 192 mM y SDS 0,174 a pH 8,3, La migracion en
el gel concentrador se realizd a una corriente constante de

8 mA y en el gel de resolucion a 205 mA. Las muestras
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proteicas se disolvieron en Tris-HC1 0,125 mM, pH 8,0,
DS 4%, glicerol 2Z0%, DTT 0,1 M y azul de bromofenol Q,013%.
Las muestras se aplicaron después de calentarlas en a 100°C
por I minutos. Los geles se btifieron vy fijaron por una hora
con  azul  de coomassie R-250  al 0,1%, disueslto en una
solucion que contenia acido acético glacial al 104 vy met anol
al 45%. Se destiferon con una solucidn de &cido acético al

7% y metanol al  20%, por 2 horas  aprodimadamante, con

agitacidn suave.
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20. TRANSCRIPCION IN VITRO

20.1. Ensayo de transcripciédn. Todos los elementos usados

(soluciones, puntas desechables de pipeta, tubos de ensayo)
fueron autoclavados a 120°C y 22 1lb/pulg® por 30 min.
Fara el manejo de los materiales se usaron guantes. Fara
efectuar las transcripciones se emplearon las FNA
polimerasas aisladas de £. «coli vy de T.thermophilus. La
composicidn de los medios de ensayo para ambas enzimas era
diferente, de modo que se detallaran por separado.

i) F. coli. La mezcla de reaccidn es basicamente la descrita
por Burgess (196%9) y contenia, en un volumen de 50 ul, PIFES
20 mM (pH 8,0 a 20°C), glicerol 20%, EDTA 0,2 mM, NaCl
o,18 M, DTT 1 mM, GTF 0,03 mM, ATF, CTF y UTF 0,6 mM,
{ 0—-==F)~GTF 1 wCi, MgClz 10 mM, DNA entre 0,035 ug y 1 ug

y & ug de enzima. Se incubd a 37°C por 13 min.

ii) 7. thermophilus. La mezcla de reaccion contenia, en un
volumen de &0 ul, BICINE 20 mM (pH 8,0 a 60°C), glicerol
5%, EDTA ©,07 mM, EC1 0,05 mM, DTT 1VmM, GTFP 0,05 mM, ATF,
CTF y UTP 1 mM, (& -==2p)-GTF Z uCi, MgCl=" 6,5 mM, MnCl=
%Z,8 mM, albumina de suero de bovine 0,21 mg/ml, DNA entre
0,035 ug v 1 ug, v 2 a 3 ug de enzima purificada después de
DNA-celulosa. Se incubd a &0°C durante 15 min.

20.2. Purificacién del RNA. En ambos tipos de ensayo se

siguid el siguiente procedimiento: se detuvo la reaccion
enfriando en hielo y se agregd 150 ul de TENS (Tris-HCl1 350
mM pH 7,4, EDTA 20 mM, NaCl 150 mM y ©,5% SDS) vy 10 ug de
tRNA de E. coli para ayudar a la precipitacién del RNA
sintetizadao iIin vitro. Las proteinas == eliminaron
extrayendo con Z00 ul de fenol saturado y 200 uwl de clo-
roformo:alcohol iscamilico Z4:1. Se agitd y se centrifugd a
15.600xg en microcentrifuga Eppendorf por 135 min. La fase
orgénica se reextrajo con 100 ul de TENS y se unid a la fase
acuosa anterior. Se repitid la extraccion con 200 ul de
fenol y 200 ul de cloroformo:alcohol iscamilico 24:1. El

fenol residual se elimind con una nueva exdtraccidn con
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200 ul de cloroformo:alcohol iscvamilico 24:1. La fase
acuosa se precipitd agregando 1 ml de etannl absoluto, v
manteniéndola en hielo seco por 10 min. Se centrifugd a
15.600xg por 10 min y se elimind el sobrenadante. El
precipitado se disolvid en 200 ul de SDS 0,2% vy 200wl de
acetato de sodio 0,2 M (pH 5,5 . La mezcla se precipito con
800 ul de etanol absoluto como se explicd md&s  arriba. Se
secd el precipitado al vacio y se resuspendid en  una
solucidn  de formamida Q04 (la formamida habia sido
previamente desionizada por agitacion con la resina BHio Rex
Rb 501~-X81), EDTA 1 mM, pH 8,0, xylene cyannol 0,1% v azul

de bromofenol O,1%).

20.35. Andlisis de los producteos de transcripcion.  Los

productos de transcripcion fueron analizados por electro-

foresis en geles de poliacrilamida-urea de 2,3 mm de
ESBPeS0Or. Los geles contenfian acrilamida al 5 0O Ty
bisacrilamida al 0,254, wea 8 M vy la sonlucidn ce

electroforesis que fue TBE 1X, la misma que se describe  en
Métodos 11.35.

Los geles se precorrieron 20 min a una potencis constante
de  Z0 Watts. Freviao a la CAarga, las muestras s
desnaturaron calentandolas en un bafio a ebullicion por  un
minuto Y enfriandolas bruscamente en hielo. La
electroforesis se realizd también a 30 Watts hasta que el
colorante azul de bromofenol hubo recorrido toda la longitud
del gel (30 cm). Luego se desmontd el gel, se protegid con
Saran Wrap v se expuso a una placa de rayos X FRodak X=0Omat

AR o Fuji, con pantalla intensificadora a —70°9C.
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21. ENSAYD DE RETENCION DEL COMPLEJDOD RNA FOLIMERASA-
FROMOTOR EN FILTROS DE NITROCELULOSA

21.1. Preparacion de la enzima. Fara los ensayos de unidn

se usd la RNA polimerasa purificada por una columna de

DNA-celulosa (Métodos 16.4). La enzima, que corresponde al

segundo pico, es la que transcribe especificamente el
fragmento Xhol, ya gque contendria la subunidad sigma. Fue
necesario concentrarla varias veces vy esto sSe logrod

poniéndola dentro de una bolsa de dialisis y agregando, por
fuera, polietilenglicol 6000, solido. Fosteriormente, y con
el objeto de disminuir la concentracidn de cloruro de
potasio, se dializd en un microdializador contra 100 ml de
Tris—HCl 10 mM pH 8,0, MgCle 10 mM, EDTA 10 mM, 2ZME S mM,

durante 20 min. a 4°C. El proceso se realizd dos veces,

agregando la dltima vez EC1 100 mM, para evitar precipi-
tacidn de la enzima. Esta se concentrd 13 veces, con  un
aumento de la actividad especifica de 12,9 wveces vy una

recuperacion de 99,2%. La concentracidn de proteina se midid

de acuerdo al micrométodo de Lowry modificado (Bensadoun vy

Weinstein, 1976&), usando como patron la albidmina de suero de

bovino. La concentracidn de enzima gue se usd en los ensayos

de unidén fue de 0,2 uwg/ul. La pureza (:*95%4), se verificd en

geles de proteina (Métodos 18), presentande las bandas
tipicas.

21.2. Preparacidn del DNA.

i) Marcacidn uniforme del fragmento Xhol con (FH)~-dGTF vy
{(=H)-dCTF. Se resuspendieron 4 wg del Ffragmento Xhol en
solucidn Elenow (Tris—-HC1 10 mM pH 7.5, MgClze 10 mM, NaCl
50 mM, DTT 1 mi). Se agregdo 1 ul (1-4 Unidades) del
fragmento KElenow de la DNA polimesrasa I y se incubd a 327°9C
durante B min para permitir la accidn de la actividad 3=
exonucleasa de esta enzima. De inmediato se agregaron 10 ul
de solucidn Klenow, la cual contenia 0 uwli de (®H)-dGTF,
50 uCi de (*H)—-dCTF, dATF O,1 mM y dTTF 0,1 oM. Se continud

la incubacidn por 8 min a Z7°9C. Se detuvo la reaccidn agre-
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gando 30 ul de una solucidon que contenia NaCl 0,1 M, 8DS

0,5% y EDTA 25 mM y se mantuvo a 65°C durante I minutos.

ii) Purificacién del fragmento marcado. Los nucledtidos
libres fueron separados del DNA marcado mediante filtracion
en una columna de Riogel F-60, equilibrada con Tris-HCI
10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM. Se eluyd con la misma solucidn. Ge

colectaron fracciones de 200 ul. Se analizaron allicuoctas en

W

ol contador de centelleo para determinar la eficiencia de la
marcacion (aproximadamente 4xlOfcpm/ug). Fara verificar la
integridad del DNA se realizy electroforesis en geles de

agarosa 1%, tifiendo con bromuwro de etidio.

2.3, Formacidn de complejos RNA  polimerasa-DNA. moooun

. B ot w

volumen de 100 ul de una solucidn compuesta de HEFES 10 mM
(pH 7,4 a &0°C), EDTA 1 mM, DTT 0,1 mM y KCI 100 @M, =se
agregaron 20 ng del fragmento Xhol marcado con tritio
(80.000 cpm) vy RNA polimerasa concéntrada cle Thernus
thermophilus y la mezcla se incubd a 40°C por 10 min. La
cantidad de enzima usada en los ensayos posteriores se
determind mediante una curva de satuwacidn de formacidn de
complejos a &0°C (Figura 13). Normalmente se usd una razdon
molar enzima/DhA de 18/71. En otros casos la temperatura vy
tiempo de incubacion fueron variables, de acuerdo a los
objetivos de cada experimento.

21.4. Retencidn de compleios RNA& polimerasa-DNA

en Filtros de nitrocelulosa. Una vexz formados los

complejos enzima-DNA, =ze llevd a 1 ml de volumen agregando
0,9 ml de solucién de filtracidn que contenia HEFES 100 mM o (
pH 7,4 a 60°C), KC1 100 mM y EDTA 1 mM. Esta solucion

estaba a la misma temperatwa de la mezcla de incubacion. Se
filtrd a través de filtros de nitrocelulosa Millipore HAWF
0025 (diametro de poro: 0,45 um), usando una bomba de vacio
a una presién moderada, para facilitar la Ffiltracidn. Los
filtros fueron lavados con 2 ml de la solucidn de filtra-

cién. Luego, se secaron bajo lampara infrarroja y se conto

la radiactividad en solucidn de centelleo estandar.
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22. PROTECCION DEL FRAGMENTO Xhel A DIGESTION CON
ENZIMAS DE RESTRICCION FOR LA UNION DE LA RNA POLIMERASA

22.1. Marcacidn uniforme del fragmento Xhol con
(o —==F)-dCTF. Se empled el procedimiento descrito en
Métodos 21.2, usando esta vez: S0 ulCi de (o —-=2p)-dCTF. EI1
DNA marcado se pwificd como se describid antes (Z1.2). Fara
verificar la integridad del DNA se realizaron electroforesis
en geles de poliacrilamida 7%, visualizando las bandas de
DNA mediante auwtorradiografia del gel.

22.2. Formacidn de complejos RNA Folimerasa-DNA. Se siguid

2l procedimiento descrito en método Z20.3,empleando el
fragmento Xhol marcado con =2F (20 ng, 10.000 cpm) y MgCla
10 mM.Se hizo ademias un control negativo de unidn agregando
RNA polimerasa inactivada por calor.

22.3. Digestion del fragmento Xhol con enzimas de

restriccidn. Después de formar los compleiocs enzima-DNA se

bajd la temperatura a 3790 y se agregaron simultaneamente
las enzimas de restriccidon Rsal y Hinfl, incubando durante
Z0 minutos.

22.4. Frocezamiento del DNA obtenido por digestion del

fragmento Xhol. Se detuvo la digestidn agregando un

volumen de fenol, 172 voluman de cloroformo:alcohol
isopamilico 24:1 y 10 ug de tRNA total de £ celi. Se agitd vy
se centrifugd a 12.000xg por § min. La fase organica se
reextrajo con 100 ul de TE, uniendo las dos fases acuosas.
Se hizo una extraccidn con 200 ul de cloroformo:alcohel
isoamilico 24:1 vy =e precipitd 1 DNA de la fase acuosa
agregando 3 volumenes de etanol y 1/30 volumen de acetato de
sodio I M. Las muestras se mantuvieron a -709C durante

30 min, se centrifugaron a 12.000xg duwrante 15 min y se

resuspendieron los sedimentos (secados previamente al vacio)
en 15 ul de SDS 1074 v 15 ul de soluciéon de formamida—-azul de
bromo fenol. Los Ffragmentos de DNA aobtenidos fueron

separados por electroforesis en gel de poliacrilamida 77 vy

se visualizaron por autorradiografia del gel.
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23. UNION DE LA RNA POLIMERASA DE THERMUS THERMOPHILUS AL
| DNA DEL CLON 111 Y VISUALIZACION DE LOS COMFPLEJOS
FOR MICROSCOFIA ELECTRONICA

2E.1.0btencidn de los complejos enzima-DNA. El método

empleado corresponde a una modificacion del descrito por
Sogo y col. (1979) (Gonzalez y col., 1984). Se incubaron
5,5 ug de RNA polimerasa de 7. thermophilus con 2 ug del
clon 111 (razén molar 50/71) en 300 ul de un medio de union
gue contenia trietanolamina Z0 mM pH 7.9, KC1 50 mM, MgCl
10 mM, DTT 2 mM vy EDTA 1 mM, durante S min a 60°C o &
Z79C.

23.2. Digestitdn del DNA de los compleijos  con  BamHI. Ge

1 agregd a la soluciédn de complejos enzima—-DNA, 2-ME ©,5 mM  y-
} 5 U de BamHI, incubando durante 0 min a Z7°9C. De este modo
se liberd el inserto de Z.200 pb de DNA de 7. thermophilus

desde el plasmidio vector pBR3I2Z para analizar so0lo la

interaccion homdloga. Una ver que la digestidén con BamHI  se
completd, se agregd glutaraldehido a una concentracion final
de ©,3%Z, incubandeo durante 15 min a 3I7°9C. Luego los

compleios se separaron de la enzima libre a traveées de una
columna de Sepharose 4B de 1 cm de diametro y 7 cm de largo,
eluyendo con una solucidn Tris—acetato 10 mM pH 7.5, MgClea

10 mM. Los complejos fueron detectados por electroforesis en
geles de agarosa 1%. La concentracion final de los compleios
expresada en DNA fue de 2 a 4 ug/ml.

2E.3. Frocesamiento para visualizar los compleios a

través del microscopio electrédnico. El método corresponde

al descrito por Fortmann y  Foller (1976&) . 100 wl  de wuna

solucidn de compleios a una concentracidn de DNA 1 a Z ug/ml

fusron absorbidos a un trozo de mica recién cortada durante

5 omin. La mica fue lavada en  agua bidestilada vy filtrada

durante 60 min. Luego se sometid al siguiente tratamiento:
-

| tincidn durante 2 min con acetato de wanilo 2% en etanol

95% y sombreado rotatorio con Flatino:Faladio 80:20 a un

|
i—\ |
|
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angulo de 60°. Finalmente se obtuvo una réplica de carbon
que fue montada sobre una grilla para su observacion.

Se tomaron alrededor de 150 fotos de los complejos
enzima~DNA en un microscopio electrdnico Zeiss EM109 a
50 KV, con un aumento de IO, 000 veces y  usando pellicula

Eodak Fanatomic.
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RESULTADOS

1. ANALISIS DE LA GENOTECA FORMADA A FPARTIR DEL DNA
CROMOSOMAL DE THERHWUS THERMOPHILUS

Se purificaron los plasmidios como se detalla en Métodos
&, vy se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al
0,8%. El resultado se muestra en la Figura 1A. Al tefiir con
bromuro de etidio vy observar bajo luz ultravioleta, se
pueden ver dos bandas de DNA correspondiendo 2 la molécula
relajada y sobreenrrollada. Los plasmidios‘se transfirieron
a filtros de nitrocelulosa y se hibridaron con el tRNA& total
aislado del mismo organismo y marcado con “2F-ATF en su
extremo 3° (Métodos 12 y 13). El resultado de la hibridacion
se muestra en la Figura 1B. Fresentaron hibridacién positiva
los clones 67, 111, 112 y 114. El vector pBR 322 se incluyd
como contreol negative. El clon 111 fue elegido para estudios
mas detallados ya gue este recombinante tiemne un inserto
relativamente pequerio (3Z200 pb) v es capaz de generar un
transcripte de tamafio discreto In vitro como se verd mas

adel ante.
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Figura 1. Gel de agarosa al ©0,8Z en el que se observan
plasmidios provenientes de diferentes clones. A: Tinmcidn con
bromure de etidio (1 wg/ml). B: Hibridacidn Southern de los
DNA plasmidiales con tRNA total de Thernux thermophilus

marcado con (F®F)-ATF. a:clon &7; b: vector pBR 2% e B

clones 111--118.




2. MAPA FISICO DEL CLON 111

Se construyd un mapa fisico del inserto clonado, mediante
el uso de enzimas de restriccion. Este se muestra en 1la
Figura 2A. Se observa que la enzima Xhol genera un troze de
ZI00 y otro de 200 pb. Ademds, existe un corte Xhol muy
cerca del extremo RBamHI Y que fue identificado luego de
secuenciacidn del DNA. Nuestra atencidn se dirigid al trozo
de 900 pb, llamado de ahora en adel ante fragmento Xhol, va
que solo éste fragmento hibrida con el tRNA  del termdfilo.

Se elabord un mapa de restriccidn mas detallado del

fragmento en cuestiaon (Fig. 2ZR).
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2300 bp - 900 bp —»
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_ < | Tthi
> <« | Xhol

Figura 2. Mapa fisico del clon 111, realizado con enzimas de
restriccidén.

A. Inserto total (BamHI-BamHI, 3200 pb). Se observan los dos
fragmentos producidos por la enzima Xhol, de 2300 Yy Q00 ph.
El fragmento de 900 Pb se muestra achurado porque es ] trozo
que hibrida con el tRNA del termédfilo.

B. Mapa fisico del fragmento Xhol de 900 pb. La regidn
achurada, entre los cortes Rsal vy Tthl, indica 1la Tona  gque
hibrida con el tRNA, lo que permitis conocer  la ubicacidn
precisa del gen. Los cuadradaos blancos muestran las
secuencias de -3I5 vy ~10 del promotor. La flecha horizontal,
bajo el mapa, muestra el lugar Y la direccidn de 1la
transcripcidn.

C. Estrategia de secuenciacion. Con flecha entera se muestran
aquellos fragmentos en los que se separaron los dos Htremos
S9°-F2F cortando con la enzima de restriccion mostrada en el
extremo derecho. Con flecha con media punta  se muestran
aguellas regiones en que se realizd la secuenciacidn después

de la separacién de las hebras.
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Los tamarios de algunos fragmentos de restriceidn obtenidos
del trozo de 900 pb  se muestran en la Tabla L, Esta

informacidn serd utilizada mas adelante.

Tabla 1

Tamafio de los fragmentos producidos por algunas enzimas de

restriccidén sobre el fragmento Xhol.

Enzima Tamafio (pb)
Accl 30, 270, 200
Tthi 00, 600
Real 500, 400

3. EL _TROZO GUE HIBRIDA DENTRO DEL FRAGMENTO Xhol ES UNA
REGION DE 90 pb

Interesaba acotar, dentro del fragmento Xhol, la regidn
que producia la hibridacidn. Fara esto, el DNA fue digerido
con enzimas de restriceion Yy e hibridaron los distintos
trozos separados en un gel de poliacrilamida con el  tRNA
total marcado con *®2F-4TF.

En la Figwa 3a e mnuestra el resul tado de la
electroforesis en poliacrilamida al 7% en que se obszervan,
después de la tincién con bromuro de etidio, el fragmento
Xhol intacto (A, los trozos producidos por las digestiones
con Rsal (C) y Tthl (D). Estos fragmentos se transfirieron a
filtros de nitrocelulosa Yy e hibridaron con el tRNA
marcado. El resultado se muestra en la Figura Zb. Se observa
que, en la digestidn con Real, =6lo hibrida el trozo de 400
pb. En la digestiédn con TthI, sdlo lo hace el fragmento de

600 pb.
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Figura 3. Localizacion por hibridizacién Southern, de la
zona complementaria a una secuencia de tRNA presente en el
fragmento Xhol. a: Gel de poliacrilamida al 7W oen el que se
ha realizado una electroforesis con @l objeto de separar los
fragmentos producidos en el fragmento Xhol por enzimas de
restriccion. A: fragmento Xhol. By F: DNA del Ffago @X174
cortado con la enzima Haelll, usado como estandar  de peso

molecular. C: fragmento Xhol cortado con Real. D:

fragmento

Xhol cortado con Tthl. E: fragmento Xhol cortado con Real vy
con Tthl (digestion doble). b: Hibridacidn de estos
fragmentos con el tRNA de T. thermophiluz marcado con
(==2p)-ATF. E y F e pusieron en el gel tiempo despues de

haberse iniciado la electroforesis de

lag otras muestras.
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Se puede ver que dan sefial de hibridacién el fragmento
Rsal pequefio (400 pb) y mas débilmente el fragmento Tthl
grande (&600). Estos trozos, en base al mapa de la Figura 2B
tienen en comian una Tona de aproximadamente %0 pb. Al
observar la digestidn doble Feal/Tthl se advierte una seral
de hibridacién que corresponde & un fragmento de 90 pb
(indicado por flecha en la Figura IR, columna E) Estos datos
han side incorporados en la Figura 2R, indicandose achurada
l1a zona de 90 pb gue hibrida. GSe concluye que entre los
cortes Rsal y Tthl deberia estar localizada la mayor parte

de la regiédn que contiene el gen de tRNA.

4. SECUENCIA DEL DNA ALREDEDOR DE LA REGION QUE HIBRIDA

La secuencia de la regién de DNA que contiene la zona
responsable de la hibridacién de tRNA se realizd de acuerdo
a la estrategia mostrada en la Figura 2c. Luego de la
marcacién de los extremos, el DNA se cortd con Avall y se
separaron los fragmentos marcados en un gel de

poliacrilamida. La secuencia se muestra en la Figura 4.

5'TCTQCCTTGQCGGAGGCGGACGGCGCTGGTQ%QCTCCTTTTTGGCACTTGGQGQGB
RER

TGCCCBAGTGGCTGQQGGGACACGACTGGAAATCGTGTQGGBGBCTTAQACCTCCCTC
GCBGGGTTCGQATCCCGCCCTCTCCGCCAAAQGTCCCCGGCGQQGGCCGGGGCTCDE'

Figura 4. Regidn del DNA que hibrida con el tRNA. Las
secuencias responsables de la hibridaciédn estan entre los
cortes Rsal y Tthl. Se muestra 1la secuencia de una sola

B T

hebra en sentido S'-3".
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5. ANALISIS COMPUTACIONAL DE LA ZONA GQUE HIEBRIDA Y
PLEGAMIENTO DE LA SECUENCIA GENERANDO UNA ESTRUCTURA
SECUNDARIA FARA EL tRNA

La secuencia obtenida se introdujo en un programa de
computacién, {(disefiado originalmente por Staden, 1980) el
cual pliega una secuencia de DNA en la tipica estructura de
hoja de trebél, cuando se cumplen ciertas especificaciones
respecto a complementacidn de bases.

El programa necesita en primer lugar el largo maximo del
tRNA que se pretende plegar. En este caso, 1 largo gque se
le did fue de 100 nucleétidos, valor que incluye el largo
maximo de tRNAs descrito (Gauss y Sprinzl, 1987) . El tRNA
que se encontro tiene una longitud de 97 bases. En segundo
lugar, hay que proporcionar al computador la informacion
acerca del apareamiento minimo entre bases que debe tener el
tRNA en los distintos brazos. El programa asigna un puntajie
de dos cuando la interaccidén corresponde a un par GC o un
par AT y un puntaje de uno cuando forma un apareamiento GT.
En el caso del brarzo del aminoacido se exigid un apareo
minimo de 12 v se encontrd un  apareo de 12 en el tRNA
detectado; en el del brazo TdCG el apareo minimo solicitado
fue de 8 y el encontrado de 10. Fara el brazo del anticodon
ce pidid un apareo de 8 vy el encontrado fue de 10.
Finalmente, el brazo de la pseudo-uridina se solicitd con un
apareamiento minimo de &, vy se encontrd Justamente &. El
programa no solicita informaciétn acerca del brazo extra.
Después de esto =e introduce la informacién del minimo
puntaje general de apareamiento. En este caso fue de 25 vy el
+tRNA que plegd tiene un apareamiento de 8. El programa
también permite delimitar cierto rango de longitud del lazo
T4CG. En este caso la longitud minima fue de & bases y la
mavima fue de 8. Ademds, puede incorporarse maximo Yy minimo
tamafio del intron, en caso de analisis de una secuencia
eucariotica.

Ademis de estos parametros, también existe la posibilidad
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de buscar ciertas bases definidas de antemano en
determinadas posiciones, que estan presentes en la mayoria
de los tRNA conocidos. En nuestro casoc no se utilizd esta
modalidad, pero si se la hubiese empleado, los resul tados
habrian sido los mismos {(ver mas abajol.

El1 resultado de la ejecucion del programa e muestra en la

Figuwa 9.

TA
T CGCCC A
TGA G 4s:l G
G GCCC GCGGG__C
G $dl c TT

c AGGG A-T

TGA A =

?GHFDO
-Nna-n-

0
>D

T
GGA

Figura 5. Estructura secundaria del tRNA. Como la estructura
se deduce a partir de secuencias de DNA, las bases widinas
y otras modificadas no se indican. Los detalles
ecstructurales se discutiran en base a la estructuwra de

consenso propuesta por Lewin (1278).




53

~E1 tallo aceptor del aminoécido contiene normal mente siete
pares de bases, los que estan en el tRNA termofilico.
~-Entre el tallo aceptor del amino&cido y el de la
dihidrouridina, siempre existe una widina, que también lo
estd en este caso.
~El brazo de la dihidrouridina comienza con un par GG, de
acuerdo al modelo generalizado. En el terméafilo se encuentra
un par CG; este no es el tnico caso yva que en el  tRNAxSER
de E. coli se presenta esta misma disposicidon (Bteege,
198%) .

El resto del brazo y el tallo de la dihidrouridina tiene la
estructura candnica.

-En el tallo del anticodon se presenta un par GC en la
posicidn adecuada vy delimitando el anticodon aparecen una T
(U en =1 tRNA) y una A que estan en la mayoria de los tRNAs.
~El1 braro extra tiene una longitud de 21 bases, lo que lo
convierte en un brazo mas largo que lo normal (Gauss ¥y
Sprinzl, 1981). Esta es una caracteristica de los tRNA que
son aminoacilados por serina.

~El brazo (5 pares de bases) vy lazo (7 hases!) de la
pseudouridina del tRNA del termofilo tienen la longitud
adecuada, con las bases dispuestas de acuerdo a la
estructura modelo.

- Extremo CCA estd codificado en el gen, al igual que lo que
sucede en £. coli, en contraste con lo que ocurre en fagos,
(Venkstern, 1981). La nucleotidil transferasa tiene como
funcion principal reparar el extremo, mas que insertarlo dJde
nove. Ademas, en mutantes deficientes en nucleotidil
transferasa, se ha demostrado que los tRNA pueden funcionar
normal mente (Deutscher, Lin y Evans, 1977).

For lo tanto, el programa de Staden ha plegado una
secuencia que tiene los rasgos tipicos encontrados en los
tRNA conocidos.

El anticodon es GGA, de modo que el tRNA seria cargado

con el aminodcido serina. La gran longitud del brazo wtra
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hace que este tRNA tenga un largo de 92 bases, lo que 1lo
convierte en una especie de un tamafio mayor gque el comin de

los tRNA.

6. SEPARACION DE LOS tRNA DE THERMUS THERMOPHILUS

Con el fin de proceder a una identificacidn no ambigua
entre el gen clonado y el producto génico, mediante
correlacion entre un tRNA aislado aminoacilable por serina y
que diera hibridacion positiva con el gen clonado, se
procedid a separar los tRNA por electroforesis bidimensional
en geles de poliacrilamida-urea. El resultado se muestra en
la Figura &. Fara efectuar el ensayo de aminoacilacidn, los
tRNA se electroeluyeron del gel y se purificaron a través de
una columna de Sephadex G-25 montada en una pipeta de 10 ml,
equilibrada con Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0. Se
colectaron fracciones de 7 gotas (aprox. 150 ul). La columna
se calibrd usando tRNA total, para tener suficiente
absorbancia. El1 tRNA eluye entre las fracciones 15 y Z0 las
que se Jjuntaron (Z ml) vy se liofilizaron. En otras
ocaciones, los tRNA se purificaron por electroelucién en  un
dispositivo comercial. El ensayo de aminoacilacién obtenido
a 60°C con las sintetasas aisladas del mismo organismo
(Tabla 2) no fue muy eficiente, probablemente debido a los
metodos de purificacion del tRNA y no diéd resultados
claramente positivos {la cantidad de radioactividad
incorporada estuvo muy cerca del nivel basal). Sin embargo
se encontrd que una pequefia cantidad de radioactividad era
incorporada por los tRNA que se numeraron como N® 2, I y 4.

Estos valores se consideraron significativos.
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Figura &. Separacidn de los tRNA de Thermus thermophilus por
electrofaoresis en dos dimensiones en un gel de
peoliacrilamida. Frimera dimensidn: gel de poliacrilamida
10%, corrido de derecha a izguierda. Segunda dimensidn:
poliacrilamida 207 corrido desde abajo hacia arriba.
Fosterior a la electroforesis, el gel se sometid a tincidn
con azul de metileno al 0,2% en acetato de sodio 0,4 M, pH
4,5 v se destifd durante varias horas con agua. Los numeros
2, 2 y 4 indican los tRNAs aislados que se aminoacilaron con

=

H-serina.
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Tabla 2

Incorporacidn de (SH)-serina

en algunos tRNAs de 7. thermophilus.

tRNA (ZH) —ser
(cpm)
1 4320
2 1140
3 153
4 70
9 505
[ 480
7 410
8 &30
9 390
tRNA total 100000
sin tRNA 310

7. HIBRIDACION DE ALGUNDOS tRNAS CON EL FRAGMENTO Xhol

Con este resultado provisorio se procedid a @ marcar  con
=2p-ATF los extremos 5 de algunos  tRNA, elegidos de
acuerdo a la Tabla 2 vy a su movilidad en la electroforesis
bidimensional. Fosteriormente estos se hibridaron con  DNA
plasmidial de diversos clones. (Métodos 1&). De los tRNA
ensayados (N®2, I, 4, 7 y 9), s6lo hibridd el N° 4. EIl

resul tado se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Hibridacidn Southern de los clones 111 y 112 con
el S2ZP—-tRNA N24. Columnas 1, 3 y 5 tincién con bromuro de

etidio. Columnas 2, 4 y &: hibridacion con el tRNA. 1 vy 2=
clon 111, digerido con BamHI. Se observan el DNA de pBRIZE
(banda superior, 4300 pb), el inserto (banda inferior, 3200
pb) y un poco de plasmidio no digerido. La hibridacidn se
produce con el inserto. Columnas 3 y 4: clon 1132, tambien
digerido previamente con BamHI. No hay hibridacion
detectable. Columnas 5 y &: DNA del fago lambda digerido con

HindIII, usado como estandar de peso molecular.
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8. COMPARACION DEL tRNA CODIFICADO EN ELL CLON 111 CON
OTROS tRNAS AISLADOS DE DIFERENTES ORGANISMOS

La fuerte hibridacién que se encuentra entre este tRNA vy

el fragmento Xhol indica que este trozo de DNA  contiene el
gen. El hecho que no se hayan logrado aminoacilar
eficientemente los tRNA despues de electroeluidos del gel
de poliacrilamida resta validez al experimento. Sin ambargo
la homologia de secuencia con otras especies es otro
elemento de juicio gue indica que el gen contenido en el
fragmento Xhol codifica, en efecto, para un  tRNA que es
aminoacilado con serina. Las secuencias de los tRMA  de
diferentes organismos, pspecialmente de £. coli, fueron
comparadas con  la secuencia del gen termofllico. L.&
comparacion fue hecha sin considerar el brazo extra, gqua es
muy variable, ni el anticodon. El resultado se musstra en la

Tabla 3.




Tabla 3. Comparacidén entre la secuencia de diferentes

y la secuencia del gen termofilico

andlisis se recurrid el programa de

en

estudio.

computacion P

establecs una diagonal de homologia

matriz

las

secuancias comparadas

tRNA

ser
ser
ser
ser
ser
sSer s
Selrx
ala
arg
asn
asp
Ccvs
gln

gl.y
is
ile
%eu
vs
met
meti
he
thr
rp
tyr
val

Fuente

solfatariunm
volcanii
volcanili
cerevisiae
cerevisiae
coll

colil

coll

coll

coll

coll

cali

colil

colil

colil

coll

colil

colil

coli

colil

colil

celil

colil

coll

coli

coli

TCG
AGC
TCN

al

Anticodon

disponer

Homolo

Fara
ATCH

en

gia
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tRNAs
gste
quies

urma

%)
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El gen codifica para un producto que tiene una homologia
de un 75,7% con el tRNAS®®R AGC de £. colli y de un 67,6%
con el tRNA tRNAP=® UCA del mismo organismo. El hecho que
el tRNA mas similar al tRNA termofilico sea uno de serina de
E. coli es una fuerte indicacidn que el gen que estid clonado
corresponde a uno de tRNASER, E1 tRNATYR muestra también
una alta homologlia con el tRNA termofilico. Esto puede ser
slo una coincidencia vya que la secuencia del gen
termofilico no es homdloga en grado semejante a las otras
secuencias de tRNATYR de otros organismos, como si  ocurre
en @l caso de la homologla con los de serina.

Uno de los cobietivos de la Tesis se ha cumplido con 1la
obténcién de estos resultados, cual era el de clonar un gen
de un tRNA.

Como =se verd més adelante, delimitando al cen se
encuentran un promotor, vy una sefial gque podria indicar el
termino de la transcripcidn. Sobre estas regiones de control
se dirigira la atencidn luego de analizar los resultados de

los experimentos de transcripcidn.
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9. PURIFICACION DE LA RNA POLIMERASA DE THERMUS
THERMOFPHILUS HES8

La purificacion de la enzima de este termofilo Fue
descrita inicialmente por Date y col. (1975 . Ellos
concluyeron que esta polimerasa estaba compuesta, al igual
que la mayoria de las polimerasas de eubacterias, por las
subunidades beta, beta prima, sigma y alfa en estequiometria
1:1:1:2. Ellos homologan las subunidades en base a pesos
molecul ares, de modo que la subunidad sigma no estd definida
por su funcionalidad sino por su  tamario (58.000 daltons),
similar al descrito para la subunidad sigma de la RNA
polimerasa de B. subtilis (Shorenstein vy Losick, 1973).

El ensayo de actividad consiste en medir incorporacidn de
FHYUTF en el RNA, usando DNA de timo de ternero como
molde. Esto lo hacen mediante 1 método de retencidn del
polimero a filtros de nitrocelulosa. Con este tipo de ensavyo
no es posible diferenciar entre una transcripcién especifica
{(que produce s0lo algunos tipos de transcritos y de tamafio
homogéneo) de una inespecifica (que produce una gran
diversidad de transcritos). Es posible disefiar un ensayo de
actividad que permita pesquisar aquella subunidad encargada
de reconocer el promotor, usando el gen termofilico clonado,
como el molde para la RNA polimerasa homéloga. Esto se
detecta analizande los productos de transcripcidn en
distintas etapas de purificaciédn de la enzima.

Como se describe en Métodos 17, las etapas de purificacion
de la RNA polimerasa del termédfilo son las siguientes:
ruptura celular, ultracentrifugacidn a 105.000xg,
precipitacidn con sulfato de protamina, luego cromatografia
en DEAE-Sephadex AI0D y finalmente cromatografia en una
columna de DNA-celulosa.

El procedimiento que se ha descrito es més rapido y simple
que el de Date y col. El perfil cromatogriafico de la Wltima

etapa se muestra en la Figura 8a. Cuando se ensaya por
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incorporaciéon de (®H)-UTF (Métodos 18), usando como matriz
el DNA de timo de ternera, se encuentran dos picos de
actividad. Cuando se hace un ensayo especifico (Métodos 20),
empleando como molde el DNA que contiene el gen de tRNA
(fragmento Xhol), se encuentra lo siguiente: el primer pico
no produce transcritos discretos (Figura 8c, fraccién 26),
lo que sugiere que esta enzima carece de la subunidad sigma;
en el caso del segundo pico si se encuentra un transcrito de
400 b.

Se analizd la composicidn de subunidades de la RNA
polimerasa en los dos picos de actividad, mediante geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes (Métodos 17). Se
encontrd (Figura 8R) que junto con el segundo pico de
actividad elula un péptido de 58.000 daltons, lo cual nos
corrobora la suposicidn anterior en base a la transcripcidn
especifica.

Existe la posibilidad de que en el primer pico de
actividad exista la subunidad sigma y ademas alguna RNAsa
que degrade el transcrito. Esto se descartd agregando a la
mezcla de reaccidn del tubo Z6, que no contenia el DNA, el
producto de la transcripcidn obtenida con la enzima del tubo
44, A continuaciodon se incubd por 10 min. a 609C. No se
degrado el transcrito de 400 b. En el gel de poliacrilamida
de la Figura 8E se observan otras bandas de proteina ademds
del peptido de G5B000 daltons. Nosotros creemos que la
subunidad sigma es el péptide de SBO00O daltons porque es el
unico que coeluye con el perfil de transcripcidn especifica.
Ademas, la mayoria de las otras bandas de proteina son
productos de degradacién de la RNA polimerasa, vya que en
preparaciones de enzima que habilian permanecido por algunos
meses a 4°C, vy se realizaba la electroforesis se
encontraban dichas bandas aumentadas. Estos resultados estén

de acuerdo con los publicados por Date y col (1975).
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10. TRANSCRIPCION IN VITRO DEL CLON 111

10.1 El inserto BamHI-BamHI (3200 pb) vy el fragmento Xhol

(700 pb) producen un transcrito de 400 E. Dado que

interesaba estudiar la expresion génica en un  organismo
termofilico, era fundamental saber si el gen clonado tenia
las sefiales de control que permitiesen su expresion. Fara
esto, se ensayd la transcripcion del clon 111 sp vitro
(Métodos 20). Cuando se transcribe el inserto de 3200 pb
usando la RNA polimerasa purificada por DNA-celulosa, pico
2, se obtiene un transcrito de aproximadamente 400 b (Figura
7, columna 1), ademas de otros productos de menor tamafio,
Cuyo origen aun no hemos identificado. El1 mismo producto de
400 b se obtiene cuando se transcribe el fragmento Xhol
(Figura 9, columna 3), no asi cuando se intenta transcribir
el fragmento de 2300 pb (Figura. 9, columna 2) en que no se
detecta nada. Notese que el DNA  del inserto de 3200 pb
produce un transcrito de un tamafio un POCo mayor que el que
produce el fragmento Xhol. Esto es porque el fragmento de
2200 pb, obtenido con la enzima BamHI tiene bases
adicionales en el extremo derecho coparado con el fragmento
Xhol, y esta diferencia se manifiesta en el producto "run

off".

10.2 Determinaciédb del sitio de inicio y de la direccién

de transcripcién.

Se quiso acotar la zona especifica que produce la

transcripcién, para lo cual se transcribid el fragmento

Xhol, previamente cortado con algunas enzimas de

restriccidn, mencionadas anteriormente (Tabla 1). Al
efectuar la transcripcién con el fragmento Xhol, digerido
con Accl, se encuentra que se sigue produciendo el producto
de 400 b (Figura 10A, columna c). La transcripcidn se hizo
en presencia de los tres fragmentos producidos por la enzima
Accl en el trozo Xhol. La unica posibilidad es que este

producto provenga del trozo de DNA de 430 pb {(ver Tabla 1).




Este troro estd ubicado en el mapa fisico entre el extremo
Xhol derecho y el primer corte Accl gque se encuentra hacia
la izquierda, y es el Unico que tiene una longitud capaz de
servir de molde como para producir un transcrito de 400 b.
El mismo resultado ze obtiene cuando se transcribe el trozo
de 4Z0 pb purificado (no mostrado). Con esto se ha prohado

que este fragmento es el gue produce el transcrito de 400 b.

Figura 9. Autorradiografia de un gel de poliacrilamida 5% en
el cual se separaron, mediante electroforesis, los productos
de transcripcidn. La RNA polimerasa de Thernus thermophilus
se incubd con el DNA en presencia de ( O ~FZF)~GTP, como se

detalla en Métodos 20. 1: fragmento de 3ZZ00 pb. 23

fragmento de 2Z00 pb. 3: fragmento Xhol. 4: estandar de peso

molecular correspondiente a DNA de pRBRIZZ digerido con Hpall

y marcado con F=FF,
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Habiéndose acotado la region que produce la transcripcidn
en el segmento derecho del fragmento Xhol, interesaba sabers
1) el lugar de inicio de 1la transcripcién (para localizar
funcionalmente el promotor); ii) la direccién de la
transcripcidn y iii) la presencia de sefiales de terminacidn
de la transcripcién. Para esto se transcribid el trozo Xhol
digerido con Rsal y, en otro experimento, digerido con TthI.
Los resultados se muestran en la Figura 10A, columnas b y d.
Al transcribir el fragmento Xhol cortado con TthI (d), se
encuentra que el tamafio del transcrito se reduce de 400 b, a
80 b. Esto significa que el corte Tthl no afecta 1la
funcionalidad del promotor, lo que permite iniciar la
transcripcién, pero, como el gen esta cortado en el sitio
Tthl, el transcrito es de menor tamaﬁo._ Segun  esto, el
inicio de la transcripcién estaria entonces a 80 pb de 1la
secusncia que reconoce la enzima Tthi. Este punto
corresponde a las Bs marcadas con asteriscos en la Figura
12. For otra parte, al transcribir el DNA previamente
digerido con Rsal, no se produce el transcrito de 400 b, ni
aparecen nuevos productos. Sélo se encuentra aumentada 1la
transcripcién de dos tipos de RNA, que también se
transcriben a partir del fragmento no digerido, aunque con
menor eficiencia. El hecho que desaparer-ca el producto de
400 b ¥y no aparezcan nuevos transcritos, indica que el corte
Rsal estd afectando al promotor, y que la transcripcion se
iniciaria desde una zona muy cercana a la secuencia
reconocida por la enzima Rsal progresando hacia la derecha,
por la relacidn de vecindad de estos sitios, de acuerdo al

mapa mostrado en la Figura 2.
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Figura 10. Transcripcidén del fragmento Xhol intacto v
digerido previamente con enzimas de restriccién.

A: Transcripcidn con la RNA polimerasa de 7. thermophilus.
B: transcripcidn con la RNA polimerasa de E. coli. =3
estandar de peso molecul ar correspondiente a pBRIZZ digerido
con Hpall y marcado con =2F; a: fragmento Xhol no digeridog
b: digerido con Rsal; c: digerido con Accl; d: digerido con
TthIl. Los productos de transcripcidn fueron separados en un

gel de poliacrilamida al 7%.
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10.Z2. La RNA polimerasa de Ezcherichia coll reconoce

el mismo promotor del gen de tRNASER,

El inserto de 3200 pb, el fragmento Xhol v el trozo dde
L300 pb se transcribieron usando la RNA polimerasa de £.
coli. Al igual que en el caso de la enzima de 7.

thermophilus, el inserto de 3200 pb vy el fragmento ¥Xhol
producen un transcrito de 400 b (resultado no mostrado).
Fara acotar la region  desde la cual se iniciaria la
transcripciédn se usd el procedimiento empleado con la FRNA
palimerasa de 7. thermophilus. Se encontraron
cualitativamente los mismos resultados (Figura 10R), excepto
que cuando se transcribe el fragmento Xhol, digerido con
Real, no se detecta ningun transcrito, ni aumento de loe dos
tipos de RNA que sl se observan en el caso de la enzima

termofilica.

Estos dateos, al compararlos con aquellos de hibridacidn
concordaron perfectamente, indicando que existe un gen para
un tRNA que estd ubicado entre los cortes Rsal y Tthl, y que
la transcripcién por las RNA polimerasas se inicia en esta
Tona y progresa hacia la derecha segun  se muestra en la

Figura 2ZBR.

11. SECUENCIA DE LA REGION TRANSCRITA

El fragmento Xhol se sometid a secuenciacidn por el método
de Maxam y Gilbert (1780), detallado en HMétodos 11. La
estrategia de secuenciacién se muestra en la Figura 2 C. La
secuencia de la regién transcrita se muestra en la Figura

11.
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CTCCCCGEETAAARGCCGLCCCGCCAABATLATBEAGCCCAAGGLETCAAAGTCCAAGTTT
TCGTGGEECCGCCACGACCCGCACGGLCCCAGTCTACCTTBACBGAGELGGACEECECTEE
TACACTCCTTTTTGGCACTTGAGAGAGBTGCCCGAGTGGCTGAAGGGACACGACTGGAAA
TCGTGTAGGGGGCTTAAACCTCCCTCGCBGGBTTCGAATCCCGCCCTCTCCGCCAQQQGT
CCCCGGCGAARGELLCGEEGLETCCCTTTTCCCETEGGCCCGLGCEGCCTCCGGEECECTTTE
GECELEEARAARTEETATEBTTCTCCCGTBLEECELTEBCTCCTECTTTTECCCCTELTCS
CEGCCCLGECTTEEECCARATECGCGEGACCBACCCTGCGTCLTAGAGACGGAAGAAGGEE
TTCTCECCEGEEEAGAACCTBAGCTACGABGAGEEEETGCTCCTCETEBAGGECCTECCTA
GAGCGTCCGGEGECTCGLCCTCGAG

Figura 11. Secuencia de DNA de 1la region transcrita del
fragmento Xhol. La zona correspondiente  al gen esta
subravada. Los elementos constituyentes del promotor estan

en negrita.

12. EL PROMOTOR DEL GEN.

El promotor fue localizado por la homologia que presenta
con la secuencia de consenso propuesta  para el promotor
procaridtico. El promotor presenta los elementos tipicos: la
region de -I5 y la —-10, separadas por un trecho de 17 pares
de bases. En la Tabla 4 se muestra una comparacion entre el
promotor encontrado y otros promotores descritos en 1la

literatura.
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lac WV 5 GGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATATTGT
trp CTEGTTGACAATTAATCAT CGAACTAGTTAACTAG
tac I CTGTTGACAATTAATCAT CGGCTCGTATAATGT
tac I1I CTGTTGACAATTAATCAT CGAACTAGTTTAATGT

promotor de
CONsenso TTGACA TATAAT

promotor tRNASER

de 7. thermophilus  ACCTTGACGGAGGCGGAC GGCGCTGGTACACTCCTTTTTGE

Tabla 4. Comparacién del promotor termofilico del tRNASER

con otros promotores de E£. coli. Se incluyen las secuencias
de los promotores lac UV 5 y trp de E. coli y los derivados
hibridos sintéticos de los dos anteriores, tacl vy tacll
(Dahl, 1983). Ademds se indica la secuencia del promotor de
consenso. lLas regiones de control -35 Yy  —10 estan  en
negrita.

13. LA REGION 3° DEL tRNA

El programa de computacién tambieén encontrd una secuencia
que resulto tener rasgos muy interesantes desde el punto de
vista regulatorio. Existen dos trechos ricos en GC de 8
bases que corresponden a repeticiones invertidas Yy que
pueden aparearse. Esta estructura puede extenderse a 9 pb
con un  apareo G:T, que también puede contribuir a la
estabilizacidn de ella. E1l posible rol como terminador de la
transcripcidon se discutirdn mas adelante. En la Figura 12
se muestra la secuencia del gen plegada a modo de estructura
del tRNA y la regidn posterior mostrando la estructura que

podria adoptar el tRNA.
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Figura 12. Secuencia del gen plegada como tRNASER
correspondiente a parte del fragmento Xhol de Thernus
thermophilus. Se muestran, ademds, las probables bases desde
donde se iniciaria la transcripcién, indicadas con
asteriscos y la estructura posterior al tRNA que podria
funcionar in vive como sefial de terminacidon de la

transcripcion.
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14. FORMACION DE COMFLEJOS ENTRE LA RNA POLIMERASA
DE THERMUS THERMOPHILUS Y EL FRAGMENTO Xhol

Con el fin de caracterizar la interaccién entre la RNA
polimerasa de 7. thermophilus vy el fragmento Xhol, se
disefaron experimentos para estudiar las caracteristicas de
la unidn al promotor. Fara este fin se utilizd el método de
retenciadn del complejo enzima—~DNA en filtros de
nitrocelulosa, desarrollado inicialmente por Jones y BEerg
(1966) y luego modificado por Hinkle y Chamberlin (i972). Se
analizaron varios parametros que afectan esta interaccidn vy
que se detallan a continuacidn.

14.1 Relacién molar de enzima Yy DNA en la formacion del

complejo. Inicialmente se hizo una curva de saturacidn

usando el fragmente Xhol marcado con tritio (ver Método
21.2) vy variando la concentracidn de RNA polimerasa, con el
objeto de buscar la relacién enzima:DNA Sptima para lograr
la méima formacidn de complejos. La Figura 13 muestra este
resul tado, observandose que, al agregar 200 ng de enzima por
cada 20 ng de fragmento Xhol y luego de incubacién a 6000,

-

se logra un 75% de retencién de la radioactividad presente
en el DNA. El peso molecular de la RNA polimerasa de
T.thermophilus es 54105 (Date y col., 1975), v &1 del DNA
de 584.000 (considerando una longitud de 900 pb para el
fragmento Xhol v un peso promedio de 450 por cada par de
bases nucleotidicas). Con estos valores se obtiene una
relacidn molar enzima:DNA minima de 18:1, relacién que se
uso en experimentos posteriores, a menos que se indique otra
cosa.

Se compard también el comportamiento de unién al gen
usando la RMA polimerasa con la de £. cell. El resultado es
semejante al que se encuentra con la enzima termofilica, =i
bien el porcentaje de uniédn es un poco mayor (90%), cuando
s incuba en la relacién molar i8:1. Este porcentaje no

continda aumentando =i se incrementa la relacidn enzima: DNA,




lo que también se observéd con la RNA  polimerasa de 7.

thermophilus.
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Figura 13. Ensayo de retencidn del complejo enzima—-DNA en
filtros de nitrocelulasa. Se incubdg el fragmento Xhol
(marcado previamente in vitro con (TH) ~dGTF vy (=H) -dCTP,
ver Método Z1.3) junto con la RNA polimerasa de 7.
thermophiluz yv en un experimento paralelo con la enzima de
E. colil a Z7°C. Después de 15 minutos de incubacidn, la
mezcla  fue Ffiltrada a travis de una membrana de
nitrocelulmsa, como se detalla en Métado 21.4, La
radioactividad retenida en los filtros fue determinada en un

contador de centelleo liguido. El1 100% =on BOOOOD cpm.
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14.2 Efecto de la fuerza ionica y metales en la formacion

de complejos . En los estudios de interaccién in vitro

entre RNA polimerasas y promotores de bacterias mesofilicas
s€ han encontrado, ademis de las uniones especificas, otras
en las que la enzima se une inespecificamente a regiones de
DNA que no son promotores. Estas ultimas pueden ser
eliminadas si se aumenta la fuerza ionica del medio de
ensayo, o agregando heparina, que desplaza las moléculas de
polimerasa unidas débilmente al DNA (Melacon y col., 1982).
Con el objeto de encontrar condiciones en las cuales la RNA
polimerasa interaccione preferentemente con el promotor del
gen de tRNA®ER, ce hizo un estudio de la dependencia de la
union frente a un aumento de la fuerza idnica. El resultado
se muestra en la Figura 14. Al formar el complejo con  ECI
0,1 M en el medio de ensayo, e obtiene uwun  aumento de la
union  respecto a concentraciones salinas menores. Sin
embargo, la cantidad de complejo formado se reduce al
aumentar la concentracion de sal en los ensayos, llegando a
un  10%  cuando la concentraciéon de KC1 es 0,4 M, El
comportamiento del sistema termofilico frente = este
parametro resulta ser similar al descrito para la unidn de
la RNA polimerasa de FE. coli a promotores mesofilicos,
aungue 56 Fan descrito algunos complejos RNA
polimerasa-promotor mucho mas resistentes al  aumento de
fuerza idnica (Russell y Eennet, 1981). En Hperimentos
posteriores se utilizd rutinariamente KEC1 0,1 M en el ensavyo
de unidn.

Fara la transcripcion optima del gen de tRNASER gg
necesita la presencia de los metales divalentes magnesio v
manganeso. Con el objeto de saber =i éstos iones podian
estabilizar o mejorar la union enzima-DNA, se repitio el
experimento de variacion de la Ffuerza idnica del medio,
agregando simulténeamente MgCle 10 mM y MnCl=z 4 mM, que
son las  concentraciones Gptimas para el ensayo de
transcripciédn. Se puede observar que el resultado es similar

al obtenido en ausencia de metales, por lo que se concluye
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que estos no contribuyen a un aumento del complejio formado v
»
probablemente no afectan su estabilidad en las condiciones

ensayadas.

0--0 Con Mg?*y Mnp2*

D
o

e—e Sin metales

°/6 Unidn de gen de tRNAS®'

Figura 14. Formacién de complejos RNA polimerasa de Thernus
thermophilus—fragmento XholI, al aumentar la fuerza i0nica.
La unidn se realizd a 60°C durante 159 min, como se describe
en Métodos Z1. La concentracion de los metales bivalentes

fue MgCla 10 mM v MnCla 4 mM.
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15. VISUALIZACION DEL COMPLEJOD FOR MICROSCOFIA
ELECTRONICA

El método de retencion de complejos enzima-DNA en filtros
de nitrocelulosa permite detectar lasg interacciones
especificas e inespecificas, pero no da informacion
fidedigna acerca de la naturaleza o especificidad de la
union. Aun variando las condiciones de ensayn  como  fuerza
idnica, razoén enzima:DNA y otras, es dificil lograr una
estimacidn cuantitativa del compledio formado por
reconocimiento especifico del promotor. Es necesario
recurrir a otras técnicas complementarias para dimensionar
el grado de especificidad que existe en el ensayo en filtros
de nitrocelulosa y para detectar las regiones del fragmento
de DNA donde ocurre la unioén especifica de la RNA
polimerasa. Los resultados anteriormente presentados  han
permitido localizar indirectamente la posicidn del promotor
dentro del fragmento Xhol (secuenciacién del DNA vy ensayos
de transcripcién in vitro). Con estos antecedentes iniciales
es posible abordar el problema de especificidad mediante
visualirzacidn directa por microscopia electrénica, como se
describe en Métodos 23. E1 DNA plasmidial sobreenrollado del
clon 111 fue incubado con la enzima termofilica permitiendo
la formacidén del complejo a 37 y &60°C durante 5 min. Luego
se digirid a Z7°C con EBamHI para obtener el DNA lineal
adecuado para visualizacién al microscopio electrdnico.
Fosteriormente =1 compleio se fijd con glutaraldehido y  se
separd de la proteina libre por filtracidon en gel. En la
Figura 15 se presenta una foto, con un aumento de 3I0.000
veces, representativa del complejo formado, en la que se
muestran tres moléculas de DNA del fragmento de Z200 pb, en
las cuales se ven moléculas de RNA polimerasa unidas muy
cerca de un extremo del inserto.

Una cuantificacidn de la especificidad de la unidn en 1los
compleios formados a 37 Yy &HO°C =2 muestra =n los

histogramas representados en la Figura 146. Se observa que




una gran proporcion de las molécul as de polimerasa unidas al

DNA  lo hacen cerca de un dtremo  del fragmento, a

aproximadamente 400 bases. Esta posicion preferida (34,7% de
moleculas unidas a 60°9C) coincide perfectamente con 1a

localizacidn del promotor. E1l resultado es similar =i se

forman los complejos a Z79C (32,5%) .

-t e

Figura 15. Visualizacien al microscopio electrénico del

complejo formado entre la RNA polimerasa de 7. thermophilus

y el inserto BamHI. En 1la microfotografia, obtenida por

tincidn negativa, se muestran tres moleculas del inserto de

3200 pb, con sus respectivas moléculas de RNA polimerasa

unidas a una distancia de aproximadamente 400 ph  de un

extremo. El experimento se hizo a &09C. El aumento total es

de 20000 veces.
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Figura 16.Cuantificacién de la especificidad de la unidén de la RNA
polimerasa de 7. thermophilus al inserto de 3200 pb del clon 111.
En el histograma inferior se resumen los resultados de la union
realizada a 40°C. Se contaron 344 molécul as de DNA, las gue tenian
unidas 213 moléculas de RNA polimerasa. De éstas, 74 (Z4,7%)
estaban en la regidn que corresponde al promotor del gen de
tRNA®ER, Alrededor de la posicién 1,2 Kb se observa un pequUero
pico de unidn. Esta regidn daria cuenta del 11% de las moleéculas de
enzima unidas, si se abarca una zona similar a la que se considerd
para obtener los porcentaies anteriores. Ademas, este supuesto
promotor no es capaz de producir transcripcidn in vitro, va que
esta ubicado dentro del fragmento de 2300 pb {(Figura 9J. En el
histograma superior se muestra la cuantificacion de un experimento
de unidn realizado a 37°9C. Se contaron 222 moléculas de DN&, que
tenian unidas 166 moléculas de enzima. De estas, 94 (32,5%) estaban

ubicadas en la regidn del promotor.
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16. ESFECIFICIDAD DE LA UNION DE LA RNA POLIMERASA
TERMOFILICA AL PROMOTOR POR PROTECCION DEL FRAGMENTO
Xhol FRENTE A DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Una manera més precisa que la anterior para detectar la
especificidad de la interaccidn entre la RNA polimerasa y el
promotor contenido en el fragmento Xhol es a través de la
observacion del bloqueo del acceso de enzimas de restriccidn
a sitios de corte gque estédn contenidos en el promotor o
cerca de €l. Esto puede lograrse con la unidén previa de la
RMA polimerasa justo en esa zona. Fara realizrar ecste tipo de
estudios se usd el fragmento Xhol marcado uniformemente con
(a —==F) ~dCTF mediante el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I. Se formaron los compleios a &09C baijio las

L L)

condiciones ya descritas (Métodos 22) empleando la RNA

polimerasa de 7. thermophilus. Como control negativo de

union se incubd el fragmento Xhol con la RNA polimerasa
inactivada previamente por calor. Una vez realirada la unioén
se sometid a digestidn el DNA con las enzimas de restriccidn
Real e HintlI.

De acuerdo &l mapa fisico del fragmento Xhol, hay una socla
secuencia de corte para la enzima Rsal, encontrandose désta
dentro de la regidn correspondiente a la caja de Fribnow del
promotor. Ademas, hay un solo sitio de reconocimiento para
la enzima Hinfl, que se encuentra dentro del gen  LRNASER
alejado 82 pb del inicio de transcripcién del gen. Asl, sdlo
Rsal corta la regidén del promotor. La enzima Hinfl ==
incluyd como control interno para ver si existia proteccidn
no especifica.

En teoria, al realizar la digestiodn del fragmento Xhol
simulténeamente con las endonucleasas Real Yy Hinfl, se
obtendran tres trozos, con longitudes de 300, I00 y 94 pb.
i el acceso &l sitio Fsal esta blogueado por la unidn de la

RNA  polimerasa al promotor, entonces se obtendran dos
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fragmentos, con tamafios de &00 y 3200 pb, generados salo por

la accion de la enzima Hinfl sobre el fragmento Xhol. Si
solo el sitio Hinfl estuviera protegido por la RNA
polimerasa, aparecerian dos fragmentos, de 500 y 400 pb. Si
estuvieran ambos protegidos, no habria digestidn y el

fragmento Xhol permaneceria intacto.

En la Figura 17 se observa la autoradiografia de un gel
con los fragmentos de DNA marcados obtenidos después de la
incubacidn del compleio RNA polimerasa de T.
thermophilus—fragmento Xhol, con las enzimas de restriccién
Rsal e Hinfl. La columna 2 corresponde al control usando la
RNA polimerasa inactivada por calor, y en donde las dos
enzimas de restriccidén cortaron el DNA. Se observa la
presencia de tres bandas de DNA con tamafios de S00, 300 vy
72 pb, lo que indica que los sitios que son reconocidos por
las enzimas Rsal vy Hinfl no estan protegidos. En la columna
2, que corresponde a la digestién de los compleios formados
con la RNA polimerasa activa, se observan sélo 2 bandas de
DNA, con el tamafio esperado (600 y 300 pb) va que solo Hinfl
pudo cortar el DNA. Este resultado concuerda con lo predicho
anteriormente e indica que efectivamente la RENA polimerasa

de 7. thermophilus se une al promotor del gen, impidiendo

todo acceso de la enzima FRsal.
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Figura 17. Proteccién del sitio Rsal presente en el promotor
del gen de tRNASER por formacidn del complejo con la FRNA

polimerasa termofilica. Se muestra la autorradiografia de un
gel de poliacrilamida 7% en la que se observan las bandas de
DNA marcado. Se formaron los complejos RNA polimerasa de s
thermophilus—fragmento Xhol a &0oC durante 10 min ¥y luego

se digirid el DNA con 5 U de ambas enzimas de restriccidn, a
379C por IO min. 1: fragmento Xhol no digerido (10 ng,

F.000 cpm). 2: complejio formado con la RNA poiimerasa
activa. Incubacidn con FRsal y Hinfl. Z: complejo formado con
la RNA polimerasa inactivada. Incubacion con Real y Hinfl.
Los tamafios de las bandas de DNA fueron medidas por

comparacion con la migracidn de DNA de X174 cortado con

HaelIl, que se visualizéd por tincidn con bromuro de etidio.
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17. EFECTO DE LA TEMFPERATURA SOBRE LA TRANSCRIPCION
IN VITRO DEL GEN DE tRNAS=® Y SOBRE LA FORMACION
DE COMPLEJOS ESPECIFICOS ENZIMA-PROMOTOR

La actividad de la RNA polimerasa de T. thermophilus es
muy dependiente de la temperatura para realizar el proceso
global de transcripcidn. Su éptimo, con el gen de tRNASER
como molde, corresponde a &60°C, como se muestra claramente
al hacer experimentos de transcripcidn Iin wvitro usando el
fragmenfo Xhol (Figura 18B). El transcrito de 400 b puede
detectarse en un rango de temperatura de 45°C hasta S5PC.

A temperaturas inferiores a 45°C no se detecta sintesis de
RNA marcado.

La reacclion de transcripcidn puede desglosarse
separadamente en cuatro eventos: unidn de la RNA polimerasa
al DNA, iniciacidn, elongacidn y terminacidn (Chamberlin v
Gilbert, 1976). Nuestro interés se dirigid a estudiar si la
dependencia de la temperatura en el proceso global se debia
a un efecto sobre el primer evento: la unidon de la enzima al
DAL

Al visualizar los complejos RNA polimerasa-fragmento de
3.200 pb al microscopio electrdnico, se observd que la unidn
de la enzima no se ve notoriamente afectada por la
temperatuwa, ya que se detecta formacidn de complejo tanto a
60 como a I7°C. Fara analizar mas detalladamente el grado
de union de la enzima al promotor en un rango mis amplio de
temperatura, se empled la técnica de retencidn de los
compleios en filtros de nitrocelulosa. La Figura 19 muestra
gque la unidn de la polimerasa termofilica al gen de tRNASER
es independiente de la temperatura, lo que contrasta con la
dependencia que presenta el proceso de transcripcidn,
incorporado en la misma figura. Esto nos indica que en
alguna de las etapas posteriores al proceso de unidn al
promotor (va sea iniciacidn o elongacidn del RNA) existe al

menos un paso que es dependiente de la temperatura.
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre 1la transcripcidn

In vitro del gen tRNASER, A: RNA polimerasa de £, coli. B

RNA polimerasa de 7. thermophilus. El experimento se hizo
empleando el fragmento Xhol. Los ensayos de transcripcidn se
realizaron como se describe en Métodos 70. Los productos  de
transcripcion se separaron por electroforesie en un  gel de
poliacrilamida 7Z-urea 8 M vy se visualizaron [afally auto-
rradiografia del gel. Las diversas temperaturas
correspondientes a cada ensayo se indican con numeros sobre
cada columna. La columna s corresponde a los fragmentos de
pEREEEZ digerido con Hpall vy marcados con == aque fueron

utilizados como estandar. Algunos tamarinos de estos

fragmentos se indican en pb.
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Figura 19. Comparacién entre la capacidad de unidn de la RNA

polimerasa de 7. thermophilus al promotor del gen de

tRNASS® vy la actividad transcripcional in vitro de 1la
enzima a diferentes temperaturas. (@ ) AFormacidn de
complejios enzima-promotor. La unidn vy la deteccidn del
compleio se realizd como se indica en Métodos 21. El 100% de
union al gen de tRNASER aguivale a &0.000 cpm y corresponde
a un 75% del total que se usaba en el ensavyo. (A J:
transcripcidn Iir vitro usando como molde el fragmento Xhol,
obzervandose la Fformacidn del transcrito de 380 b por
incorporacion de ( a-2F)-GTF (Método Z0). El1 valor de
actividad de obtuvo directamente por densitometria de la
Figura 18B. ( 0 J: transcripcidn Iin vitro usando DNA de timo
de ternera vy midiendo la incorporacién de (TH)-UMF en el

RNA (Metodo 18).

84




85

El promotor del gen de tRNA®ER, ademds de ser reconocido
por la RNA polimerasa de 7. thermophilusz, lo es también por
la polimerasa de E. coli. La Figwa 184 muestra la
autorradiografia de un ensayo de transcripcidn in vitro,
usando como molde @l fragmento ¥Xhol a diferentes
temperaturas. Se obtiene un producto de transcripcidn de un
tamario idéntico al que produce la enzima termofilica (400
b). La temperatuwra dptima para la RNA polimerasa de E. colij
fue de I7°C, aunque se pudo detectar la aparicidn del
transcrito en un rango de temperatura de Z0°C hasta 45°C,

Un andlisis de la capacidad de interaccidn de la RNA
polimerasa de E. coli con el promotor del gen de tRNASER 4
diferentes temperaturas demuestra que se forman complejos
retenibles en filtros de nitrocelulosa en un rango de
temperatura desde 0°C hasta 45° (Figura 20), disminuyendo
drasticamente su formacidn, si se incrementa la temperatura

de incubacidn sobre 45°€C.
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la formacién del
complejo enzima—promotor entre la RNA polimerasa de E. coli
y el gen de tRNASER, ( 0 ) unidn al fragmento Xhol marcado
con tritio. La unidn y la deteccidén de los complejos
retenidos en filtro de nitrocelulosa se realizd de acuerdo a
Métodos 210 Un 100% de retencidn del complejo corresponde a
72.000 cpm y representa el 90% del total del fragmento Xhol
marcado disponible en el Ersayo. ( @ transcripcidn  in
vitro del gen de tRNASER cuantificada por densitometria de
la autorradiografia de la Figura 18A. Se asignd un  100% de

actividad transcripcional al méximo obtenido a 37°9C.
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18. EFECTO DE LA HEPARINA SOBRE LA UNION DE LA
RNA FOLIMERASA AL FROMOTOR

Uno de los parametros importantes de analizar en la
formacidn del complejo RNA  polimerasa-promotor es la
estabilidad de éste. Estos estudios se han realizado con  la
RNA polimerasa de E. coll recwriendo a la adicion de
heparina en el ensayo para capturar la enzima libre v evitar
la reunidn al  promotor  (Hinkle vy Chamberlin, 1972). E1
agente sustractor debe actuar en Fforma tal que al  ser
agregado al medio, despuds de formarse el complejo
enzima-DHA no afecte grandemente su squilibrio. De sste modo
los estudios de disociacion o estabilidad del compleio no
zstardn mal interpretados por una reasociacion de la enzima
al DNA. El compuesto mas usado para este fin  ha sido la
heparina, que por su caracteristica de polianidn es capaz de
unirse a la RNA polimerasa de E. coli, inhibiéndola. Con
esto, ademas, anula las interacciones débiles e inespe-
cificas de la enzima con regiones distintas al promotor.

Con el objeto de conocer la cantidad de heparina necesaria
para inhibir la RNA polimerasa de 7. thermophilus, se incubd
la enzima con distintas concentraciones de heparina vy luego
se agregd el {fragmento Xhol marcado para medir la capacidad
de unidn de la RMA polimerasa al promotor del gen. En la
Figura 21 se muestran estos resultados. No se observa una
inhibicidn apreciable de la RNA polimerasa en el rango de
concentraciones usado para heparina, consaervandose la
capacidad de formacion del compleios en alrededor de 70%,
aun a una concentracion de heparina de 40 ug/ml. El grado de
inhibicion de la enzima es =similar tanto a &0° como a
S7°9C y es marcadamente diferente a la <sensibilidad de 1la
RNA polimerasa de E£. coli, que es inhibida totalmente a una

concentracidn de heparina de 1 ug/ml.
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Figura 21. Efecto de la heparina sobre las RNA polimerasas
de 7. thermophilus y de E. celi previo a la formacien del
complejo con el promotor del gen tRNASER, Se  incubd  la
enzima con distintas concentraciones de heparina durante 2
min y luego se agregd 20 ng del fragmento Xhol marcado con
tritio (80000 cpm) incubando por 2 min adicionales a la

misma temperatura. La proporcidn de complejos enzima-DNA

formados se midid de acuerdo a Métodos 21. El ensayo de

union con la RMA peolimerasa se hizo a 3790,
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DISCUSION

EL FROBLEMA ARCRDADO

Fr el provecto de Tesis se e cipuno estudl ar
| }

transcripcional de un termédfilo extremo con el fin

como ocurre la regulacidn génica a altas temperatur s, Eata
meta se logrd a traveés de varias stapas. En primer lugar se
hizo wuna genoteca Jel DNA cromosomal de Thermus thermophilus
en Escherich:z coli, usando como vector pBRIZZ.  For  varios
criterios se eligiéd un clon, &l 111, el cual resultd que
codificaba para un tRNA que incorporaba serina. S analizd
la estructura de este LRHA, asl como también sus  elementos

regulatorios. For otro lado, se purificd la FRNA  polimsrasa

del mismo organismo y se estudid la interaccidn FNA
polimerasa-promnator del gen de LRMNA, Y riicvel e

transcripeidn In vitro, microscopia electrdnica, retencidn
del compleio en filtros de nitrocelulosa vy probeccion del

promotor frente a digestiones con enzimas de restriccion.

1. ANALISIS DE LA GENOTECA FORMADA A PARTIR DEL DNA
CROMOSOMAL DE 7. THERMOPHILUS

E1 DNA cromosomal de T.thermophiluz fue cortado con la

enzima de restriccion BamHI. Esta enzima recaonoce la
secuencia S5 GGATCCE . La probabilidad que esta  secuenclia

exista en el genoma bacteriano seria de (1/4)% = 22,5x107%,

y la enzima cortara tedricamente el DNA una vez cada 4094
bases. Sin embargo, en la secuencia reconocida por la enzima
4 de las 6 bases son 6 o C y ademas el genoma del termdfilo
es rico en GC (70%) (Oshima e Imahori, 1974, Vasquez, 1983%),

lo que eleva la probabilidad de existencia de estos sitios a




90

(0,35 %% (0,18)= = Z,4x107%, lo gque equivale a un corte
cada 2940 bases. No se conoce el tamamo del genoma de
Thermus thermophilusz, pero i es comparable al de E. colil
(4:10= Epb) el genoma del termdfilo estaria representado
por 13460 fragmentos de igual tamario. Fara clonar este genoma
en E.coll se requieren al menos 1360 clones diferentes.

La problematica que suwge entonces es: en cuantos de estos
recombinantes estaria presente un gen que codificara para un
tRMAL. El desarrollo tedrico para este tipo de andglisis fue
planteadoA inicialmente por Clarke vy Carbon (197&) . Se
considera la probabilidad de tener clonado un  determinado
gen con wun margen de seguridad de un 294, ssgln el tamario
promedio de los fragmentos producidos por 1a  enzima  de

restriccidn en base a la siguwliente ecuacidn:
Nl (1~-F3 /1l (1—F3

donde N ss el ndmero de recombinantes gue son necesarios

obtener uwun clon que posea @1 gen buscado con una
probabi lidad F=0,99. La razdn § es el cuociente de tamafios
3

entre aguel del fragmanto de restriccidn vy el del genoma
termofilico, v es igual en este caso a 2 7,38x1079 Beria
necesario obtener 5263 recombinantes para tener la seguridad
de encontrar un clon con un gen de tRNA. Se debe conziderar
que los genes de LRNA corresponden a una familia génica, vya
que existen al menos tantos como aminciacidos son necesarios
para la biosintesis de proteinas. Ademds, cada tRNA que
carga el mismo aminodcido puede tener isoaceptores, vy cada
uno de ellos puede estar incluso repetido. En E. «colI,
existen 60 genes de tRNA por genoma (Lewin,1978), lo que
hace que el namero de recombinantes a obtener, si 1la
distribucidn de estos genes es homogénea, sea sdlo de 104
(H2LE/60) , de los cuales uno de ellos corresponderia  a un
gen de tRNA del termdfilo, con una seguridad de un 99%.

Los resultados presentados en la Figura 1 nos muestran gue

la frecuencia de clones que contienen genes de tRNA es mds
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de la esperada. Los clones que se analizaron por hibridacidn

fueron 120 de los cuales 8 se muestran en el gel vy 4 de
éstos dieron hibridacidn positiva con tRNA total. E1  numero

de genes detectados puede sugerir una distribucidn homogénea

de ellos, es decir, no agrupados en "clusters", como se ha

observado en £. coli (Ikemura y Ozeli, 1977), va que i la

distribucidn fuera de este modo, la probabilidaed seria mas

baja. 8in embargo @ dificil plantear LA & cierta
distribucidon con tan bajo numero de clones analizados.

Contrasta con este resultado algunas consideraciones
tentativas del tamarmo del genoma del termofilo. Es  probable
que este organismo tenga un cromosoma de menor tamado gue el
de E. coli si se considera valedera una correlacidn entre
longitud del DNA y ndmero de operones ribosomales: en E.
colil existen 7 opesrones (que incluyen en promedio 2 genes de
tRNA cada uno) (Boros, Fiss y Venetianer, 1979) vy para el
termdfilo se han descrito solo 2 operones (Ulbrich, FEumagai
y Erdmann (1984). Es posible entonces gue el ndmero de genes
de tRNA en T. thermophiluz sea menor que en E. coli.

Con el ndmero de clones analizados que representan solo
una genoteca parcial se logrd el obietivo propussto: aislar
un gen de tRMNA.

En el proceso de deteccion de los genes de tRNA se
descartd el uso del método de hibridacidn en colonia
(Grunstein y Hogness, 1973) y se prefirid separar 21 DNA
plasmidial del cromosomal antes de realizar la hibridacidn
Southern. Esto se decidid al considerar una probable alta
homologla entre los genes de tRNA del termdfilo y aguellos
presentes en el cromosoma de E. coli. A modo de ejemplo  hay
una base diferente al comparar los tRNAMET  de ambas
especies (Watanabe y col. 1979) . En experimentos
posteriores, destinados a crear otra genoteca de 7.
thermophilus, esta ver digeriendo el DNA con la enzima de
restriccidon HindIII, se encontrd que si era posible detectar
selectivamente genes de tRNA en presencia del DNA

cromosomédmico de E.colil. Esto se realizd cambiando las
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condiciones de lavado del filtro de nitrocelulosa luego de

la hibridacidn en colonia, de tal modo que sdlo las
secuancias gue presentaron gran homologla entre =5
permanecieron hibridadas. Ademéds, la deteccidn de las

colonias recombinantes se facilita por el hecho que el
plasmidio estad presente en varias copias y esto puede adn
aumentarse mediante amplificacidn con cloramfenicol (Scheildf
y Wensick, 1981).

De los clones que se muestran en la Figura 1 se eligid el
111 por las razones ya mencionadas, pero también se hicieron
estudios preliminares en otro clon de los alll mostrados, el
112. En este clon el inserto BamHI original contenlia varios
sitios adicionales BamHI, lo que indicd gque al realizar la
genoteca, la digestidon de esta enzima sobre el DNA
cromosomal fué incompleta. Se procedid a subclonar un  trozo
BamHI de 1800 pb que presentaba hibridacidn positiva con
tRNA total de 7. thermophiluz. Actualmente se ha acotado a
180 pb la zona que hibrida y se estd secuenciando este trozo
por el método de Sanger. Con estos antecedentes es probable
que este clon contenga también un sdlo gen de tRNA, al igual
que el clon 111. El analisis de otro promotor serd de
utilidad para saber si el tracto que separa los elementos de

un promotor termofilico es normalmente rico en GC.

2. ESTRUCTURA DEL SEGMENTO DE DNA SECUENCIADO

La composicion de GC del trozo de 306 bases secuenciado es
de 677, lo que estad cercano al promedio general del DNA
cromosdmico vy del gen de tRNA. En ur analisis de
distribucion de GC a lo largo del fragmento secuenciado no
se observan diferencias significativas en zonas ricas en GC.
La mantencidn de la proporcidn mesofilica de GC es al
parecer posible solo en el caso de genes de pequefio tamafio,
va que en el gen que codifica para la isopropilmalato

deshidrogenasa de 7. thermophilus (Kagawa y col., 1984) el
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porcentaje de GC de la regidn codificadora es de un 70%,
valor dentro del promedio general del DNA cromosomal. Esto
se logra mediante un uso de codones muy diferente del usado
normalmente en £. coli (Tkemura, T., 1981).

En E.coli se conoce el gen del tRNASESR Yy sus  regiones
adyacentes (Tamura, MNishimura y Ohki, 1984). El1 tRNA también
estd aislado, y 200 bases despuds del CCA se inicia una
proteina de 22500 daltons. Nosotros comparamos la dos
secuencias  (la del fragmento Xhol v la reportadal  no
encontrandose homologia significativa. Tampoco se encontré
una secuencia de Shine Dalgarno (Shine y Dalgarno, 1974) en

la cercania de un codon de iniciacidn.

3. EL tRNAS=® TERMOFILICO

La estructura del tRNASER de Thermpus thermophilus,
deducida de la secuencia del gen fue analirzada con respecto
a su relacion con otros tRNA publicados, como se musstra en
Resultados. La conclusién es gque el tRNA descrito en  este
trabajo se homologa muy bien con la estructura tipica del
tRNA procaridtico descrita por Lewin (1981).

La composicidn de bases BC del tRNA descrito (43%) es la
normal de un tRNA, similar a la del tRNASER de £, coli, vy
levemente diferente de la composicidn  general del DNA
cromosomal de Thermus thermophilus, que es de un 70%
(Vaszquez, 1983). Watanabe y col., (1980) encuentran gque  en
el caso del tRNAMET el ndmero de bases G y C es mayor
(50 b en T. thermophilus) que en el tRNA homdlogo de E. coli
(I9 b). Fero esto no es una regla general en  los tRNA
termofilicos, ya que en el caso de los otros tRNA analizados
en @l mismo trabajo, no existe una diferencia importante
entre la composicidn de bases de los tRNA mesofilicos Yy
termofilicos. Luego se deduce que la estabilidad térmica de
los tRNA termofilicos de este microorganismo, no se logra
por un enriquecimiento substancial en la composicién en GG

de la molécula, sino probablemente por modificaciones
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post—transcripcionales de algunas de sus bases.

Se ha hecho mucho hincapié en la literatura acerca del
alto porcentaje de GC como requerimiento estructural del DNA
termofilico. Sin embargo existen casos de organismos no
termofilicos con un porcentaje de GC mas alto, como ser
Streptomyces lividans, con un 73%4 (Jawrin vy Cohen, 19847 .
For otro lado, se ha descrito un termdfilo con sdlo un  25%
de GC en su DNA cromosomal (Darlan y col., 1970).

El tRNA predicho por la secuencia de DNA tiene como
anticodon GGA, s decir el codon reconocido es UCC. Este es
corresponde precisamente al codon de serina que es preferido
en 7. thermophilus, a juzgar por el uso de codones que se
chbserva en el gen de la isopropilmalato deshidrogenasa
(Fagawa vy col., 1?284). Esto implicaria que el tRMNA
transcrito a partir del gen que se ha clonado, seria uno de
los mas abundantes de tRNAs del termdofilo, similar & 1lo
encontrado en £. coli.

Ademés de la estructura del tRNASER, presentada en esta
Tesis, el otro tRNA de 7. thermophiluz cuya sscuencia se
conoce es el tRNAPET (Watanmabe y col. 1979). Este tRNA
existe en dos isoespecies en el termédfilo: tRNALTET vy
tRNALEET, en cantidades equivalentes. Se diferencian en
una inversidn, een el par Com1:Goma L.a SecusEncia del
tRNALTET difiere del tRNAPET de £. coli en cuatro bases:
un reemplazo (Csa en 7. thermophiluslUse por Cse en  E.
celi ) y tres modificaciones (Gmie por Gie, M*Ame por
Asa ¥ £%FTma por Tsa). (La nomenclatura £%Twss significa
que la widina 34, que ha sido metilada en la posicidon 5 del
anillo, convirtiéndose en la ribotimidina, sufre la
sustitucidon del grupo carbonilo de la posicién 2 por un
grupo tiocarbonilo). 5i no se consideran las modificaciones,
la homologia con £. coell es de un 99%, que es mayor que la
existente entre el tRNARET de E. coli vy otros tFRNAs
iniciadores procariodticos. Esto sugiere uwuna agran cercania
filogenética entre ambos organismos.

En Thermus thermophilus se ha visto que el punto de fusién
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(Tm) de los tRNAs varia de acuerdo & la tit=2mperatura a la
cual se ha crecido la bacteria (Watamabe vy col. 1976,
Watanabe y col. 1982Y. For ejemplo, i e ha crecido
500C, el Tm es de 83,2°9C, pero si se crecido a 80°C, el

Tm es de 86,4°PC. Aun mas interesante es que este
incremento en Ty es  proporcional al  contenido en s<T.

Cuando las bacterias crecen a S0°9C, la 2T representa el
k]

27,8% de la poblacidn de widinas en posicidn 54 de 1la

molécula de tRNA. Al crecer las bacterias a 80°C, el
contenido relativo de s=2T  aumenta al 57 ,4%. Esto
resultados sugieren gue la estabilidad térmica de los tRNAs
de 7. thermophilus depende de la presencia de s*T, vy que
la variacidon del contenido en 27T, es el mecanismo de
adaptacidén del tRMA al calor. '

La presencia de la s%Twas 25 una propiedad especifica  de
las bacterias termofilicas extremas, no siendo encontrada en
los tRNA de mesdfilos, o adn de termdfilos moderados (Oshima

y col. 1977).

Al gunas proposiciones del rol que tendria esta

modificacidn son: fijacidn de una conformacion de la ribosa

(Yokoyama y col., 19792}, una unidn mas favorable a iones

magnesio (Watanabe vy col. 1280) o un incremento en la

energia de estabilizacidn de la interaccidn (stacking) entre
hases (Watanabe v col., 1979).

Segun  Yokoyama vy col. (1979), la estabilidad de 1la
estructura del tRNA termofililico estaria dada por la
rigidez de la ribosa. Esto ocurriria porgque el doble enlace
C=5 e mas largo (1,486 8) que el del grupo carbonilo
(1,22 ®8). Ademis, el radio de van der Waals del azufre es
mas largo (1,83 ®) gque el del oxigeno (1,40 Q). Esto le

permite al grupo tioccarbonilo interaccionar con, vya ea el

Ul

hidrdgeno (1') o con el hidrexilo (2°) de la ribosa. EI1
resultado de esto es que el nucledtido queda en una
conformacion definida. La existencia de esta base modificada
en el termdfilo produciendo un  congelamiento de cierta

conformacion de la ribosa esta sustentada por la

=
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identificacidn de igual configuracidn para la Tea
determinada en la estructura tridimensional del tRNAFHE de
levadura. Un andlisis por NMR de la base aislada en
solucidn, demuestra wrn equilibrio de dos formas
estructurales. La base modificada presenta sélo una de ellas
(Yokoyama y col. (1979). For lo tanto, la base modificada
preéente en la estructuwra del tRNA termofilico stlo
permitiria en solucidn la conformacidn idéntica a la
encontrada en la estructura del tRNAFHE,

La segunda proposicidn sugiere que un factor con un  rol
importante en la termoestabilidad serla el magnesio
(Watanabe v col. 1980). Esto se basa en la existencia de al
menos dos sitios de uwnidn del metal en el tRNAFHE  de
levadura que estan en la region en la cual el lazo TuCG v
2l lazo de la dihidrouridina se asocian. El magnesio
estabilizaria esta interaccidn. Estos sitios de unidn de
magnesio tendrian una posicidn topografica equivalente en
base a la similutud de estructuras terciarias de tRNAMET de
E. coll (Woo, Roe y Rich, 1980) vy tRNAFME de levadura (Rich
y RajiBhandary, 1976). En los tRNAs de Thermus thermophilus
los tres residuos modificados estan ubicados en esta regidn,
de modo que podrian fortalecer la interaccidn. .

En relacidn a la tercera proposicidn, que parece ser la
mas probable, ella indica que las bases modificadas tendrian
una energlia de interaccidn superior a que si no 1o
estuvieran. For ejemplo, se ha estudiado la estructura del
acido poli-Z-tiouridilico (Mazumdar, Saenger v Scheit,
1974), encontrandose que el azufre interacciona con enlaces
glicosidicos de la misma cadena, originando una gran
estabilidad de la estructura general, probablemente dando
cuenta del alto Tm del &cido poli-2-tiowridilico (68,3°) ,
en comparacion con el Acido poliuridilico (8°9C), medido
bajo 1idénticas condiciones. Otro apoyo teérico a ests
proposicion es la comparacion de las energias de interaccidn
entre las bases Gex!Tma:Tss, cuando la Twa esta

reemplazada por s®Twa (Aida vy col. 1982). El resultado
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tedrico muestra que este reemplazo incrementa la energia de
interaccidn en 1,16 FKcal/mol. Esto aumentaria el Tm en
79C, lo cual puede explicar la estabilidad del tRNA
termofilico. Sin embargo, los autores no excluyen las otras
explicaciones acerca del rol de la sTwma.
Cualquiera que sea el mecanismo por el cual la base

52T;4 estabiliza el tRNA termofilico, es notable que un
simple cambio de un oxigeno por un  azufre tenga tanta

importancia en la termoestabilidad.
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4. EL PROMOTOR

A continuacidn se compara la secuencia del promotor
procaridtico de consenso con  la del promotor del gen de
TRMNABER de Thermus thermophilusz. En mindsculas estan  las

bases que se presentan con una frecusncia menor que &0%.

secuencia de consenso: TTEACaL TaEtAaT
secuencia del gen tRNAGSERG TTGACEE TACACT
Ee notable &l grado de similitud entre la secusnocia  de

consenso vy  la del gen descrito en este trabajo. Las
diferencias (subrayadas) estan sdlo en aguellas bases menos
conservadas. Los cambios ocuwrren en el sentido de producir
urn mayor ndmero de enlaces de hiderdgeno, cambiando un par AT
(que estd unido por dos enlaces) por un par  GC {(tres
enlaces) . Esta desviacidn se verd mas marcada cuando  se
analice la zona que separa las dos regiones conservadas.

En el caso del promotor gue se descoribe en este trabajo,

el largo de la regidn espaciadora es de 17 pb, de modo que

tiene @1 largo dptimo de espaciamiento (Dahl, 1282y . La

secuencia espaciadora reveld una caracteristica interesante,

cual es @l alto contenido en bases 6 v O (83Z%) en el

segmento separador de las calas. Esta s una composicion que
oy

=@ aleja del promsdio, como se observa en la Figura 23, en

arta wuna  distribucidn de {frecusncia  de

la que se pres
aparicidn en promotores en funcidn del porcentaje de 6 y C,
datos que hemos procesado a partic de una compilacidn de 1035

promotores (Hawley y McClure 19830,
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Frecuencia de aparicion (%)
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Figura 23. Distribucidn de frecuencias de bases G y C en el
trecho que separa las regiones —-35 y —-10. Se ohserva gue
s0lo existe ademds del nuestro (cuya posicidn se sefiala con

una flechal) un caso con una composicién de G v C de un 82%.

i

ste corresponde al promotor THS Neo (Rothstein y Reznikoff,
1

1981).

<0

o —

Se conocen muchas mutaciones que afectan las regiones ~I5
y —10, pero hasta el momento sdlo se ha publicado una en  la
secuencia espaciadora, gue no altera su largo sino gue
cambia una 6 por una A (Busby v Truelle, 1984 . Esta
modificacidn produce un 40% de aumento en la expresion  del
gen mutado, lo que'es mucho menor gue las variaciones que se
producen al insertar o retirar un par de bases del trozo
espaciador (Hawley y McClure, 1983) . La Ffuncidn de este
trozo es separar las dos regiones conservadas, de tal modo

que tengan la orientacidn adecuada para unirse a la FENA
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polimerasa. El resultado anterior dice que al cambiar una
base por otra también hay un cambio en 1la capacidad
promocional. La explicacién parece estar en que diferentes
secuencias producen diferentes periodicidades en el DNA.  En
un homopolimero de (dA),~{(dT),., existen 10 pares de bases
por vuelta; en cambio, en un homopolimero {(dG) n—(dC) n, hay
10,7 pares de bases por vuelta (Feck vy Wang, 1981). De
acuerdo a este cdlculo, el cambio de una & por una A
provocaria una alteracidn de &,6° en el giro de las hebras
de DNA en el trozo separador del promotor, lo gque bastarila
para explicar un aumento en la expresion.

Actualmente no tenemos suficiente informacién como para
definir la fuerza de un promotor analizando anicamente la
secuencia. Un enfogque experimental al problema es
transcribir los DNAs, que contienen los promotores que se
desea analizar, en un ensayo en el que la RNA polimerasa
pueda elegir entre ellos. Se puede comparar la cantidad de
transcritos que son producidos después que el DNA es copiado
una sola vez por la RNA polimerasa. Esto se logra agregando
al medio heparina una ver que se ha producido la unidén, pero
no la iniciacién de la transcripcidn. Este polianidn se ha
usado en la mayoria de los estudios de transcripcidn, ya que
inhibe en Fforma efectiva Yy vapida a la enzima libre
impidiendo su unidn al promotor (Walter vy col., 1967; Zillig
y col., 1970). En estas condiciones, kKajitani e Ishihama
(1983), estudiaron 1la capacidad transcripcional de los
promotores del rrnE, rpsa, rech, lac UVS, trp y rpld, todos
de Escherichia coli. Concluyeron que el promotor lac UVS eg
el mas fuerte de los estudi ados, seguido por el promotor
trp. En contraste, recientemente se ha encontrado que la RNA
polimerasa de E. coli es capaz de unirse al promotor de
consenso sintetirado quimicamente y realizar varios ciclos
de transcripcidn del gen adn en preszencia de heparina (Rossi
y col., 1987). Este resultado evidencia, en forma indirecta,

una gran afinidad de este promotor por la enzima,
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definiéndolo como el mé&s fuerte de todos. En  nuestro caso,
la capacidad de unidén al gen de tRNASER de la polimerasa
de £. coli es inhibida cuando se incuba previamente con
bajas concentraciones de heparina, no pudiendose unir al
promotor del gen de tRNASER (Figura 21). No obstante, 1la
RNA polimerasa termofilica no se ve atfectada notablemente en
estas condiciones, aun con una incubaci®dn previa de 40 ug/ml
de heparina. Esto se puede deber a que la afinidad de 1la
union es mayor o a que la heparina no interacciona con 1la
subunidad de 180 kKd homédloga a beta prima, como se ha
descrito para E. colj {(Zillig y col., 1970), de modo que no
interfiere con los =sitios que estan participando en la unidén

al promotor.

Fara determinar la fuerza relativa del promotor
termofilico serd necesario hacer experimentos de
transcripcidn comparativos con la RNA polimerasa de E. coli.

Esto puede lograrse entregando a la enrima cantidades
estequiométricas de dos tragmentos- de DNA que contengan
promotores diferentes {y que originen transcritos
distintos), para gque se formen los respectivos complejos
enzima-DNA, usando heparina y con ello permitiendo sélo un
ciclo de transcripcién, como lo han descrito Kajitani Y
Isihihama (1983).

Se han realizado experimentos preliminares con la RNA
polimerasa de E. coli para comparar la eficiencia de
transcripciodn de este promotor con el promotor lac UV b
obtenido desde el plasmidio pUC 2 (Vieira vy Messing, 1282).
Se obtuvo una mayor cantidad de transcrito a partir del
promotor termofilico {(resultado no mostrado). Fara estudios
de interaccién con la FRNA polimerasa termofilica, una
evidencia indirecta de la fuerza de este promotor puede
sugerirse al comparar el pdmero de molécul as unidas
especificamente a promotores con respecto a uwun  ndmero
determinado de fragmentos de DNA. Al analizar la unién a
pPBR32Z (Gonzalez, Davagnino y Vicufia, 198%5) se observd que

de Z44 moléculas de DNA analizadas, sdlo 22 tenian la FRNA
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polimerasa unidas al promotor Fa, que es el m&s fuerte de
los presentes en pBERI22. En condiciones idénticas (el mismo
experimento) de Z44 moléculas de inserto de 3200 pb del clon
111 que se contaron, 74 tenian unidas moléculas de enzima en
el promotor termofilico. La razdén 74/2% es elocuente.

Fara el sistema termofilico se han ensayado inhibidores de
la transcripcién, como ser heparina y FRojo Congo que
normalmente se han usado en F. colj para estudiar la fuerza

de la interaccidn polimerasa promotor (Kajitani e Ishihama,

198%, Woody, Reisbig vy Woody, 19281). En =31 sistema

termofilico los resultados asi obtenidos son de dificil
interpretaciédn por el efecto refractario de la RNA

polimerasa frente a estos inhibidores.

S. INTERACCION PROMOTOR-RNA FPOLIMERASA

El reconocimiento e interaccién de la RNA polimerasa con
el promotor es una etapa fundamental en el proceso de
transcripcidn. Ademds, constituye un medio de regulacidn  en
la expresidn genica, ya que la polimerasa se puede unir con
distintos grados de afinidad a los diversos promotores,
dependiendo de las caracteristicas propias de éstos.

Se han realizado numerosos estudios en los que  se ha
caracterizrado la interaccion que ocurre entre la RNA
polimerasa de E. coli Y promotores que son reconocidos por
esta enzima (Siebenlist, Simpson y Gilbert, 1980), pero hay
escasa informacidn acerca de cémo ocurre este proceso en
organismos que normalmente viven a altas temperaturas.

las interacciones inespecificas de la RNA polimerasa con
@l DNA se han clasificado de acuerdo a la fuerza de la unidn
de la RNA polimerasa a estos sitios definidos funcionalmente
como "no promotores". Asi, se describen las uniones deébiles,
que son de caracter electrostatico (Melacon, Burguess %
Record, 1982; wvon Hippel y col., 1984), las uniones fuertes
{menos frecuentes) que tienen caracteristicas similares a la

union especifica de la enzima Y las uniones a 1los extremos
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del DNA si éste es  lineal (Melacon, Burguess Yy Record,
1982) . Las uniones débiles Yy fuertes pueden ser eliminadas
aumentando la fuerza idnica y las uniones débiles pueden
reducirse con heparina. El uso de DNA circular evita el
efecto de interaccidn con los extremos del DNA.

Se ha comentado que la afinidad de la RNA polimerasa por
los extremos del DNA es una de las interacciones
inespecificas mas fuertes (ver revisicon de von Hippel Y
col, 1984). Este Gltimo tipo de interaccidn puede ser una
fuente importante de error para el método de retencidn de
complejos de nitrocelulosa en que no se visualiza
directamente el lugar de interaccidén. En los estudios
descritos Aqui fue necesario agregar una razdn molar enzrima
DNA de al menos 18/1 (Figura 13). Notese que esta es una
proporcidén proteina/DNA, por lo que la proporcidn real puede
ser menor. Con esta relacién =ze logrd llegar al mé&ximo de
union  del gen de tRNASER, | 4 diferencia entre el numero de
moléculas de enzima y el namero de moléculas de DNA (o
numero de promotores, considerando un promotor por molécula
de DNA), es grande, si se piensa que la unian es
estequiométrica. Bajo estas condiciones es muy probable que
ocurran algunas uniones inespecificas de la enzima a sitios
del DNA que no son promotores. Se ha comunicado para E. colj
que una razon de S:1 es dptima para obtener el midximo de
union a un  determinado promotor si se usa una enzima
saturada en subunidad sigma (Strauss y €ol., 1981). Los
datos de unidn en base a los estudios de microscopia
electronica, indican un 35% de union al sitio promotor. Este
valor puede estar afectado por la eficiencia del proceso de
fijacidn con glutaraldehido, por la reversibilidad de 1a
interaccidn y por el grado de sobreenrollamiento del DNA. La
ubicacidn del promotor concuerda muy bien con datos
anteriores sobre la localizacién del promotor deducida a
partir de la secuenciaciéon del DNA v por ubicacién del
inicio de la transcripcién. Estos resultados también han

revelado que en las condiciones de ensayo descritas no se
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detecta unidn inespecifica a los extremos del DNA. En los
experimentos de microscopia electrdnica, la RNA polimerasa
se incubd a &40°C con el clon 111. Fosteriormente la mezcla
de DNA y enzima se sometio a digestidn con BamHI, a S7°C,
Fara separar el inserto del vector. La RNA polimerasa
presente podria haberse unirdo a las puntas de los
fragmentos de restriccién. Esto no se detectd en los
histogramas mostrados en la Figura 14. FEl reconocimiento
especifico del promotor ha sido también corroborado por los
experimentos de proteccion con la RNA polimerasa frente a la
enzima de restriccidén Rsal, la cual corta dentro de la caja
de Fribnow del promotor del gen de tRNA®ER, | a proteccidn
es de 100%, indicando que en las condiciones de ensayo;
todas las secuencias promotoras en las moléculas de DNA .
tienen la RNA polimerasa unida.

Al medir la formacidén del complejo en filtros de
nitrocelulosa, agregando heparina en concentraciones mavores
gue 100 ug/ml, luego de formado el complejo (resultados no
mostrados) la unidén se reduce sélo en un  30%, lo que
corresponderlia a interacciones débiles.

En resumen, 1la especifidad medida por microscopia
electronica y por proteccidn frente a enzimas de restriccidn
marcan los limites del porcentaje de unidn especifica, cuyo
valor absoluto es dificil de precisar.

Existen dos factores importantes que considerar en cuanto
a la actividad transcripcional especifica.

1) La proporciédn de enzima que mantiene, al final del
proceso de purificacidén (DNA-celulosa), sus subunidades en
proporcidn estequiométrica, en especial la subunidad sigma,
que es la que estd unida mas debilmente al resto de las
subunidades, v que durante el ciclao transcripcional se
desprende del resto de la enzima. En teoria seria posible
gue el grado de interacciones inespecificas detectadas en el
ensayo reflejase la proporcién de enzimas carentes de
subunidad sigma. La presencia de interacciones especificas

debido a la falta de esta subunidad no puede descartarse
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absolutamente ya que como se muestra en la Figura 8B 1la
composicion de subunidades de la enzima revel a una
estequiometria alrededor de 0,7 para la subunidad sigma.

2) El segundo factor es la poblacidn de holoenzimas

activas que llegan Como tales al altimo paso de

purificacion. Este es en si un problema muy dificil en
cualquier sistema enzimatico, mds adn en este caso  por
cuanto el producto de la catalisis es un polimero Y uno de
los compontes (DNA) no puede ser definido como sustrato, vy
existen miltiples pasos en el proceso catalitico global.

Se ha intentado abordar este problema disefiando un método
para medir la cantidad de ENA polimerasa activa de £. colj
(Chamberiin, 1981). Este se basa en tener un promotor fuerte
y un inactivador de la enzima libre, como es 1la heparina.
Cuando  este método se aplicd a varias preparaciones
diferentes de la enzima de E. coli pura, los valores
encontrados variaron en un rango de 10 a 90% de enzima
activa. El método Fue aplicado para varias polimerasas,
purificadas de otros microorganismos, pero no es aplicable
en el caso de la polimerasa de T thermophilus, Y& que no se
conoce actualmente un agente capaz de inhibir la enzima que

se libera del DNA, sin afectar el compleio mismo.

6. EFECTO DE LA TEMPERATURA

La transcripcion del gen de tRNASER ;5 Lritro con la
polimerasa termofilica tiene una temperatura dptima de 60°C
(Figuras 18E vy 19}, muy cercana a 1la cual  vive T
thermophilus vy hay una disminucidn total de la transcripcidn
bajo los ZooC (Figura 19), temperatura a la cual =se observa
un 42% de transcripcién del mismo gen con la polimerasa
mesofilica (Figura 18a y 20). Sin embargo, la unidn al
promotor en ambos Casos, no se ve afectada en un amplio
rango de temperatura (Figuras 19 y 20). Esto significa que
el paso limitante para la transcripcién, que es dependiente

de temperatura, corresponde a una etapa posterior al
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reconocimiento del promotor.,

El hecho de que la RNA polimerasa de £ coli pueda formar
compleios con el fragmento Xhol retenibles aun a 0oC.,
condiciones en que no se detecta actividad transcripcional,
no es sorprendente Y& que se ha observado lo mismo con otros
promotores mesofilicos (Hinkle y Chamberlin, 1972).

La RNA polimerasa de £. ol d al unirse a un promotor
forma un complejo inicial, llamado "complejo cerrado”", que
no  es capaz de iniciar el proceso catalitico de
polimerizacién (Hinkle ¥ Chamberlin, 1972; Chamberlin, 1974,
Rosenberg, Kadesch 1% Chamberlin, 1982). Es necesaria la
conversidn a un "complejo abierto" de naturalera mas estable
para qgue ocurran las etapas siguientes. Este 825 un procéso
dependiente de 1a temperatura {(Hinkle Y Chamberlin, 1972).
Este cambio implica una separacion de las hebras de DNA que
involucra una region de 11 bases del promotor, desde 1a
posicion —~9 hasta 1a +Z (Siebenlist, 1979, (Hinkle
Chamberlin, 1972). La transicidén de menar a mayor
estatilidad del complejo es muy marcada para la RNA
polimerasa de £, coll  y ocurre a los 209C con 1los
pronotores del fago T7, con un  cambio de entalpia que
favorece 1la tformacién  del complejo abierto {(Mangel Y
Chamberlin, 1974, Chamberlin, 1974). Fara la RNA  polimerasa
de T. thermophi]us, en  un sistema heterdlogo, usando  un
promotor del fago fd, se ha podido determinar que a 30°9C ge
produce  la conversidn de complejo cerrado a complejo
abierto, a Juzgar por variaciones que se producen en los
espectros de dicroismo circular al formar los complejos a
distintas temperaturas (Tsuji vy col., 1980).

Experimentos no mostrados, conducentes g explorar una
transicién entre complejo abierto Y complejo cerrado en el
sistema descrito, basados en un cambio de estabilidad,

dieron resultados negativos,
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7. HOMOLOGIA ENTRE LAS RNA POL IMERASAS

Existe suficiente evidencia experimental apoyande la idea
que hay rasgos comunes entre las polimerasas termofilicas Y
mesofilicas. Ge sabe que 1la RNA polimerasa de T
thermophilus se Uune a un promotor del fago fd, iniciando la
transcripcién en el mismo punto desde donde parte la RNA
polimerasa de £. coly (Tsuji y caol., 1980) Y que es capaz de
unirse a pBRI?? en los mismos sitios donde se une la RNA
polimerasa de £, colr {(Gonzalez, Davagninog y Vicuria, 198%5) .,
For otra parte la RNA polimerasa de £, coll puede
transcribir jp vive el gen de la enzima isopropil malato
deshidfogenasa de 7. thermophilus clonado en pERZZ22
(Nagahari y col., 1980; Tanaka Yy col., 1981), ademas de los
experimentos de transcripcion in vitro del gen de tRNASER
va comentados.

El andlisisg Comparativo de 1lasg dos  FNA polimerasas en
cuanto a los sitios que participan en 1a unidn a DNA y al
mecanismo por el cual ocurre 1a interaccidan especifica
enzima—promotor, s ve obstaculizado Por la restriccien para
aplicar ciertas técnicas con la polimerasa termofilica
{carencia de un secuestrador apropiado de 1a enzima libre) Y
la limitacion que  implican algunos ensavos & altas
temperaturas. un ejemplo: determinar 1las bases del promotor
que estdn participando en la unidn con la RNA polimerasa,
mediante estudios de proteccién, frente & metilacidn o
etilacién. Se han realirzado experimentos Ppreliminares de
proteccion a metilacidn por dimetilsulfato, Sin embargo, los

resultados no son claros ya que la reaccién de metilacidn no

€= controlable a 1a temperatura que se realiza la unidn. En
otros Casos, mediante el Uso de esta técnica, ge ha
encontrado que las RNA polimerasas de E. coljg v de

Pzeudomonas putida (Gragerov Yy col., 1984), ambos mesdfilos
gram negativos, utilizan los mismos puntos de contacte en
ctuatro promotores, Mas adn, Streptomyces lividarnz, un gram

negativo, también mantiene las mismas interacciones,
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conclusidn basada en estudios de mutantes en el promotor

(Jaurin vy Cohen, 1984).
8. TERMINACION DE LA TRANSCRIPCION

Se han descrito numerosos sitios dentro de 1los DNA  de
bacterias y de fagos que  indican el término e la
transcripcidén (Holmes, Flatt Y Rosenberg, 19873, Ademds de
especificar el término de una unidad de tranacripcién, estag
sefiales juegan un rol importante en la regulacien de 1la

#presion  génica en  un fendmeno dernominado atenuacidn
(Yanofsky, 1981).

lLas secuencias de terminacién exhiben rasgos estructurales
comunes. Generalmente constan de una SECusncia repétida
invertida, rica en GC, seguida por un trozo de varias Te,
Estas secuencias de DNA pueden plegarse formando un tallo vy
un laro, lo que probablemente ocurre en el RNA, induciendo
una detencidn momentanea de la enzima, la que luego alcanza

Una zona rica en AT, en que se libera del DNA. Estas sefales

interrumpen 1la transcripcion sin requerir de otros
factores, Y  par  eso s las denomina "terminadores
independientes", en oposicidn a las seral es ue necesitan

factores Proteicos para detener 1a transcripcion. Estos

ultimos no presentan la tonservacidn a nivel de secuencia
que muestran losg terminadores independientes (Rosenberg Y
Court 1979).

Una estructura con los requerimientos de un terminador
independiente aparece al final de 1la regidn codogénica del
gen tRNA®ER, Ella consta de un tallo de g8 GC continuadas,
que puede ser extendido a 9 si se considera un apareamiento
GT al inicio del tallo. Cuatro nucledtidos después del
término del tallo aparece Una  secuencia de cuatro Te
consecutivas.

En los experimentos de transcripcién mostrados s
obtuvieron RNAs de un tamario mayor que 1o esperadao. Si este
sistema de terminacién hubiesze funcionado sp vitro s6lo =se

hubiese esperado un precursor de 132 bases (Figura 10),




109

Cuando la enzima de E. coli es usada, se encuentra el mismo
resultado (Figura 10). El mecanismo de terminacién parece
SEr un proceso general Yya que hay evidencias que ocurre
tanto para procariotes como para RNA polimerasa I1I
(Henikof+, Kelly y Cohen, 1983) Y RNA polimerasa 117
(Bogenhagen y Brown, 1981). En alguno de estos casos se  ha
detectado la presencia de cierto ndmero de Te consecutivas Y
algunos mutantes de terminacidn carecen del numero de Te
suficientes (Bertran y col., 1977) . l.a ausencia de
terminacidén en nuestro ensayo de transcripcién in vitroe
podria deberse a 1la presencia de s6lo cuatro Ts
consecutivas. Ellas no serian suficientes para la
terminacién de 1la transcripcidn in vitro, como se ha
deécrito para un mutante en la estructura del atenuador del
gen trp E de £. coli, en el que sdlo 4 de las g Ts
permanecen (Bertran y col, 1977). Este mutante si  funciona
con mediana eficiencia sn VIve por  lo que  se  supone que

algun factor proteico facilitaria ademas la terminacidn.

7. CONCLUSIONES FINALES

La evidencia experimental Presentada en esta Tesis,
muestra que en general el apairato transcripcional aislado
del terméfilo extremo Thermnus thermophilus HES se  comporta
en forma similar al de las bacterias mesofilicas pero
funcionando optimamente a temperaturas mas altas.

El andlisis del promotor del gen que codifica para el
tRNASER . que es e] primer promotor termofilico de Secuencia
conocida, estaria de acuverdo con la teoria macromolecul ar,
Para explicar las bases de la termoastabilidad, Ya  gque
presenta un  rasgo dnico en su estructura, como e ]
espaciador rico en GC, Fara corroborarlo deberia demostrarse
que tiene un rol en la termoestabilidad funcional del gen.
Se concluye que las diferencias entre méséfilos Y
terméfilos a nivel molecular deben cear menores, ya que

pequerias diferencias bastarian para conferir 1la adaptacidn




110

evolutiva a altas temperaturas.

En sintesis, hay analogias suficientes para ratificar la
universalidad de los mecanismos molecul ares que la
naturaleza ha escogido para expresar vida en ambientes tan
diferentes.

Las siguientes etapas de estudio, a realizar en el futuro,
estardn enfocadas a:

1) Secuenciar el gen que codifica para un tRNA en el clon
112, con el fin de saber si 1la estructura rica en GC esg un
rasgo general en los promotores termofilicos.

2) Estudiar la expresion del clon 111 en £. colr.

3) Determinar el grado de eficiencia con gue  la RNA
polimerasa de £. coli, v eventualmente la enzima terﬁofilica
puaden unirse al promotor del gen de tRNASER

4) Con respecto a la terminacion de la transcripciédn, se
proponen enfogques como: a) analizar el efecto del factor
rho con la RNA polimerasa de E. «coli; b modificar 1la
estructura terminadora incluyendo un mayor numero de Ts  en
la zona conflictiva Y ver su funcionalidad.

9) Estudiar la distribucién de los genes de tRNA en el
termofd#ilo para establecer si la mayoria de ellos existen
como unidades transcripcionales independientes, como las  de

los clones 11 vy 112, o esté&n organizados en clusters"
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