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A.~- INTRODUCCION

La amiblasis es 1a iInfecciocn del hombre por el pardsito
protozoario Entamoeba histolytica (Schaudinn 1903). Este organismo
fue descrito por primera vez por Lesh en 1875, ss distribuye
universalmente (Kagan 1976), y afecta aproximadamente al 10% de la
poblacion mundial (W.H.0. 1969). En México es una de las
enfermedades mas importantes por su frecuencia y mortalidad
{Gutierrez et.al.1976). Esta especle se ha encontrado usualmente
viviendo como comensal en el lumen del]l intestino grueso (amibilasis
Jumenal), pero puede Iinvadir la mucosa intestinal producienda 1la
disenteria o ameboma: a travez de su dispersion via sanguinea,
puede dar lugar a lesiones extraintestinales, particularmente en el
higado (amibiasis invasiva).

Entamoeba histolytica ha sido objeto de una amplio estudio en
México y otros paises, especlalmente en lo que se refiere a la
caracterizacicn de la virulencla, dependiente principalmente de 1a
invasividad del pardsito. En particular se ha profundizado en el
conocimiento de propiedades bloldglicas como fagositosis, adhesidn a
celulas blanco, efecto ciltopatico y posible actividad citotdxica
{XV Congreso Nal. de Biog.}. .

El conocimiento de deferentes aspectos que hagan posible el
uso de este organismo como un modelo de estudio de la organizacion
y estructura gendmica, de andlisis genétidb; o de regulacicn de la
expresion gendtica, no ha sido extensivamente desarrollado. El
presente trabajo de tesis de maestrfa, pretende aportar nueva
Informacidn relacionada a la estructura del genoma de este
parasito, con la caracterizacion de algunos dJde sus elementos
repetitivos. Adicionalmente, como .una consecucncia de la naturaleza
de sus secuenclas, se establece su capacidad para distinguir
especificamente E. histolytica de la amiba Laredo "E. histo}xslgg—
like". ’

En general el componente repetitivo constituye una proporcidn
importante de 1los genomas eucariontes (Britten et.al.1968)., Una
sola unidad repetitiva pucde estar presente decenas o centenas de
miles de vecesa. Por ejemplo en Tripangsoma cruzy la unidad
repetitiva mas abundante se encuentra 120,000 veces Yy constituye



np;oxlnadamento el 10% del genoma (Gonzalez et.al.1984).
Normalmente varias fawmilias de elementos repetivos eatan presentes
en un solo organismo. Estas secuencias, aparentepente han sido
conservadas evolutivamente, mas como un compohente estructural del
genoma gue como una secuencia de nucleotidos con una funcidn
especifica , excepto en el caso de familias de genes estructurales
conocidos, como los ribosomales © los de tubulina. Una observacidn
general es gue los elementos repetitivos puede presentar diversas
variaciones, por ejemplo: en la secuencia de nucleotidos dentro una
misma familla de elementos , en el nvmero de copias y la ublcacidn
en el genoma dentro de una especle de organismos, y en su presencia
o ausencia por completo entre especies

Dos aspectos de la naturaleza de estos elementos ha sido de
gran intereés para la parasitologia molecular, el campo de la
biologfa que interesa a este trabajo. Por un lado su inestabilidad,
productora de polimorfismos en la estructura del genoma, debido a
su capacidad de de mutaclidn asoclada a cambios puntuales vy
mecanismos de duplicaclidn, delecidon, vy translocacidn en algunocs
casos. Este fenomeno ha sido observado principalmente en
protozocarios, ya gque el rango de tamaho de los cromosomas ha
permitido su andlisis en sistemas electrofordticos de campos
pulsados {Schwarts et.al.1984, Corcoran et.a.1986, Kemp
et.al.lgas)} Particularmente en E. histolytica se han reportado
variaciones en la composicidn de bases en diferentes cepas axenlcas
y monoaxenicas, por medioc de analisis de desnaturalizacidon teérmica
{Gelderman et.al,.1971) Y determlinacion de densidad flotante (Reeves
et.al,1971). Tambien se han observado fluctuaciones en el copienido
de DNA de trofozoltes axenicos (Lopez-Revilla et.al.1978), Hasta el
momente no se han reportado elementos repetitivos gque sean blanco
de mecanismos generadores de rearreglos moleculares,

El otro aspecto de gran Interes actual se relaciona a la
utilidad de algunos ejemplares de DNA repetitivo, como herramientas
en la taxconomia molecular (Ramirez et.al.1987), y la identificacidn
especifica de generos Y especies de organismos (Ellils 1988, Ramirez
et.al.1987}. lLa evolucidn del componente repetitivo suele darse con
una wvelocidad relativamente rapida, tal que secuencias nuevas

pueden surgilr dentro de cada una de las especles de organismos que
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hayan divergido de un ancestro comin.

La jdentificacidn con alta sensibilidad y especificidad, de
genercs y especies patogenicas para el ser humano y animales de
interea comercial, es de gran importancia para fines de control
epidemioldgico. Con este fin, la Biologia Molecular esta
participando con el aislamlento y caracterizacidn de elementos
repetitivos con potencial en el diseno de snsayocs dlagndsticos
basados en la hibridacion especifica de dcidos nucleicos (Lizardil
et.al.1988, Zolg et.el.1987). Para la identificacidn especifica de
E. histolytica, se han propuesto enfongue basados en el tamafio del
trofozoito y del nucleo (Lopez-Revilla et.al en prensa), o el
perfil electroforético de proteinas totales (Said-Fernandez
et.al.1978). Aparentemente 1las dificultades técnicas asocliadas a
estos andlisis los han hecho poco atractivos. Otro tipo de ensayos
propuestos se basan en 1la aplicacicn de zimodemos para la
identificacidn Intra-especifica de cepas patogenicas de cepas no-
patogednicas (Sargeaunt et.al.1978). E]l posible papel diagndstico de
este Interesante emfogue permanece en duda, ya gue aparentemente el
nimero de patrones zimodemos tipicos de E. histolytica, estd
awnentando conforme se estudian mas especimenes (Martinez-Palomo
1982). Recientemente ha sido reportado el aislamiento de una
secuencia repetitiva rlbosomal, subclonada de un fragmento
trascribible, gque distingue este pardsito de otras especles de
Entamoeba {(Bhattacharya et.al.1988}).

A continuacidn se presentara la caracterizacidn preliminar de
elémentos repetitivos de Entamogba histolytica, presumiblemente
espacladores ribosomales, que no sSe transcriben pero gque esta
ubicados en un locus rilbosomal. Se estimd un mimero de coplas para
estos elementos, de 200 coplas por genoma hapleolide. Se encuentran
contenidos en el genocma de E. histolytica, pero no en el de una
cepa B, histolytica~iike {(Laredo). El1 intenso pollimorfismo, al
menos, en sus secuenclas, permite distingulr intra-especfficamente
diferentes cepas de E. histolytica. Se cobservaron diferenclas entre
la cepa HM1-CINVESTAV ¥ la cepa HM1-CIIGB. Se discute la necesidad
de una re-clasificacidn de especies y sub-especies del genero

Entamocba a partir de criterios de andlisis molecular fino (Ramirez
et.al.1987).,



N 5i¢ l.- Materiales y Metodos.
1) Alslamiento de DNA de Amibas

Se obtuvo DNA de las sigulentes cepas de aniba:
Entamoeba histolytica HM1-CINVESTAV/IPN
Entamoeba histolytica HM1-CIIGB/UNAM

Entamoeba histolytica HM38

Entamceba histolytica HK9

Entamoeba histolytica-like Laredo

El sigulente protocolo fue provisto por la Dra. Isaura Meza del
CINVESTAV/IPN. :

1.1 Lavar las amibas (100x10°6) en medio de cultivo o PBS 2 o 3
veces,

Centrifugar por 15 min. a 5000 RPM, para empastillar.

1.2 Resuspender la pastilla’de amibas suavemente en 10 ml (TKM-Inh.
prot):

Tris-HC1 pHA i0 mM

Kcl 24 mM .
MgCl 10 mM >~

Spermidina o.6 mM

N-etil nmaleimida S oM {recien preparada, 1ml de 50mM en Tris pH8 se
' prepara para 10 ml del bufer).
DI1FP 2 mM Dilsopropilfluorofosfato.
p-hidroximercu- ' .
ribepzoato 50 ul de un stock 10 mM en tris pH9 para 10 ml de
Buffer. El stock se almacena a -20'C.

1.3 Revisar la integridad de las amibas {(es Importante gue no haya
lisis celular en esta etapa). Agregar Nonidet P-40 (stock 10%) a
una concentracidn final de 0.5%-1%.

1.4 Lisar los trofozoltos usando un homcgenizador Dounce. 60 pases

suaves pueden “ser suficlentes, en hielo.

1.5 Ohservar al microscoplo, la aparicidn de nucleos. La suspencidn
de nucleos se divide en 2 corex que contienen: 10 ml c/u de
sacarosa 1M (esteril) disuelta en buffer TKM:
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Tris pHSB 10 mM
Kcl 24 oM
Mgcl 10 mM

1.6 Centrifugar a 6000 RPM, 12 min.

1,7 Disoclyer la pastilla de nucleos en 1 ml de EDTA 0.5 M,
1%.

Sarcosil

1.8 Extraer 2 veces conh un volumen de fenol saturado, mezclando

suavemente durante 5 min. Centrifugar a 3000 RPM 10 min y eliminar
la fase fendlica.

1.9 Re-extraer la fase acuosa con un volumen de Cloroformo-Alcohol
Isoamilico 1:1, 2 veces.

1.10 Dividir la fase acuosa en dos veolumenes de 0.5 ml, pasarlos a

corex de 30 ml y diluir con agua destilada hasta un volumen de 9
ml. adicionar 2.2 vols. de Etanol y precipitar.

1.11 Centrifugar a 10 000 RPM, 30 min. a 4'C. El precipitado de
cada corex se disuelve en 50-100 ul de buffer TNE (10 mM Tris pHSB,
0.5 mM EDTA, 10 mM NaCl). Agregar 10-20 ul de RNasa T1 o IA, e
Jncubar a 37'C durante 30 min. '

1.12 Adicionar 25 ul de SDS 10%, y 63 ul de Proteinasa K ({(img/ml}.

Ajustar a un volumen de 250 ul con TNE e incubar a 37'C, 3-4 horas,

1.1b Extraer con fenol, cloroformo y eter (1:1, 1:14 y 2:1

respectivamenten en relacidn con la ‘fase acuosa).

1.14 Agregar a la fase acuosa 0.1 vol. de Acetato de Sodio 3M

Y
precipitar con 2.2 vols. de Etancl absoluto.

1.15 Disolver la pastilla en Tris 10 mM, pH8 (vol. minimo), ¥y

volver a precipitar con 2.2 vols. de Etanol absoluto.

1.16 Redisolver la pastilla final en un volumen de 30-50 ul de Tris
10mM, pli8.

1.17 Leer absorbanclia a 260, 280 y 230 nm, y analizar en geles de
agarosa.
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2) Preparacidén del vector molecular de clonaciocn.

El pldsmido pUC13 (Vieira et.al.1985) fue linearizado con la
enzima de restricclon BamHl, extraldo y desfosforillado de la
siguiente manera:

2.1 A O0,7Tug de pldsmido se adiciono bufer CIP 1x (Tris-HCl 50mM
pHe, EDTA 0.imM pHB8), y 23 unidades de CIP (calf intestine
phosphatase).

2.2 Se lncubd 45 min, a 37'cC.

2.3 Se pasd el DNA por una minicolumna (Sephadex G-50, 5% en buffer
TE). El wvolumen de resina a solucion de DNA fue de 8:1. Cada
centrifugacién fue de 2 min. a 2000 RPM. Se hizo al menos un lavado
con buffer TE, antes de pasar la solucidn de DNA.

2.4 Al DNA recuperado se anadid 1 unidad de CIP, vy se Incubo 60
min. a 37'cC.

Se inactivé la enzima a 68 'C, 15 a 20 min. Se aplicd la muesstra a
un del de agarosa 1% ¥y sSe recuperd el pldsmido lineal capturandolc
del gel con una membrana DEAE-Celulosa NA-45 (Lizardi et.al 198B4).
El DNA fue eluildo usando un buffer de alta sal (Tris-HCl 20mM pHI,
EDTA 2mM, NacCl 1.2M), 60 min., a €68'C.

3) Clonacidén de DPNA repetitivo.

. El DNA total de Entamoeba histolytica HM~-1 fue digerido
totalmente con Sau3da y clonado en el sitio BamH1l del pldsmide
puUci3,. Cclonias de E. coli HB101 transformadas con el DNA
recombinante fueron analizadas En una hibridacidn en colonia. Se
uso como sonda DNA total de E. histolytica HK9 marcada con 3'p,
Filtros replica§ {Hanahan y Meselson 1983), con el mismo patron de
colonias fueron hibridizadas contra RNA total de E. histeolytica HK9
marcado(azpl Fucron seleccionadas las colonlas de mediana y alta
intensidad en la hibridacion con DNA, pero gue no mostraron senal
visible con RNA marcado., Se hilcleron minlpreparaciones de pldsmido
usando el método alcalino (Maniatis et. al.1982), y el tamaho de
los insertos fue determinado. La presencla de DNA repetitivo



clonado fue confirmada en experimentos de hibridacidn

an punto
{dot-blot) Yy tipo "Southern".

4) Hibridacidnes.

La hibridacidn en colonia wse hizo segun Meselson Y
hasta 1mm de diametro se
a filtros de nitrocelulosa Yy
0.5M durante 5 min, y despues

durante 10 min, dos veces.
Finalmente los filtros fueron cocinados (con vaclio a 68'C durante 2
hrs.}.

Hanahan(1983), brevemente: colonias de
obtuvieron. Estan fueron transferildas
tratadas una vez con NaCl 0,5M, NaOH
con NaCl ¢.5M, Tris-HCl 0O0.5M ©pHSB

La preparacidn de la sonda radicactiva de DNA se hizo con
reactivos ¥ protocolo de Amersham para

los
"Random Primer". La
actividad especifica usada fue de 3x10({8) a 1x10(9) CPM/ug DNA. La
sonda radioactiva de RNA se prepard de la siguiente maneral E1 RNA
{0.6 nmoles de nucleotidos) es desfosfatado y
calentada 1la

fragmentade al ser
solucidn a ebullicidn, 25 min en Buffer TE(tris-HCl
25mM pHB, EDTA 0.5mM). El volumen final es de 5 wul. Se adiciona
Buffer Quinasa 10X (Tris-HCl 50mM pH 8.5, MgCl 20mM, DTT 20mM), ATP
P (48 pmoles, 336uCi, de 7000 Ci/mmol}, y 86U de Polinucleotido
Quinasa, en 50 ul como volumen final. La reaccldn se deja a 37'C
durante 30 min. Despues se deteniene en EDTA 20mM PH 7.2 y se pasa
por una minicolumna de Sephadex G-50., La actividad especi{fica usada
fue de 3x10(7)-3x10(8) CPM/ug RNA.

La hibridacidn tipo Southern en nyleon (S&S$)

se hizo segin
Scheider & Schuell. El protocolo es como sigue:

4.1 El gel se trata con NaOH 0.5M, Nacl 1.5M, dos veces, con agltacidn
durante 15 minutos cada una,

4.2 Posteriormente, se trata el gel con Tris—-HCl 0.5M pH 7.4, NacCl

1.5 M, dos veces, con agitacidn durante 15 minutos cada una.

4.3 La membrana de nylon se humedece primero en agua y posteriormente
deja en buffer 66X SSC hasta la transferencia.

4.4 La transferencia capilar se hace en buffer 20X SSC.
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4.5 Se siguio metodo de empacado de Maniatis{19682) para transferencia ca-

4.6 Los lavados se hicleron de la sigufente manera{con agitacion):

2X SSPE, 0.1% SDS, 8 min. Temperatura ambiente,
2X SSPE, 0.1% SDS, 30 min, T.A.

0.1 SSPE, 0.1% SDS, 30 min. T.A. (dos veces).
0.1 SSPE, 0.1% SDS, 60 min. 45'C (65'C}.

El ultimo lavado para otro tipo de hibridaciones fue:
0.1% SSPE, 0.1% SDS, 60 min a 68'C, Para hibridacidn en colonia y
Dot-Blot,

vs, DNA como sonda radioactiva.

0.1X SSPE, 0.1% SDS, 60 min a 55'C, Para hibridacidn en colonla y
Dot-Blot
vs. RNA marcadeo radioactivamente.

4.7 Re—uso de los filtros:

Los filtros de nitrocelulosa se sumergen en NaOH 0,1M durante
15 min. Posteriormente se neutralizan con Tris-HCl 0.1M, siempre en
agitacidn.

Los filtros de Nylon se sumergen en buffer SSPE 0.01X, 5DS
0.1% a temperatura de ebullicidn durante 20 min.

5) Determinacidn de transcripcion.

Las clonas de interds fueron transferidas a nitrocelulosa,
previa linearizacidn para hacer una hibridacidn tipo Dot-Blot. Se
aplicaron 10 y 50 ng de cada pldsmido. Como controles positivos se
aplicaron preparacidnes de DNA de dos clonas distintas, 10 y 50

Pl

ng, dgque contienen presumiblemente DNA ribosomal de Entamoeba

histolytica HM1. También se aplico DNA de Actina de E. histolytica
HM1 21.3, 10.6, y 5.32ng, clonado en M)\gtll. La relacidn de masa
inserto:vector es 1:50 ra sonda radiocactiva fue RNA total de
Entamoeba histolytica HK9,.

6) Estimacidn de numero de coplas.

Esta determinacidn se hizo por medio de una hibridacidn tipo

i
i

|
i
i
H
{
1
I
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Dot-Blot. Se transfirieron a nitrocelulosa 10 vy 350 ng de cada
plasmido recombinante linearizado. Como control de ntmero de copias
se uso el gene de Actina de Entamoeba histolitica (Edman et. al.
1987, Huber et.al. 1987). El estimado de numero de coplas se hizo

asumiendo que el inserto representa una unidad repetitiva., El
tamafio del inserto se determind en un gel de acrilamida 7.5%, al

ser extraldo este del vector molecular con una doble digestidn
EcoR1-HindIII. EL papel de nitrocelulosa fue expuesto a DNA total
de Entamoeba histolytica HM1, marcado con P. Los puntos prendidos
radiocactivamente, fueron cortados del papel y contados en ligquido
de centelleo. Los resultados fueron intrapolados en la curva de
masa (nuim. de copias) vs. CPMs, hecha para el gen de Actlpna. Se
hizo wuna correccidn por el tamalio del inserto en cada caso. Un

calculo mas preciso del numero de coplias, sera posible para

cualquiera de estos insertos siempre gque se determine su secuencia
nucleotidica.

7} Determinacién de la secuencia nucleotidica.

La secuencla de Interés fue sub-clonada en M13, E1 pldsmido
recomblnante fue digerido con HInNdAIII vy EcoRI y el inserto fue
clonado en M13 mpl8 o mpl9 digerido con EcoRI y HindIII. Los fagos
recombinates fueron seleccicnados usando IPTG y Xgal en la cepa de
Escherichia coli JMi10 (Messing 1980} y el DNA cadena sencilla fue

obtenido. La reaccidn de secuencia se hizo cen el Kit de
secuenciacioén de United States Biochemical Corporation. La
polimerjizacion con Secuenasa (Toneguzzo et.al.i1383) fue en

presencia de 5uci de S . La electroforesis se hizo aplicando 50
watts, en un gel de Acrilamida al 8%. Despues de la corrida el DNA
fue fijado en una solucion de Aclido Acetico 10%, Metanol 10%. El
gel fue secado a B80'C con vacio, y fue expuesto a temperatura
ambiente sin pantalla durante 12 a 48 hrs,.

8) Enzimas utilizadas y reactivos para Biologia Molecular.

Enzimas de restriccidén de Bilo-Labs, Boehringer y BRL.
Fosfatasa ALcalina de SIGMA.
Polinucleotido Quinasa de Bio-Lalhs.
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Ligasa de Bio-Labs,

Kit de Secuenciaclon (secuenasa} de United States Biochemical
Corporation.

Kit de marcaje radioactivo por Random Primer de Amersham.
Isctopos Radicactivos de Dupont y Amersham.

Formamida (para RNA) de BRL. Speciamlty Reagent. Redistelled Nucleilc

Acid Grade.
Urea de Merck.

Sephadex G-50 de Pharmacia.
Nitrocelulosa y Nylon de Schleicher and Schuell.



€.- RESULTADOS

.

1) Aislamientos de elementos repetitivos de Entamoeba
histolytica.

Se purificd DNA total de este organlismo segun el protocolo
provisto por la Dra. Meza et.al. E]l material biloldgico obtenido fue
digerido con la enzima de restriccicdn Sau3A, que genera fragmentos
de un tamaho promedio de 400 pares de bases,

en E, histolytica (datos no mostradeos), ¥ clonado en el vector
molecular pUci3. Este pldsmido fue previamente linearizado con la
enzima BamH1l y desfosforilado.

La mezcla de ligasa de las dos preparaciones anterlores se uso
para transformar Escherichia coli HBiO1 (Hanahan 1983). Se
seleccionaron en luria solide con Ampicilina, 100ug/ml, las
colonias resistentes. Para su tranferencia a papel nitrocelulosa se

procuro gue las colonias tuvieran un diametro maximo de O.5mm, vy
que fueran aproximadamente 1000 por caja preti (130 mm de
diametro). Fueron preparados filtros replicas (Meselshon y Hanahan
1983), para la conservacidén del DNA recombinante y para hacer
hibridaciones del mismo filtro contra DNA total o©o RNA total
marcados, ambos de E. histolytica.

De las hibridaciones anterlores fueron selecclonadas colonias
que produjeron sefales de mediana y alta Intensidad en una
autorradiograffa. De estas fueron separadas 6 colonias gue no
dleron wuna senal aparente en la hibridacidn contra RNA marcado
radicactivamente. El resto, aproximadamente 20, si produjeron: esta
senhal.

Las 6 colonias anteriores, asi como dos de las colonias que
dieron la sehal mas fuerte contra RNA marcado, fueron tomadas con
palillos esteriles y crecidas en medio Lurla mas Ampicilina. Se
estrié una alicuota de cada cultivo, posteriormente se platearon
colonlas aisladas. Las nuevas colonias fueron transferidas a
nitrocelulasa y re-hibridizadas contra DNA total de E. histolytica.

La senal producida por las poblacidnes de colonfias plateadas fue
homogenea,
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El resultado anterior, fue indicativo de gue se estaba
trabajando con clonas purificadas, E]1 DNA plasmidico fue aislado
segun el método alcalino de Maniatis y posteriormente digerido con
las enzimas de restriccidn EcoRl o HIndIII. Se observd en geles de
agarosa al 1%, el incremento en el peso molecular de los pldsmidos
recombinantes en relacién a puUCci13.

2) Determinacién del nimero de coplas de los insertos,

Esta determinacidn se hizo, asumiendo que cada inserto
representaba una copia del elemento repetitive. El tamaho de los
insertos fue determinado al digerir los pldsmidos recombinantes con
HindIII y EcoRl. Se determine previamente que estas enzimas no
reconocieran sitios internos en los insertos. El1 producto de la
doble digestidn fue aplicado a un gel de acrillamida 7.5%, y las
bandas observadas fueron comparadas con controles de peso
molecular.

Los pldsmidos recombinantes linearizados con EcoRl1 o HindIII
fueron transferldos a nitrocelulosa, se usarcn 10ng y 50ng de cada
plésmido. Los controles positivos empleados fueron, DNA total de

Entamceba histolytica HM1 2ng y 5ng, y la clona de Agtll-gene de
Actina de Entamoeba histolytica HM1 45ng, 90ng, 180ng (el imserto
de DNA amibiano corresponde a 1/50 de la masa}, cuyo numero de

copias ha sido reportado como 4/genoma haplolde (Edman et.al 1987)
o b5/genoma hapleide (Huber et.al. 1987). La sonda radicactiva fue
DNA total de E. histolytica HM1. Como se puede aprecliar en la
figura 1, la mayoria de las clonags probadas se prendieron
fuertemente, y por otro lado no hubo sehal visible en los puntos
correspondientes a DNA total de humano, de levadura, de Escherichia
coli, o de pUCi3.

L.os puntos marcados radicactivamente en los filtros, fueron
recortados y ‘'las CPMs se determinaron por conteo en ligquido de
centelleo. Como puede verse en la figura 2, la relacidn observada
entre la masa de DNA del gene de Actina fijada al filtro de
nitrocelulosa y las CPM es confiable. Los valores de cPM
determinados para las clonas fueron intrapolados en esta grafica, y
el mimero de coplias fue calculado. Se hizo una correccién en cada
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Fig. 1 Autorradiografls de la hibridacidn en Dot-Blat de difersntes
clonas de DRA de E.histolitics HM1-CIIGB, contra DNA totsl de HM3B
organismgc marcado radliosctivanents. Las columpas 1-9 indican
diferantss cionas sisladas. Ias lineas a, b y ¢ safialan la anea de
DNA smpleada, 2, 10, y 80ng respesctivamsnte. La linea d muestra el
gene de mctins 4 E.histolytics <lonado en Acui. Ta mass dsl
inserto es 21.3, 10,48, 8.3, 2,8ng raspectivamente. La linea =
ausstra difersntes controles: columnes 1 y 2 DNA total dm HM3e (20
¥ 4ng respec.), colusnae 3 ¥ 4 DMA total humano, columnas 8 y 6
DNA 4® Sachsromices cerevicias, coluscas 7 y 8 pUCII,. Todos con
100 y 50ng respectivamente. N
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Slp

300

CPM
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| f l

U.13 0.26 U.53
Masa (Ug) MtlliActina
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Fig. 2 Gréfica de linearidad entre CPWs ¥y mass de DHA splicsda. Las
posiciones ~ corrsspondisntes al gpne de Actins E.biatolvtive.
mostradas #n 1a figurs 1 fusron mnﬂdu y contados +n liquido de
cantellec. Las. determinacionss da crlh. =8 relacionaron a la masa
do DNA de Actina. La linea punteads musetra 1la curva tedrica, la
lines continua musstra la curve ocbesrvada,



caso de acusrdo al tamaiio del insasrto.
En la tabla 1 se muestras estos resultadcs.

3) Determinacidn de transcripcidn,

Se hizo eata determinacicn a nueve clonas, silete de ellas
fueron aisladas en hibridacidn en colonia, como portadoras
candidatas de elementos repetitivos no transcritos (clonas D1 a D7
de 1la tabla 1I), Yy las otras dos como elementos repetitivos
presumiblemente transcritos (clonas Rl y R2, ver materiales vy
metodos). Para confirmar esta primera observacidn se alsld el DNA
plasmidico f se fijaron en punto (Dot-Blot) 10 'y 50 ng de cada
clona sobre papel nitrocelulos. Este se expuso a RNA total marcado
radioactivamente, de Entamoeba histolytica HKS9. Puede apreclarse en

la figura 3A que las primeras siete clonas no dan sefal visible,
mientras que las dos restantes si la dan, Cada clona ocupa dos
puntos, asi{ por ejemplo la primera ocupa los sitios 1a y 1b, con
10ng y 50ng respectivamente (de todas las clonas se wuso la misma
masa de DNA, en la ultima columna %a corresponde a 50ng y 9b a
iong). Estos datos corresponden a lo esperado, de acuerdo a los
criterios de seleccildén practicados en las hibridaciones en colonia
hechas previamente.

Adicionalmente al DNA de las clonas de interes, se fijo al
filtro DNA correspondiente al gene de Actina dJde Entamoeba
histolytica, posiciones 1.¢(5.32ng), 2.c{(10.6), y 3.c(21.3ng). Para
verificar que los puntos que no fueron prendidos en esta
hibridacidn contenlan DNA, el filtro fue expuesto a una sonda de
DNA total de HM1-CIIGB radioactivo {(fig.3B). La sonda de RNA fue
retirada previamente (ver mat. y met.).

4) Elementos repetitivos especie-especiflcos, Deteccldn de
pelimorfismos gendmicos intra-especificos.

Dos de las clonas no transcritas con mayor mimero de copias,
D1 y D4 fueron wusadas como sondas radicactivas en ensayos de
hibridacion tlpo socuthern. En principio se compararon dos cepas
diferentes de Eptamoeba histolytica HM1 y HK9, con una cepa de
amibas no patogenas para e1 hombre, Entamoeba histolytica-like




" TABLA 1

A B c
p1 200 207
D2 1500 3
D3 1800 3
D4 230 101
Ds 000 206
* pe 200 86
240 ‘
b7 200 €4
R1 .  soo &2
R2 240 20¢

Tabla 1 Caracterizacidn de loa insartos de DNA de J. histolytica
clonados en pucll. ({(A) Se dsnoaind clonas "De™ s agquellas que
dieron -eﬁn_lc- de wmediana ¥y alta intensidad en ensayos de
hibridacisn an coclonia contra DNA total marcada, pero gque no disron
sefia) radicactiva visible contra RNA totml marcado. Las clonas “Rs”
dieron selal en anbos ansayos de hibridacidn. Esta chssrvacidn fue
confirasda con loe resultados de la fig. 3. {B) Los Iinsertos fuaron
separados de PpUC1II con la digestidn EcoRI-HindlII y su tamafio fue
determinado en un gel de acrilamids al 7.5%. * La clona DS gQenerd
dos fnsertos en la doble digestidn, El tamafic de la clona DI ae
pracisd al detersinar su ssecuencis nucleotfdica. (C) Bl nfimers de
coplas se calculd determinando las CPM en liquido de centellec de
cada punto mostrado en la fig. 1., Estos datos se relacionarcsn a la
curva de CPH vs masa de DNA de Actina, cuyo ntimerc de coplas se
conocido {(fig. 2).
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7ig. 8 Autoradicgrafim da Ja hibridacidn tipo Southsrn de DNA total
de diferentes cepas de amibas digerido con EcoRI (mostrado sn la
#ig.4}, contra la clonm D1 mavcada radicactivamante con #1 anwayo
de randoa-primer. Ls hibridecidn se hixo a 80'0 en ¢X 33PE y 400

mg/ml de Heparina. El1 lavado de alta astringencia fum a 45'C por 6O
min.
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Pig. 6 Autorsdsografia de la hibridacidn tipo Southern de DRA total
de diferentes cepas de amibas digarido con EcoRI (mostrado on la
#ig. 4}, contrs la clcna D4 marcada radicsctivamnte. Las
condiciones dde hibridacidn ¥y lavado fueron las misass gque #n la
f£1g. 5, Marcadorse de pesc molecular A MinAII1, sstan sshalados.




—-

{Laredo). La cepa HM1, se obtuvo de dos laboratorios distintos
{CIIGB/UNAM y CINVESTAV/IPN.). En la figura 4, digestiones
completas con EcoRi del DNA total de estos organismos son mostradas
en un gel de agarosa al 0.8% y tenidas con Bromuro de Etidio
(EtBr). El carril 1 corresponde a un control de pesco molecular, DNA
M digerido con HindIII, los carriles 2 y 12 presentan DNA total
humano, en los carriles 3 y 4 se muestra DNA total de Entamoeba

histolytica HM1-CINVESTAV, las digestiones fueron de 8 hrs, y 22
hrs. respectivamente , el carril 5 muestra DNA total de E.
histolytica HM1-CIIGB digerido durante 22 hrs., los carriles 6 y 7
muestran DNA total de E. histolytica HK9 digerido 8 y 22 hra.
respectivamente, el carril 8 contiene una digestidn parcial, el 9 ¥y
10 muestran DNA total de amiba Laredo-CINVESTAV digerido 8 y 22
hre. respectivamente, El carril 11 contiene DNA de amiba Laredo-
CIIGB digerido 22 hrs, A todas las digestiones de 22 horas, se les
adlciond mas enzima despues de las primeras 8 hrs.

Las digestiones muestran un barrido de DNA a lo largo de los
carriles, esto es indicativo de que la digestidn enzimatica ha sido
extensiva. Adicionalmente, pueden notarse en algunos carriles
bandas conspicuas. Ha sido reportado que las bandas visibles con
Bromuro de.Etidio en digestiones de DNA total de Amibas con EcoR1,
corresponden a DNA repetitivo ribosomal (Bhattacharya et.al,1987),
vy que son utiles para distinguir una cepa de otra. En diferentes
cepas de E. histolytica, se puede ver un doblete de bandas en la
zona de 1000 pares de bases (pb), Yy un doblete en la zona de 6500
pP {(la referencia es AHindIIl, fig.4). En 1a cepa HM1-CIIGB, la
banda de mayor peso molecular es preoducto de la digestldn parcial
del doblete anterior, como se mostrara posteriormente. E1 doblete
de alto peso molecular manifiesta diferencias intra-especiflcas en
la movilidad electroforética, incluso entre la cepas HM1
provenientes de dos laboratorlos distintos.

' La amiba Laredo muestra, al menos, una banda en la =zona de
18600 pb, otra en la zona de 2500 pb, ¥ un doblete en la zona de
6500 pb, distinguible de lcos dobletes anteriores.

Este DNA fue tranferido a Nylon e Hibridado con la clona D1
marcada radiocactivamente. El1 resultado mostrado en la figura 8
indica claramente que esta estructura se c¢onserva en el genoma de



-ub-asp.citl distintas de E. histolytica, que no eata’ contenfdo en
el genonn de la cepa Laredo, no-hi.tolgt!c-. Puede notarse también
que D1 esta hibridando con fragmentos que tienen difarente
movilidad electroforsetica en las clonas de amiba probadas. Los
fragmentos reconocidos, corresponden a bandas prominentes en EtBr,
de mas alto peso moliecular (zona de 6500 pb} y presumiblemente sede
de genes ribosomales (Batahcharya et.al.1987)
De manera interesante, en la éepa HK9, =molo es

reconocldo el fragmento de menor peso molecular en la zona de €500
pPb. El dcblete conservado de bajo peso molecular, conservado en
las cepas probadas no comparte homologfa con D1.

Este mismo filtro fue usado para otra hibridacidn con la clona
D4 (ver en materiales y métodos el tratamiento de f£iltros para su
re-uso). Como puede observarse en la figura 6, la estructura
clonada también muestra especificidad para E. histolytica, asi como
capacidad para revelar polimorfismos genomicos intra-especificos, y
también entre Jlas cepas de HM1. Similarmente a Di, la clona D4
tiene homologfa solamente con las bandas de mas alto peso molecular
visibles con EtBr. A diferencia de D1, esta clona es capaz de
hibridar, en HK9, con la banda de mayor peso molecular en la zona
de 6500 pbdb.

La banda comin que puede notarse tanto en el carril de Laredo
vy en el de DNA humano, es aparentemente DNA contaminante con
homologfa al vector molecular. En hibridaciones donde se usa
eXclusivamente el inserto como sonda radicactiva, esta banda no
aparece, .

Con el propésito de analizar con mas detalle la regidn
polimorfica del genoma donde estan contenidas estas estructuras
repetitivas, se digirid el DNA total con otras enzimas. En la
figura 7, se muestra una autoradiograffia de la hibridacidn en
Southern del inserto clenado en D1 (ID1) marcade radicactivamente,
con el DNA total de E. histolytica digerlido con las enzimas EcoRI y
BgliI. Este ensayo de hibridacidn lncluye la digestidn dJde HM1-
CINVESTAV y HM1-CIIGB con EcoR1l {(carriles 1 y 5 respectivamente), vy
puede notarse en comparaclén con la fig. 5 que la digestidn del DNA
total de HM1-CIIGB, esta vez es completa y desaparece una banda de
alto peso molecular, En cuanto al DNA de HM1-CINVESTAV, ahora



apareca una banda nueva de alto peso molecular. Presuniblemente
" esta banda es el producto de la digestion parcial del doblete en la
misma zona de 6500 pb. Esta observacion sugieri qua dichas bandas,
representan regiones contiguas en el genoma y que estan unidas por
un sitio de EcoRI.

La digestién con BglIl genera bandas con homologia a D1 tanto
en Ja regién de 6500 pb, como en la regidn de 1800 pb de HM1-~
CINVESTAV y HK9 (carriles 2 y 7 respectivamente). Cuando se hizo la
digestidn simultaneamente con FEcoRI y BglII para HM1-CINVESTAV
(carriles 3 y 4, durante 8 y 22 hrs., respectivamente), vy HK9
(carril 8), se observé un patron similar al producido por EcoRI
mas una banda ligeramente menor que la generada en la zona de 1800
pb por la digestidn de BgllIl . En todos lcos casos, los fragmentos
generados con homologf{a a ID1 son polimorficos entre las cepas HM)
y HK9. En el carril 6, la digestidn es parcial. 1%i- .

6} Generacidn de "repitotipos",

Con la Iintencldn de generar patrones de restriccicn con
homologia al elemento repetitivo D1 (el cual sera caracterizado con
mas detalle en este trabajeo), tipo huella digital "fingerprint" que
faciliten una clara identificacicn de 1los organismos {Jeffreys
A.J., Wilson V., Thein S.L. 1985) y el posible seguimiento de
cambiocs sutiles en la organizacicén de este elemento en el genoma,
se hicleron digeétionea con enzimas gue reconocieran secuencias de
5 o 6 pb. ricas en A~-T. Se sabe gque el genoma de las amibas es
particularmente rico en estas bases, ya se ha reportado gque IK9
tiene 78.6% de pares de bases A-T (Geldermann et.al. 1971), y HM1
62% (Mutul et.al.en prensa). Se seleccionaron aguellas enzimas qgue
produjeron un mimero abundante de bandas en EtBr y una distribucidn
lo ﬁas homogenea posible de fragmentos a lo largo de un gel de
agarosa al 1% (fig. 8). Los mejores resultados se obtuvieron con
DraIl, HinfI y MboIX.

Se eligic la digestidn con MbolII del DNA total de las cepas
HM1-CINVESTAV, HM1-CIIGB, HM38, HK9. El DNA fragmentado se separd
en un gel de Agarosa al 1.5%, y se transfirid a Nylon para ser
‘hibridade al pldsmido D1 marcado radicactivamente.



23.1~
9.4.
6.5~
4.3~

&

0.56-.

Fig. 7 Autoradicgrafia de la hibridacisn tipo Southern de BNA total
da diferentes cephs do amibas digerido con EcoRI y BgllI, contra el
inserto de la cloha Di. Loa carriles 1-B amcn DNA total de
diferantes cepas de E. histolytica: HM1-CINVESTAV (1) EcoRI. {2}
BglIt, (3 y 4] ECoRI+BglII, {8) HM1-CIIGB EcoRI, (6) digestidn
parcial, HX® (T) BglII, {6) PcoRI+BglII. La hibridscicdn ¥ lavedo am
hizo como en la f£ig, 5. Marcadorea de posc  molecular A HindIip,
astan sciialados.

Fig. 8 Andlisis de restriccidn de DNA totml de E. hjeSolyiices <on
enzimay de restriccidn que geheran patronss de bandeo de amplis
destribucidn. Los fragmentos fueron asparadcs por elsctroforesjis en
agarosa al 1% y tefiidos con EtBr. El carril 1 muestra marcedorss de
peaso molecular ARIndllI. Los carriles 3-6 mon DNA E. histolytice
{2) HK9 siln digerir, {3) HM1-CIIGB ®in digerir. (4) HM1-GIIGBM Dral,
(5} HMI~CIIGB Hintl, (6} HM1-CIIGH Mboll.
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En la figura 9 se presentan los "fingerprints" intvreespecie-
especificose, generados por MboIl. No obstante el nuimeroc de bandas
tehidas con EtBr, el ensayo de hibridacidn muestra de nuevo un
patrén sencillo en HM1-CINVESTAV y HK9.

Ha resultado sorprendente el hecho de gque cepa HM1-CINVESTAV
(carriles 2 vy 3} y la cepa HM1-CIIGB (carriles 4 y 5) muestren un
patron de homologia a D1 tan distinto. La cepa HMI-CINVESTAV
presenta un fragmento Jligeramente menor a 2000 pb. La banda mas
intensa es presumiblemente DNA sin digerir. La cepa HM1-CIIGB
presenta @& bandas mayorltarias, con un tamaho entre 2300 pb y 1000
pb (carriles 4 y 5). La cepa HM38 muestra dos bandas mayoritarias,
ligeramente mas grandes que las dos bandas mas grandes de HM1-CIIGB
(carriles: 6 y 7). Adicionalmente, estas dos ultimas cepas muestran
una poblacién de secuencias repetitivas en tandem cuya unidad
podria ser aproximadamente de 100 pb en HM1-CIIGB y ligeramente
mayor en HM38. Finalmente la cepa HK9 presenta una sola banda de
un tamaho muy similar a la banda inferior de HM38 (carriles: 8
parcial, vy 9). La primera digestién de cada par fue de 22 hrs con
una sola aplicaciodn de enzima, la segunda digestidn se hizo con el
mismo tiempo pero recibid una segunda aplicacidn de enzima despuds
de las primeras 8 hrs. El carril 3 tiene DNA de HKY9 sin digerir.

6) Determinacidn de la secuencia nucleotidica de la clona D1.

Se purlifics DNA de esta clcona por el método alcalino (Maniatis
1982) y se digirid con EcoRI y HindII1I. EL fragmente mas pequefio se
purificd usando el método de Gene-Clean (Blo 101), y se clond en
M13 mp18 digerido con EcoRI y HindIII. Se obtuvieron placas blancas
en una infeccicdn de E. coli JM101. El DNA cadena sencilla obtenido
{(Messing 1980) se usco como templado para una reacclon de
secuenciacjdnlcon Secuenasa. El1 producto de la reaccidn se aplicd a
un gel de acrilamida al 8%. Se localizd el sitio de clonacidn en el
pucaa oriéinal v se leyo hasta encontrar nuevamente Jla secuencla
del vector molecular. Se determind un inserto de 149 pb, de los
cuales 102 (68.45%) corresponden a pares A-T. Como se esperaba, de
acuerdo al contenido de bases reportado para HM1 (Gelderman
et.al.1971) la, proporcidn de pares A-T es alta. Fueron localizados



-f-
codones de terminacidn de traduccidn a lo largo de las tres fases
de lectura posibles ¥ solo uw para iniclacidn en teda la secuencia
{fig. 10). Estas observacidmsugieren junto con los resultados de
transcripcidon que esta familia de secuencias

tiene una expresidn
genética nula.
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D.- DISCUSION

El unico reporte publicade hasta la fecha en relacidn a

la
existencia de elementos repetitivos en Entamoeba histolytica
{Bhattacharya et.al.1988), sefhala gque Jlas bandas prominentes

generadas con enzimas de restriccidn, corresponden a DNA altamente
repetido (aproximadamente 200 coplas por genoma haplolde) que
codifica RNA ribosomal. En el presente trabajo de tesis de maestria
se reporta la existencla de elementos repetitivos especificos de E,

histolytica, no transcritos, con un alto ndmero de coplias, Yy que

han sufrido polimorfismos al menos en su secuencia, tales que

permiten la distincidn intra-especifica.

Bhattacharya sefiala que que el componente repetitivo mas
abundante de este organlsmo es el DNA ribosomal. Durante el
alslamiento de las secuencias gque aquil se presentan, se hizo una

observacidn consistente c¢con la propuesta anterior. Entre las
" colonias transformantes de E. goll con mediana ¥y alta intensidad,
identificadas en la hibridacidn con la sonda DNA total amibiano, se
encontro gue la proporcidn de colonias gue dieron senal con la
sonda de RNA total, versus aguellas gue no dieron sefial visible fue
aproximadamente de 4:1. Por otro lado se ha reportado que entre el
85% y 95% del RNA gque produce E. histelytica es ribosomal (Albach
et.al.1984), asi gue la sonda de RNA empleada, debe estar
constituida principalmente por este componente celular.

Se analizd el nimero de copias de algunas de los pldsmidos
recombinantes aislados, los tres mas abundantes fueron D1, D4 ¥y R2Z,
con aproximadamente 200 copias por genoma haploide. Las otras
clonas gue mostraron ser claramente repetitivas fueron D3, D5, D6 y
Rl con una frecuencias de 50 a 60 copias por genoma haplolide, Cabe
menclonar gue Bhattacharya reporta en su trabajo una clona de RNA
rivosomal presente cerca de 200 veces por genoma haploide.

El analisis de 1las clonas aisladas se inicid con la
caracterizacion de D1 y D4. Experimentos de hibridacidn en
Southern mostraron gue estos elementos repetitivos no-transcritos
son estructuras contenidas especificas en el genoma de E.

histplytica (no estan presentes en Jla amiba Laredo). Estos

o

experimentos tambien sugieren ¢ue los elementos repetitivos
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clonados estan asociados a un locus genico ribosomal. Observaciones
en nuestro laborateorio y resultados publicados por el mismo
Bhattacharlia et.al, muestraﬁ en hibridaciones Scuthern, gque las
¢clonas D1 y D4 comparten homologla con algunas de las bandas de DNA
total amibiano gque son hibridizadas con RNA total y ribosomal (e.g.
la clona ribosomal reportada por Bhattacharya) de E. histoytica. En
este contexto, la frecuencia semejante de coplas de las clonas D1,
D4, R2 vy de la unica clona de DNA repetitivo amibiano reﬁortada a
la fecha, tambien sugieré*gétas clonas

estan relacjonadas. Una posibillidad es que dichas secuencias,
transcritas Yy no-transcrltas, esten muy préximas dentro de un
mismo locus génico. Esto permitirla gue mecanismos moleculares,
como la recombinacidn genética, gque pueden ser determinantes en el
nimero de reiteraciones de una regicn génica, afecten a varias
estructuras simultaneamente.

Un modelo de organizacidn genomica en eucariontes gue se ha
documentado ampliamente y que es compatible con estas observaciones
es el gque Involucra a los genes ribosomales y sus espacliadores., Asi
podemos mencionar que los genes ribosomales de Leishmania tienen
una arreglo en serie de multiples coplas de una unidad repetitiva,
constituida de una regicn transcribible y otra exterior,
espaciadora no transcribible. En L. donovanie (Leon et.al.1976), Yy
L. braziliensis (villalba et.al.1982), el nimero de coplas de
genes ribosomales de ha estimado del orden de 160, con una reglidn
transcribible promedioc de 8000 pb Yy un espaciador externo de
longitud wvarilable, Las varlaclones en la estructura de la regidn
espaciadora ha sido aprovechadas en la identificacidn de diferentes
especies de Leishmania (Ramirez et.al.1987), ya gue la homogeneidad
de los patrones de restriccidn es especle-especifica. En la mayoria
de los organismos estudiados, a diferencia de los espacladores gue
difieren profundamente en longitud y secuencia aun entre especies
relacionadas cercanamente, los genes ribosomales con los gue estan
intimamente asoclados se conservan fuertemente (Fedoroff 1979),

En la literatura se conocen varios ejemplos en los (gue
presumiblemente, la variacidn conferida por los espaciadores a las
unidades repetitivas ribosomales, permiten la identificacién

incluso de cepas de una misma especie en hibridaciones tipo
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Southern de DNA total digerido, por ejemplo en Schistosoma mansoni
(Rollinscn et.al.1986). Se conocen otros ejemplos de elementos
repetitivos con polimorfismos intra-especificos, principalmente
telomericos como en el caso de Plasmodium falclparum (Kenneth
et.al.1988) y Leishmania donovani (Ellis et.al.1988), o tambien en

el DNA de guinetoplasto de .. donovanie (Rogers et.al.1987), o de
DNA repetitivo de origen no determinado en Theileria parva (Allsopp
et.al,1988, Conrad et.al.1987).

PDe acuerdo al alto grado de polimorfismo intra-especifico de
las clonas D1 y D4, no transcribibles y con enlace genético a genes
ribosomales. Se propone que dichas clonas constituyen espaciadores
ribosomales. La confirmacidn de esta propuesta requerira el mapeo
preciso de los genes ribiosomales flanqueando el supuesto
espaciador(res).

Aparentemente la secuencia aislada en el pldsmido D1, es
blanco de mecanismos rearreglantes gue operan con gran velocidad.
Como se observa en la figura § y particularmente en la figura 9, se
han generado polimorfismos en la c¢epa HM1 provenlente de dos
laboratorios distintos. Las digestiones hechas: con la enzima MboIl
{fig. a) revelan la presencia de un arreglo de elementos
repetitivos en serie con homeologia a D1, que solamente se da en
HM1-CIIGE Yy HM38, v gue aparentemente no se da en HM1-CINVESTAV o
HK9 (su patrdn de homologia a D1 es sencillo)

Dado gue estas son las primeras manifestaciones observadas, de
un posible mecanismo hiper-arreglante en E. histolytica, los datos
deben tomarse como base de experimentos adicionales con diferentes
cepas provenlientes de mas laboratorios dentro y fuera de Mexico,

En los minicirculos de DNA de quinetoplasto de Leishmanja se
ha reportado una region gue presenta una divergencia creciente de
un

extremo al otro. En esta regién se encontraron localizados
poclarmente sub-fragmentos especificos de especle, de sub-especie ¥y
de alslado (Rogers et.al.1987). Tambidn se ha observado un
pelimorfismo sorprendente en el tamafic de los cromosomas de
Plasmodium falciparum de aislados distintos, e iIncluso de clonas
separadas durante el crecimiento seriado de un solo alslado, se ha
propuesto gue cambios dramaticos en la cantidad de DNA repetitivo
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soh determinantes {(Corcoran et.al.1986).

Como pudo cobservarse en la figura 5, la digestidn de DNA total
con Eco RI, genero un patrén sencillo en HM1 (CINVESTAV y CIIGB,
dos bandas) ¥y HK9 (una banda), con homologia a BPl1. En 1la figura 6
el patron de hibridacidén usando la clona D4 como sonda, sigue
siendo de dos bandas en las cepas de HM1, pero ahora tambien es de
dos bandas en HK9,

Las digestiones parclales con esta enzima parece generar solo
una banda de mayor peso molecular. Estos resultados sugieren por
un Jado que Jos fragmentos observados son contiguos y por otro, gue
las unidades repetitivas recortadas con EcoRI no hacen arreglos
abundantes en serie. Una interpretacidn entonces, puede ser que
dichas wunidades de repeticidn se ubiquen en ndmeros muy reducidos
(desde solo una) sobre estructuras genomicas presentes un nfdmero de
veces considerable por trofozolto. Siguiendo esta 1linea de
pensamiento, entonces se requeririan decenas o centenas de estas
estructuras genomicas. Un ejemplo que puede evocarse para ilustrar
esta propuesta lo encontramos en Tripanosoma brucei gue contiene

cerca de 100 mini-cromosomas de 50,000 a 100,000 pb. (Guyaux
et,al.1985), Otra manera de imaginar dichas estructuras genomicas
hipoteticas, es come elementos extracromosomicos. En amibas no se
ha descrito a la fecha ninguna de las estructuras anteriores. En
Lelsmania se han reportadeo circulos extracromosomicos estables,
portadores de genes de resistencia a drogas (Garvey et.al.1986).

La loecalizacidn de las secuencias de Interes en cariotipos,
obtenidos en geles de campo pulsado sera de gran ayuda en el
estudid de su organizacion genomica (Schwartz et.al.1984, Chu
et.al.1986).

Un analisis preliminar de la secuencia nucleotidica de Ila
clona D1 (fig: 10), muestra gue las tres fases de lectura posibles
muestran sitios de terminacidn de traduccidn. Hay un solo sitio de
iniciacién que esta flangueado por sitios de terminacidn en la
misma fase de lectura. Estas observaciones junto con los resultades
previos que no detectan trancripcion, sugieren gque la familia de
elementos repetitivos a la que pertenece esta secuencia es inactiva
transcripcional y traduccionalmente, ¥ gue se ha conservado como un
componente estructural del genoma de E. histolytica.
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Desde la primera descripcion de las secuencias repetitivas en
eucariontes (Britten et.al.1968), las preguntas relacionadas a su
origen y su posible papel en genoma continuan vigentes. La gran
diversidad en el tamaho, organizacidén, el nimero de coplas, los
mecanismos de amplificacidn, y conservacion de secuencia, hacen que
las pretenciones de responder a estas preguntas sean mas biep
discretas.

Como surgen las secuencias repetitivas especie-especificas.
Una posible explicacion supondria, por un lado la existencia de
secuencias parentales gque ya existian antes de Jla separacion de
especles., Y por otro, que estas secuencias son neutrales en un
sentido evolutivo, es decir qgque pueden acumular mutaciones
rapidamente sin gue ello tenga un efecto deletereo para el
organismo portador. De tal manera gque Jla secuencias han seguido
acunmulando mutaciones separadamente en las diferentes especles y
han llegadec a divergir ampliamente. La incidencia de mutaciones gue
cambian la secuencia de nucledtidos de genes y secuencias como los
espacliadores peodria ser muy similar, sin embargo cuando la
eXxpresidn genetica es afectada, la mutacién es neormalmente
eliminada por selecidn natural. El1 resultado neto, en estas
condiciones seria que secuencias como los espaciadores, cambian mas
rapido que los genes solo porque retienen una proporcidn mayor de
mutaciones. En adicion a los cambios introducidos por mutaclones
puntuales, las duplicaciocnes y delecicnes generadas durante un
proceso de recombinacidn desigual, son un mecanlismo que puede
contribuir con cambios importantes en las unidades repetitivas. En
la fig. 11 se esquematiza como un estrecruzamiento desigual puede
generar cambios signifivativos durante un evento mitotico entre
cromosomas hermanas, © durante uno meiotico entre cromosomas
parentales y/o cromosomas hermanas. Todos Jlos cambios producidos
son heredados a unas u otras celulas hijas, en un proceso continuo
que se traduce en po]jmorfisdbs en la secuencia, tamaho y mimero de
copilas, gue son confinados de acuerdo al momento de su aparicion y
su velocidad particular (permitida?) de cambio, en generos,
especles, sub-especies y aislados.

Al plantear la hipotesis anterior, al mismo tiempo se dio
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Fig. 1} EsgucmatiZacldn de un entrscruzamiento igual o reciprocc
{A) ¥ uno desigual © no reciproco {B). Este ditimc es generador de
deleciones y duplicacicnea an seriw. Las moleculam homologas son
mal alincadan, w1 sitlo de corte y reunidn se repressnta con "x™.
Las litican verticales represthtan los extreatos de los  asgaentos
duplicadocs en tandem da Jla sacuencla recombinante qus ha side
aunentada, y la posiclén de 1a delecidn an = secuencis
recombinante dieminuida (fig. tooada do Snith 21978}.
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Jugar rapidamente a otra cuestion. S$i puede darse una variacion tan
dramatica entre algunos elementos repetitivos, lo mas probables es
que la secuencia de nucleotidos no sea importante, entonces porgue
existen?. Dado que no we hay ninguna evidencia que indigque que
estan en franca extincidn, se han propuesto diferentes respuestas.
Entre ellas podemos considerar dos que pueden ser planteadas en
funcidn de los espaciadores ribosomales (Fedoroff et.al.1979): los
espacladores son un producto secundarlo inevitable de los
mecanismos moleculares que producen ¥ mantienen las famillias
genicas, o que tienen una funcidn relativamente independiente de
secuencia. En relacion a la primera propuesta, si asumimos gue el
proceso de recombinacidn {determinante de :-las duplicaciones) es
insensible a la funcidn del DNA recombinadg, xecombinaciones mas
cortas que la unidad de transcripcion funcional, dificilmente se
van a acumular bajJo condiciones gue favorecen la sobrevivencia de
organismos con copias extras de un gene dado. De ahl gue la
recombinacion de segmentos mas largos gque la unidad de
transcripcion funcieonal se seleccione, permitiendo de esta manera
el mantenimiento de la familia genica e incluso su amplificacidn.
La recombinacien y duplicacién de una regién con la longitud minima
optima, podria ser estadlsticamente improvable.

Actualemente se considera a la cepa Laredo {Entamoeba
histolvtica~1ike) otra especle de Entamoeba. La cepa Laredo es la
unica Entamoeba tetranucleada conocida, Junte con E. histolytica
que Iinfecta al ser humano, su morfologla es similar y puede
distinguirse de esta iudltima por su capacidad para multiplicarse a

temperatura ambiente, su resistencia a scluciones hipotonicas
(Goldman 1969), Tambien por su muy baja patogenicidad al hombre
{Rosas et.al, 1965}, mayor resistencia a drogas {(Entner
et.al.1962), diferencias antigenicas menores b4 diferenclas
isoenzimaticas (Sargeaunt et.al.1980). La primera evidencla de tipo
molecular reportada gue apoya fuertemente la naturaleza diferente a
nivel de especle entre estas Entamoebas fue presentada por
Bhatacharya et.al.(1988). En dicho trabajo se muestra un elemento
repetitivo transcribible de E. histolytica gque no hibridiza con el
genoma total de diferentes cepas de ggggmgggg,(el genoma total Ade
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diferentes} cepas de Entamoeba histolytica-like incluyendo Laredo, u

otras cepas no-histolyticas. Las observaciones hechas en el
presente trabajo confirman la observacién anterior, al mostrar que
hay componentes genomicos, en una cantidad significativa,

contenidos en Entamoebas histolytica pero no en la cepa Laredo.

Las pruebas de tipo molecular, comoc la hibridacign con sondas
de DNAy asi como la determinacidn de cariotipos, han mostrado ser.
de utllidad para generar criterios de indole taxondmico, Dos de los
aspectos mas Iintrigantes de la bioclogfia de E. histolytica son la
variébi]idad (he entendida a la fecha) en su potencial patogenico y
la restriccidn de amibiasis invasiva humana a ciertas regiones
geograficas, Incluyendo Médxico y algunos lugares de Asia y Africa
{Martinez-Palomo 1982), a pesar de su distribucidén mundial.
Actualemente, enfrentan un interesante debate dos puntos de vista
relacionados al problema antericor: Uno de ellos apoya la creencila
de que las formas patogénica y no-patogénica de E, histolytica son
en realidad dos especles distintas (Brumpt et.al,1925,, Sargeaunt
et.al.1980). Esta proposicidn se basa en sus diferencias
iscenzimaticas "fijas". La otra proposicidn sefiala gque entre las
formas patogeénicas y no-patogénicas los patrones isoenzimaticos
{zimodemos) Yy €l fenotipo patogdnico claramente se interconvierten
{"no—-fijos"). Estos ka]]azgos {Mirelman 1987) soportan
observaciones previas (Hoare 1952., Elsdon-Dew 1968) gque suglieren
qgque en lugar de dos especles, puede haber dos estados o fases del
mismo organismo, un estado activo "agresivo"™ y uno inactivo, que
bajo clertas condicliones se Iinterconvierten.

Ser{a de gran interes el empleo de técnicas de DNA
recombinante y observacidn de cariotipos en la generacidn de
criteriocs utiles para abordar la disyuntiva anterior. Entre otras
cosas, tambien podrian ser empleados estos enfogque para definir si
las diversidad geogrdfica en la incidencla de amiblasis es debida
a diferencias genéticas observables, con utilidad taxondmica para
establecer sub-especles de E. histolytica,.

Serfia de esperarse que resultados de ese tipo permitieran en
el futuro un mejor control epidemicldgico del pardsito y la
enfermedad que produce.
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