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INTRODUCCION 

1. Epidemiología de la enfermedad de Chagas. 

Las enfermedades parasitarias son de gran trascendencia 

mundial en términos de prevalencia y gravedad. 

La enfermedad de Chagas es una parasitosis ocasionada por el 

parásito heteroxénico Trypanosoma cruzi y está ampliamente 

distribuida en América. Los cálculos realizados por la OPS-OMS 

indican que en toda latinoamérica existían en 1981 por los menos 

24 millones de casos, de tripanosomiasis y otros 65 millones de 

individuos en riesgo de infección. En México se ha encontrado a 

I. cruzi en reservorios. vectores y humanos de todos los estados 

de la república (2). 

Los insectos vectores y los mam1feros reservorios están 

confinados al continente americano. entre las latitudes 42 

norte (sur de Estados Unidos) y 43 sur (sur de Argentina) a 

menos de 2,400m sobre el nivel del mar en México (2). · 

2. La infección y ciclo biológico de I. cruzi. 

Los insectos -conocidos como vectores para la transmisión de 

la enfermedad de Chagas- p_ertenecen al menos a 120 especies de 9 

géneros de triatomideos, los más importantes son: Triatoma 

infestans, Rhodnius prolixus y Panstronqilus meqistus. Todos los 
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estadios de los insectos. incluyendo el de ninfa y adulto. pueden 

ser infectivos. 

La infección sucede cuando la chinche infectada defeca durante 

la ingestión de sangre. Las heces contaminan las mucosas 

intactas o la herida hecha por la picadura. teniendo de este modo 

la forma infectiva -el tripomastigote metaciclico- acceso al 

tejido subcutáneo o al torrente sanguíneo. La transmisión de la 

infección puede ocurrir también a través de transfusiones 

sanguineas con sangre parasitada o de manera congénita por vfa 

transplacentaria (ll. 

Una 

flagelo 

vez que la forma infectiva entra en la célula. pierde el 

y la membrana ondulante. adoptando la forma de 

amastigote. Esta forma se multiplica intracelularmente por 

fisión binaria y toma la forma de tripomastigote al romperse la 

célula parasitada. El tripomastigote puede infectar nuevamente 

células vecinas o bien pasar al torrente sanguineo. El 

tripomastigote puede entonces aparecer en sangre periférica y ser 

ingerido por la chinche. Se multiplica en el tracto digestivo de 

ésta y pasa de tripomastigote a epimastigote o esferomastigote y 

finalmente convertirse en tripomastigote metaciclico cerrando de 

esta forma su ciclo vital. 

El tripomastigote metacfclico de T. cruzi aparece en el recto 

del insecto véctor. 
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fig. 1 Cicl.o biológico de IrypanosOlll!l ~ 

3. La enfermedad. 

Los tripomastigotes metac1cl icoe invaden c~lulas 

reticuloendotelialee localee, se multiplican y pueden producir 

lesiones COlllO edema bipalpebral -signo de Romafta- si el sitio de 

5 

'· 



la infección es el ojo o un chagoma cutáneo si la infección es en 

la epidermis. 

La fase aguda de la infección puede variar en gravedad desde 

asintomática hasta presentar síntomas fatales. incluyendo fiebre. 

linfoadenopatias y arritmiaa. 

La fase subsecuente de la infección es la fase indeterminada 

asintomática la cual puede permanecer durante aftas o toda la 

vida. Y por último. la fase crónica presenta miocarditis. 

anormalidades electrocardiográficas. cardiomegalia, aperistalsis. 

megaesófago y megacólpn. 

La fase crónica es más severa que la aguda en términos de 

morbilidad y mortalidad. En las áreas endémicas. la enfermedad 

de Chagas produce alrededor del 70% de muertes por paros 

cardiacos en los adultos jóvenes; además el megaesófago avanzado 

es mortal cuando el paciente es incapaz de deglutir. 

4. Definición de banco genómico. 

Se entiende por banco gen6mico al conjunto de híbridos 

construidos in vitro (unión covalente de un vector de clonación y 

un fragmento de DNA de algún organismo en particular mediante una 

reacción enzimática de ligación). Un banco genómico 

ideal deberá· contener secuencias de DNA representativas del 
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genoma entero en un nú.mero manejable de híbridos estables que se 

sobrelapen. Los fragmentos clonados deberán ser lo suficiente 

grandes para contener genes completos y las secuencias que los 

flanquean. 

Tomando en cuenta lo azaroso de la representación de una 

secuencia en un banco genómico y considerando que cada fragmento 

de DNA insertado es idéntico en tamano y que el tamano del genoma 

es conocido. Clarke y Carbon Clll han elaborado una ecuación 

mediante la cual se puede determinar el tamano del banco genómico 

que tendrá una probabilidad arbitraria de incluir una secuencia 

en particular. En la práctica. aunque ninguna de estas 

condiciones son estr~ctamente verdaderas es posible tener una 

aproximación satisfactoria para la mayoría de los propósitos. 

Pero en la construcción de un banco genómico no sólo es 

indispensable poner atención en la cantidad de híbridos que lo 

constituyen. sino también deberá considerarse el aspecto 

cualitativo de los mismos. Como se mencionó anteriormente. es 

importante seleccionar un tamano adecuado de inserto con objeto 

de: 

- Construir hibridos estables 

- Tener un número manejable de híbridos 

Contener genes completos con las secuencias que los 

flanquean 
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Tener un mapa de restricción accesible de los 

fragmentos clonados 

Y por otro lado, se deberán seleccionar las condiciones de la 

reacción de ligación adecuadas a fin de generar htbridos 

monoméricos primordialmente. 

Hasta el momento se reconocen siete parámetros que afectan la 

velocidad de reacción de ligación, pero sólo dos de ellos afectan 

simultáneamente de manera cualitativa a los productos. Estos dos 

parámetros son: concentración de los DNA a ligar y tamafto de los 

fragmentos. 

Su importancia radica en que de ellos depende favorecer las 

reacciones intramoleculares o intermoleculares. Un tratamiento 

matemático elaborado por Dugaiczyk (3) analiza la reacción de 

1 igación en función de estos .. parámetros. 

~, Organización genómica de euca·riontes. 

Por otra parte, para introducir de manera general sobre la 

organización genómica de eucariontes, es pertinente decir que, el 

DNA genómico de eucariontes está constituido por tres diferentes 

clases de secuencias: secuencias únicas, moderadamente repetidas 

y altamente repetidas. Esta clasificación está basada, por 

supuesto. en la reiteración de las secuencias y a otras 
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características que a continuación se seftalan. 

SECUENCIAS 
UNICAS 

Reiteración aprox. una co
pia/genoma ha
ploide 

Organización algunas inte
rrumpidas 
por intrones 

Transcritos presentes 

Función generalmente 
codifican para 
prote1na13 

SECUENCIAS 
MODERADAMENTE 
REPETIDAS 

ªPfOX. de 103 a 
10 copias/genoma 
haploide 

dos categorías: 

-corto periodo de 
interdispersión 

-largo periodo de 
interdispersión 

presentes 

genes: RNAr. RNAt, 
RNAr 5S 
otros sin función 
aparente 

6. Organización genomica de I· cruzi. 

SECUENCIAS 
ALTAMENTE 
REPETIDAS 

aprox. lÓ 
copias/geno
ma haploide 

secuencias 
cortas 
(aprox. 6pbl 
organizadas 
en tandem 

ausentes 

telómeros y 
centrómeros 
cromosoma les 

Los estudios realizados 7obre la organización genómica de I· 

cruzi. así como la de otros flagelados pertenecientes al orden 

Kinetoplastidia han sido aplazados por el estudio del peculiar 

contenido de DNA en la mitocondria llamada cinetoplasto.. No es 

sino hasta 1980 que se sabe que el genoma de I· cruzi como el de 

los eucariontes hasta el momento estudiados. está constituido por 

tres diferentes clases de secuencias (4). 

En 1981 Lanar (5) y Castro (6) comprobaron mediante cinéticas 

de renaturalización que en efecto. el genoma de este organismo 

está constit~ido por tres diferentes clases de secuencias y 
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determinaron la proporción de cada una de ellas. 

s.u. 
S.M.R. 
S.A.R. 

9% 
51% 
23% 

Lanar(5) 

9% 
35% 
49% 

Castro (6) 

Estos resultados aunque no dejan de ser útiles. debe de 

tenerse en cuenta que la información que ofrecen respecto a la 

organización genomica es limitada. pues la interpretación de 

cinéticas de renaturalización del DNA genómico total tiene varias 

complicaciones: La primera de ellas es que. debido a que las 

secuencias repetidas son familias de secuencias semejantes más 

que familias de secuencias idénticas. la velocidad de 

renaturalización es abatida: la segunda es la incapacidad de 

distinguir entre las secuencias agrupadas de las dispersas 

mediante estos ensayos: y la tercera es debida a la dependencia 

de la velocidad de renatu::,alización de la longitud de las 

secuencias complementarias. la cinética de 

renaturalizacion revela solamente la longitud total de todas las 

secuencias repetidas como una fracción de DNA y el .pr.omedio de 

grado de reiteración, no implicando esto la longitud de una 

secuencia repetida en particular o su distribución en el genoma. 

Pero. con el advenimiento de las técnicas de clonación se ha 

permitido efectuar análisis de organización genómica a otro nivel 

de precisión. (8). Actualmente se cuenta con un cúmulo de 
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información minuciosa concerniente a la organización genómica de 

eucariontes, a ralz de la cual, ha surgido especial interés sobre 

las secuencias repetidas pues presentan características muy 

singulares, que a continuación se enumeran: 

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SECUENCIAS MODERADAMENTE 
REPETIDAS 

Tamatlo 

Reiteración 

Longitud de 
eecuencia 
l'.inica que 
los separa 

Otral!I carac
ter 1 et i cae 

CORTO PERIODO DE 
INTERDISPERSION 

70 - 300pb 

aprox. 105 copias/ge
noma haploide 

aprox.de 1,000 a 
2,000 pb 

móviles 
(retroposici6n) 
generan duplicaciones 
en el sitio de'inser
ción 

presentan promotor pa
ra RNA pol. III interno 

presentan extremo 3' 
rico en adenina 
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LARGO PERIODO DE 
INTERDISPERSION 

6,000 - 7.000pb 

aprox. 1d 
copias/ge
noma haploide 

aprox. 35kb 

móviles 
(retroposiciónl 
generan duplicaciones 
en el sitio de inser
ción 

presentan uno o más 
marcos de lectura 
abiertos 

presentan extremo 3' 
ri·co en adenina 



El significado de la existencia de las secuencias repetidas y 

su amplia distribución en el reino eucarionte aún es desconocido, 

pero un prerrequisito para entenderlo es hacer una descripción 

precisa de su estructura y organización en el genoma. 

Las secuencias moderadamente repetidas en el genoma de I. 

cruzi presentan tamaffos de alrededor de 7,800 pb cuya reiteración 

es del orden de 103 (6), que de acuerdo con lo descrito 

anteriormente son características del patrón de largo periodo de 

interdispersión. Este patrón parece presentar una singular 

organización interna descrita en I· cruzi (251 y otros organismos 

(26-38). 

7. Justificación del trabajo. 

Nuestro grupo de trabajo esta interesado en hacer estudios 

sobre la estructura. organización y dinámica genomica de I. 

cruzi. Esto además de ser importante resulta atrayente, pues I. 

cruzi pertenece al phylum Protozoos. donde están contenidos los 

más variados y versátiles entes vivientes del reino eucarionte. 

Así consideramos pertinente la construcción de ~n banco 

genómico de I. cruzi. con la intención de contar en el 

laboratorio con una fuente más accesible de DNA del sistema 

biológico en estudio que conlleva a un ahorro en tiempo y 

reactivos. Y aislar de éste secuencias repetidas. con ·objeto de 

entender un poco más acerca de la organización genómica de T. 
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8. Hipótesis de trabajo. 

Sabiendo que se pueden clonar hasta 10 7 
híbridos y 

considerando que se requieren clonar 105 híbridos independientes 

cada uno de ellos conteniendo alrededor de 5.4kb para tener una 

probabilidad del 99% de la representación del genoma der. cruzi 

se intentara unir covalentemente fragmentos del genoma de r.cruzi 

con estos tamaftos a un vehículo de clonación y estos híbridos 

clonarlos para tener un banco genómico de I.cruzi lo más 

representativo posible. 

Por otro lado. la búsqueda de las secuencias repetidas dentro 

del banco genómico construido se basa en la mayor cantidad 

relativa de estas secuencias en la sonda empleada (DNA total de 

' r.cruzi marcado radiactivamente) y en la semicuantitatividad de 

la técnica de hibridación. esperando tener una seftal de 

hibridación mas intensa en aquellas clonas que contengan híbridos 

con fragmentos dé secuencias repetidas en el DNA de I· cruzi lo 

que nos permitirá identificarlas. 
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OBJETIVOS 

1. Construcción de un banco genómico de Trypanosoma cruzi 

como reactivo biológico indispensable en la 

infraestructura de laboratorio de Biologta Molecular. 

2. Aislamiento de secuenc~as repetidas en el genoma de 

I cruzi. 

14 
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MATERIALES Y METODOS 

l. Cultivo y extracción de ácidos nucleicos de I· cruzi. 

1.1 Cultivos celulares 

La cepa de I· cruzi utilizada fue aislada en La Cruz. Jalisco 

por el grupo del Dr. Jorge Tay. Departamento de Ecología Humana. 

Facultad de Medicina. U.N.A.M. Los cultivos se realizaron en 

medio de infusión de higado y triptosa. adicionado con suero 

bovino fetal al 10%, y se mantuvieron en agitación a 28 ºe (12). 

1.2 Extracción de DNA genómico de I· cruzi. 

Los cultivos celulares fueron cosechados en la fase media del 

crecimiento logarítmico, po~ centrifugación a 10.000g durante 10 

minutos a 4 ºc (temperatura mantenida a lo largo de toda la 

purif icaciónJ. Posteriormente las células fueron lavadas dos 

veces en Tris-HCl 20mM (pH 7 .8). KCl 100 mM. CaC12 2.mM y MgCl2 

5mM (solución NJ y guardados como precipitado a -70 ° C. Este 

material fue descongelado a 4 ° c. para resuspenderlo en solución 

N a una densidad de 109 células por ml. Las células fueron 

lisadas con NP40 al 1% y se incubó a 37 ºe por 15 minutos. La 

incubación se continuó por 2hrs. más con pronasa de Sigma Chem 

(preincubada lh a 37 ºcJ a una concentración de lmg/ml. Después 

15 
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de adicionar perclorato de sodio a una concentración final de lM, 

los acidos nucleicos se purificaron mediante extracción con un 

mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se dializaron 

contra 1.000 volúmenes y 3 cambios de SSC O.lX CNaCl 150mM, 

citrato de sodio 15mMJ. La purificación continuó mediante un 

tratamiento con ribonucleasa I (precalentada 10 minutos a 80 ° C) 

100 ug/ml durante 30 minutos a 37 ° C. Finalmente se extrajo con 

cloroformo-alcohol isoamilico y se dializó exhaustivamente contra 

SSC O.lX. A la preparación de DNA asi obtenida, se le midió su 

densidad óptica (00) a longitudes de onda de 230, 260 y 280nm y 

fue conservada a 4 °c. 

2. Digestiones con endonucleasas de restricción. 

2.1 Digestiones parciales con Sau 3AI. 

A fin de obtener una preparación de DNA de J. cruzi 

enriquecida en fragmentos de tama~os entre 4.3 y 6.6kb se 

realizaron digestiones parciales con la endonucleasa Sau 3AI 

CBRLJ en donde la relación Unidades enzimáticas/ug de DNA fue de 

1.66 en un volumen final de 20ul en presencia de (NaCl 50mM, 

Tris-HCl (pH 7.5) lOmM. MgC1 2 lOmM y DTT lmM) incubados 5 y 10 

minutos a 37 ºc. La reacción de digestión fue detenida mediante 

extracción con una mezcla de fenol-cloroformo (1:1). 
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2.2 Digestiones totales con endonucleasas de restricción ( Bam 

HI. Eco RI. Hind III y Pst IJ. 

Las digestiones de DNA se realizaron empleando concentraciones 

de enzimas en un exceso de 5 a 10 veces. considerando las 

condiciones recomendadas por la casa comercial (BRL) Cl3l. Las 

reacciones de digestión. en un volumen de 20ul. fueron detenidas 

a 60 ° e por 5 minutos con 51.Jl 

<Tris 5.4%. ác. bórico 2.74% y 

de la siguiente mezcla: TBE lX 

EDTA 0.46%) SDS 0.2%. ficoll 400 

10%, azul de bromo fenol 0.05% y xilen-cianol 0.05%. 

3. Construcción, marcaje e identificación de moléculas 

recombinantes. 

3.1 Aislamiento de DNA para la construcción del banco 

genómico. 

El DNA genómico digerido parcialmente con la endonucleasa Sau 

3AI fue fraccionado por electroforesis en un gel preparativo de 

0.8% agarosa adicionado de bromuro de etidio (0.5ug/mll de 15x20 

cm y 0.5 cm de espesor a 50v durante el tiempo necesario hasta 

que el colorante migrara .aproximadamente 7/8 de la longitud del 

gel. Simultáneamente fueron fraccionados los fragmentos de 

restricción del DNA del fago lambda digerido con la endonucleasa 
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Hind III (13) como control de peso molecular. 

Usando una lámpara de luz ultravioleta de longitud de onda 

larga y con ayuda del control de peso molecular se localizó la 

porción de gel que contenta el DNA de nuestro interés. Se cortó 

y se sometió a electroelución a 100v/2h dentro de una bolsa de 

diálisis, usando como amortiguador TBE lX, de acL1erdo al método 

descrito por Maniatis (14). Posteriormente el DNA se purificó 

por adsorción a una columna de BND celulosa preequilibrada en TBE 

lX y tratada con O.lM LiCl, 10 mM Tris HCl (pH 7.4) y lmM EDTA 

(pH 7.4) y eluido con la solución antes mencionada. 

3.2 Determinación de la concentracion de DNA. 

3.2.1 Electroforesis. 

En un gel de agarosa se ~raccionaron cantidades conocidas de 

DNA junto con volúmenes conocidos del preparado de DNA. La 

concentración se estimo por comparación de la intensidad de 

fluorescencia. 

3.2.2 "DOT" 

A un volumen constante de una solución de bromuro de etidio se 

adicionó cantidades conocidas de DNA contenidas en un volumen 

constante. Se adiciona el mismo volumen del preparado de DNA y 
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la concentración de éste se estimó mediante la comparación de la 

intensidad de fluorescencia. 

3.2.3 Espectroscópica. 

Sabiendo que 50ug/ml de DNA absorbe a 260nm una unidad de 

absorbancia y 

DNA se puede 

conociendo la absorbancia de nuestro preparado de 

determinar de una manera más precisa la 

concentración de éste. 

3.3. Marcaje de DNA. 

El DNA empleado como sonda fue marcado radiactivamente con 32p 

dATP por medio de la técnica de corte y copiado del molde C"Nick 

translation"J (15). La DNA polimerasa I de~- coli agrega 

desoxirribonucleótidos al extremo 3'-oxhidrilo que se genera 

cuando es cortada una hebra de una molécula de DNA de cadena 

doble; además. esta enzima puede remover desoxirribonucleótidos 

del lado 5' del corte. en virtud de su actividad exonucleotidica 

de 5' a 3'. 

La eliminación de desoxirribonucleótidos del extremo 5'. 

seguida de la adición de desoxirribonucleótidos al extremo 3' da 

por resultado que el corte se mueva o traslade a lo largo del 
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DNA. Si se reemplazan los nucleótidos preexistentes, por 

nucleotidos radiactivos. es posible preparar moleculas de DNA 

marcadas. Las reacciones de "nick translation" se llevaron a 

cabo con 0.2ug del DNA en 6ul de Tris pH 7.5 200mM, Mgc1 2 20mM, 

albúmina sérica bovina 20ug/ml; lul de la mezcla de lmM dNTP; 5ul 

de dilución de DNasa (0.075ug/ml); l.5ul de 3lp dATP (15 uCuJ y 

5 unidades de DNA polimerasa I de~. coli, en un volumen de 25ul. 

Esta mezcla fue incubada por l.5h a 14 ºc. La reacción se detuvo 

con 2ul de SOS 20% y 20 ul de EDTA 0.2M. La separación del DNA 

marcado radiactivamente, de los dNTPs no incorporados , se llevó 

a cabo en un columna de cromatograf ia de exclusión molecular, con 

sephadex G-50(15) eqµilibrada en lXTBE (pH SJ y empacada por 

centrifugación a 3,000 rpm por 5 minutos. El DNA marcado fue 

recogido en el volumen de exclusión. La radiactividad especifica 

obtenida por este procedimiento. registrada en un contador de 

centelleo liquido, fue de 3.2 x10 6 cpm/ug de DNA. 

3.4. Ligaciones. 

pUC18 es un veh1culo de clonación plasm1dico de 2686pb que 

presenta un enlazador múltiple ("polilinker") que contiene sitios 

únicos para 13 diferentes enzimas de restricción (fig. 3). Este 

plásmido porta el gen de beta-lactamasa que confiere resistencia 

a ampicilina (16), lo que permite la selección positiva de las 

células transformadas. 
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Se trabajó con pUC18 linearizado mediante la digestión con la 

endonucleasa Bam HI (isosquizómero de Sau 3Ail en NaCl 50 mM. 

Tris HCl (pH 7.5) lOmM. MgC1 2 lOmM y DTT lmM. incubado 4h a 31C: 

después se adicionó lOU de BamHI (BRLl y se incubó 2H a 37° c. 

La reacción de digestión se detuvo por calor a 6~ C por 15 

minutos. · Posteriormente fue tratado con 45U de f osfatasa 

alcalina de carnero por 2h a 37°c. 5 minutos a 5!fc y 20 minutos 

a 37° e. La reacción de desfosforilaciOn se detuvo mediante una 

extracción con fenol-cloroformo. Finalmente el plásmido fue 

recuperado por precipitación con etanol absoluto-LiCl. El DNA 

genómico de r. cruzi a ligar. como se describió anteriormente, 

fue digerido parcialm~nte con Sau 3AI y purificado hasta obtener 

fragmentos de 4.3 a 6.6kb. 

Las reacciones de ligación se llevaron a cabo. generalmente. 

con O.lug de pUC18 y 0.05ug de DNA genómico. 0.98 Unidades de 

ligasa y dATP 0.5mM. en 20ul de Tris-HCl 46mM. MgC12 6.6mM y DTT 

lOmM. 

3.~. Preparación y transformación de células competentes de 

la cepa MC 1061 de~. coli. 

Se dejó crecer toda la noche un cultivo de la cepa MC 1061 de 

~· coli a 37°C. Posteriormente se realizó una dilución 1:80 de 

este cultivo y se dejó crecer hasta fase logarítmica (DO a 550nm 

de 0.2). a 37·ºC con agitación fuerte (150 rpm). El cultivo fue 
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centrifugado a 6.000rpm por 10 minutos a 4 °c. y las células 

fueron resuspendidas en ta 

lOOmM. Se dejó reposar 

mitad del volumen inicial. en Cac1 2 

30 minutos a 4 ° c. y se volvio a 

centrifugar bajo las mismas condiciones. Las células fueron 

resuspendidas en un décimo del volumen inicial. en la misma 

disolución y se conservaron a 4 ° C. Posteriormente se tomaron 

200 ul de la suspension celular y se le adicionaron de 10 a 20ng 

de DNA (plásmidos híbridos generados en la reacción de ligación). 

Se dejó en hielo por 30 minutos y se calentó a 42 °c por 90 

segundos. Después se agregaron 1.5 ml de medio Luria con 

ampicilina (50ug/ml de medio). se incubó 50 minutos a 37 °c con 

agitación. De ah1 s~ tomaron alícuotas y se sembraron en una 

placa de Luria-ampicilina usando asa triangular. Las eficiencias 

de transformación fueron calculadas con pUC18 superenrollado como 

control. 

3.5.1 Protocolo modificado para la preparación de células 

competentes. 

La preparación de células competentes mediante este método 

tiene un paso adicional al descrito anteriormente. Este. consiste 

en una dilución 1:80 más del cultivo e incubación por 4h (bajo 

las mismas condiciones de agitación y temperatura) previo al 

tratamiento con CaC12 • 
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3.6. Hibridación in situ. 

La hibridación in situ de colonias transformadas se efectuó de 

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

A continuación se describe brevemente este método. 

Las colonias fueron transferidas a filtro de papel Whatman 

540, luego se colocaron por 8 minutos en disolución 

desnaturalizadora (NaOH 2%. NaCl 8.7%), 10 minutos en disolución 

neutralizadora CNaCl 8.7%. Tris 6.6%, pH 7.0J y 15 minutos en una 

mezcla de etanol absoluto y LiCl 8M (9:1J. Después, los filtros 

se dejaron secar a temperatura ambiente y se prehibridaron por 

18-24h en Sml de disofución a 37 °c. Las disoluciones empleadas 

para prehibridar se prepararon de igual manera que las 

disoluciones empleadas en los experimentos tipo "Southern"; sólo 

que en éste caso no contienen SDS. Se hibridó con 0.4 x 106 

cpm de DNA total de I. cruz i marcado con 32P por cada filtro. El 

lavado de los filtros, .. así como la obtención de la 

autorradiografia, se realizó bajo las mismas condiciones de los 

experimentos tipo "Southern". 

3.7. Purificación de plásmido en pequefta escala 

("minipreps"J. 

Con objeto de conocer el tipo de pl6smidos híbridos contenidos 

en las células transformadas (estimación del porcentaje de 
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plasmidos recircularizados. recombinantes y artificiosos 

bioquimicamente y aislamiento de plásmidos que mostraron una 

sena! de hibridación intensa después de la hibridación in situJ. 

una asada de células con el plásmido fue inoculada en 3ml de 

medio Luria liquido con ampicilina C 50ug/mlJ y se incubó a 37 ºe 

con agitación fuerte (250-300 rpmJ durante toda la noche. Al dia 

siguiente se colocó lml de este cultivo en un tubo Eppendorf y se 

centrifugó 45 segundos a 13,000 rpm. El botón celular fue 

resuspendido en lOOul de Tris-HCl 25mM CpH 8J, lisozima 0.02%, 

EDTA lmM CpH 7.2) y glucosa 50mM; posteriormente se mantuvo 30 

minutos en hielo y se le agregaron 200ul de la mezcla de SDS al 

1% y NaOH 0.2N. Se ~ejo en hielo otros 5 minutos y se agregaron 

150 ul de acetato de sodio 3M CpH 4.8) y se mantuvo en hielo por 

25 minutos más. Después se centrifugó 5 minutos a 13.000rpm y el 

sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo, agregando lml de 

etanol absoluto y manteniendolo a -20 ° C. Luego se centrifugo 10 

minutos a 13.000rpm y el ~oton fue resuspendido en 200ul de 

6.6.0.2 (Tris-HCl 6mM pH 7.4. NaCl 6mM: EDTA 0.2mMJ agregando 

después 550ul de etanol absoluto y 20ul de LiCl SM. Se dejó a -

20 °c por 30 minutos y se centrifugo 10 minutos a 1.3.000rpm. 

Finalmente el botón fue resuspendido en 70ul de 6.6.0.2. Se 

conservó a -20 ºc. 
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3.8. Purificación del plásmido por gradiente de cloruro de 

cesio y bromuro de etidio. 

Esta técnica se llevo a cabo de acuerdo al metodo descrito por 

Maniatis (14). con algunas modificaciones. 

La primera 

similar a la 

partiendo de 

parte de esta técnica fue realizada en forma 

técnica de "minipreps". 

un cultivo celular de 200ml. 

pero a gran escala: 

Después de la última 

precipitación el material fue sometido a un gradiente de cloruro 

de cesio para lo cual se hizo lo siguiente: El precipitado fue 

resuspendido en 9ml pe 6,6,0.2 y dividido en partes iguales en 

dos tubos. En cada tubo se agregaron 6.25g de cloruro de cesio y 

se agitó suavemente hasta que se disolviera totalmente. Luego se 

adicionaron 1.Sml de una mezcla de Tris 0.45M (pH 8). Tris 0.41M 

(pH 9.4) y EDTA 0.08M (pH 7.2). asl como 0.25ml de bromuro de 

etidio ClOmg/mlJ y 0.25ml de sarkosil al 10%. Toda esta mezcla 

fue transferida a tubos de nitrato de celulosa. se centrifugaron 

por 15h a 55.000rpm. en el rotor UVY:65.1 CBeckmanJ vertical. 

Concluido el tiempo de centrifugación se extrajo con jeringa la 

banda correspondiente al plásmido. El DNA se diluyó con un 

volumen de agua y se precipitó con 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto, luego se centrifugó por 10 minutos a 10.000rpm y se 

suspendió el botón en 5ml de 6.6.0.2 y fue medida su absorbancia 

a 260 y 280nm. 

25 



4. Caracterizaciones génicas. 

4.1. Estimación gruesa del número de copias. 

Como control del numero de copias se empleó al plásmido pRTc81 

(18). Dicho inserto de 1.6kb presenta parte del cistrón 

ribosomal de I· cruzi (que contiene parte de la secuencia 

codificadora de la molécula 245 de RNAr. así como los genes 

completos de las moléculas 52 y 56 de RNArJ . Se sabe que el 

numero de copias para estos genes es de 114 por núcleo (18). La 

estimación del número de copias de las clonas aisladas se fundó 

en: 

- La semicuantitividad de las técnicas de hibridación. 

En el conocimiento del orden de reiteración de los 

genes ribosomales contenidos en pRTc81, que es de 

102 copias por núcleo, 

Esta estimación comparativa se realizó de dos maneras: 

Mediante la hibridación in situ de las células . 

transformadas con las clonas aisladas y pRTc81. 

Mediante experimentos tipo "Southern" de los 

insertos fraccionados por electroforesis en geles 

horizontales de agarosa y transferidos a nitro 

celulosa. 
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En ambos casos la sonda empleada fue DNA total de I· cruzi 

digerido con la endonucleasa Sau 3AI y marcado radiactivamente 

por "nick-translation" (0.5 x106 cpm/fi ltro). 

4.2 Experimentos tipo "Southern". 

4.2.1 Hibridaciones cruzadas. 

Los plásmidos híbridos aislados fueron digeridos con las 

endonucleasas Eco R,I y Hind III con objeto de separar las 

secuencias clonadas del vehículo de clonación. Los productos de 

estas digestiones fueron fraccionados por electroforesis en geles 

horizontales con 5mm de espesor de agarosa al 0.8% adicionada de 

bromuro de etidio (0.5 ug/mlJ. Se recuperaron todos los insertos 

por separado mediante electroelución y adsorción a BND celulosa. 

Cada una de las secuencias fueron marcadas radiactivamente por 

"nick-translation". 

Nuevamente los plasmidos híbridos fueron digeridos y 

fraccionadas junto con el marcador de peso molecular. El DNA fue 

transferido a filtros de nitro celulosa. de acuerdo al método 

descrito Por Southern (19). Luego los filtros se secaron a 

temperatura ambiente y se hornearon con vac1o a 80 °c por 2h. 

fueron prehibridados en 15ml de formamida 50%. EDTA 2mM. SDS 
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0.2%. fosfatos de sodio 120mM CpH 7). SSC 2x y disolución 

Denhardts 4x CFicoll 400 0.002%. PVP-40 0.002% y albúmina sérica 

bovina 0.02%) por 3 h. Los filtros se hibridaron con 0.5 x106 

cpm de DNA correspondiente a cada una de las secuencias marcadas 

con 32P. desnaturalizadas por calor en 8ml de una disolución 

preparada igualmente que la de prehibridación. Los filtros 

fueron lavados en tres ciclos que incluyeron enjuague en SSC 0.2% 

e incubación en SSC 0.2x y SOS 0.1% a 37 ºc. con agitación 

constante durante lh. La autorradiografia se obtuvo al 

sobreponer el filtro seco a una placa de rayos X (XOmatt RP 

KodakJ en presencia de una pantalla intensificadora en lapsos de 

1 a 3 dfas a -70 ° e. 

4. 2. 2. Experimentos tipo "Southern genómico". 

El DNA genómico fue digerido con las endonucleasas de 

restricción (Eco RI. Hind III y Pst I} y fue fracci.onado por 

electroforesis en gel horizontal de agarosa al 0.8% en TBE lX de 

15 X 20 X 0.5cm. con bromuro de etidio (0.5ug/mlJ. Los geles. de 

5mm de espesor fueron sometidos a una diferencia de potencial de 

50 a lOOv. las bandas de DNA fueron visualizadas con luz 

ultravioleta de onda corta. El° tamano de los fragmentos de DNA 

fue calculado mediante la calibración de los geles con los 
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fragmentos de restricción del DNA del fago lambda con la 

endonucleasa Hind III (17). Posteriormente el DNA de los geles 

fue transferido e hibridado bajo las condiciones descritas para 

las hibridaciones cruzadas. Las sondas empleadas fueron todos y 

cada uno de las secuencias aisladas (prospectos de secuencias 

repetidas en el genoma de I. ~J. 

4.3. Mapeo de sitios de restricción. 

Las secuencias aisladas (Prospectos de secuencias repetidas en 

el genoma de r. 
y/o Hind III se 

~J que mostraron sitios internos 

sometieron a digestiones sencillas y 

para EcoRI 

dobles con 

estas endonucleasas para determinar la ubicación relativa de 

éstos. 
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fig. 2 Mapa de restricción del veh1culo plasmidico de 
clonación empleado 
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RESULTADOS 

1. Construcción del banco genómico. 

Para la construcción del banco genómico se emplearon 

fragmentos de DNA total de I. cruzi cuyos tamaNos fueron de 4.3 a 

6.6kb (obtenidos de la digestión parcial con Sau 3AI del DNA 

total de I· cruzi). Estos tamaNos fueron seleccionados por ser 

tamaNos facilmente identificables ya que comigran co.rmarcadores 

del fago lambda digeridos con Hind III. Con estos fragmentos se 

generaron plásmidos recombinantes estables. pues el fragmento a 

clonar más grande ten1a un tamaNo de 6.6kb: fragmento que no 

triplica en tamaNo al vehículo de clonación (14). Por otro lado. 

si se hubiesen generado plásmidos recombinantes con 2 insertos de 

origen no contiguo en el genoma de I· cruzi. estos se 

reconocer1an fácilmente pues el tamaNo total del DNA insertado 

sería por lo menos dos veces 4.3 kb (i.e. 8.6). tamaNo mayor que 

6.6 kb (11mite superior de insertos seleccionados). 

La endonucleasa Sau 3AI fue elegida por ser una 

endonucleasa de restricción que reconoce un tetranucleótido. Por 

ser un tetranucleótido. la probabilidad de su frecuencia a lo 

largo del genoma es alta. Esta característica ofrece obtener 

tras una digestión parcial de DNA genómico productos de digestión 

en una amplia gamma de tamaNos, cuyas secuencias pueden 
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sobrelaparse (23). Por otro lado. los extremos generados por Sau 

3A son compatibles con los de Bam HI. sitio presente en el 

enlazador múltiple de clonación del vehiculo empleado pUC 18. 

Para efectuar el aislamiento de los fragmentos de nuestro 

interés se digirieron 15ug de DNA en las condiciones 

consideradas como apropiadas para el enriquecimiento de dichos 

fragmentos C0.66U enzimáticas de Sau 3AI/ug de DNA e incubados 

10 y 15 minutos a 37 °cJ. 

La concentración del preparado fue estimada comparativamente 

mediante la electroforesis simultanea de un volumen conocido de 

nuestro concentrado y de ug conocidos de DNA: verificando al 

mismo tiempo los tamaftos de los DNA aislados con ayuda del 

marcador de peso molecular. 

Por otro lado se preparó al vehiculo de clonación pUClB 

ampicilina. el cual fue digerido con la endonucleasa Bam HI (que 

genera extremos cohesivos co~patibles con los extremos generados 

por la endonucleasa Sau 3AIJ y desfosforilado en sus extremos 

5'. 

Ya teniendo listos estos dos reactivos se dispuso a realizar 

la ligación de ellos (tabla lJ. 
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tablal 

CONDICIONES DE LA REACCION DE LIGACION CELULAS TRANSFORMANTES 

M M j{i j/i RELACION No DE COLONIAS % DE IWMIDO 
pUC18 ADN pUCta ADN MOi.AR TRANSFORMANTES RECIRCULARIZADO 

2.9x1¡jl 7.9xt010 62 21 32,810 

2.Sx1a9 NO 

EFICIENCIA DE TRANSFORMACION. ND 
·9 

2.9xt0 
·10 

7.9x10 62 21 43,500 

2.9xt0
9 

510 

EFICIENCIA DE 
7 

TRANSFORMACION 1.13x 10 CELJµg de DNA 
·9 ·10 

2.;x10 7.2x100 62 21 18,360 
.9 

2.9x10 1,542 

7 
EFiENCIA DE TRANSFOAMACION. 1.13x10 CEVµg de DNA 

TABLA 1. CONDICIONES Y CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE LAS REACCIONES DE UGACION 
WpUC18 MOLARIDAD DE pUC18, WAON DE WJW.J/l PAAAMETROS DE DUGA!CZVK (7) 
NO NODETERMINADO 

34 



2. Caracterización del banco genómico. 

Con objeto de hacer un análisis tanto cualitativo como 

cuantitativo de los productos de ligación, se transformaron 

células competentes de la cepa MC 1061 de ~. coli con los 

productos de estas reacciones. Simultáneamente se 

transformaron éstas con cantidades conocidas de pUClB 

superenrol lado a fin de estimar la eficiencia de 

transformación y con los productos de recircularización de 

la reacción de ligación (determinación de plásmidos 

recircularizados biológicamente) (tabla lJ 

Luego de obtener las células transformantes. se extrajo 

mediante la técnica de "mini preps" un determinado número 

de plásmidos hfbridos (reconocidos por el fenotipo 

conferido a las células: resistencia a ampicilina) que 

cumplieran con el úni70 requisito de estar contenidos en 

colonias de~- coli francamente aisladas. Estos plásmidos 

fueron digeridos con las endonucleasas de restricción Eco 

RI y Hind III cuyos sitios de restricción flanquean -en un 

plásmido hfbrido- al fragmento de DNA clonado. 

Puesto que dentro del mismo fragmento clonado pueden 

existir sitios de restricción para estas endonucleasas se 

espera tener diferentes productos de digestión (fig 3J. 
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pUC1,-Bam HI 

';"'"'" Hind 111* 
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• Plásmido recircularizado 
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E 

1 Eco RI J, HinCf 111 
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ge nómico 

H lsau 3AI 
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H E 

fig. 3 Esquema de los plásmidos recombinante~ 
construidos y de los posibles productos de la 
digestión doble con Eco RI (El y Hind III CHJ. 
E* y H• sitios pe restricción para Eco RI y Hind 
III dentro del "poli l inker" en el vehículo de 
clonación 
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La información obtenida de este tipo de ensayos fue: 

Aproximación del porcentaje de plásmido 

recircularizado (determinado biológicamente). 

Aproximación del porcentaje de plásmido 

recircularizado (determinado bioqu1micamente). 

Aproximación del porcentaje de plásmido 

artificioso <considerando como plásmido 

artificioso aquel cuyo inserto tuviera un tamano 

mayor de 6. 6kb) . 

Tamano promedio de los fragmentos de DNA 

clona.dos. 

A continuación se presenta.n ta.bula.dos los resultados 

obtenidos en nuestros, intentos por construir una ba.nco 

genómico lo más completo posible (tabla 2) . 

TABLA :2 
SANCOS GENC>MICC>S ANTES DE AIV1PLIFICAA 

2 

3 

32,61 o 
43,500 

, 6.360 

ND 

ND 

64 

ND 

ND 

130 

NO No determinado NO No observado 

'. 

37 

ND 

33 

NO 

ND 

ND 

, 6,692 



Con 11:1 intención el número de clonos 

recombinantes se procuró mejorar la eficiencia de transformación 

aumentando la actividad metabolica de las células (21), previo al 

tratamiento de cae~ en lo preporación de células competentes 

siguiendo el protocolo modificado. 

Mediante este método realmente se logró mejorar la 

eficiencia de transformación, pues aumentó en un orden de 

magnitud el ntimero de celulas transformantes con plásmido 

superenrollado (datos no presentados) sin aumentar el Nº de 

células transformadas con los plásmidos recombinantes generados 

en la reacción de ligación. Ya que la conformación del DNA -se 

ha informado- no afect,a de manera importante a la eficiencia de 

transformación (20). es factible pensar que el bajo número de 

plásmidos recombinantes clonados se deba a las características de 

la suspención de plásmidos recombinantes per se y no a la 

capacidad de las células para incluirlo. 

De los bancos genómicos con un bajo 

porcentaje de plásmidos recircularizados y artificiosos que 

adicionalmente mostraron mayor número de plásmidos recombinantes 

(104 ) se amplificaron y de cada uno de el los se determinó 

nuevamente cada uno de estos valores de una manera semejante con 

objeto de estimar la magnitud del efecto de minirrepresentación 

de los plásmidos recombinantes. 

l>.derMB ::ie detennin•:> pi.1.r-a cada banco el nQmero de colonias 

transforrnantee generi.l.das por u l del concentrado de p 1 ásmidos 

recombinantes !tabla 3). 
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3. Amplificación del banco genómico y conservación. 

El banco considerado como el de mejores características (banco 

NQ3, tabla 2) fue conservado a -20 ° C como una suspensión de 

plásmidos recombinan tes superenrol lados aislados del total de 

transforman tes del cultivo. De esta forma se evita la 

problemática del mantenimiento de colonias bacterianas 

transformantes viables: que ademas por tratarse de ,f;. col i MC 

1061, (que es Rec A t J • se corre el riesgo de perder las 

secuencias clonadas por recombinación. o bien, se pueden perder 

los plásmidos cuando disminuya la presión selectiva (actividad 

bacteriostática de ~a ampicilinal presente en el medio de 

cultivo. 

El banco genómico construido no es representativo del genoma 

der. cruzi. pues el mayor número de clonas obtenidas fue de 1.7 

por 1rJ con un porcentaje d~ plásmido recircularizado del 8.4%. 

De este modo. empleando la ecuación probabiltstica informada por 

Clarke y Carbon(llJ y considerando que el tamaffo del genoma es de 

3.9 X 108 pb (5 y 7). sólo existe una probabilidad de 0.22 de 

contener cualquier secuencia de DNA en particular dentro del 

banco. 

efecto 

Adicionalmente. durante la amplificación se observó un 

de minirrepresentación de plásmidos recombinantes 

(incremento de plásmidos recircularizados) y enriquecimiento de 

algunos plásmidos recombinantes. 
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TABLA 3 

BANCO DESPUES DE AMPLIFICAR 

BANCO 
COLONIAS 

TAANSFOAMANTES 
% DE PLASMIDO 

RECIACULAAIZADO 
TITULO 

Nº DE PLASMIDOS 
AECOMBINANTES 

3 18,360 379 

4.Aislamiento de secuencias repetidas. 

? 
1.3x10 16,892 

El DNA total de I· cruzi marcado radiactivamente (con una 

radiactividad espec:!f,ica de 3. 2 x10 6 ) fue empleado como sonda 

para identificar mediante hibridación in situ aquellas colonias 

transformantes poseedoras del plásmido recombinante, cuyo inserto 

corresponde a secuencias repetidas en el genoma. 

Aan cuando no se usa una sonda espec!fica para este tipo de 

secuencias, es posible id.entificarlas debido a la peculiar 

cinética de renaturalización que muestran y al mayor namero 

relativo de copias presentes a lo largo del genoma. Estas 

diferencias con respecto al resto de las secuencias permitirán 

distinguirlas, pues la intensidad de las senales en una 

autorradiograf:!a tras hibridar contra DNA total serán de mayor 

intensidad . 

Esta sonda fue empleada para hibridar 8,000 colonias 

transformadas. con el banco genómico antes mencionado. En las 
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autorradiograf 1as de esta primera hibridacion se observan senales 

con diferentes intensidades y se escogieron a que 11 as que 

mostraron una sena! muy intensa y constante en densidades de 1c3 , 

10Zy ldcolonias/ placa. De las 8 colonias finalmente 

seleccionadas y aisladas se tomaron 3 de ellas para hacer -a 

~ modo- una estimaciOn de la reiteraciOn mediante la 

comparaciOn de la intensidad de la senal, aprovechando la 

semicuantitividad de la técnica y tomando como referencia la 

clona pRTc81 que contiene un fragmento del cistrOn de rRNA de I· 

cruzi, del cual se sabe tiene aproximadamente 1d copias por 

genoma haploide (18).fig. 4 
.. . . -- .. ---:..___~ -

~~~·,. 
\ 

\ / 
pMTc 27 

. 0000 0000 0000 OOOo \ pUCl8 

' "et,º ' "et,º t \ 1 ~ " pRTc 81 
1 pMTc 38 

':'· ..,,,_,,.~~ --- pMTc 73 

fig. 4 Autorradiograf1a de la hibridación i.!l ~ de 3 
de las clonas aisladas y la clona pRTc81 donde se 
empleo DNA total como sonda; ooo ubicación de los 
controles que no mostraron senal de hibridación. 

Al observar la autorradiograf1a de este experimento. se cree 

que las clonas aisladas son cuando menos 10 veces m6s reiteradas 

que los genes ribosomales; tras esta confirmación acerca del 

grado de reiteración de estas secuencias Caprox. 
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copias/genoma haploideJ se consideró necesario verificar si se 

trata de plásmidos recombinantes monoméricos. Para esto fue 

indispensable aislarlos y fraccionarlos por electroforesis junto 

con el marcador de peso molecular y el plásmido pRTc81 para 

ratificar la reiteración de las secuencias. 

·De esta manera sabremos si son plásmidos monoméricos 

(conociendo el tamafto de los plásmidos híbridos) y corroboraremos 

su reiteración relativa tras transferir a NC e hibridar contra 

DNA total (fig. 5 y 6) 

Los tamaftos que mostraron los diferentes plásmidos híbridos 

aislados no excedieron de 9.3kb. por esto se cree que se trata de 

plásmidos monoméricos. Al mismo tiempo se observó que 

aparentemente 5 secuencias de las 8 aisladas son semejantes. pues 

presentaron un patrón de restricción muy similar tras digerirlas 

con las endonucleasas Eco RI y Hind III (fig. 5). 

La autorradiograf ia obtenida de la hibridación con DNA total 

muestra que en todos los casos. a excepción del fragmento pequefto 

de 0.5kb (27-3, fig. 6), se trata de secuencias repetidas sin 

lugar a dudas, además, es notable que los diferentes fragmentos 

generados por la digestión de las clonas semejantes (27-1. 27-2 y 

27-3, fig.5J tienen -asi como el resto de las secuencias 

aisladas- diferentes intensidades en sus seftales de hibridación 

(fig.6J. por esto se sospecha que cada fragmento corresponda a 

secuencias diferentes con diferente grado de reiteración. 
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~ 
fig. 5 Perfil electroforético de las clonas aisladas 

(carriles 1-4 y 8-llJ y pRTc81 (carril 7) digeridos 
con~ RI y Jii.ru! III pUC18 (carril 5J. control de 
peso molecular (carril 6). Conjuntamente se 
muestran los tamanos y denominaciones de cada uno 
de los fragmentos generados en la digestión doble 
de las secuencias aisladas para una f4cil 
identificación en lo futuro. 

43 



kb 

• 
11 

••• ... _. 

l 
1.1-2 
4-'--
4.0-s-r 

27 38 
• 'º ~ 

• 
• 
• 

• ¡¡ 
1 u 

~ i. 
• 

.n 93 

~· 
:f ~ 

. '""""· 
•· •• 

..... 

.. 114 fragmentos 

• 

--• 
• -21-z 

0.1-

pMTc 27 

pMTc 93 

fig. 6 

• 

1 \i 

~ 
Autorradiograf:la del experimento tipo "Southern" 
del perfil electroforético mostrado 
anter.iormente Cfig.5) donde el DNA total de .!· 
cruzi fue empleado como sonda. 
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S. Hibridaciones cruzadas. 

Posteriormente se realizaron hibridaciones cruzadas entre 

todos y cada uno de los fragmentos generados en la digestión 

doble de las secuencias (con Eco RI y Hind IIIJ con objeto de 

averiguar si se trata de secuencias relacionadas entre s1 o bien 

de secuencias lo suficientemente diferentes que no muestren 

hibridación cruzada (fig.7 y Sl. • ¡ 

11 27311 10~{_¡ 

pMTe 27 

kb • 

CU-

~ 

~ 

tJ••• 

-.: .... 
l¡I 1 

!l. 
d 

1 

. n a H fragmento a 

• 

·1~--1 

1-~~ 

e...;.2,.... 

fig. 7 Autorradiografta del experimento tipo "Southern" donde 
las clonas aisladas fueron digeridas con ~ RI Y H.ill!! 
Ill. e,hihridadas contra el inserto completo de la 
clona pMTc2?. 
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73 93 98 7.3 9.3 98 73 93 98 73 93 98 
Kb .... ·¡ 1 • ¡ 

1 

23 1 

·1' 
·¡ 

9.7 • ! 

e.s·• ,) -·•; 
~ 43,- ·~- i • 1 
¡.....93-1 

...... -
2.3 
2.0 

1 
-¡¿:. 

• 1 --93-2 
ºti4' . . 

SONDA-?...___ 73---i 1--- 93-1-1 1- ·93-'2~ ...___,, 98 

pMTc 93 i-1-----~'i--i 

fig.8 Autorr.adiognlf!a del experimento tipo "Southern" donde J 
las clo~as 73. 93 y 98 fueron digeridas con EcoRI y Hind 
rrr. hibridadas contr~ los fragmentos 73. 93:¡-;- 93-2-y-"9s. 
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De estas hibridaciones se concluyó que: 

Las clonas que mostraron un patron de restricción 

semejante (15. 27. 38. 60 y 114. fig 5), al parecer se 

trata en realidad de clonas hermanas (pMTc27l Cfig. 7). 

Los tres fragmentos generados de la digestión doble 

de esta clona (27-1. 27-2 y 27-3) son secuencias 

que no están relacionadas entre s1 (no están 

ilustrados estos datos), y que por resultados 

anteriores se sospecha que se trata de secuencias 

diferentes con, diferente grado de reiteración, (fig.6) 

Los fragmentos 93-1 y 93-2 (f ig. 8) no mostraron 

hibridación cruzada en los experimentos realizados. 

En las clonas aisladas aparentemente están 

contenidas siete diferentes fragmentos de secuencias 

repetidas (27-1, 27-2. 27-3, 73. 93-1. 93-2 y 98) de 

las cuales solo dos de ellas (73 y 98,fig.8) parecen 

estar relacionadas entre s1. 

6. Experimentos tipo "South.ern genómicos". 

Para iniciar su caracterización se realizaron experimentos 

tipo "Southern" empleando como sonda todos y cada uno de los 
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fragmentos generados en la digestión doble de las secuencias 

aisladas. Las autorradiograf 1as obtenidas de estos experimentos 

se muestran a continuación (fig. 9 y 10). 

E.NZ 1 M A_. E H p E H p E H p 
Kb 

1 e 

l 
23 

.¡· 

9~7 1 6.6 ·-4.3 ·-
~~? .. .. _ 

2.3 
..... 

2.0 ._, -
~, -

-... 
• \~ .·.:J 

o.s 
~ 

SONDA -t> -- 2 7-l.-----4 ...-- 27-2-:----4 - 27-3-; 

pMI"c 27 

fig. 9 Autorradiograf1a del experimento tipo "Southern 
genómico" donde el DNA genómi!io fue digerido con EcoRI 
(El. Hind III CH) y~ I CPl e hibridado con los 
fragmentos 27-1. 27-2. y 27-3. 
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fig.10 Auton·adiografia del· experimento tipo "Southern 
genómico" donde el DNA genómico fue digerido con EcoRI 
CE). Hind III CH) y Pst I CP> e hibridado con los 
fragmeñtO°s 73, 93-1.~-2 y 98. 
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Los perfiles de hibridación que muestran los fragmentos 27-1. 

27-2 y 27-3 (fig. 9) confirman que cuando menos uno de ellos -el 

fragmento 27-1- corresponde a secuencias con un grado de 

reiteración diferente y cada uno con un patrón de dispersión 

distinto. Al mismo tiempo se observó que los fragmentos 

clonados corresponden a sólo una porción de una secuencia 

repetida más grande, mayor de 9.7kb. 

Además se confirmó que las clonas 15. 27, 38, 60 y 114 (fig. 

5) son clonas hermanas. pues al contener una porción de secuencia 

unica en 5 diferentes clonas (fig. 9) dentro del banco genómico 

sólo se explica considerándolas como clonas hermanas. 

Se corroboró que los fragmentos 73, 93-1 y 93-2 (fig. 5) son 

secuencias repetidas que presentan cuando menos un patrón de 

dispersión diferente. pero por otro lado, existe cierta semejanza 

entre el patrón de dispersión de los fragmentos 73 y 98 (fig. 

10). lo cual concuerda con los resultados de los ensayos de 

hibridación cruzada (fig. 8) pues existe el antecedente de que 

aparentemente se encuentran relacionadas entre s1 y también en 

estos casos los fragmentos clonados parecen constituir una 

secuencia más grande. 

Además es notable que 

III o no están muy 

los sitios de restricción Eco RI y Hind 

conservados o no están organizados 

periódicamente en las familias de secuencias repetidas. 
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7. Mapeo de sitios de restricción. 

Las secuencias clonadas en pMTc27 y pMTc93 Cfig. 5) que 

mostraron sitios internos para EcoRI y/Hind III se sometieron a 

digestiones sencillas y dobles para así determinar la ubicación 

relativa de éstos. 

De estos experimentos se dedujo la posición relativa de los 

sitios de restricción internos para estas endonucleasas 

del fragmento clonado en pMTc93 y para los sitios internos de la 

clona pMTc27 sólo se determinó cuales son pero no se concluyó su 

posición relativa. 

pMTc 27 

pMTc 93 

·~ 

fig. 11 Mapa de los sitios de restricción para~ Ri, Hiru1 
III y Sau 3AI. La ubicación relativa de los sitios de 
restricción para Eco RI en el pl6smido pMTc 27 se 
desconoce 
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DISCUSION 

1. Representatividad del genoma de I· cruzi en el banco 

gen6mico construido. 

Asumiendo que el contenido de DNA total en I· cruzi es de 

aproximadamente 3.9x106pb CONA nuclear+ DNA de cinetoplasto) (5) 

y considerando que se tienen 1.56xld clonas independientes 

construidas, que contiene cada una un promedio de 5.45kb y 

aplicando la ecuación probabil1stica reportada por Clarke y 

Carbon (1976). (lll tenemos: 

donde 

p - 1 - ( 1-f)" 

f _ 5.45 x!03 

3.29 X 10 8 
1.656 x10-5 

N - 1.56 x10 4 clonas 

entonces p - 1 - ( ~ - 1. 6 xlO -5) 1.56 xl04 

p - 0.22 

De esta manera. existe una probabilidad de 0.22 de encontrar 

en dicho banco genómico cualquier secuencia en particul~r. Esta 

probabilidad es, por supuesto, referida a secuencias únicas. 

Un banco gen6mico de I· cruzi representativo (P > 0.9) con el 

mismo tama~o de fragmentos clonados requiere de aproximadamente 1 

x1a5 clonas independientes.· Esta cantidad se pretend1a alcanzar 

considerando que se pueden tener hasta 1a clonas (20). 
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El bajo número de clonas construidas muy probablemente no se 

deba a la poca capacidad de las células competentes de incluir 

DNA exógeno. sino a la baja eficiencia 

plásmidos recombinantes construidos. 

de transformación de los 

Sin embargo. el banco genómico es útil para aislar genes o 

secuencias con un grado de reiteración de 1o'l copias por genoma 

haploide. Tal es el caso de las secuencias aisladas en el 

desarrollo de este proyecto. asi como el aislamiento del gen 5S 

de I· cruzi (60). 

2. Secuencias repetidas aisladas. 

Se aislaron 4 clonas diferentes cuyos insertos tienen un 

tamano promedio de 5kb y cuya reiteración es del orden de 10 3 

copias por genoma haploide. 

Estas secuencias no corresponden a DNA de cinetoplasto 

(minicirculos) 

posibilidad (24). 

pues su tamano y reiteración des~artan la 

Por otro lado. muestran una organización interna. que 

consiste en diferentes dominios formadores de una secuencia 

repetida más larga ( >9.3 kb) e interdispersa en el genoma de 

I.cruzi. que parecen estar dispuestos de diversas maneras dentro 
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de cada miembro de la familia de secuencias. 

Organizaciones de este tipo ya han sido reportadas para 

secuencias repetidas de I· cruzi (25) y de algunos otros 

organismos (26-38). Esta estructura parece ser característica de 

las secuencias repetidas. largas e interdispersas. 

Un modelo sobre la organización interna de estas secuencias 

fue propuesto por Moyzis (28) quien se basa en los resultados 

obtenidos en los experimentos de reasociación, usando las 

fracciones de renaturalización largas C>2.000pbl y cortas (300 

pbl de secuencias moderadamente repetidas (resistentes al 

tratamiento con nuc leasa S¡ J como "driver" donde observa que 

todas las secuencias repetidas están presentes en ambas 

fracciones (largas y cortas). Los experimentos de reasociación 

indican que algunos de los fragmentos peque~os resistentes al 

tratamiento con nucleasa s 1 están presentes en el DNA de hamster 

como parte de una secuencia repetida mas grande . 
• ,.,a.•,c . ., 
' •4 

.,¡_ 
~-
~~ ' 

fo'e'a'G'01" 

··... 
)' .. 

fig. 12 Representación de una porción de DNA que incluye 
dos bloques de secuencias repetidas (en obscuro) 
organizadas en "scrambled tandem clusters" 
flaqueados por secuencias de DNA no repetidas (en 
claro) . Los bloques de DNA repetido está dividido en 
distintas secuencias repetidas mas cortas 
designadas por las letras A.B .. Z. Dos secuencias 
repetidas de DNA invertidas son designadas por A' y D'. 
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fig. 13 Algunas estructuras de renaturalización propuestos 
para las secuencias repetidas representadas en la 
fig.12. 

Asumiendo esta organización se ha propuesto que probablemente 

algunas secuencias repetidas interdispersas consideradas como 

cortas, en realidad son segmentos de una secuencia más larga C26) 

y tomando en cuenta la homologia encontrada entre secuencias 

repetidas cortas y largas también se ha sugerido la probabilidad 

de que las secuencias cortas existentes hayan evolucionado de 

las secuencias repetidas largas (38) o bien que hayan divergido a 

tiempos similares (45). 

El significado de la prevalencia y amplia distribución de las 

secuencias repetidas e interdispersas en el genoma de eucariontes 
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es aún una incógnita. Un análisis probabilistico refuta la idea 

de que se trate de secuencias parásitas (39) cómo habia sido 

sugerido anteriormente (40 y 41). Esto aunado a su distribución 

en el genoma (48-57): a los transcritos encontrados (8. 51-53) y 

a sus caracteristicas estructurales sugiere su intervención en 

alguna función desconocida hasta el momento. Ademas. existe 

cierta semejanza con el modelo de regulación de expresión génica 

propuesto por Davidson. E.H. y Britten. R.J. (1979) (46). 

Pero todo esto no deja de ser mera especulación. Lo que hasta 

hoy si ha sido demostrado para muchas secuencias repetidas e 

interdispersas es S}-1 movilidad, que se cree. es mediante 

retroposición (10.29, 42-44> y han llegado a considerarse como 

retroposones no virales. 

En base a su movilidad se cree pueden ser -en parte

responsables de la marcada fluidez de la información genética de 

eucariontes (10). 

Esta posibilidad concuerda con la plasticidad descrita para 

genomas de parásitos y puede explicar el alto grado de 

polimorfismo encontrado entre diferentes aislados de I· cruzi. 

Una caracteristica importante y útil de este tipo de 

secuencias es que -por lo regular- son especie especifica. asi de 

ellas pueden generarse sondas con fines diagnósticos. taxonómicos 

o mapeo genético. (53-59) 
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CONCLUSIONES 

Fue construido un banco genómico de I· cruzi que consta de 

1.7x 10 4 clonas independientes conservado a -2d' C como 

una suspensión de plásmidos recombinantes superenrollados. 

Se analizó el banco genómico cualitativamente y 

cuantitativamente de donde se obtuvieron los siguientes 

resultados. 

NQ de clonas independientes: 

Porcentaje de plásm,ido recircularizado: 

Título !NQ de colonias transformantes 

1. 7 X 104 

37.9% 

por µ l del concentrado) : 1. 3 x 107 

cuando la eficiencia de transformación fue:7.7 X 106 /µg DNA 

La probabilidad de aislar una secuencia única del 

genóma de I. cruzi según la ecuación de Clarke y Carbon 

es de 0.22% 

Fueron aisladas secuencias repetidas en el genoma de I. 

cruzi cuyos tamafios son mayores de 9 kb y su reiteración 

es del orden de 1~ copias por genoma haploide. 

(11) 

Fue observada una peculiar organización interna de las 

secuencias repetidas constituida por pequeffos y diferentes 

dominios formadores de una secuencia repetida más larga 
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que parecen estar dispuestos de diversas 

cada miembro de la familia. 
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GLOSARIO 

Agente etiológico. agente causal 

- Amastigote. Face intracelular de protozooario flagelado 

Amplificación. Producción selectiva de múltiples copias de 

una o varias secuencias de DNA. 

- Aperistalsis. Ausencia de peristalsis 

Peristalsis . Movimiento vermiforme del intestino. una 

onda de contracciones circulares alternadas. 

Cardiomegalia. Crecimiento del corazón. 

- Células recticuloenµoteliales. Sistema de macrofagos. 

fagocitos activos que incluyen partfculas. estan 

presentes en los ganglios y retfculos de varios tejidos de 

órganos (bazo. hígado, nodos linfaticos. tejido 

conectivo, etc. 

Células competentes. Células bacterianas capaces de incorporar 

DNA exógeno y llegar a transformarse por él. La competencia es 

una propiedad transitoria de los cultivos bacterianos. 

Cinetoplasto. Estructura circular tenida intensamente 

DNAt encontrado en parásitos flagelados cerca de la base 

del flagelo. Es un organelo celulcar autoreplicativo que 

contiene DNA. que ordinariamente se divide antes que el 

núcleo. Según microscopia electrónica es un saco que contiene 

fibrillas densas que contienen DNA y crestas típicas 

mitocondriales formadas a partir de la membrana interna. 
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Clonación molecular. Inserción de moléculas de DNA de 

origen procarionte o eucarionte a un vehículo de clonación. 

El procedimiento empleado para la clonación molecular 

requiere un vehículo de clonación apropiado para la 

replicación (plásmido o bacteriofago) y la selección del DNA 

extraf'lo , una técnica para la unión covalente de los 

fragmentos de DNA procedentes de diferentes fuentes 

biológicas, y un método para la introducción de las 

moléculas híbridas resultantes en bacterias receptoras, sin 

que se altere sustancialmente la viabilidad bacteriana. 

- DNA híbrido o DNA recombinante. ADN generado de la unión 

covalente de dos moJéculas de DNA de diferente origen. 

Duplicación. Cambio de estructura cromosoma! resultado de 

hacer doble una sección del genoma de procariontes y 

eucariontes. El tamaf'lo del segmento varia. 

Eficiencia de transformación. número de colonias transformadas 

por ug de DNA. 

Epimastigote. Es el estado de protozooarios flagelados 

donde el flagelo emerge de la parte anterior del 

cinetoplasto . 

Haploide. Una sola copia del genoma. 

Heteroxénico. Digenético, subclase de parásito 

caracterizado por un ciclo de vida complejo que incluye 

estados de desarrollo 

invertebrado. 

e.n hospedero vertebrado e 

Hibridación: Renaturalización de moléculas de DNA-DNA o 
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DNA-RNA. La hibridación de ácidos nucleicos se puede usar 

para determinar si existe homología apreciable. entre una 

secuencia de prueba y una fracción dada del genoma. 

Isosquizómero. Endonucleasas que reconocen la misma 

secuencia pudiendo realizar cortes en el mismo lugar o en 

diferentes lugares y generar extremos de corte compatibles. 

Linfoadenopattas. Cualquier desórden que afecte a los 

nodos linfáticos. 

Marco de lectura abierta. Se establece por la presencia de 

codones de iniciación, terminación además de tener los 

tripletes de los codones no desfasados. 

Megacolon. condición extrema de dilatación e hipertrofia 

del colon. 

Miocarditis. Inflamacion del miorcardio. 

- Morbilidad. Porción de una comunidad afectada por una 

enfermedad. 

Mortalidad. Porción de una.comunidad que muere por una 

enfermedad. 

Polimorfismo. ocurrencia regular y simultánea en la misma 

población de dos o más variantes de genomas en frecuencias 

que no pueden explicarse por mutación recurrente. 

Recombinación génica. Un conjunto de procesos que producen 

nuevas relaciones de ligamento de los genes o de las 

unidades de recombinación. La recombinación genética 

requiere la asociación intima de dos (o más) genotipos 

difetentes. · 
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Reservorio. organismo acarreador de cualquier forma de 

vida que permite la supervivencia del segundo. 

Retrotransposon. Secuencia de DNA discreta móvil 

dentro del genoma mediante un intermediario de RNA. 

Tripomastigote. estado de parásitos flagelados donde el 

flagelo emerge de la parte posterior del cinetoplasto. 

Unidad enzimática para DNAsa. Una unidad causa un incremento en 

absorvancia a 260nm de 0.001 por minuro por mi a 25ºC con DNA 

como substrato. 

Unidad enzimática para DNA !igasa. Una unidad liga lµg de DNA 

del fago lambda previamente digerido de forma total con la 

endonucleasa Eco RI, en lh a 22°c en 20ul de reacción. 

Unidad enzimática para DNA polimerasa I de g. coli. Una unidad 

convierte 10 nanomoles de desoxirribonucleotidos en material 

insoluble en ácido en 30 minutos a 37°c. 

Unidad enzimática para endonucleasas. 

requerida para digerir lµg.de DNA en 

cantidad de enzima 

60 segundos a 37°c. 

- Unidad enzimática para fosfatasa alcalina. cantidad de enzima 

necesaria para hidrolizar 1.0umol de fosfato de p-nitrofenol 

por minuto a 3~ C a pH 10.4.y 

Vector. Insecto acarreador de cualquier forma de vida que 

sea agente infeccioso. 

Vehículo de clonación. plásmido o bacteriofago intacto o 

modificado al cual se pueden unir cova!entemente secuencias 

de DNA de origen procarionte o eucarionte, que tiene la 

capacidad de autoreplicarse. 
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APENO ICE 

Medios de cultivo y disoluciones. 

- Medio de infusión de higado y triptosa: Infusión de 

higado 0.5%, triptosa 0.2%. NaCl 0.4%. KCl 0.4%, 

Na2HPq 0.8%, glucosa 

hemina 0.0025%. 

0.2%. suero bovino fetal 10% y 

- Medio Luria: Peptona 1%, extrecto de levadura 0.5%, NaCl 

1% y agar 1.5%. 

- Disolución Denhardts: ficoll 400 0.002%, PVP-40 0.002% y 

albúmina sérica bovina 0.02%. 

- Disolución desnaturalizadora: NaOH 2% y NaCl 8.7%. 

- Disolución neutralizadora: NaCl 8.7% y Tris-HCl 6.6% 

llevado a pH 7.0 

- SSC: NaCl 50mM y citrato de sodio 15mM. 

- TBE: Tris-HCl 5.4%, ác. bórico 2.74% y EDTA 0.46%. 

- 6,6,0.2: Tris-HCl 6mM CpH 7.4), NaCl 6mM y EDTA 0.2M. 
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