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RESUMEN 

El interés del presente trabajo fue caracterizar el extremo 31 

de la unidad de transcripción de RNAr de Trypanosoma cruzi, y determi

nar si contiene (al igual que otros tripanosomatideos) la regi6n ccdi

ficadora de la molécula pequeña 54. La estrat€gia empleada fue aislar 

fragmentos gen6micos que contuvieran el extremo 3' de la unidad ribos2 

mal de T. ~· Como primer paso fueron localizados sitios de restri9 

ción en el espaciador externo del cistrón ribosomal. Esto se llev6 a 

cabo mediante experimentos tipo Southero, u~ando como sonda el inserto 

ribosomal pRTCBl, el cual cont.iene una parte del gen de la molecula 

ribosomal 24SS, y las regiones codificadoras de las molécula5 52 y Só 

(figura _3). Analizando el mapa de restricción obtenido (figura 15) se 

decidió construir una biblioteca genómica con iiind III y >:h•J I, en el 

vector pUClB (digerido con Hind III y Sol I). Esta biblioteca fue hi

bridada in situ con el inserto pRTCB1, aislándose finalmente una colo

nia positiva. Con el objeto <le caI'acterizar el inserto clonado, fueron 

purificados los pl~smido~ de la colonia positiva. El tamai1o del inser

to fue de 2.85 r:b, pr·r;~;er.t.::.ndo un sitio interno de Sst I que lo divide 

en dos fra¿;mentos: de 1. 6 y de 1. 25 Kb. Por medio de un E:xperimento 

tipo Southern Ge encontró que el frar;mcnto de 1. 25 Kb present6 se~al 

positiva con la molécula ribosomal S4. Al secuenciar los extre:mos de 

este fragmento se encentraron 73 nucleótidcs codificadores de la moll

cula S4. De esta rn~mera, el gen de la moltcula SI• fue ubicado u aprox~ 

madamente 1500 pb de la región codifjcadora de S6, en el inserto ribo

sornal clonado. Además, fueron secuenciados 972 pb del espaciador trans 

crjto interno que separa 56 de $4. 



1 N T R o D u e e 1 o N 

Consideraciones Generales. 

Trypanosoma ~ es un protozoario flagelado, parásito del hom

bre, que pertenece a la· familia de los tripanosomatideos. Se incluye en 

el Reino Protoctista (1), siendo su clasificación la siguiente: 

Phylum: Protozoa 

Subphylum: Sarcomastigophora 

Superclase: Mastigophora 

Clase: Zoomastigophorea 

Orden: Kinetoplastida 

Familia: Trypanosomatidae (2), 

Los organismos que se incluyen dentro de la familia Trypanosoma

tidae se caracterizan por presentar un solo flagelo, y una estructura d!:_ 

nominada cinetoplasto, que se localiza en la matriz mitocondrial, y que 

consiste en una red corr.plejamente organizada de moléculas circulares de 

DNA (2,3). 

l 

Lo división en géneros, dentro de esta familia, se basa en el t! 

po de hospederos y en el número de estadios morfológicos que el protOZO,! 

rio presenta durante su ciclo de vida. De los 9 géneros reconocidos, !!:X, 

panosoma y Leishmania parasi tan tanto a organismos vertebrados como inver

tebrados, mientras que Cri thidia, Leptomonas, Herpetomonas, Rhynchoidomo 

~ y Blastocri thidia para si tan únicamente invertebrados, principalmente 

insectos. 



El género Phytomonas es parásito de ·plantas y de insectos, y el gériero -

froleptomonas es de vida libre (2). 

T. cruzi parasita a un gran número de mamíferos, incluido el hom 

bre, en el que provoca la enfer-medad de Chagas o tripanosotT1iasis americ_!! 

na. El parásito se transmite al hombre por medio de insectos hematófagos 

de los géneros~' ~y Panstrongylus, y puede producir una 

gran variedad de cuadros clínicos, que van desde infecciones leves hasta 

problemas severos de corazón y/o aparato digestivo, que pueden provocar 

la muerte del individuo (4). 

Durante su ciclo de vida, T. cruzi presenta, básicamente, 3 est! 

dios morfológicos; tripomastigote, ep!mastigote y amastigote ( figu:-a -

1) •. La definición de estos estadios se basa en la forma general de la -

célula, la posición del cinetoplasto en :"elación al núcleo, y la región 

de la que el flagelo eme~ge de la bolsa flagelar (3). 

El tripomastigote es la única forma infectiva, aunque no es ca-

paz de replicarse. Se encuentra tanto en la sangre del hospedero verte

brado, como en la pa1~te distal del intestino en el hospedero invertebra

do. El amastigotc es el i:·stadío replicativo intracelular en el hospede

ro vertebrado. Finalmente, el epimastigote es la forma replicativa en el 

invertebrado ( 3, 5). 

El ciclo de vida se inicia cuando un insecto hematófago se ali-

menta de la sangre de un vertebrado infectado, ingiriendo tripomastigot~s 

de ésta. En el intestino del insecto los tripomastigotes se transforman 

en epimastigot:es replicantes. Los epimastigotes se dividen :-epetidamen

te1 y en el .-ecto se diferencian en t!'ipomastigotcs metaciclicos, los --
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Figura l. Ciclo de vida de Trvpanosoma cruzi. I) Tripomastigote. II) E

pimastigote. III) Tripomastigote metac1clico. IV) Amastigote. 

Se senala el cinetoplasto (e), el nGcleo (n) y el flagelo (f). 



cuales son arrojados en las heces del insecto~ en e~ momeilto en el que -

éste repite ·una ingesta sanguínea de un vertebrado •. Los tripomastigotes 

metaclclicos pueden penetrar al mamífero por heridas de la piel o por --

membranas mucosas. Una vez en el hospedero vertebrado, los tripomastig~ 

tes penetran en sus células y se transforman en amastigotes, los cuales 

se dividen repetidamente por fisión binaria, dando lugar a tripomastig~ 

tes. Estos tripomastigotes son liberados al espacio intercelular, pudie!! 

do infectar nuevas células o alcanzar el torrente sanguíneo (5). 

El interés internacional mayoritario de investigación se ha enf~ 

cado a estudiar la membrana de T. cruzi como la interfase de la relación 

hospedero-parásito. Nuestro interés de investigación en es te organismo 

es básico, como ilustra el presente trabajo sobre el cistrón de RNA ribo 

somal. 

Aspectos Particulares. 

Los ribosomas son particulas ribonucleoproteínicas, formadas por 2 

subunidades, en las que se lleva a cabo ln síntesis de proteínas. En --

eucariontes 1 la subunidad menor está formada por la molécula de RNA rib2 

soma! tipo 185 y 33 proteínas diferentes, mientras que la subunidad mayor 

está constituida por 3 moléculas diferentes de RNA ribosomal (288,5.BS 

y SS) unidas a más de 40 proteínas. 

En procariontes, los ribosomas son más pequeños y contienen menos 

componentes. En éstos, la subunidad menor está formada por una molécula 

de RNA ribosomal 16S y 21 proteínas, mientras que la subunidad ma.yor r·~:-

tA integrada por 34 proteínas y 2 inoléculas de RNA ribosomal, la 235 y -

la 55. 



En los eucariontes -también hay ribosomas en organelos como la m!, 

tocondria y el cloroplasto, pero éstos son menores que los ribosomas · ci

toplasmáticos. 

Los genes que codifican para las moléculas ci toplasmáticas de RNA 

ribosomal 185, 5.85 y 285 1 en eucariontes, se transcriben como una unidad 

(figura 2A). Un organismo puede presentar, por genoma haploide, más de 

200 copias de esta unidad de transcripción, también denominada cistr6n -

de RNA ribosomal, las cuales se encuentran generalmente agrupadas en su

cesiones lineales, una después de la otra, en uno ó varios sitios del -

cromosoma. 

El cistrón de RNA ribosomal es transcrito por la RNA polimerasa 

I, generando un transcrito primario grande ( 40-455}, que luego es proce

sado para originar las moléculas de RNA ribosomal maduras. Tanto la tren!_ 

cripci6n como el procesamiento se llevan a cabo en el nucleoloª 

Los genes que codifican para el RNA ribosomal 55 se localizan, -

gt"neralmente, en otros loci, y se transcriben independientemente por la 

RNA polimerasa II I. 

En los procariontes, las 3 moléculas de RNA ribosomal que in te-

gran los ribo somas ( 165, 235 y 55) forman parte de la unidad de transcrij! 

ch'n (figura 28}. En este caso también se genera un transcrito primario 

qut- es procesado para formar las moléculas maduras. 

Por lo que respecta a T. ~1 se ha encontrado que sus riboso

mas ci toplasmáticos están formados por 9 moléculas diferentes de RNA ri

bo~.:imal {6} 1 y no por 4 moléculas, como ocurre en la mayoría de los euc!! 

ricintes. En la subunidad ribosomal menor está presente sólo la molécula 

185, mientras que la subunidad mayor está formada por cantidades equimo-
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Figura 2. Representación esquemática de las unidades de transcripci6n 

de RllA ribosomal de Saccharomyces cerevisiae (A), E. ~ (B) 

y Trypanosorna brucei (C). 



lares de 2 moléculas grandes, 245 ex y 245 B , y seis :noléculas pequeñas, 

Sl a 56. La organización de los genes que codifican para las B molécu

las de RNA ribosomal, dentro de la unidad de transcripción, es muy com

pleja, ya que éstos se encuentran separados por ot•A espaciador, que se 

elimina durante el procesa:niento del transcrito primario (figura 2C). 

Esta organización atípica del DNA ribosomal está reportada te!!! 

bién para otros miembros de la familia Trypanosor.iatidae, como Trypanoso 

~ b;-ucei (7) y Cri thidia fasciculata (8). En es~os organismos se han 

realizado análisis de secuencia de las moléculas 53 y 55, y se ha deme~ 

tracio su co!'respondencia con las moléculas 5.85 y 55 1 respectivan:ente, 

de otros euca':"iontes ( 8). .~demás, se ha encontrado que la secuencia -

de las moléculas 52, 56 y 54 es análoga a la secuenc!.a del dominio VII 

de la molécula ;!".:losomal 285 Ce otros organismos euca!"'iontes ( 9 ) • 

En el laboratorio del Dr. Roberto iiernández se han aislado clo

nas gen6micas (lOL caracterizadas por hibridación con las diferentes m~ 

léculas de RHA ribosomo.l, que abarcan la r.iayor ;:>arte Cel cistrón ribos~ 

ma! Ce T. ~· Sin em'.Jnrgo, la región clonado no contiente el extremo 

3' de la unió.ad de transc!'ipción. Por otro lado, datos de mapeo gen6m.!, 

co indican que la región codif::.cadora para el rtN.\ 54 se encuentra hacia 

el extremo 3' c!e la secuencia clonada (figura 3). 
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Figura 3. Mapa del cistr6n de RNA ribosornal de T. ~· La Hnea supe

rior representa DNA gen6mico, mientras que las 1:.arras blancas 

indican insertos gen6micos clonados. La posici6n de las molé

culas maduras de RNA se sel\ala en la parte inferior. 



OBJETIVO 

Dado el inte1·és de aislar (clonar) el extremo 3' de la unidad de 

transcripción de RNA ribosomal de T. cruzi, el presente trabajo tiene 

por objetivo ubicar si ti os de restricción en el cromosoma de T. ~' 

que permitan realizar una clonación dirigida, para aislar fragmentos 

gen6micos que incluyan la región codificadora del RNA 54. 

9 



MATERIALES Y METODOS 

l. Cultivo y extracción de ácidos nucleicos de Trypanosoma ~ 

1.1 Cultivos Celulares. 

La cepa de T. cruzi utilizada fue aislada en La Cruz, Jalisco -

por el grupo del Dr . .Jorge Tay, Depa:"tamento de Ecología Humana, Fa

cultad de Hedic!ne, U.N.A.M. Los cultivos se realizaron en medio de 

infusión de hígado y triptosa, suplementado con suero bovino fetal -

al 10%; y se mantuvie~on en agitación a 2BºC ( 11). 

1.2 Ext~acción ~ DNA genómlco. 

10 

Los cultivos celulares fue:-on cosechados en la fase media del -

cr·ecimiento logarítmico, po!" centrifugación a 10,000 ¡ 1 du!"ante 10 -

mln. a 4'C (te:npe~atura mantenida a lo largo de tooa la purificación). 

Posteriormente las células fue!"on lavadas dos veces en: Td.s-HCl --

20 m.': (pH 7 .a), KCl 100 m:•;, CaC1
2 

r:i:r. y M¡;Cl
2 

5 m:I. (soluc:ón >il y -

gua¡-dados como precipitado a -70°C. Este mate:ial fue descongelado 

a 4°C, pa!"a resuspenderlo en solución N a una densi~ad de 109 
céiU··

las por ml. Las célul.:!s fue.-on lisadas con NP40 al 1% e inrr.edinta-

rnente cent:rifugaCas a iSú20 B. durante 20 rnin. a 4°C. El p:'ecipitado 

fue resuspC'nc!ído en un misr.io volur;ien de i·:aCl 150 rr.11., citra.-.:c de scd!o 

15 m.'-\ y EDTA 10 i.LM. ?osteriorr.ient.e se adicionó sarKosil pa:'a obtener 

una concentración final de 1% y se incubó a 37°C por 15 min. La in-

cubación se continuó por 2 h más con pro:iasa de Sigma Chem. {pre-

i:i.cubaéa l h a 37ºC) a una concentració:i de 1 wg/r:"il. Después Ce arl_! 

ciona?"' per-clorato de sodio a 1 :1'. final, los ácidos nucleicos se ex--
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material se centrifugó primero a 10,000 ¡¡¡ por 10 min., después a --

20,000 g por 10 min. y por último 2 hrs. a 120,000 _¡¡. El material 

ribosomal recogido del último precipita do, fue desproteinizado con 

2 ml. de LiCl 2 M, urea 4 M, Tris-HCl 20 mM (pH7.0) y heparina 4 -

mg/ml. Después de centrifugar a 20,000 ¡¡¡ por 20 min., el precipi

tado se resuspendi6 en aproximadamente 1 ml. de agua tratada con -

dietil pirocarbonato y fue leído en el espectrofotómetro a 280, 260 

y 230 nm. 

La purificación de la molécula ribosomal 54 se llevó a cabo -

mediante electroforesis del material ribosomal. Tal electroforesis 

se llevó a cabo en geles de acrilamida al 3.5% y bis acrilamida al 

0.15% en TBE/urea 7 M. La muestra se disolvió en TBE/urea 7M/glic_!! 

rol 20%, y fue calentada a 60°C 3 min. antes de su aplicación. Los 

geles, de 1. 5 mm de espesor, fueron pre corridos durante toda la. no

che a 20 V, La electrcforesls se llevó a cabo a 40 V durante B hrs. 

a temperatura ambiente. El material se visualizó mediante la tran_! 

iluminaci6n de los geles 1 previamente teñidos con bromuro de etidio 

3 ug/ml, con luz ultravioleta de onda. corta. La banda de la melée!! 

la de RNA 54 fue eluida ~n SDS IJ.3%, NaCl 0.14 M y acetato de sodio 

0.05 M (pH 5.1). 

2. Construcción, marcaje e 1dcntificaci6n de moléculas rccomblnantca. 

2.1 Definición ~ inserto pRTC81 

En el presente trabajo constantemente se hará referencia al in

serto pRTCSl, por lo que a continuaci6n se presentan sus principales 

características. Está clonado en el sitio Sst I de pUClB, siendo su 



13 

tamaño de 1.6 Kb. Presenta parte de la secuencia codificadora de la 

molécula 245 de RNA ribosomal, donde se ubica un sitio de ~ III, 

así como los genes completos de las moléculas 52 y 56 (figura 3), 

2.2 Aislamiento y_ marcaje del ~ pRTCSl. 

La clona pRTCSl fue digerida con Sst I, para separar el inserto 

genómico, del vector pUClS. Posteriormente esta digestión se corrió 

en un gel de agarosa al 0.8% 1 y usando una lámpara r.:nnual de luz ul-

travioleta de longitud de onda larga se loe ali zó la banda de DNA co-

rrespondiente al inserto pRTC81 ¡ con una espátula se cortó el fragme!! 

to del gel que contenía dicha banda de DNA. Para recuperar el ONA, -

del fragmento del gel, se !"'ealizó una electroelución en bolsas de diá 

lisis 1 usando amortiguador TEE lX, de acuerdo al método descrito por 

Maniatis (13). Posteriormente el DNA se purificó por adsorción a una 

columna de BND-celulosa (13). 

El inserto pRTC81 fue marcado radioactivamente con 
32

Pa. dATP -

por medio de la técnica de corte y copiado del molde { '1Nick Transla-

tion") ( 14). La DNA polimerasa I de E. coli agrega nucle6tidos al •!! 

tremo 3 1 -hidroxilo que se genera cuando es cortada una hebra de una -

molécula de ONA de cadena doble¡ además. esta enzima puede remover nu

cleótidos del lado 5' del corte, en virtud de su actividad exonucleo-

lítica de 5' a 3'. 

La eliminac16n de nucleótidos del extremo 5 1
, seguida de la ad! 

ción de nucle6tidos en el extremo 3' da por resultado que el corte -

se mueva o traslade a lo largo del DNA. Si se reemplazan los nucle6-
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tidos preexistentes, por nucleótidos radioactivos, es posible prepa

rar-moléculas de ONA ma~"Cadas. Las :-eacciones de"nick traslation"se 

llevaron a cabo con 0.2 ug del inse~to pRIC81, 6 ul de arortigu"dor "nick-

translation11 con B-mercaptoetanol 56.8 mM {200 mM Tris pH 7.5, 20 mM 

!l.gCl
2

, 20 ug/ml albúmina sérica bovina), 1 ul de mezcla 1 ml! de de-

soxlnucleótidos trifosfatados, 5 ul óe dilución de DNasa (0.075 ug/ 

ml), 1.5 ul de 32
? adATP (15 uCiJ y 5 unidades óe DNA polime:-asa I -

de E. coli, en un volumen de 25 ul. Esta mezcla fue incubada por --

1.5 h a 14'C. La reacción se detuvo con 2 ul de SDS 20% y 20 ul de 

EDTA 0.2 i.1. La sepa;-aci6n del ;:m.4. marcado radioactivamente, de los 

desaxinucle6tidos no incorporados, se llevó a cabo en una columna de 

cromatog:-af'!a de exclusión molecular, con seph:::dex G-50 ( 14). El 

Oi\A marcado fue recogido en el volumen c!e exclusión, en un tubo e;:>Pe!! 

dorf. La radiooctivided específica obtenic!a por este p:-ocedim!ento, 

registrada en un contador de centelleo líquido, fue de 10
7 

cp:n/ug de 

DNA. 

2.3 ~!arca je ~ g ~ E_g .r:BJiA ~ 

El ~NA !'ue fos:forilado ~ ~' C.e acue4do al método de i~aizels 

( 15), media:i~e 1:1 enzima cinasa del fago T4 que trar.sfiere el fosfato 

gamma del AT? (en est~ caso 
32

?) a los extremos 5 1 hidroxilos del --

RNA. Con el objeto de gene?:'ar ext;-emos 5'-0H, el RNA fue desfosforil~ 

do nedlante la enzl~a fosfatasa alcalina en Trls-HCJ 1 ¡,¡ (¡iH 8.4), -

du.-·ante 1. 5 ;i a 37°C, y postcr"iorr.ientc extraído con fenol-cloroforr.io 

(1:1). La reacción de fosforilación se llevó a cabo con 0.2 ug de -
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RNA, 10 unidades de cinasa y 200 uCi/
32

?y /ATP en 50 ul de Tris-HCl 

25 mJ.1 (pH 9.3), DTT 10 mM, MgC1
2 

10 mM y espermina 10 mM. La reac-

ción fue detenida en acetato de amonio 1 M y el RNA fue recogido en 

el volumen de exclusión de una columna de sephadex G-50, equilibrada 

con Tris-HCJ 10 mM (pH 7.0), NaCl 100 mM y EDTA 10 mM. La radioact! 

vidad especifica obtenida por este procedimiento y regist!"'ada en un 

contador de centelleo liquido fue de 10
7 

cpm/ug de RNA. 

2 .4 Ligaciones. 

Se trabajó can el plásmido pUC18, que es un vehículo de clona

ción de 2686 pb que presenta un enlazador múltiple (polilinked que 

contiene si tics de corte para 13 diferentes enzimas de res·cricción -

(figura 4). Este plásmido porta el gen de S -lactamasa, que confie-

re resistencia a a:npicilina (16) 1 lo que perrni'te la selección posit.!_ 

va de las células transfo;-madas. 

El DNA genómico por ligar fue digerido y extraído can fenal y -

clo!"oformo. Las reacciones de ligación se lleva:-on a cabo, general-

mente, con 0.1 ug de pUClB, 0,08-0.24 ug de D;M genómico, 10 unidades 

de ligasa y ATP 0.5 mM, en 20 ul de Tris-HCI 46 mM, :.:gcl
2 

6.6 mM y -

DTT 10 mM. 

2.5 Preparación l. Transformación~ ~ competentes ~ ~ cepa 

~~~coli, 

Se dejó crecer toda la noche un cultivo de la cepa MC1051 de E. 

~. a 37°C. Posterio;-mente se realizó una dilución 1 :80 de este -

cultivo y se dejó c~ecer hasta fase logarítmica (Do
550

.o.2), a 37°C 



CCCAUICTTGC.tTGCCTGClliGTCGACTCT.t. O AGGI. TC CCCGGGT A CCG.l GCT CG.V.TT C 

Hdt I 

JP•tl JSDll IXl>ol IBOlllHIÓll;p,J hclJtn"ll 
~~\, ~::l 

pUC18 
2686 bp 

16 

11uc 11 

Figura 4, Napa de restricción del plásmido pUC18. El sitfo de corte 

de ~ I presente en el enlazador' múltiple es equivalente 

al sitio de corte de ~ I. 
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eon agitación fuerte. El cultivo fue centrifugados 6,CúJ z;:m por 10 -

min. a 4°C, y las células fueron resuspendida.s, en la t:li tad del vol~ 

men inicial, en Cac1
2 

100 mM. Se dejó reposar 30 min. a 4°C, y se -

volvió a centrifugar, bajo las mismas condiciones anteriores. Las -

células fueron resuspendidas, en l/10 del volumen inicial, en Cac1
2 

100 mM y se guarCaron a 4°C. Posteriormente se tor.:a:-on 200 ul de cé 

lulas en un tubo eppendorf y se le agregaron 10-20 ng de DNA. Se d.!:, 

jó en hielo por 30 min. y se calentó a 42ºC pe;- 90 segundos. Después 

se agregaron 1. 2 ml de medio Luria a cada tubo y se incubaron a 37ºC 

por 50 min. Posteriormente fueron centrifugados en la microcentr1f~ 

ga, a 13,()).) rµn por 5 min., y las célulns fueron resuspendidas en 150 

ul de medio Luria, Se sembraron 30-100 ul en cajas con medio Lu:-ia 

con ampicilina (a una concentración de 50 ug/ml), usando asa trian

gular. Las eficienc!as de t:"'ansformaci6n fue•on calculadas con pUC18 

superenrollado como control. 

2.6 Hibridación !!! ;!!~· 

La hibridac:!.6n ~ si~ de colonias transformadas, se efectuó Ge 

acuerdo al método descrito por Rowekamp y Firtel (17). A continua-

ci6n se menciona brever.ientc este método. 

Las colonias fueron transferidas a filtros de papel whatman 540. 

Poste;."iormente los filtros se colocaron por 8 r.iin. en solución desn!! 

turalizadora (l~aOH 2%, NaCl 8. 7%), 10 min. en solución neutralizador& 

(NaCl 8.7%, Tris 6.6%, llevada a pH 7) y 15 :r.in. en una mezcla de -

etanol absoluto y LiCl 8 J.! (9:1). Después, los filtros se dejaron -

secar a temperatura ambiente y se prehibridaron por 3 horas, en un -

volumen de 15 ml a 37°C, y se hibrida::on por 18-24 horas, en 8 ml de 



y glucosa o:os M;· pÓste:-iormente se mantúvo 30 miri. enhielo y·. se le 

agregaron 200 ul de SDS 1% y NaOH 0.2 N. Se mantuvo en hielo otros 

5 min., se agregaron 150 ul ce acetato de sodio 31f. (pH 4.8) y se ma!)_ 

tuvo en hielo por 25 min. :nás. Después se centrifugó 5 min. a 13,000 

rpm y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo eppendorf, -

agregando 1 ml de etanol y manteniendo a -20ºC por 30 min. Posterio.;: 

mente se centrifugó 10 min. ,a 13,co:l r¡:m, y el botón fue resuspendido 

en 200 ul de 6,6,0.2 (6mM Tris-HCl pH 7.4, 6 rr.M NaCl, 0.2 mM EDTA), 

ag:-egando después 550 ul de etanol absoluto y 20 ul de LiCl 8 M. Se 

mantuvo a -20°C :;:>or 30 min. y se centrifugó 10 min., a 13,CXX> rpn. Fi

nalmente el bot.ón fue resuspenG.ido en 70 ul de 6,6,0.2. Se conservó 

a -20°C. 

2.9 ?urificación ~ 2lásmieo ~ gradiente ~ cloruro ~ cesio ¡.: -

bromuro ~ etidio, 

Esta técnica se llevó a cabo de acuerdo al método descr! to por 

Maniatis \13), co:i algunas modificaciones. 

La primera parte de esta técnica fue real i zeda en fo:-ma simi

lar a la técnica de 11 minipreps", pero a gran escala, partiendo de 

un culi:ivo celular ce 2UO ml. Después de la últir:ia precipitación, -

el material fue sometido a un gradie:-ite de cloruro de cesio, para -

lo cual se hizo lo siguiente: el precipitado fue resuspendido en 9 

ml de 6 1 6 1 0.2 y dividido en par-tes iguales en 2 tubos. En cada tubo 

se agregaron 6 .25 gr Ce CsC1
2 

y se agitó suavemente, hasta que se -

disolvió totalmente el Csc1
2

. ?osterio<."'mente se agregaron 1.5 -

ml de una mezcla de Tris Q.45 M (pH 8.0), Tris 0.4l l·l (pH 9.4) y -

EL>TA O.OS¡.~ (pH 7.2), asi como 0.25 ml c!e Oi"omuro c!e etidio -

(10 mg/ml) y 0.25 ~l de sarkosil al 10%. Toda esta mezcla fue 
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EDTA 2 mM, SOS 0.2%, fosfatos de sodio 120 m¡.¡ {pH 7.0), SSC 2X y so

lución Denhardts 4X (l'icoll 400 O .002%, PVP-40 O. 002% y albúmina sé

rica bovina 0.02%), por 3 h. Posteriormente los fil tres se hibrida

ron con 3-5 X 10
6 c¡.im de DNA marcado con 32

?, desnaturalizado por e!. 

lor, en 8 ml de una solución preparada bajo las mismas condiciones -

que la solución de prehibridaci6n. Los filtros fueron lavados en 3 

ciclos, que incluyeron: enjuague en SSC O. 2X e incubación en SSC --

0.2X y SDS 0.1% a 37°C, con agitación constante, du!"ante l hora. La 

autorradiografía se llevó a cabo sobre una placa de rayos X {X Ornatt 

RP Kodaid en presencia de una pantalla intensificado:-a du:-ante 1-3 -

días a -70°C. 

En los casos en los que se usó RNA marcado radioacti vamente co

r.io sonda, se siguió practicamente el mismo protocolo¡ la única dife-

rencia fue que en la solución de hibridación la concent~ación final 

de SSC fue lX. 

3.2 Secuenciación de ~ 

La secuenciación nucleot!dica se realizó por el método de poli-

merizaci6n oo'ore moldes de cadena sencilla (19). En este método -

se lleva a cabo la síntesis de una caCena de DNA por una ONA polime

rasa ( secuenasa) ~ vi tro, usando un molde de cadena senc111 a, 

La sint:esis se inicia sólo en el si tic en el que un ol!gonucleótido 

(el cebador) se une al molde. La reacción de síntesis finaliza -

por la incorporación de un nucle6tido análogo, el cual bloquea la --

elongaci6n del DNA. Estos nucle6tidos análogos son los 2' ,3'-dides~ 

xinucle6sidos 5'-trifosfatados {ddNTPs), los cuales carecen del ¡ru-
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po 3' -OH necesario para la elongación de la cadena de DNA. Cuando -

se hacen mezclas apropiadas de los dNTPs y uno de los 4 ddNTPs, la -

polimerización se detiene, en una fracción de la población de cade-

nas, en cada sitio donde el ddNTP pueda ser incorporado. Si se pre

paran reacciones separadas, cada una con un ddNTP diferente, se -

tiene la capacidad de introducir bloc¡.iecs en toda la secuencia. 

Fi1 la síntesis también se incluye un nucleótido marcado :-adioacti

vamente, de mane:-a que las cadenas marcadas 1 de varios tarna~os, pue

den ser visualizadas en una autorradiografía, después de ser separa

das, base por base, en electroforesis. 

El ONA de cadena sencilla, requerido para secuencia:- por este -

método, puede ser preparado a partir de los vehículos de clonación -

Ml3mpl8 y Ml3mpl9, los cuales son derivados del DilA del fago M13, que 

presentan u:1 enlazador múltiple (polilinke;-} que contiene si tics de 

corte para 13 endonucleasas diferentes. Este polilinker es igual al 

de pUClB (figura 4). Ml3mpl8 y Ml3mpl9 difieren únicamente en la di 

recci6n del enlazador c:últiple. 

El DNA a secuenci~r fue ligado en Ml3mpl8 y en M13mpl9, bajo -

condiciones iguales a l&s s~ñ&.ladas en las l!gacione5 ccn pUClB. 

3.21 P.-eparación l trans!'crmac16n ~ células competentes ~ ~ :.:E! 

JMlOl ~ h col!. 

Ml3mpl8 y Ml3r:i~l9 presentan insertado un fregnoonto del operón de 

lactosa de E. coli, que incluye la región r·egulatoria y una parte del 

gen que codifica para la 6-galactosidasa.. Por otra parte, la cepa 

JMlOl posee un gen incomple~o de la misma proteína. Al transformar 

células J!o!lOl con Ml3m¡>l8 (o ;n3mpl9) la porción ael gen de le pro--
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teína en el vehículo, es capaz de complementa:r el gen incompleto pr!:. 

sente en la célula. Esta complementación produce 13-galactosidasa -

activa, que da lugar a placas azules cuando el fago y las células -

crecen en presencia del inductor isopropil-tiogalactosidasa (;PTG) y 

del substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil- a-galactosido 

(X gal). Si el vehículo de clonación contiene un inserto, no se pr~ 

duce a-galactosidasa (el polilinker está o;,oertado en la porción ami 

no terminal del gen de esta proteí:ta) 1 origi!'lándose placas incoloras 

(14i. 

La técnica usada para preparar células competentes y transfor-

m&.r es la siguiente: Una asada de células E. coli de la cepa JM101 

fue inoculaC:a en 50 r.il de medio líqu!do YT (peptons. 0.8% 1 extracto -

de levadura 0.8% y NaCl 0.5%), y se dejó crecer' a 37°C, por 4 horas. 

?osteriormente el cultivo se transfirió a dos tubos y se mantuvo en 

hielo por 30 mi:i. y se centrifugó po;- 10 min. a 6 Krp:n. El botón de 

cada tubo, se resuspendi6 en 12.5 ml de CaC1
2 

100 mM. Se dejó en -

hielo po:- l hora y se volvió a cent:C'ifugar, bajo las mismas condici~ 

nes anterio:-es. Ahora el botón fue resuspendido en 2. 5 ml de CaC1 2 

100 mM. Las células se guardaron a 4:1c. Posteriormente fueron tom~ 

dos 0.3 ml de estas células competentes y se les añadieron 4 ul de -

la mezcla de ligación. Se r.iantuvieron a 4°C ¡lOr 40 i.lin. y se les dió 

un choque térmico a 42ºC por 2 rain. :iespués fueron agregados 0.01 ml 

de IPTG 100 mM, 0.1 ml de Xgal al 2% y 0.2 ml de células JmOl frescas 

(crecidas por 4 horas). Además se agl~egaron 3 ml de agar suave {que 

se prepara igual que el medio YT, pe!"o con agar ul 0.6%). Toda esta -
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-· -.--'-.;·- __ ,-+, - --.-.-_-
mezcla se agregó sobre cajas con medio YT {COn aga·r----ai~i ~-5~,,r~y- se-:-"':'-

distribuyó homogéneamente. Las cajas se dejaron a ·37~c '.~urar¡h. 
la noche, 

3.22 Prepa:-ación ~ DNA ~ ~ sencilla. 

Fue inoculada una colonia de la cepa JMlOl en medio YT, y se d! 

jó creciendo toáa la noche a 37°C. Al día siguiente se tomaron O.S 

ml del cultivo celular y se le agregaron 50 ml de medio YT. Se dis-

tribuyó en alicuotas de 3 ml en tubos de ensayo y en cada uno se in~ 

cu16 una placa incolora. Se incubó por 5 horas a 37ºC, con agitación 

fuerte y se transfirió a tubos eppendorf. El cultivo se centrifugó 

por 5 min. Se tomó 1 ml del sobrenadante y se agregaron 0.2 ml de -

PEG 600 al 20% y NaCl 2.5 M. Se conservó a 4°C por 15 min. y se cen-

trifug6 po:- 10 min. El sobrenadante fue desechado y el botón fue r! 

suspendido en 100 ul de TE (Tris 10 m1•l pH B.O, EDTA 1 mM). Posterio_!'. 

mente se agregaron 50 ul de fenal satu!'ado {2 volúmenes de fenal, un 

volúmen de TE, 1/10 de volúmen de Tris 1 M pH 9.5) y se mezcló con -

vortex por 30 seg. Se dejaron los tubos 20 min. a temp. amb., y se 

centrifugaron por 5 ;nin. Se tomó el scbrenadante ocu:iso. De manera si-

milar, se llevó a cabo una extracción con cloroformo y otra más con 

éter. Finalmente, a la fase acuosa se le agregaron 10 ul de acetato 

de sodio 3J.1 y 250 ul de etanol, y se dej6 a -20' C poc 1 hoca. Se 

centrifugó por 10 í.lin. y el botón se resuspenóió en 20 ul óe TE. Se 

conservó a -20°C. 

3.23 Reacciones 2._~ Secuc:nciación. 

La secuenciación se llevó a cabo utili z.ando el eq.rlrn de secuenasa 

( Uni ted Sta tes Corporation). Se tomaron 7 ul de DNA de cadena sene,!,. 
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lla (1.0 ug) en un tubo e¡>pendorf y se le agregó 1 ul de cebador --

(0.5 pmoles) y 2ul de er:ortigJ.>dor de secuencia (Tris-HCl AO mM pH 7.5, -

MgCl
2 

20 mM, NaCl 50 mM). Se calentó a 65ºC por 2 min. y se dejó e!! 

friar lentamente a temperatura ambiente. Una vez que la t.emperatura 

fue menor a 35°C la unión entre el molde y el cebador se completó. 

Posteriormente se preparó la mezcla de marcaje: a los 10 ul de 

la reacción de unión entre el molde el cebador se le agregaron 

2 ul de mezcla de ¿NTP (dGT?, dCTP y dTTP, 1.5 uM), 1 ul de DTT O.l 

M, 0.6 ul de a 32P dAT? (5 uCi) y 2 ul de secuenasa {diluida 1:10 en 

TE). Esta mezcla se incubó a ~emperatura ambient.e por 10 min. Des-

pués fue preparada la reacción de término, para lo cual se tomaron -

2. 5 ul de ca.da uno de los 4 ddNTP 8 uJ.1, y se colocaron en A tubos --

eppendorf (en cada uno un ddl;T? diferente). Se precalenta:ron a 37ºC 

por 3 min. y a cada tubo se le ag:-egaron 3.5 ul de la reacción de -

marcaje, y se dejaron a 37°C por 5 min. r.iás. Las reacciones se dct~ 

vieron con 4 ul de formamida al 95%, EDTA 20 mM 1 azul de Oromofenol 

0.05% y xile!'lo-cianol 0.05%. 

3.24 ?reparación E.tl s_tl ~ poliacrilamida z electroforesis. 

El gel pa:-a secuenciar fue de poliacrilClrd.da al 6%. ?ara preparar 

un gel de 70 ml se agregaron, 10. 5 ml de mezcla de acrilamida 38%

bisacrilamida 2%, 35 gr áe urea, 14 rnl de T3E 5 X y lB.9 ml de agua. 

Además se le adicionaron O. 5 ml de persulfato de amonio el 10% y 18.6 

ul de TEJ.IED. El buffe:- de corrida fue TBE 1 X. El gel se precorrió 

por 1 hora, a 1, 400-2 ,000 volts, mientras se realizaban los reaccio

nes. Finalizada la pre corrida se cargaron 3 ul de cada muestra. 

Justo antes de ser cargadas en el gel, las muestras se calentaron po:-
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2 min. a so•c. Una vez que el azul de ,bromofenol lleg6 al .Hmite clel 

gel se cargaron 3 ul más de cada muestra, en lci-s ·pozos cont.~guoS. Fi

nalizada la corrida el gel se colocó en una soluci6n de ácido acético 

al 10% y rnetanol al 12%, por l hora, ?ara remover la urea, y posterior: 

mente se dej6 toda la noche a 80°C. La auto:-rad:!.ografia se llevó a e~ 

bo so'o:-e una placa de rayos X durante 1-2 di as. 

3. 3 Secuenciación ~ RNA 

La secuenciaci6n de RNA se realizó por el método de las digest!o-

nes parciales con ribonucleasas (20, 21), usando el equipo de secuencia 

ción de Bethesda Research Laboratories. Las ribonucleases utilizadas 

fueron Tl, U2, Phy M, B. ~ y CL3, que cortan en G, A, A + U, e + 

U, respectivamente. 

Inicialmente, la molécula de RNA ribosomal 54 fue desfosforilada y 

marcada en su extremo 5' con 132P-A'l'P (ver sección 2.3). Los nucle6-

tidos no incorporados fueron eliminados por medio de precipitaciones -

con etanol y acetato de sodio, y mcdinnte electroforesis del material 

marcado en un gel de acrilc.mida al 3.5%, bisacrilamida Q.15% y urea 7M. 

La banda correspondiente ol RNA 54 fue eluida en 5D5 0.3%, NaCl 0.14 M 

y acetato de sodio 0.05 M (pH 5.1), durante una noche a 37ºC. El mat~ 

rial eluido fue precipitado con etanol y acetato de sodio, y finalmen

te resuspendido en agua tratada con dietil-pirocarbonato, de manera que 

en 3 ul sa tuvieron 5 x 10
5 

dpm. 

Posteriormente se prepararon las muestras, agregando en tubos 

eppendorf lo que a continuación se señala pera cada ribonucleasa: 



Enzima 

B. 

:;_:;, __ ;_-_ ,--
Solución C: 6.·s,. ·o,lM EDTA 

Solución D: 10 Murea, l.5 mM EDTA, 0.05% de xileno-cianol y azul de -

bromofenol. 

tRtlA: 5 mg/ml. 

Realizadas las mezclas anteriores, se tomaron 4 ul de cada una y se 

colocaron en otros tubos eppendorf, adicionándose en éstos 1 ul {2 unid,! 

des) de su RNasa correspondiente. Los tubos en los que se adicionó Tl, 

Phy M, U2 y B .. ~ se incubaron a 55ºC por 15 minutos, y el tubo con 

CL3 se incubó a 37°C por 15 min. Para detener las reacciones, todas las 

digestiones se enfriaron en hielo seco. A las digestiones con CL3 y B. 

~ se les adicionaron 5 ul de solución D justo antes de ser coloca--

das en el hielo seco. De esta forma, las muestras quedaron listas para 

correrse en un gel de secuencia. 
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El gel para secuenciar fue de acrilamida al 20%. Para preparar un 

gel de 70 ml., se agregaron 14 ml de TBE 5X, 13.3 gr de acrilamida, 0.71 

gr de bisacrilamida, 35 gr de urea, 100 mg de persulfato de amonio y 25 

ul de TEMED. El gel se precorrió a 25 watts por aproximadamente 2 hrs. 

Finalizada la precorrida, se cargaron 5 ul de cada muestra. Antes de -

ser cargadas en el gel, las muestras se calentaron por 30 seg. a 90ºC. 

La corrida se realizó a 50 watts, hasta que el azul de bromofenol migr6 

15 cm. La autorradiografía se llevó a cabo sobre una placa de rayos X, 

en presencia de una pantalla intensificadora, durante una noche. 
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R E S U L T A D O S 

Datos obtenidos por el Dr. Roberto Hernández indican que se ti~ 

nen clonados 1 en el inserto pRTCSl, por lo menos 300 pb 11corriente -

abajo" del extremo 3' de la secuencia codificadora de 56 (figura 3). 

Por otra parte, se encuentra reportado que en T. brucei la distancia 

que hay entre los genes que codifican para las moléculas S6 y S4 es 

de 328 pb (9), y que en C. fasciculata esta misma distancia es de 247 

pb (8). Por esto, no se descartaba la posibilidad de que en el in-

serta pRTCSl estuvieran presentes algunos nucleótidos codificadores 

de la molécula 54, no detectables por las técnicas de hibridación -

utilizadas. Esta posibilidad fue analizada experimentalmente, secue!! 

ciando el extremo 3' del inserto pRTC81. 

El fragmento ~ 3A - ~ I (320 pb) de pRTC81 (figura 15) se -

subclonó en los sitios Bam HI y Sst I de los derivados fágicos Ml3 -

mpl8 y Ml3rr.pl9, y se realizó el análisis de la secuencia nucleotidi

ca en moldes de cadena sencilla (figura 5). Al analizar la secuen-

cia, comparando con las secuencias report3das para T. ~ y c. --
fasciculata, se encontró que en el fragmento no se presentaron nucle~ 

tidos codificadores para la molécula de rRNA 54. La longitud del --

fragmento resultó ser de 349 pb, conteniendo 12 pb del gen de la mo-

lécula 56 y 337 pb del espaciador transcrito entre 56 y S4, lo cual 

indica que este espaciador es mayor en T. cruzi que en T. ~ y 

c. fasciculata. 
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Te GATCACAAGA . CATTTATTTT TGAAACAAGA GAAAAAATAA 40 

Tb TT • ._ ...... TC 

Cf .. : ...... G· T. 

Te ATAGGCCAGT GATAAATATA TATATATACA TAAACATGCA 80 

TATACTATGT GTTGTTGTGT GTTTTGTTGT TGTGTTGTCT 120 

CTGCGCCATA TATATTTATA AGCACACCTC TCTCGCATGC 160 

GTGTGTATGT TGTTGTTGTT GTTGTTGTGT TGTGTGCGTT 200 

GTGTGTGTGT GTGTTGTTGT GTTGTTGTTG TGTGTGTGTG 240 

TGTGTTTGTA TGGACACACC CACATTCCAC ACTATATTAC 280 

ACACCATCAT ACATCACATA TATCACATAA TATAAATAAT 320 

AACAATATTA TATGTGTGCA CTTGAGCTC 349 

Figu1•a 5, Secuencia nucleotidica del fragmento de 349 pb que constituye 

el extremo 3' del inserto gen6mico pRTC81, en T. cruzi (Te). 

Los primeros 12 nucle6tidos, que se indican en comparaci6n 

con T. brucei (Tb) y con C. fasciculata (Cf), forman parte de 

la secuencia codificadora de la molécula de PJ1Ar 56. Los 337 

nucle6tidos restantes constituyen parte del espaciador trans

crito interno entre 56 y 54, 
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Se procedió a ubicar sitios de restricción hacia el extremo 3 1 

del cistrón ribosor.ial para poder, poste:-!ormente, aislar fragmentos 

de tal región que contuvieran el gen de la molécula de RNAr 54. Tal 

mapeo se llevó a cabo mediante experimentos tipo Southern, tomando -

cor.io base el sitio ~ III del inserto pRTC8l (figura 15). ?ara e~ 

to, el DNA genór.iico de T. cruzi se digirió con las siguientes endon!!_ 

cleasas: f.~ I, ~ 11' 1 ~ R!, Barn HI, ~ II, Xho I, §!.!. I y !:!.!!.!1 

I!I. Además se llevaron a cabo digestiones dobles, de cac!a una de -

las enzimas mencionadas, junto con Hind lil. La sonda utilizada co

rresponde al inse:-to pRTCSl. Las figuras 6, 7 y 8 muestran las aut~ 

rradiografias obtenidas, y en la figura 15 se p:-esenta el :\lapa de -

restricción construido. 

Cabe seiialar que entre las numerosas copias del cistró:i ribo

somal se presenta heterogeneidad en secuencia en esta región. Así -

tenemos, por ejemplo, que r..ientras la :nayor!a de las copias presentan 

un sitio de restricción de Hind !!! a 7.a Kb o a 11.9 Kb del extremo 

3 1 del inserto pRTCSl 1 o!gunas copias de la unidad ribosomal ¡Jresen

tan este si tia a 3, 7 Kb ~siendo éste un sitio poco frecuente) ( figu

ra 6). 

Por otra parte, fueron ubicados si t!.os de ~ 3A y de ~ I, -

usando como sonda el fragmento de 349 pb que constituye e 1 extre¡.¡o 3' 
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Figura 6. Autorradiograffa de la hibridaci6n tipo Southern de DNA ger.ó

mico de T. cruzi digerido, hib:ridado con el inserto genómico 

pRTCBl. 
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Figura 7. Autorradiografía de la hibridación tipo Southern del DHA gen6-

1:1ico do T, ~ digerido con ~ II! y Hinc I!, usando como 

sonda el inserto genómico pRTC81. 
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Figura B. AutorradiograHa de un experimento tipo Southern en el que DNA 

genómico de :r. cruzi fue digerido con Xho I, ~ I y ~ IlI. 

La sonda utilizada corresponde al inserto pRTCB1. 



del inserto pRTCSl (figura 15). El sitio de ~ 3A más cercano al -

extremo 3' del inserto pRTCSl se encontró a aproximadamente 150 pb, 

35 

y el sitio de !:!.!.!!!: I más cercano se localizó a aproximadamente 540 pb 

(figuras 9 y 15). 

Se ubicó un sitio de restricción de~ U a 7.5 Kb del sitio -

de !:!!,!!!! II! del inserto pRTCSl. Se decidió utilizar estos dos si ti os 

como puntos de clonación genómica para aislar el extremo 3' del cis

trón de RNA ribosomal (figura 15). 

Construcción ~ ~ biblioteca genómica ~ ~ III ;¡: !!¡¡! .!! .! h.!!!!:!-

~· 

Se construyó una biblioteca genómica, insertando en pUClS (~ 

III y .2.!!1! HI) DNA genómico de T. ~ digerido con Hind III y~ 

II. Cabe aclarar que los extremos generados por Bgl II san directa

mente insertables en el si tia de ~ HI del enlazador múltiple de 

pUClS. Se obtuvieron alrededor de 6,300 colonias trnnsformentcs. 

Esta biblioteca se hibridó .!.!! situ con el inserto pRTCSl como sonda, 

y se aislaron dos colonias positivas. Con el objeto de purificar las 

colonias positivas, las zonas de las cajas que mostraron la señal de 

hibridación fueron resembradas a menor densidad e hibridadas de la -

misma manera con el inserto pRTC81. 

De las dos colonias inicialmente identificadas, solo una canse;: 

vó hibridación positiva en las resiembras subsiguientes (figura 10). 
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figura 9. Autorradiografia de la hibridación tipo Southern de DNA gen6-

rnico de T. cruzi digerido, e hibridado con el fragmento de 

349 pb que constituye el e><trerno 3' del inserto pRTC81. 
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• 

Figura 10. Colonia positiva de la biblioteca gen6mica con Hind III y 

~ II, usando como sonda el inserto pRTC81. 



38 

La colonia pósi ti va se caracterizó en términos de definir la n~ 

turaleza del inserto clonado. Para esto, fueron purificados, a pequ!!. 

ña escala, los plásmidos de la colonia positiva y de 10 colonias re

sembradas de ésta. Los plásmidos se digirieron con las endonucleasas 

Hind III J' ~ RI, para separar el inserto 1 del vector. La :f!gura 11 

muestra el perfil electroforético de los plásmidos digeridos. Contr!! 

riarnente a lo esperado (un inserto de 7.5 Kb), la colonia positiva -

mostró el :;>erfil de un plásmido recombinan te con dos fragr.ientos, uno 

de 5. 5 kb y otro de 900 pb. La interpretación de este perfil fue que 

el inserto contenía u~ sitio interno de Hind I!I o de ~ RI. Estos 

si ti os no se encontraron previamente representados de forma interna 

al fragmento genóraico mapeado. Entre los plásmidos de las colonias 

hijas de la colonia positiva se presentó un patrón de bandas het_<; 

rogéneo: esto es, mientras en algunos se observ6 sólo un fragmento, 

en otros se apreciaron hasta cuatro fragmentos de reutricción, adici~ 

nales al vehículo pUCIS linearizado. De forr.ia adicional, la co:icen

traci6n relativa del inserto de 6.5 Kb, que hibridó con la sonda pRT

CSl ( f'igura 12}, se encontró francamente disminuí da en las 10 colo-

nias hijas (figura 11). Esta situación se ejemplifica de forma ex-

trema en el perfil electroforético del plásmido aislado de la colonia 

10, en donde prácticamente se observó s6lc el vector (figura ll). 

Esta situación nos indic6 que el inserto geno·rnico clonado pre-

sentaba una franca inestabilidad, hecha evidente tanto por la apari

ci6n heterogénea de si tics internos de restricc16n, como por la pér

dida del DNA clonado, 
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Figura 11. Perfil electroforético de plásmidos positivos de la bibliote

ca gen6mica con Hind III y~ II, di¡;eridos con~ III y 

Eco RI. Carriles 1-10: pl§smidos de colonias resembradas a 

partir de la colonia positiva. Carril 11: plásmido de la colo 

nia positiva • Carril 12: clona gen6mica pRTCBl digerida con 

Sst I. Carril 13: DNA del fago A digerido con Hind III. 



40 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

.. 
Kb 

--···'t--• -6.5 

-1.6 

Figura 12. Hibridaci6n tipo Southern de los pl~smidos positivos de la bi

blioteca ¡;en6mica con Hind III y ~ II. Las digestiones se 

presentan en el mi!;rnO orden que en la figura 11. La sonda uti

lizada corresponde al inserto genómico pRTCB1. 



Con intenciones de estabilizar el inserto clonado, DNA del plá_!! 

mido recombinante de la colonia original y de dos colonias hijas se 

usó para transformar la cepa DHl de E. coli, que carece del sistema 

de recombinación recA. Al analizar las digestiones de los plásmidos 

transformados en DHl (figura 13), se observó que en todos los casos 

prácticamente se había perdido el inserto. En los plásmidos de la -

colonia original se presentó únicamente el fragmento de 900 pb. Es

to significó que también en la cepa DHl fue inestable el inserto ri

bosomal. 

Considerando que parte de la inestabilidad pudiera deberse al -

tamaño clel inserto y al tipo de secuencias que pudiera llevar esta -

región del cromosoma de T. cruz!, se decidió clonar fragmentos más -

pequeños. 

Al analizar el mapa de restricción (figura 15), se consideró -

apropiado utilizar el sitio de Y.ha I y el de Hind III clonado en pR! 

CBl, como puntes de clonaci6n genómica, para aislar el extremo 3 1 de 

la unidad ribosomal. Los si ti os de Xho se ubicaron a 2.4 kb y a -

2.85 kb del sitio de Hind III del inserto pRTC81; el sitio lccalizado a 

2.85 kb es poco frecuente (figuras 8 y 15). 

Construcción ~ ~ biblioteca gcnómica ~ Hind III ~ Xho _: = ~ 
dación. 

Se construyó una biblioteca genómica, ligando en pUC18 (Hind III 

- Sal I) DNA genómico de T. cruzi digerido con Hind III y Xho I. C! 

be señalar que ~ I y Sal I generen extremos compatibles. Se obtu-
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Figura 13. Perfil electroforético de plásmidos recombinantes aislados de 

la cepa DHl ¿e E. ~· digeridos con ~ III y ~ RI. Ca -

rriles 1-4: plásmidos aislados de células transformadas con 

el plásmido de la colonia 6 reoembrada a partir de la colonia 

positiva. Carriles 5-B: plásmidos aislados de células trans -

formadas con el plám:iido de la colonia 9 resembrada a partir 

de la colonia positiva. Carriles 9-12: plásmidos aislados de 

células transformadas con el plásmido de la colonia posi'tiva. 
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vieron alrededor de 15,000 colonias transformantes. La biblioteca -

fue hibridada .!_!! ~ con el inserto pRTCSl, aislándose 16 colonias 

aparentemente positivas. Con el objeto de purifica;- las colonias p~ 

sitivas, las zonas de las cajas que mostraron la señal positiva fue

ron resembradas, a menor densidad, e hibridadas de la misma manera -

con e 1 inserto pRTCSl. 

De las 16 colonias inicialmente consideradas sólo una conservó 

la señal positiva en las subsiguientes resiembras. 

Con el objeto de carecteri zar el inserto clonado, fueron purif.!_ 

cadas, en pequei'ia escala 1 las plásmidos de la colonia positiva. Po! 

teriormente los plásmidos fueron digeridos con Hind III y Eco RI, P.!! 

ra separar el vector, del inserto gen6mico. Al correr- las digestio

nes en un gel de agarosa se observó un inse:-to de 2. 85 Kb. 

De acuerdo a los datos del mapa genóm!.co, este inserto de 2.85 

Kb debería presentar un sitio de Sst I interno, que lo dividiría en 

un fragmento de l. 6 Xb, análogo al inse:-to pRTCBl, y un fragmento de 

1.25 Xb (:figura 15). Por otra parte, el sitio de~ I del "polilin

ker''de pUClB flanquea el inserto ribosomal del mismo lado que el si

tio de ~ RI. De esta manera, al digerir el plásmido recombinan te 

con Hind III y Sst I no sólo se esperaba que se separaran el vector 

y el inserto, sino que a su vez, el inserto se separara de los frag

mentos de l. 6 y l. 25 Xb • 

Se procedió entonces a digerir los plásmidos con Hind :II y ~ 

I (digestión doble y digestiones sencillas), La :figura 14A muestra 
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Figura 14. Análisis del DNA plasmídico de la colonia positiva de la biblio

teca gen6mica con Hind III y Xho I: A) en gel de agarosa, B) hi

bridado con el inserto genómico pRTC81, y C) hibridado con la 

molécula S4 de RNAr. 
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el perfil electroforético de los plásmidos digeridos. Como se espe

raba, al digerir con fil.!!!! III y 5st I se observaron las bandas de 

l. 6 Kb y de l. 25 Kb, además de pUClS linearizado. Al digerir con 

fil.!!!! III se linearizó el plásmido, y al digerir con Sst I se separó 

el fragmento de 1. ~5 Kb del resto del plásmido recombinan te. Media!! 

te un análisis tipo Southern se determinó que el fragmento de l. 6 Kb 

presentaba hibridación con el inserto pRTCSl (figura 1.\3). Posterio.!: 

mente se llevó a cabo otro Southern, usando como sonda la molécula -

54 de RNAr, observándose señal positiva con el fragmento de 1.25 Kb 

(figura 14C). Esto nos indicó que sí fue clonada la región codific~ 

dora de la molécula 54. 

Posteriormente se preparó el plásmido recombinante a gran esca

la, purificándolo por gradiente de cloruro de cesio y bromuro de et.!, 

dio, Esta clona genómica aislada fue denominada pRTC13 (figura 15). 

Secuenciación ~ ~ ~ del fragmento~ 1.25 !!!• 

Con el objeto de determinar la posición del gen de la molécula 

de RNA ribosomal 54, dentro del fragmento de 1.25 Kb (figura 15), se 

procedió a secuenciar los extremos de dicho fragmento ribosomal. 

El fragmento de 1.25 Kb (extremos §.:!.! I y Bam HI) se subclonó -

en los si ti os ~ I y Bam HI de los vehículos de clonación Ml3mpl8 y 

Ml3mpl9, y se realizó el análisis de la secuencia nucleot!dica sobre 

moldes de caáena sencilla, (fi¡p.ll"BS 16 y 17). Al analizar la secuencia, 

cx:npararxb con las secuencias de C. fasciculata y T. bruce! 1 se encontró 
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Figu~a 15. Mapa del extremo 31 del del cistrón de RUA ribosornal de T.~· La l1nca ouporior re

presenta DUA gen6mico 1 oenai:indose los sitios de restricci6n mapeados; los sitio5 do 

restricci6n que so indican con linea discontinua son poco frecuentes. Se presenta el Í!! 

serta gcnómico clonado 1 pRTC13, asl como el inserto gen6mico pRTC01; las flechas indi -

can las regiones secuenciadas. En la parte inferior se senala la posici6n de las molé -

culas de RNA ribosomal. 
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TcACTGAAGG GCATCCAAAC TCGGGGAGAA GttGCGTTCC 40 

TGCAGGGCTA AAAAACGCAA AATGCCGAAA CAATAAAGCG 80 

TTAAAGGAAA GTTTATAAAA CCAGCCCTTA AACAATTTTT 120 

GTATGTCGGT ATTTGCGTTG TTTGTACCGC ACTCTCGGTT 160 

TGATCGAAAT TCCAAACAAA CAAAAGGGAC AGTGGGCACA 200 

CCATGTGTAT AATATATGGG TATATATATA TATGTAAATA 240 

TATATATATA CGTGTATGTG TATGGTGTGG TGTGTCGCTC 280 

AGCAGAAAAG CAGCAGCAGC ATGAAACCAA CAAACCACAT 320 

ATACCACAAC CAATA'fATAT ATATATACAT ATATATATGA 360 

TAATCACAAC ACGTCCTGGT AAT 383 

Figura 16. Secuencia nucleotidica del extremo 51 del fragmento de 1. 25 

Kb, del inserto gen6mico pRTC13. Los 383 nucle6tidos forman 

parte del espaciador transcrito interno que separa las ro -

giones codificadoras de S6 y 54. Las bases representadas con 

letra minliscula son bases dudosas. 



Te TATGAATCCG CTGAAGGAAA GCTGCACGTA ATCAGCAACG GATATACGCA so 

CGAGCGAATT GAGCGGCATA ACCTGMTCT GAGGCAGCAC CTGGCACGGC 100 

TGGGGACGGA AGTCGCTGTC GTTCTCMAA TCGGTGGAGC TGCATGACAA 150 

AGTCATCGGG CATTATCTGA ACATMMCA CTATCAATAA GTTGGAGTCA 200 

TTACCCCCAC AACCAATATA TATATAATAC ATATATATAT GATAAATCAC 250 

AACACGfAíJ: TCTCCAAACG AGAGAACATG CiiTcfüGCTGG CATGAGCGGC 300 

Tb TTTT ...... . . . . . . . . . . ..T ....... .......... . ......... 
Cf CA ....... .......... ...... T .. , .......... .. ......... 

ATGCTTCACT TCGGTGGGGC TCGAG 325 

Tb .c .. c .... G A.c •••...• 
Cf .......... c ......... 

Figura 17, Secuencia nucleot1dica del extremo 3 1 del fragmento de 1. 25 l<b 

del inserto genómico pRTC13, en T. ~(Te). Los primeros 

252 nucleótidos forman parte del espaciadox> transcrito interno 

que separa 56 y S4. Los últimos 73 nucle6tidos, que se indican 

en comparaci.Sn con T. brucei (Tb) y c. fasciculata (Cf), fox- -

man parte de la región codificadora de la molécula de RNAr 54, 

La región secuenciada directamente de la moltcula ribosomal S4 

se sena la con una linea. 
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que el sitio ·de Xho l qÜe ccinstituy'e el extremo 3'. del fragmento de 

l.25 Kb forma parte de la secuencia codificadora de la molécula 54, 

lo cual significa que no se clon6 completo dicho gen. En la región 

clonada se presentaron aproximadamente 73 pb del gen de 54, a partir 

de su extremo 5' (figura 17). Cabe señalarse que el gen de 54 en T. 

~ es de 136 pb, y en C. fasciculata tiene un tamaño de 133 pb. 

El resto de la región secuenciada constituye parte del espacia

dor trenscri to interno entre 56 y 54, habiéndose secuenciado 635 pb 

de éste (figuras 16 y 17). Como se mencionó anteriormente, al se--

cuenciar el extremo 3 1 del inserto pRTCSl se secuenciaron 337 pb de 

este mismo espaciador (figura 5), por lo que en total se han secue!! 

ciado 972 pb de este espaciador interno. El tamaño aproximado del -

espaciador es de 1500 pb. 

5ecuenciación del~§..'..~.!_!! molécula~~ RNA riboaomal. 

Se procedió a secuenciar el extremo 5' de la molécula ribosomal 

$4, con el objeto de deterr.iinar con exactitud el extremo 5 1 del gen 

de dicha molécula. En la figura 17 se señala la secuencia obteni

da. Con esto se confirmó que se tienen clonados 73 pb del gen de la 

molécula 54. 
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D I 5 e u 5 I o N 

Ubicación ~ ~ región codificadora ~ ~ molécula ~ dentro del cis

tr6n ribosomal. 

Anteriormente, había sido localizada la regi6n codificadora de la 

molécula ribosomal 54, mediante análisis de tipo 5outhern, en fregme!)_ 

tos de 10 y 20 Kb. Los resultados obtenidos en el presente trabajo -

nos permiten conocer la posición que ocupa 54 en le unidad de trens-

cripción ribosomal de T. cruzi, ubicándose a unos 1500 pb de la reg16n 

codificadora de 56. Con esto se comprueba que T. ~. al igual que 

T. brucei y C. fasciculata,. presenta en la región 3' de la unidad de 

transcripción de RNAr las regiones codificadoras de 52, 56 y 54, sep_!! 

radas unas de otras por DNA tipo espaciador. Esta situación se antoja 

como una organización peculiar y particular a los miembros de la fami 

lia Trypanosomatidae. 

El inserto genómico clonado, pRTC13, pertenece a una copia de ci!!_ 

tr6n ribosomal poco frecuente, ya que los datos de mapeo indican que 

en la raayoria de las copias de la unidad ribosomal le región codifica

dora de 54 se localiza a aproximadamente 1100 pb de le región codific_!! 

dora de 56 (figuras 8 y 15). 

Características ~ las regiones secuenciadas 

Comparando la secuencia clonada del gen de 54 de T. cruzi con las 
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secuencias de este gen reportadas para otros tripanosomatideos (figura 

17). se encontró que existe un 94.5% de homología entre T. ~y c. 

:fasciculata, y un 86.6% de homología entre T. cruzi y T. brucei (8,9). 

Resultados similares se han obtenido en el laboratorio del Dr. Roberto 

Hernández, al comparar les secuencias de 53 y Sl entre estas tres esp~ 

cies. 

Con respecto al espaciador transcrito interno entre 56 y 54, se -

tiene que mientras en T. cruzi presenta un tamaño aproximado de 1500 pb 

(1100 pb en la mayoría de las copias de la unidad ribosomal), en T. -

brucei y en C. fasciculata tiene un tamaño de 328 y 247 pb 1 respectiv! 

mente. De esta manera, el espaciador de T. cruzi resultó ser más gra~ 

de. Cabe señalarse que en ningún tripanosomatideo se había reportado 

algún espaciador interno de tal magnitud. Al comparar las secuencias 

de este espaciador entre estos tripanosomatideos no se encontr6 homol~ 

gía alguna, aunque como característica general se observó que son ricos 

en A+ T (8,9). 

~ ~ procesamiento 

Fueron analizados los límites entre el espaciador y las regiones 

codificadoras de S6 y S4 en T. ~ (figuras 16 y 17), en busca de a_!, 

gún tipo de secuencia consenso que pudiera servir como señal durante -

el procesamiento del transcrito primario¡ sin embargo, no se encontra

ron regiones conservadas en tales regiones. En otros tripanosomatideos 

tampoco se han encontrado este tipo de señales r aunque se ha reportado 
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que algunos espaciadores de T. ~· y de otros organismos, potencia.!, 

mente pueden formar estructuras tallo-asa, capaces de acercar a las m~ 

léculas ribosomales que separan (9, 22). Eventos de este tipo podrian 

llevarse a cabo durante las primeras etapas del procesamiento del tran! 

crito primario. Será necesario próximamente completar la secuencia del 

espaciador y analiz.ar los datos computacionalmente con algoritmos que 

predigan estructuras secundarias potenciales para RNA. 

Inestabilidad de fragmentos gen6micos ~ secuencias espaciadoras del 

~~~ 

Como se mencionó en los resultados, la inestabilidad del inserto 

ribosomal de 7 .5 Kb pudo deberse a su tamaño y/o al tipo de secuencias 

que pudiera contener. Se encuentra reportado que durante una clonaci6n 

la estabilidad de un inserto depende en gran medida de su "amaño (13). 

En general. se recomienda que el inserto no supere en más de 3 veces -

el tamaño del plásmido. Por esto, el hecho de que el inserto ribosomal 

de 7. 5 Kb sea casi 3 veces más grande que el vector pUClB podria cons_!. 

derarse como una posible causa de su inestabilidad. Por otra parte, -

también se ha reportado que fragmentos alterados por eventos de recom

binaci6n pueden perderse al intentar clonarlos {23), A este respecto, 

se ha encontrado que los espaciadores ribosomales externos de la mayo

ría de los organismos que se han examinado presentan elementos repeti

dos (24,25,26,27,28). Es probable que de existir éstos en T.~. -

estén involucrados en eventos de recombinación (28 1 29). 
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. ' ·- .-
Significado evolutivo ~ !!! frágmentación deÍ ~ ~ !!! "molécula ~ 

Se encuentra reportado Qué en._Var'i~s gr1:1pos de organismos, como -

protozoarios ( 30, 31), insectos ( 22, 32, 33) y vertebrados ( 34), el gen -

que codifica para el RNAr tipo 285 se encuentra fragmentado en dos Pª!: 

tes, separadas por ONA espaciador transcrito. Como resultado de proc.=_ 

samiento postranscripcional, se producen dos moléculas de RNA, 2asa y 

28SS Sin embargo, el procesamiento postranscripcional más complejo, 

a la fecha conocido, es el que presenta el gen tipo 285 de los tripan~ 

somatideos, en donde se producen dos moléculas grandes { 24Sa y 245 B 

y cuatro moléculas i:-equeñas: Sl ,S2,S4 y 56. Estas seis moléculas se -

unen, no covalentemente, en la subunidad ribosomal mayor (8,9,10). 

Estos hechos indican que una molécula ribosomal no necesita ser -

una cadena polinucleotidica covalentemente continua para ser funcional, 

es decir, que una cqui valencia estructural implica equivalencia funci~ 

nal, independientemente de que los dominios en cuestión estén covalen-

temente unidos o no ( 8) • 

Estudios comparativos entre los genes ribosomales de diferentes -

especies han revelado que éstos presentan un patrón en el que regiones 

altamente conservadas en estructura primaria y secundaria alternan con 

regiones variables, que difieren en tamaño, corr.posición de bases y es-

tructura secundaria, aún entre organismos cercanamente relacionados --

(35,36,37). Un hecho importante es que todas las diseontinuidades que 

presentan los genes ribosomales de los tripanosomatideos, y de otros -

crganisr.ios, se localizan en regiones variables¡ esto sugiere que las -



regiOnes ·v~riables ~stán evolutivamente re13cion~.da_s. ~oil- los- es_paci.ad~ 

res internos transcritos (8,9,38,39). 

Dada la presencia de varios espaciadores internos transcritos en 

el gen tipo 285 de los tripanosoma ti deos, y la ausencia de la mayoría 

de estos espaciadores en los genes ribosomales de otros eucariontes, -

se ha sugerido que los espaciadores se introdujeron a un gen 285 cent_!. 

nuo, después de que los tripanosomatideos divirgieron del resto de los 

eucariontes. Por otra parte, también se propone que el gen ribosomal 

285 ancestral pudo haber sido discontinuo, siendo los espaciadores se

lectivamente retenidos en la linea de los tripanosomatideos 1 y elimin! 

dos en el resto de los eucariontes (8,9,38,39). En la actualidad se 

dispone de pocos datos filogenéticos, por lo que no es posible deter

minar si el ancestro común de los tripanosomatideos y otros eucarion-

tes tenia genes ribosomales continuos o discontinuos 1 siendo necesarios 

más estudios a este respecto. 
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COllCLUSIONE5 

- Fueron ubicados sitios de restricdón de_ Xho I, Hfod III, Hinc ·II¡ 

~ II, -~ HI, Eco RI, ~ 3A_ y ~ 1, ·hacia el ·ei<tremo 3' del ci~ 

trón ribosomal de T. cruzi. 

- Fue clonado un fragmento de 2.85 Kb que contiene 73 nucle6tidos co

dificadores de la molécula de RNAr 54. 

- En el inserto clonado, la región codificadora de la molécula riboso

mal 54 fue ubicada a aproi<imadamente 1500 pb del gen de la molécula 

56. Esto nos permitió comprobar que T. ~. al igual que T. l:rucei 

y C. fasciculata, presenta en la región 3 1 de la unidad ribosomal 

las regiones codificadoras de 52, 56 y 54. 

El inserto ribosomal clonado, pRTC13, pertenece a una copia de la 

unidad ribosomal poco frecuente, pues los datos de mapeo indican que 

en la mayoría de las copias del cistrón ribosomal la región codifi

cadora de 54 se localiza apro><imadamente a 1100 pb del gen de 56. 

- Fueron secuenciados 12 pb de la región codificadora de 56 y 972 pb 

del espaciador transcrito interno que separa 56 de 54. Al analizar 

los limites entre este espaciador y los genes de 55 y 54, no se en

contraron secuencias conservadas que pudieran servir como set1al du· 

rante el procesamiento del transcrito primario. 



APENDICE: 

Medios de cultivo y ~o.luciones 
;~::,_,·,. / ~.: ·::7'·.~··: >>;;~ '· ·./~ 

- Agar suave: Pept~na·0.6%; e~~~~~~~ d1,'.i~0Ú,~~·~:si, !l~Cl 9.5% y 
. "'· .. '"·!' ;'.~_;:~;-· .~~} ';ú.';,i ,--;·~'lJ:;.' ~:'}~·:\·(.:~: 

_agar o.'6%. · • )e·; ,:;~i :;:¡,, ').' .,,, 

55 

·:, ,,, ' ·-·,. '"' .:'~/ .. ;1y "1::t/.'. 
- Medio de infusi-~n d~¿~íi~dci~ tri~t~,s~{ infusi6n~d~ higado o.s\,trip-

. ,;--· !-·.;:;:;.: ,.,. .. :~ 

· : t6;a 0':2.i}'Naci'o;~~-; ·~sig4_~;·.~~2HPO:¡ o.s\,gluco-

sa o.~i. suero boviri~ f~ta{~ioi y hemina o.0025i, 
>.-~::.:,-,\:;;:~·:·· .{'.'.;;·~ ::'··~: 

- Medio Luria: Peptona 1%, extracto de 'ieJadUr~--0. 5%, NaCl 1% y agar 

1.si. 

- Medio YT: Peptona o.si, extracto de levadura-o.si·, NaCl o.si y a-

gar 1. si. 

- Soluci6n Denhardts: Ficoll 400 o.002i, PVP-t¡O 0:002i y alblimina séri

ca bovina 0.02\. 

- Soluci6n desnaturalizadora: NaOH 2\ y NaCl B.7%. 

- Soluci6n N: Tris-HCl 20 mM (pH 7. 6), KCl 100 mM, CaCl2 2 mH y 

MgCl2 5 ne·!. 

- Soluci6n neutralizadora: llaCl 9. 7~ y Tris-HCl 6. 6\ ,llevada a pH 7. O, 

- SSC: HaCl 150 mM y citrato de sodio 15 mM. 

- TBE: Tris-HCl 5.4\, ácido bórico 2. 74\ y EDTA 0.46\, 

- TE: Tris-HCl 10 m:.¡ (pH B.O) y EDTA 1 mM. 

- TllE: Tris-HCl 0.01 11 (pH B.O), NaCl 0.1 M y EDTA 0.001 ¡.; (¡::H 9.0). 

- 6,6,0.2 : Tris-HCl 6 mH (pH 7.4), NaCl 6 mM y EDTA 0.2 mH. 
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