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RESUMEN. 

En esta tesis se caracterizó molecularmente el sistema 

génico RNAr 5S de Trypanosoma cruzi. Se realizaron 

hibridaciones genómicas tipo Southern, encontrándose que los .  

genes para el RNAr 5S de este parásito están organizados en 

tandem con repeticiones de aproximadamente 500 pb, y que esta 

organización se encuentra muy conservada en diferentes cepas 

mexicanas y sudamericanas. Ensayos de renaturalización 

cuantitativa RNA:DNA revelaron que existen aproximadamente 

1600 copias génicas del RNAr 5S por núcleo, lo que representa 

un valor 16 veces mayor al encontrado previamente para la 

unidad de transcripción de las moléculas mayores de RNAr 

(18S-246), Cromosomas de T. cruzi fueron separados por geles 

de campos alternos transversos, y mediante ensayos tipo 

"Southern" s'e encontró que tanto los genes para el RNAr 53 

como para el RNAr 186 se encuentran en dos cromosomas uno de 

los cuales es común ("1385 Kpbj para ambas moléculas. El 

aislamiento de una clona genómica . (pRTC14-2) permitió 

conocer la estructura primaria del gene RNAr 56. La 

estructura secundaria probable fue deducida usando como gula 

el modelo universal propuesto por Delihas (44). Las regiones 

probables de control interno de la transcripción (i.e.. cala 

A y caja ej fueron localizadas al comparar nuestra secuencia 

con otras reportadas para otros organismos. ya que se trata 

de regiones altamente conservadas en eucariotes, Ademas, en 

la. región espaciadora del DNA 56 de este parásito se 
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jdontificaron 8 ca Tac í4-vet elemento8 que t'orillan parle del 

promotor de genes transcritos por la polimerasa II. Con la 

finalidad de identificar la existencia-de proteínas nucleares 

que interaccionen in vitro con los diferentes elementos de 

control identificados (regiones de control interno A y C y 

las cajas G+C), se realizaron ensayos de huellas moleculares 

de protección a DNAasaI ("footprinting") así como ensayos de 

retardamiento. Se encontró que el patrón de protección de la 

región codificadora comprende no solamente la región de 

control interno, sino que se extiende al resto de la región 

codificadora. Por otro lado, en la región espaciadora la 

Protección incluye 6 cajas G+C y otras secuencias ricas en 

adeninas. Ensayos de retardamiento con el promotor temprano 

del virus SV-40 que contiene seis cajas G+C, as1 como con el 

espaciador del DNA 5S de T. cruza  (como competidor homólogo) 

y con el enlazador multiple depUC18 (como competidor 

heterólogo), sugieren que la unión de algún factor(es) a 

estas cajas es específica. Ensayos Southwestern mostraron la 

presencia de una proteina de '35 kDa que reconoce la región 

codificadora y una proteína de '52 Ua que se une a l a región 

espaciadora. 
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SUMMARY. 

To further study the rRNA genetic system in Try_plylpom(1 

cruzi the 55 rRNA gene family was characterized. It was 

found that this gene famili is composed of about 1600 copies 

per diploid nuclei. Southern blot analysis showed thaL 

it is tandemly organized as 500 bp repeats. These same 

pattern was found in seven Mexican and three South American 

T. cruzi strains. Southern blot analysis of chromosome-sized 

DNA showed that the 5S gene probe hibridized with two 

chromosomes of about 1400 and 1500 Kbp; the rRNA cistron 

(185-2451 hybridized to the formen and to a third one of 

about 1300 Kbp. 

The 55 rRNA gene primary structure was obtained by 

sequencing a genomic clone (pRTCI4.2). The 55 rkNA secundary 

structure was obtained_ base.d can the universal model proposed 

by Delihas. The coding region ls comprised of 120 nueleotides 

and contains the well know internal control regí tris for the 

eukaryotic RNA polimerase III Ii.e..- box A and box C). The 

spacer regions have a putative termination signal and !MI 

sites homologous to the consensus sequences recocinized by the 

transcription factor '41. 

The ocurrence of I. cruzi nuclear factors that bind to 

cloned SS rRNA gene fragment was demostrated by 

electrophoretic mobility shitt and DNAse 1 footprinting 

assays. It was found that the protection pattern of the 



codi ng region 120 bp) comprises not only the Infernal control 

region (box A and box C), but also spans the rest of the 

codinQ region. Ont the spacer sequences, the protected region 

comprises six 	boxes and other As rich regions. in other 

experiments. Southwestern assays evidenced a 35 kDa proteln 

that recognizes the coding sequence and P  a g  kDa  protein that 

binds to spacer region. 

1 
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INTRODUCCION. 

DEFINICION. 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una 

enfermedad causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, 

parásito intracelular de las células del sistema retículo 

endotelial que ataca particularmente el miocardio, esófago y 

colon. Es transmitida generalmente en las materias fecales 

de un artrópodo, pero también puede ser adquirida in utero 

(vía transplacentaria), por conducto de la leche materna, por 

transfusión sanguínea, al desollar animales silvestres o 

ingerirlos semicrudos, por falta de cuidado en el laboratorio 

y por el transplante de órganos, 

GENERALIDADES DEL PARASITO. 

L' tripanosomiasis americana es una enfermedad oriunda y 

exclusiva de este continente. Su distribución geográfica 

1:omprende desde el Sur de los Estados Unidos de América, 

donde se han registrado casos autóctonos, hasta la provincia 

del Río Negro en el sur de Argentina ( 1 ). Esta enfermedad 

ataca por lo menos a 24'000,000 de personas en Latinoamérica 

y existen otros 65'000,000 individuos propensos a la 

infección ( 2 ). En cuanto a México, se encontró que existen 

aproximadamente 3'000,000 personas infectadas ( 3 ) con este 

parásito, 

T. cruzi pasa por tres formas morfológicas en su ciclo 



biológico: tripomastigote, amastigote y epimastigote. La 

identificación de las diferentes formas morfológicas en T. 

cruzi está basada en criterios como la forma 

general de la célula, la posición relativa del cinetoplasto 

con respecto al núcleo y la región de donde emerge el 

flagelo de la bolsa flagelar. Las diferentes formas 

morfológicas muestran propiedades biológicas únicas. De 

acuerdo a lo anterior tenemos que: (1) Los tripomastigotes 

tienen el cinetoplasto posterior al núcleo. En el hospedero 

mamífero son encontrados intracelularmente en tejidos y 

extracelularmente en circulación. En el hospedero 

invertebrado se localizan extracelularmente en el intestino 

posterior. (2) Los amastigotes son la forma replicativa 

intracelular de T. cruzi en células de mamífero. Son formas 

redondas que poSeen un flagelo corto y se multiplican por 

fisión binaria, con un tiempo de duplicación de 7 a 14 hrs. 

(3) Los epimastigotes tiene el cinetoplasto anterior al 

núcleo, se encuentran en el intestino medio del hospedero 

invertebrado, donde se multiplican y mantienen la infección 

durante todo el tiempo que el insecto vive. 

CICLO DE VIDA DE T. cruzi. 

En el ciclo biológico de T. cruzi, están involucrados 

vertebrados que fungen como hospederos y reservorios ( 1. e., 

armadillo, tlacuache, roedores, perro, gato, mono y hombre) e 

1 



insectos pertenecientes al menos a 120 especies de nueve 

géneros de triatómidos, entre los más importantes se 

encuentran: Triatoma infestans, Fhodnius prol_ixus y 

Panstrorigilus meqistus, los cuales participan como vectores 

para la transmisión de la enfermedad de Chagas. 	( 5 ). 

La infección inicia cuando un insecto infectado con 	cruzi 

pica a un hospededero mamífero y como consecuencia de la 

ingesta sanguínea el hematófago libera tripomastigotes en las 

heces y orina. Estas formas pueden entrar al nuevo hospedero 

por contaminación de una herida generada por el piquete del 

vector o a través de la contaminación de membranas mucosas. 

Una vez en el hospedero vertebrado. T. cruzi es capaz de 

penetrar a las células en donde se replica como amastigote, 

forma prácticamente aflagelar.' Los amastigotes replicantes 

se diferencian intracelularmente en tripomastigotes, lisan a 

las células y se liberan al torrente sanguineo a través del 

cual pueden propagar la infección a todo el cuerpo. Estos 

pueden entrar al insecto cuando éste ingiere sangre 

contaminada e iniciar la infección en el hospedero 

invertebrado. En el hematófago los tripomastigotes se 

transforman en epimastigotes los cuales migran al intestino 

medio donde se multiplican, más tarde viajan al intestino 

posterior donde se unen a la glándula rectal y ahí se 

diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los cuales son 
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liberados y eliminados con las heces del hematófago cuando 

ingiere la sangre del hospedero mamífero (Fig 1). 

El cuadro clínico que presenta esta enfermedad es comúnmente 

dividido en tres fases: 

1) Fase aguda, la fiebre es el signo más importante en esta 

etapa observándose en el 95% de los casos y generalmente va 

acompahada de otros síntomas tales como: linfoadenopatias, 

malestar y anormalidades electrocardiográficas. En este 

período los parásitos son fácilmente detectados en sangre. 

2) Fase indeterminada, la mayoría de los casos de fase aguda 

de la enfermedad de Chagas se resuelve en un periodo de 2 a 3 

meses y pasan de una fase subaguda a una etapa crónica 

asintomática, comúnmente denominada fase indeterminada, la 

cual suele durar de 10 a 20 anos. 

3) Fase crónica, es la etapa en la cual se presentan l as 

manifestaciones clínicas tales como: alargamiento del 

corazón, anormalidades electrocardiográficas, aperistalsis y 

dilataciones del esófago y colon (megaesófago y megacolon), 

hasta la muerte súbita ( 6 ). 

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE EL RNA RIBOSOMAL (RNAr de T. 

cruzi. 

Nuestro interés en este parásito es básico y esta encaminado 
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FIG. 	Ciclo de vida de T. pr42i.- 
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principalmente a tratar de dilucidar,  la organización y 

estructura de las moléculas que se ensamblan para constituir. 

al  ribosoma. 

Los genes de RNA ribosomal (RNAr) han sido de los mas 

estudiados en eucariontes. En la mayoría de ellos se 

encuentran organizados en tandem constituyendo una familia de 

genes medianamente repetidos con 50 a 250 elementos. En estos 

organismos, los genes de RNAr que codifican para las 

moléculas de RNAr -  186, 5.86 y 266 son transcritos por la 

polimerasa 1 (pol I), generándose un transcrito primario 

grande (40-45S) que es procesado en el nucleólo. Este 

procesamiento resulta en la eliminación de espaciadores 

transcritos internos (ETIs) y externos (ETEs) que son 

rápidamente degradados (Fig 2). Sin embargo, variaciones a 

esta situación se han descrito en diversos phyla. En. algunos 

protozoarios, dípteros y vertebrados el RNAr tipo 26S es 

cortado postranscripcionalmente en dos fragmentos que 

permanecen unidos por puentes de hidrógeno en el ribosoma 

maduro ( 7 ). 

En cuanto a los tripanosomatidos, (i. e., -21-1thidjá 

fasciculata y T. brucei) presentan una situación mas compleja 

pues en el procesamiento del RNAr 286 se generan dos 

moléculas grandes de RNAr (246a y 24S0 ) 
	

cuatro moleculas 

pequeMas de RNAr (Si, 62. 64 y 66). En estos organismos tanto 



Representación esquemática del procesamiento del 

RNAr en eucariotes. 
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las moléculas mayores como las menores se ensamblan 

equimolarmente en los ribosomas. La función de las moléculas. 

pequeñas es aún desconocida pero se ha reportado en el 

caso de T. bruce' y C,_fasci_culata que su secuencia 

nucleotidica es análoga a la de dominios del RNAr 283 de 

otros eucarióntes ( 	y 9 ). 

En T. cruzi, se encontró que las secuencias 

codificadoras de los RNA ribosomales de este parásito muestra 

una organización similar a la reportada para T. brucei'y C. 

fasciculata (10). 

Dentro de la unidad de transcripción las moléculas 

ribosomales pequeñas se encuentran separadas por DNA 

espaciador que se elimina durante el procesamiento del 

transcrito primario, La molécula S3 de los tripanosomátidós 

es equivalente al 5.8S de eucariontes. SI mapea entre 24Sa Y 

2460 y el resto de. los RNAs ribosomales pequeños ( S2, S4 y 

66) se localizan hacia el extremo 3' de la unidad de 

transcripción (Fig. 3). En el caso del RNAr 53 que forma 

parte de la subunidad grande de los ribosomas en eucariotes. 

se  encuentra organizado como un locus independiente y es 

transcrito por la pol III ( 7 ). El transcrito primario de 

los genes de DNAr 5S en eucariontes es idéntico al RNAr 53 

que se aísla de las subunidades grandes citoplásmica, por lo 

tanto el RNAr en eucariotes ni madura ni se procesa. a 



FIG. 3 
	

Representación esquemática de la unidad fundamental 

de transcripción en los tripanosomatidios. 
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diferencian de lo que sucede en alguno;; procarz ot.e c 11 )t 

En el caso de los tripanosomatidos, (T. brucei y U. 

fasciculata) los genes que codifican para la molécula 5S 

(semejante al RNAr 5S) se encuentran en un locus 

independiente de la unidad fundamental de transcripción, 

organizados en tandem con repeticiones de aproximadamente 750 

y 227 pares de bases respectivamente. La región codificadora 

está constituida por 120 nucleótidos y muestra los elementos 

de control típicos de los genes transcritos por la polimerasa 

III (i.e., caja A y caja C). La región espaciadora del RNAr 

55 de C. fasciculata es mucho más corta (107 nt) que la de 

T. brucei (630 nt) y no muestran elementos en común (12 y 

13). Mapeo previo de los genes de RNAr de T, cruza indican 

que el RNAr 5S no está unido a la unidad fundamental de 

transcripción sino que probablemente se encuentra como un 

locus independiente ( 10 ). 

TRANSCRIPCION DEL RNAr 58 POR LA RNA POLIMERASA III. 

La transcripción del DNAr 5S por la polimerasa III ha 

sido ampliamente estudiada en Xenopus laevis, Saccharomyces 

cerevisiae y Drosophila melanogaster ( 14 ) 	) Estos 

estudios han mostrado que la transcripción de esta molecula 

requiere de la participación de diferentes factores de 

transcripción (TFs): TFIIIA, el cual es especifico para el 

RNAr 5S, TFIIIB y TFIIIC constituido por las dos 
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subunidades TFIIICI y TFIIIC2 ( 14 ) . Estos factores 

reconocen la región de control interno del RNAr 5S la cual 

esta constituida por los siguientes elementos: la caja A, el 

elemento intermedio y la caja C. El orden y el sitio que 

reconocen estos factores durante su ensamblaje se describe 

brevemente: inicialmente TFIIIA interacciona con la caja C 

del RNAr 5S, posteriormente TFIIICI se une a la caja A y 

TFIIIC2 se une a los nucleótidos -10 a +18. Por último TFIIIB 

reconoce este complejo (TFIIIA •+- TFIIICI + TFIIIC2) para 

constituir el complejo de transcripción al cual se le une la 

polimerasa III ( 15, 16 ). 

Si bien durante muchos años se pensó que la caja A y la 

caja C de el RNAr 55 eran los únicos elementos necesarios 

para la transcripción de este gene, ahora es evidente que por 

lo menos para el caso del RNAr 5S.de Bombyx mori, Neurospora  

crassa y Drosophila melanggaster una secuencia ubicada 

río arriba del inicio de la transcripción (posición -30) es 

requerida para su transcripción ( 17, 18 y 19 ), por lo que 

el concepto clásico de que el RNAr 55 tiene sus regiones de 

control en la región codificadora debe ser reconsiderado. 
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OBJETIVOS 

Debido a que uno de los intereses en el grupo consiste 

en establecer una posible regulación global de la síntesis 

del RNAr en los dos locus (unidad fundamental de 

transcripción y gene 56) en T. cruzi en el presente trabajo 

nos propusimos analizar las características de organización Y 

estructura de los genes RNAr 5S de T. cruzi. Para ello se 

plantearon los siguientes objetivos: 

1. Estimar la reiteración génica del locus RNAr 5S. 

2. Determinar la organización genómica del RNAr 55 de T. 

cruzi. 

Localizar el ó los cromosomas en los que se encuentra 

codificado el RNAr 55 y cómparar la ubicación del RNAr 

55 con el de la unidad fundamental de transcripción 

(185-2460). 

4. 	Determinar la estructura primaria del gene RNAr 5S y 

predecir su estructura secundaria. 

Buscar la existencia de secuencias consenso para el 

promotor de la RNA polimerasa III y establecer posibles 

interacciones de la región promotora con proteínas 

nucleares de T. cruzi mediante ensayos de retardamiento 

y "footprinting". 
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~kIPILEIS METUDOb. 

I. 	CARACTERIZACION GENOMICA Y CROMOSOMAL DEL RNAr 

5S DE T. cruza .  

1. 	Cultivo y extracción de ácidos nucleicos 

de T. cruzi. 

1,1 Cultivo de T. cruzi„. 

La cepa utilizada en este trabajo (C4) fue aislada en La 

Cruz. Jalisco por el Dr. Jorge Tay, Departamento de Ecología 

Humana, Facultad de Medicina U.N.A.M. 

Los cultivos se realizaron en medio de infusión de 

hígado y triptosa (20) ) suplementado con suero bovino fetal 

al 105, y se mantuvieron en agitación a 28°C 

1.2 Extracción de DNA. 

Los cultivos celulares de'la cepa C4 fueron cosechados 

en fase semilogaritmica, por centrifugación a 10,000 g. 

durante 10 min a 4"C (temperatura que se mantuvo a lo largo 

de toda la purificación). Posteriormente las células fueron 

lavadas dos veces en solución N ( Tris-HC1 20 mM pH 7.8, KC1 

100 mM, CaCI 2 mM y MgCl.. 5 mM) y almacenadas a -70°C. La 

extracción del acido nucleico (ADN) se realizó de acuerdo al 

protocolo descrito por Hernández ( 10 

1.3 Purificación de RNA ribosomal 

Como se describe en ( 21 ), los cultivos celulares 
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fueron cosechados en la fase semilogarítmica de 

crecimiento, por centrifugación a 10,000 g durante 10 

min a 4°C. Posteriormente las celulas fueron lavadas en: 

Tris-HC1 30 mM pH 7.0, KC1 100 mM, CaClm, 3 mM, acetato 

de magnesio 5 mM y heparina 1 mg/ml y guardadas como 

precipitado durante 12 h a -70°C. El paquete celular fue 

resuspendido en una relación 1 g/ml (peso húmedo) 

en la misma solución del lavado, pero con heparina 

4 mg/ml. La tisis se llevó a cabo mediante la adición de 

NP-40 al 0,3%. Este material se centrifugó primero a 10,000 q 

10 min, después a 20,000 g 10 min y por último dos horas a 

120,000 g. El material ribosomal recogido del último 

precipitado, fue desproteinizado con 2 ml de LIG' 2 M, Urea 4 

M. Tris-HCI 20 mM (pH 7.0) y heparina 4 mg/ml. Después de 

centrifugar a 20,000 g 20 min,'el precipitado se resuspendió 

en aproximadamente 1 ml de agua tratada con dietil 

pirocarbonato (DPC) y fue leído en el espectrofotómetro a 

260, 280 y 230 nm. 

1.4 Purificación de las especies ribosomales. 

La purificación de la molécula S5 de f. cruzi se 

llevó a cabo mediante electroforesis del material 

ribosomal. El sistema empleado para el aislamiento de 

esta molécula pequeña (aprox. 120 b), fue en geles de poli- 

acrilamida al 3.5% y bis acrilamida al 0.15% en TBE/Urea '7 M. 
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La muestra disuelta en TBE/ 7 M Urea/ glicerol 20% fue 

calentada a 65°C, 3 min antes de su aplicación . Los geles de 

:1.5 mm de espesor fueron precorridos 3 hrs a 200 V. La 

electroforesis se llevó a cabo a 45 V durante 8 h a 

temperatura ambiente. El material se visualizó mediante la 

transiluminación con luz ultravioleta de onda corta de los 

geles previamente tenidos con bromuro de etidio . La banda de 

interés fue recortada y el RNA electroeluido en 500 mi de 

buffer de elución ( SDS 0.3%, NaC1 0.14 M y acetato de sodio 

0.05 M pH 5.1), durante toda la noche a 37°C con agitación 

ocasional. Al día siguiente se recuperó el sobrenadante ( que 

contenía el RNA marcado) y se dejó 30 min en hielo—sal, 

posteriormente se centrifugó y el sobrenadarte se precipitó 

dos veces con etanol. El precipitado final fue resuspendido 

en agua DPC. 

Aislamiento, marcaje e identificación de moléculas 

recombinantes. 

2.1 Fosforilacion del RNAr 5S. 

El RNA fue fosforilado in vitro, de acuerdo al 

método de Maizels ( 22 ). mediante la enzima cinasa del 

fado T4 que transfiere el fosfato gama del ATP (en este 

caso :12P) a los extremos 5' hidroxilos del RNAr. Con 

el objeto de generar extremos 5' OH, el RNAr 5S fue 

desfosfatado mediante la enzima fosfatasa alcalina en 

—15-- 
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Tris-HCl pH 6.0 durante una hora a 37°C y posteriormente 

extraídas con fenol-cloroformo (1:1). La reacción de 

fosforilación se llevó a cabo con 0.5 a 1.0 mg de RNA, 

10 U de cinasa y 200 mCi (6 32"P) ATP (› 7000 Ci/ mmol) 

en 50 ml de Tris-HC1 10 mM pH 9.5, DTT 10 mM, MgCl:; 10 mM 

y espermina 10 mM. La reacción fué detenida con acetato 

de amonio 1 M y el RNA fue recogido en el volumen de 

exclusión de una columna de Sephadex G-50 (1 X 20 cm) 

equilibrada y eluída con Tris-HC1 10 mM•(pH 7.0), NaCI 

100 mM. La radioactividad especifica obtenida por este 

procedimiento fue de 107  cpm/ug de RNA. 

2.2 Preparación y transformación de celulas competentes de la 

cepa MC1061 de Escherichia coli K-12. 

El precipitado de un cultivo de bacterias de la cepa 

MC1061 crecidas en 50 ml de medio. LB ( 10 g de peptona, 5 g 

de extracto delevadura y 10 g de cloruro de sodio) fue 

resuspendido en 12.5 ml de 0.1 M de cloruro de calcio a 4°C. 

Esta suspensión se mantuvó a 4°C 30 min, posteriormente fue 

centrifugada y nuevamente resuspendida en 2.5 ml de 0.1 M de 

cloruro de calcio a 4'. Las celulas se mantuvieron a 4°C por 

lo menos 2 h antes de utilizarlas. La transformación fue 

realizada tomando 200 ml de la suspensión celular y se le 

agregaron de 10 a 20 ng de DNA (plásmidos híbridos generados 

en la reacción de ligación). Se dejó en hielo por 30 min, una 
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vez transcurrido este tiempo se incubó 90 segundos a 42°C. 

Después se agregaron 1.5 ml de medio Luria con ampicilina (50 

mg/mi de medio). Se dejó crecer el cultivo durante 50 min a 

37°C con agitación. De ahí se tomaron alícuotas y se 

sembraron en placas de Luria-ampicilina (50 ug/ml) usando un 

asa triangular. La eficiencia de la transformación fue 

calculada utilizando pUC18 superenrrollado como control. 

2.3 Construcción de una biblioteca genómica de T. cruzi  

DNA genómico de la cepa C4 de T. cruzi fue digerido 

parcialmente con la endonucleasa de restricción Sau3A y 

fraccionado electroforéticamente en un gel preparativo de 

agarosa de bajo punto de fusion al 0.8%. El DNA que migró 

entre 4.3 Kpb a 6.6 Kpb fue electroeluldo del gel y ligado en 

el sitio HamH1 del pl6smido pUC18. Células competentes de la 

cepa MC1061 de E. coli fueron transformadas con la mezcla de 

ligación (23). 

2.4 Hibridación in situ de la biblioteca genómica de T. 

cruzi con el RNAr 55 

La hibridación in situ de colonias transformadas se 

efectuó de acuerdo al método descrito por Rowecamp y 

Firtel (24). A continuación se describe brevemente: 

DUO"' plásmidos recombinantes se crecieron en cajas de 

Petri de 6.0 cm de diametro con medio luria-ampicilina y 
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se dejaron a 37'C toda la noche. Al dla siguiente las 

colonias fueron transferidas a filtros de papel Whatman 540.. 

luego se colocaron durante 6 min en la solución 

desnaturalizadora (NaOH 0.5 M y NaCl 1.5 M). Las replicas se 

neutralizaron con NaC1 1.5 M y Tris-HC1 0.5 M (pH 6.0) 10 ruin 

y durante. 15 min en una mezcla de etanol absoluto y LiC1 8 M 

(9:1). Después los filtros se dejaron secar a temperatura 

ambiente y se prehibridaron por 3 hrs - en un volumen de 15 ml 

a 37° C, y se hibridaron por 18-24 hrs en 6 ml de solución a 

37°C Las soluciones empleadas para prehibridar se prepararon 

de igual manera que las soluciones utilizadas en los 

experimentos tipo "Southern" sólo que en este caso no 

contiene sin. Se hibridó con 0.5 X 1WJ cpm del RNA marcado 

con "P por cada filtro. El lavado de los filtros, asi como 

la obtención de la autorradiografia, se realizó bajo las 

mismas condiciones que las que se describieron para el 

"Southern". De este tamizaje se obtuvo la clona pRTC14-2 que 

contiene un inserto de 6 kpb que hibrida con el RNAr 5S de T. 

cruzi, 

2.5 Recuperación del DNA de geles de agarosa de bajo punto de 

fusión. 

El DNA digerido fue fraccionado por electroforesis 

en geles de agarosa de bajo punto de fusión al 1% en 

TBE, con bromuro de etidio 0.5 mg/ml. Con una espátula 
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se cortó el fragmento del gel que contenía la banda de 

DNA de interés y se colocó en un tubo eppendorf. 

Posteriormente se agregó un volumen de TNE 2X (Tris-HC1 

0.01 M pH 0.0, NaCJ 0.3. M, EDTA 0.00]. M pH 8.0) y se 

calentó a 65' C por 5 min. El DNA se extrajo dos veces 

con fenal y dos veces con éter para eliminar trazas de 

fenol y se precipitó con 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto y 1/10 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5.2). 

3.0 Reiteración y caracterización génica del RNAr 5S. 

3.1 Ensayos tipo "Southern". 

3 mg de DNA total de la cepa C4 se digirieron con las 

endonucleasas de restricción Sau 3A, HinfI,y HincIi. Los 

fragmentos de DNA resultantes,, se separaron en geles de 

agarosa al 1% y se corrieron a 80. Volts durante 6 h. Después 

de la electroforesis el gel se tihó en una solución de 

bromuro de etidio al 0.01%. El tamal% de los fragmentos de 

DNA fue calculado por calibración de los geles con los 

fragmentos restrictivos del DNA del fago lambda digerido con 

la endonucleasa HindIII. El DNA digerido fue transferido de 

acuerdo al método descrito por Southern ( 25 ) a filtros de 

nitrocelulosa. Los filtros se secaron a temperatura ambiente 

y se hornearon al vacío a 65°C durante 2 hrs. Fueron 

prehibridados en 15 ml de la solucion de hibridación 
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(formamida al 50%. EDTA 2 mM. SDS 0.2%, fosfato de sodio 120 

MY!, SSC 1X y solución de Denhardts 4X fFicoll 400 0.002%, 

PVP-40 0.002% y albumina sérica bovina 0.02%1) por 2 hrs a 

37°C. Posteriormente los filtros se hibridaron con 1 - 5.x 

104  cpm de RNA 'w9-J en 10 ml de una solución de prehibridación 

durante 1Q h a 37°C. El lavado de los filtros se llevo a 

cabo en 3-4 ciclos que incluyen: enjuague con SSC 2X e 

incubación en SSC 0.2X y SDS 0.1% a 37°C, con agitación 

constante una hora. La autorradiografla se llevó a cabo sobre 

una placa de rayos X (X-Omatt RP Kodak) en presencia de una 

pantalla intensificadora durante 1 a 3 días a --70°C. En los 

casos en los que se usó DNA marcado radioactivamente como 

sonda, se siguió prácticamente el mismo protocolo; la única 

diferencia fué que en la solución de prehibridacion la 

concentración final de SSC fue 2X. 

3.2 Hibridación cuantitativa DNA:RNA ("DOT") 

Un exceso de RNA marcado es hibridado a DNA que ha 

sido inmovilizado en un soporte sólido (papel de 

nitrocelulosa). El análisis densitométrico de la cantidad 

de marca retenida permite estimar la cantidad de 

secuencias que existen para ese gene en el DNA gencimico. 

Antes de gotear el DNA en las tiras de papel de 

nitrocelulosa éstas fueron hidratadas con agua y 

posteriormente se transfieron en buffer SSC 20X y se 
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dejaron en este amortiguador por lo menos cinco minutos. 

Para eliminar el exceso de buffer las tiras de papel 

nitrocelulosa se colocaron entre dos hojas de papel 

Whatman 3MM. Por otro lado 125 ng, 250 ng y 500 ng de DNA 

genámico de la cepa C4 se llevaron a un volumen de 10 ml 

con agua. Los tubos que contentan las muestras fueron 

perfectamente cerrados y se colocaron 7 minutos en agua 

hirviendo. Una vez concluido este tiempo se enfriaron 

rápidamente en una mezcla de hielo-agua por aproximadamente 4 

min y se centrifugaron brevemente para recuperar el volumen 

inicial. Se colocaron nuevamente en el hielo y se gotearon 

sobre la nitrocelulosa húmeda en SSC 20X. Se dejaron secar 

los papeles a temperatura ambiente y se hornearon durante 2 

hrs a 80°C. Se prehibridaron e hibridaron como un Southern 

regular. 

La cantidad de RNA hibridada fue estimada a través de 

la radioactividad que mostraron los filtros al contarse en 

centelleo liquido en Tolueno, PPO y POPOP, normalizada a 

cantidad (mg) de RNA por la actividad especifica del RNA 

radioactivo. 

3.3 Secuenciación de. DNA. 

La secuenciación nucleotádáca se realizó por el 

metádo de polimerización sobre moldes de cadena sencilla 

descrito por Sanger ( 26 ). En este método se lleva a cabo 

-21- 



la síntesis de una cadena de DNA por la DNA polimerasa 

(secuenasa) in vitro , usando un molde de cadena 

sencilla. La síntesis se inicia sólo en el sitio en el 

que un oligonucleótido (cebadar) se une al molde. La 

reacción de síntesis finaliza por la incorporación de un 

nucleótido análogo, el cual bloquea la elongación de 

DNA. Estos nucioótidos análogos son los 

2'.3'-didesoxinucleósidos 5'-trifosfatados (ddNTPs), los 

cuales carecen del grupo 3'-OH necesario para la 

elongación de la cadena de DNA. 

El DNA de cadena sencilla, requerido para secuenciar 

por este metódo, puede ser preparado a partir de los 

vehículos de clonación M13mp18 y M13mp19, los cuales son 

derivados del DNA del fago M13, que presenta un 

enlazador múltiple (poiilinkerY que contiene sitios de 

corte para 13 endonucleasas diferentes. M13mp18 y 

M13mp19 difieren únicamente en la dirección del 

enlazador múltiple. 

El DNA a secuenciar fue ligado en Ml3mp1e, bajo 

condiciones iguales a las seflaladas en las ligaciones 

con pUC18. 

3.3.1 Preparación y transformación de celulas competentes de 

la cepa 3M101 de E. coli.  

El DNA clonado en los vectores derivados de M13 fué 
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introducido en E. coli K-12 JM101 ( 27 ) por 

transformación, para lo cual: 

Una asada de células de E. coli de la cepa 3M101 fué 

inoculada en 50 ml de medio líquido YT (peptona 0.8%, 

extracto de levadura 0.8% y NaC1 0.5%) y se dejó crecer a 

37nC, por• 4 h. Posteriormente el cultivo se transfirió a dos 

tubos, se mantuvo en hielo por 30 min y se centrifugó por 10 

min a 6 Krpm. El botón de cada tubo se resuspendió em 12.5 mi 

de CaChz  100 mM. Se dejó en hielo por una hora y se volvió a 

centrifugar bajo las mismas condiciones anteriores. Ahora el 

botón fué resuspendido en 2.5 mi de CaC1,,, 100 mM. Las 

células se guardaron a 4°C durante 2 hrs mínimo antes de 

usarlas para transformar. Posteriormente fueron tomados 0.3 

ml de estás células competentes y se les afladieron 41.11 de la 

mezcla de ligación. Se mantuvieron a 4°C por 40 min. y se les 

dió un choque térmico a 42°C por 2 min. Después fueron 

agregados 0.01 ml de IPTG 100 mM, 0.1 ml de X-gal al 2%, 0.2 

ml de células JM101 frescas (crecidas por 4 h) y 3 ml de agar 

suave que se prepara igual que el medio YT pero con agar al 

6%). Toda esta mezcla se agregó sobre cajas con medio YT (con 

agar al 1.5%) y se distribuyó homogéneamente. Las cajas se 

dejaron a 37°C durante toda la noche, 

3.3.2 Preparación de DNA de cadena sencilla 

Fue inoculada una colonia de la cepa JM101 en medio YT, 
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y se dejó creciendo toda la noche a 37°C. Al die siguiente 

se tomaron 0.5 ml del cultivo celular y se le agregaron 50 ml 

de medio YT. Se distribuyó en alícuotas de 3 ml en tubos de 

ensayo y en cada uno se inoculó una placa incolora. Se incubó 

por 5 h a 37°C, con agitación fuerte y se transfirió a tubos 

eppendorf. El cultivo se centrifugó 5 min se tomó 1 ml 

del sobrenadante y se agregaron 0.2 ml de PEG 6000 al 206 Y 

NaC1 2.5 M. Se conservó a 4°C por 15 min y se centrifugó 

10 min. El sobrenadante fue desechado y el botón fue 

resuspendido en 100 ml de TE (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM). 

osteriormente se agregaron 50 pl de fenal saturado (2 

,,.)U,Imenes de fenol, un volumen de TE , 1/10 de volumen de 

Tris 1M pH 9.5) y se mezcló con vortex por 5 min. Se recuperó 

el sobrenadante acuoso. De manera similar se llevó a cabo una 

extracción con cloroformo y otra más con éter. Finalmente, a 

la fase acuosa se le agregaron 10 pl de acetato de sodio 3 M 

y 250 pl de etanol, y se dejó a -20°C por una hora. Se 

centrifugó por 10 min y el botón se resuspendio en 20 pl de 

TE. Se conservó a -20°C hasta su uso. 

3.3.3 Reacciones de secuenciación. 

La secuenclación se llevó a cabo utilizando el equipo de 

secuenasa (United State Corporation). Se tomaron 7 pl de DNA 

de cadena sencilla (aprox. 1.0 pg) en un tubo eppendorf y se 

le agregó 1 ul de cebador (0.5 pmoles) y 2 pl de amortiguador 
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de secuencia (Tris-HC1 40 mM pH 7.5, MgCl.z  20 mM, NaCI 50 

MM). Se calentó a 65°C por 2 min y se dejó enfriar 

lentamente a temperatura ambiente. Una vez que la temperatura 

fué menor a 35°C la unión entre el molde y el cebador se 

completó. 

Posteriormente se preparó la mezcla de marcaje: a los 10 

u' de la reacción de unión entre el molde y el cebador se le 

agregaron 2 mi de la mezcla de. dNfPs (dGTP, dCTP y dTTP, 1.5 

mM), iul de DTT 0.1 M, 0.6 ul de "P dATP (5 uCi) y 2 ul de 

secuenasa (diluida 1:10 en TE). Esta mezcla se incubó a 

temperatura ambiente 10 min. Después fue preparada la 

reacción de término, para lo cual se tomaron 2.5 mi de cada 

uno de los 4 ddNTP B uM, y se colocaron en 4 tubos eppendorf 

(en cada uno un ddNTP diferente). Se precalentaron a 37°C por 

3 min, y a cada tubo se le agrégaron 3.5 01 de la reacción de 

marcaje y .se dejaron a 37'C por 5 min más. Las reacciones se 

detuvieron con 4 ml de formamida al 95%. EDTA 20 mM, azul de 

bromofenol 0.05% y xileno-cianol 0.05%. 

3.3.4 Preparación del gel de secuencia. 

Inicialmente se procedió a tratar los vidrios que iban 

a ser utilizados para hacer el gel de secuencia con el 

silicón y el pegamento. Los vidrios previamente 

lavados y secos fueron colocados en la campana de extracciÓn, 

al vidrio grande se le atadieron varias gotas de "sigmacote" 
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para siliconizarlo y se extendió a todo el vidrio con la 

ayuda de un pedazo de papel sanitario rápidamente antes de 

que se secara. Una vez que se extendió se dejó reposar 

durante 1 min y se volvieron a añadir otras gotas de el 

siliconizador y nuevamente se extendió. Se dejó secar este 

vidrio y se lavó exhaustivamente con agua corriente y luego 

con agua destilada. Una vez hecho lo anterior el vidrio se 

dejó secar a temperatura ambiente. Por otro lado al vidrio 

chico se le adicionaron una gotas de pegamento 

(3-methacrylaylaxy propyl trimethoxysilan de fluka) gelgoo. y 

e lavó de la misma forma que se hizo para el vidrio grande. 

El gel que se empleó para secuenciar fue de poliacrilamida al 

6%. Para preparar un gel de 70 ml se agregaron: 10.5 ml de la 

mezcla de acrilamida 38%1Disacrilamida 2%, 35 gr de Urea. 14 

ml de THE 5X y 18.9 ml de agua. Esta mezla se filtró a través 

de papel 

de nitrocelulosa (poro de 45 mm) y se le adicionó 0.5 ml de 

persulfato de amonio al 10% y 18.5 ml de TEMED. El buffer de 

corrida fue TBE 1X. El gel se precorrió 1 h a 1500-2000 

volts, mientras se realizaban las reacciones de 

secuenciación. Finalizada la precorrida se cargaron 3 ul de 

cada muestra. Justo antes de ser cargadas en el gel, las 

muestras se calentaron por 2 maro a 80°C. Una vez que el azul 

de bromofenol llegó al límite del gel se cargaron 3 ul más de 

cada muestra, en los pozos contiguos. Finalizada la corrida 
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el gel se colocó en una solución de ácido acético al 106 y 

metanol al 12% por 1 h para remover la urea, y posteriormente 

se dejó toda la noche a 80°C. La autorradiografia se llevó a 

cabo sobre una placa de rayos X durante 1-2 días. 

3.4 Secuenciación de RNA 

La secuenciación del RNA se realizó por el método de las 

digestiones parciales con ribonucleasas ( 28, 29 ). usando el 

equipo de secuenciación de Bethesda Research Laboratories. 

Las ribonucleasas utilizadas fueron Ti, U2, Phy M, B. cereus  

y CL3, que cortan en G. A, A+U, 	respectivamente. 

Inicialmente, la molécula de RNA ribosomal S5 fue 

desfosforilada y marcada en su extremo 5 1 con ':"P-ATP (como 

se describió anteriormente). Los nucleótidos no incorporados 

fueron eliminados por medio de precipitaciones con etanol y 

acetato de sodio y mediante electroforesis del material 

marcado en un gel de acrilamida al 3.5%, bisacrilamada 0.15% 

y Urea 7 M. La banda correspondiente al RNA S5 fue eluida en 

SDS 0.3%, NaC1 0.14M y acetato de sodio 0.05M (pH 5.1), 

durante una noche a 37°C. El material eluido fué precipitado 

con etanol y acetato de sodio, y finalmente resuspendido en 

agua tratada con DPC, de manera que en cada 3 pl se 

tuvieran 3 X 101' dpm (desintegraciones por minuto). 

Posteriormente se prepararon las muestras agregando en 

tubos eppendorf lo que a continuación se señala para cada 

ribonucleasa 
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y T1 
U2 	3u1 
	

2 u1 

CL 3 	6 ul 	11 ul 	 2 ul 

B.cereus " 	11 ul 2 ul 
	

1~.1. 

14 ul 

Enzima 	RNA 	Agua Sol. A Sol. B Sol. C Sol. D tRNA 
marcado 

Phy M 3 ul 	 ul 	 14 ul 	1 ul 

Realizadas las mezclas anteriores, se tomaron 4 ul de cada 

una y se colocaron en otros tubos eppendorf, adicionándose en 

éstos 1 ul (2 unidades) de su RNasa correspondiente. Los 

tubos en los que se adicionó Ti, Phy M. U2 y B. cereus se 

incubaron a 55°C por 15 min. y el tubo con CL3 se incubó a 

37°C por 15 min. Para detener la reacciones, todas las 

digestiones se enfriaron en hielo seco. A las digestiones con 

CL3 y B. cereus se les adicionaron 5 ul de solución D justo 

antes de ser colocadas en el hielo seco. De esta forma, las 

muestras quedaron listas para correrse en un gel de 

secuencia. 

El gel de secuencia 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 hr. Finalizada la 

precorrida, se cargaron 5 ul de cada muestra. Antes de ser 

cargadas en el gel, las muestras se calentaron 30 seg a 90°C. 
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La corrida se realizó a 50 watts, hasta que el azul de 

bromofenol migró 15 cm. La autorradiografia se llevó a cabo 

sobre una placa de rayos X, en presencia de una pantalla 

amplificadora, durante la noche. 

3.5 Preparación de bloquee de agarosa para geles de 

gradiente en pulso ( 30 ). 

Cultivos de epimastictotes de la cepa C4 de T. cruz' (aprox. 5 

X 10" celulas) fueron centrifugados a 5000 rpm durante 10 min 

a 4°C, en el rotor HB4. El botón fue lavado con 5 ml de SSC 

1X (NaC1 50 mM, Citrato de sodio 15 mM y EDTA 10 mM) y 

centrifugado nuevamente 10 min a 5000 rpm a 4°C. El botón 

fue resuspendido en 0.5 ml de la solución PBS-EDTA 0.35 M y 

mezclado con un volumen igual de agarosa de bajo punto de 

fusión al 1% fundida en; EDTA 0,2 M pH 8.0, Tris-base 0.1 M y 

NaC1 0.02 M. Las células con la agarosa se mezclaron muy bien 

con la ayuda de una pipeta pasteur precalentada procurando no 

hacer burbujas y se vaciaron en el molde donde se hacen los 

bloques lo mas rápidamente posible. Los bloques se dejaron 

solidificar 15 min a 4°C y posteriormente se sacaron del 

molde con la ayuda de un bulbo y se colocaron en la solución 

de lisis (Sarcosil al 1%, EDTA 0.5M pH 9.5 y 2mg/m1 de 

proteinasa K), se incubaron con esta solución durante 48 hrs 

a 50°C. Una vez transcurrido este tiempo los bloques de 

agarosa se guardaron en 0.5 M de EDTA pH 8.0 a 4°C hasta su 

uso. 
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3 - 6  Separación del DNA por campos alternas transversos. 

Bloques de agarosa que contienen aproximadamente 1 X 

107  parásitos fueron colocados en los pozos de un gel de 

agarosa al 0.7% . Una vez que se colocaron los bloques en los 

pozos del gel éstos fueron sellados con agarosa al 1% 

(disuelta en TBE 1X), procurando que en los pozos no quedara 

atrapada ninguna burbuja de aire ya que ésto interfiere con 

el corrimiento de los cromosomas. La separación de los 

cromosomas fue realizada por utilizando el aparato de 

electroforesis de campos alternos transversos (TAFE) de 

Beckman y TBE 1X como buffer de corrida. Las condiciones de 

electroforesis fueron: 

Pulsos de 3 min a 280 mA por 48 hrs y 

pulsos de 8 min a 400 mA por 24 hrs a 14°C. 

Cromosomas de Saccharomyces cerevisiae de la cepa 334 fueron 

usados como marcadores de tamatio ( 31 ). Una vez concluida la 

corrida los cromosomas se visualizaron mediante la 

transiluminación de los geles (previamente teMidos con 

Bromuro de etidio (50 mg/ mi)) con luz ultravioleta de onda 

corta. El gel fue transferido a nitrocelulosa despues de ser 

despurinizados los ácidos nucleicos con HC1 0.2 N por 5 min, 

desnaturalizado con NaOH 0.4 M durante 1 h. y neutralizado 

con NaC1 1.5 M y Tris 1 M pH 7.0 durante 30 min con al menos 

dos cambios. El papel de nitrocelulosa fue horneado durante 2 

h a 65°C para fijar a la membrana los ácido nucleicos. La 

-30-- 



prehibridación e hibridación de la nitrocelulosa se efectuó 

en las mismas condiciones que las descritas para el 

"Southern". 

II. CARACTERIZACION DE PROTEINAS NUCLEARES QUE SE UNEN AL 

RNAr 53 DE T. cruz: 

1. Construcción y marcaje de plásmidos empleados en los 

ensayos d¿,  retardamiento y "footprinting. 

1.1 Pláámidos empleados. 

Los plásmidos construidos durante esta tesis para 

realizar los ensayos de retardamiento y "footprinting" se 

describen a continuación. El fragmento HincII del plasmido 

pRTC14-2 que contiene una copia del RNAr 55 fue subclonado en 

el sitio SmaI de M13mp18 y reclonado en el sitio 

EcoRI\HindIII de pUC18 generando la clona pH3 (Fig. 4). El 

plásmido pRE5S fue construido al digerir el inserto 

del plásmido pH3 con las enzimas SmaI\TagI; este fragmento de 

100 pb que contiene 80 pb de la región espaciadora y 6 cajas 

G+C fue clonado en los sitios AccI\SmaI de pUC18. El plasmido 

pRC100 ( que contiene 100 pb de la región codificadora y 2 

cajas G+C que se encuentran 40 pb río arriba del inicio de 

la transcripción) se contruyó al clonar el fragmento 

SmaI\SmaI del plásmido pH3 en el sitio Smal\Smai de pUC18 

(Fig. 4). El plásmido pGC9 proporcionado por el Dr, 

Alejandro García Carranca fué digerido con las enzimas 
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FIG. 4 Mapa del gene que codifica para el RNAr 5S de T. 

cruzi y subclonas usadas en esta tesis. 

Solamente las enzimas utilizadas para la 

construcción de los plasmidos son representados 

aquí. La caja sombreada y negra corresponden a la 

región codificadora y a la región de control interno 

(i.e., caja A y caja C) respectivamente. Las flechas 

indican la posición y orientación de las cajas G+C. 

El extremo HindIII  de los plásmidos es indicado por 

un círculo. 
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SalI/DamHi para liberar un fragmento de 70 pb que contiene 6 

cajas G+C en el promotor temprano del genoma del virus de 

mono SV-40 ( 32 ). 

1.2 Preparación de fragmentos radioactivos de DNA para 

ensayos de "footprinting (33). 

El marcaje radioactivo de DNA con P""'-dNTP (Amersham), 

se realizó empleando el fragmento Klenow de la enzima DNA 

polimerasa I, la cual incorpora nucleótidos marcados en los 

extremos 3' del DNA lineal de doble cadena, con extremos 5' 

salientes. Para el marcaje de los fragmentos se digirieron 3 

mg de DNA plasmidico con la enzima de restricción adecuada 

que deje extremos 5' salientes y que corte una sola vez en 

el polilinker en el cual se encuentra clonado el fragmento 

de DNA que nos interesa marcar, El marcaje se efectuó 

durante 20 min a temperatura ambiente en un volumen final de 

15 ml. Las reacciones contenían normalmente 3.0 mg del 

plásmido digerido (resuspendido en 10 ml de agua. 1.5 ¡u de 

Buffer Hind III, 1 ml de cada dNTP;s frío (2.5 mM), 20 uCi de 

dNTPs marcados en la posición alfa y 7.5 U de enzima 

(fragmento Klenow). Para separar el DNA marcado del 

dNTPa-132  no incorporado, se agregaron a la mezcla 85 ml de 

TE (Vf 10011) mas 50 ml de fenol saturado y 50 ml de 

cloroformo y se centrifugó durante 5 min a 14 Krpm a 

temperatura ambiente, se recuperó la fase acuosa y se agregó 
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un volumen de acetato de amonio 4 M más 2.5 volúmenes de 

etanol para precipitar el DNA marcado. La mezcla se colocó en 

un bailo de hielo seco-etanol 15 min, se centrifugó 30 min a 

14 Krpm . Se eliminó el sobrenadante y la pastilla se lavó 

con etanol al 80% y posteriormente el botón se dejó secar de 

5 a 10 min a temperatura ambiente y finalmente se resuspendio 

en 20 ul de agua. Vi fragmento apropiado del DNA marcado se 

obtuvo al digerir los ácidos nucleicos marcados, con una 

segunda enzima de restricción. Los productos de las 

digestiones se fraccionaron en geles nativos de 

poliacrilamida del 4 al 6% ( 25 ). Los productos de la 

segunda digestión se colocaron directamente sobre el gel 

nativo de poliacrilamida, después de agregar 5 ul de 

solución con colorantes (50% de glicerol, 0.1% de 

xilen-cianol\ 0.1% de azul de bromofenol). Los geles de 

poliacrilamida se corrieron a 150 volts, hasta la separación 

deseada de los fragmentos, en base a la migración de los 

colorantes. Los fragmentos marcados se localizaron al exponer 

el gel húmedo cubierto con Ega-pack, sobre una placa de 

autorradiografla, durante 10 min. Las bandas de interés se 

cortaron del gel con bisturí y se colocaron en tubos 

eppendorf. Se agregaron 400 01 de buffer de elución (10 mM de 

Tris-HC1 pH 7.5, 1 mM de EDTA. 0.3 M de NaC1 y 0.1% de SDS). 

a cada banda, y éstas se incubaron a 37°C durante 14 a 16 

hrs, Los 400 ml se filtraron (Millex-HA, 0.45 um; Millipore), 
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y los ácidos nucleicos se precipitaron con un volumen de 

isopropanol. Las pastillas se resuspendieron en agua a 10,000 

cpm/ml. 

2. 	Obtención y caracterización de proteinas nucleares y 

citoplasmicas. 

2.1 Obtención de nucleos y proteinas citoplasmicas (fracción 

S100),* 

La obtención de los núcleos se realizó de acuerdo al 

protocolo descrito por We:ii ( 34 ) con las siguientes 

modificaciones: Un cultivo de 250 ml. con aproximadamente 1 X 

10" epimastigotes/ml, fueron cosechados y lavados con buffer 

salino de fosfatos (PBS, pH 7.2), centrifugados en el rotor 

USA 10 min a 6000 rpm a 4°C. El volumen del paquete celular 

(VPC) fue medido y se resuspendió en 5 volúmenes con buffer A 

(He pes 10 mM pH 7.9. 1.5 mM de MgCl,2 10 mM de DTT y 0.5 mM 

de PMSF). se transfirió a tubos nalgene (de aproximadamente 

30 ml) donde se dejaron reposar 20 min en hielo. El material 

se centrifugó a 6000 rpm en el rotor HB4 a 4°C y el botón 

celular se resuspendió en 2 volúmenes del VPC inicial con 

buffer A conteniendo cocktel de inhibidores de proteasas (0.5 

mM de PMSF, 2 mM de Benzamidina, 5 mg/m1 de aprotinina, 5 

ug/ml de pepstatina y 5 mg/m1 de leupeptina) concentración 

final. Las células fueron lisadas por 30 golpes manuales en 

el homogenizador de maso de teflón y vaso de vidrio (en hielo 
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y en la campana de flujo laminar). La lisis celular fue 

monitoreada en el microscopio. Esta suspensión se centrifugó 

nuevamente a 6000 rpm en el rotor HB4, durante 10 min a 4°C. 

Se recuperó el sobrenadante (el botón constituido 

principalmente por nucleos* fue usado para la obtención de 

extractos nucleares ver sección 2.2 ) y se le añadió un 

décimo del volumen de Buffer B ( 0.3 M de Hepes pH 7.9, KC1 

1.4 M y 0.03 M de MgCl) se mezcló suavemente y se centrifugo 

1 h a 35 Krpm en el rotor SW 65 Ti. El sobrenadante se 

dializo a 4°C en bolsas de dialisis (previamente tratadas con 

2% de bicarbonato de sodio y 1 mM de EDTA pH 8.0). durante 3 

h contra 200 Vol de buffer D (Hepes 20 mM pH 7.9, KC1 60 mM, 

205 de glicerol, 0.25 mM de EDTA, 0.125 mM de EGTA, 1 mM de  

DTT) y cocktel de inhibidores de proteasas (2 mM de 

Benzamidina 5 mg/m1 aprotinina, 5 mg/m1 de pepstatina A y 5 

mg/m1 de leupeptina). Después de la dialisis, los extractos 

que contienen principalmente proteínas citoplásmicas 

(denominada fracción S-100) fueron alicuotadas en volúmenes 

de 10-20 ul y rápidamente congeladas en nitrogeno liquido. 

2.2 Extractos nucleares*. 

Los extractos proteicos se obtuvieron básicamente 

según lo descrito por Dignara y cols (35) y W ldman y 

cols (36). La extracción de las proteínas se efectuó en 

el cuarto frío. Los núcleos previamente obtenidos (como se 
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describió en la sección 2.2) fueron resuspendidos suavemente 

con la ayuda de puntas azules (de rnicropipeta p1000 a las 

cuales se les cortó la punta para hacerlas más anchas) 

procurando no hacer burbujas en buffer C ( Hepes 20 mM pH 

7.9, glicerol al 25%. NaCI 0.42 M, MgCl 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, 

DTT 0.5 mM. PMSF 0.5 mM) mas cocktel de inhibidores de 

proteasas. Una vez que se resuspendieron los núcleos, se 

dejaron incubando con este buffer durante 45 min a 4'C con 

agitación rotatoria. Para separar restos nucleares y 

cromatina liberada, la suspensión nuclear se centrifugó 

durante 33 min a 19 Krpm a 4"C en el rotor SW 50.1. Los 

sobrenadantes que contenían las proteínas nucleares se 

colocaron, con cuidado en otro tubo limpio y se les adicionó 

1,6 ml-de sulfato de amonio 3.8 M (disuelto en 20 mM de Hepes 

pH 7.9), por ml de sobrenadante con la finalidad de 

precipitar las proteínas contenidas en el sobrenadante. Las 

Mezclas se agitaron nuevamente de manera rotatoria durante 

30-45 min a 4°C y el precipitado de las proteínas se obtuvo 

por centrifugación durante 18 min a 35 Krpm a clue en el 

rotor SW50 Ti. La pastilla de proteínas se resuspendió 

inmediatamente en 100 - 500 01 de amortiguador JJ t Hepes 20 mM 

pH 7.9, Glicerol al 20%, EDTA 0.2 mM, KC1 50 mM, Bme01-1 2 mM. 

PMSF 1 mM) y cocktel de inhibidores de proteasas procurando 

nuevamente no hacer burbujas para no desnaturalizar las 

proteínas. Las proteínas fueron dializadas por colocarlas en 
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un tubo ependorff el cual fue previamente decapitado y al 

cual se le colocó en lugar de la tapa la membrana de 

dialisis, esta se sujetó al tubo por medio de una liga y 

parafilm. Finalmente se colocó el eppendorf invertido en un 

tubo cónico de 50 ml y se centrifugó a 1000 rpm 5 min (en la 

centrífuga clínica) con la finalidad de checar que no se 

saliera la muestra. El eppendorf invertido con la muestra en 

contacto con la membrana de dialisis se coloco en 200 

volúmenes de Buffer D que contiene solamente Benzamidina y 

PMSF como inhibidores de proteasa a una concentracion de 0.5 

MM y 2 mM respectivamente. El buffer de dialisis se cambio 

cada dos hrs 3 veces. Una vez que finalizó la dialisis el 

eppendorf que contiene la proteína dialisada se centrifugó 

durante 6 min a 14 Krpm. se recuperó el sobrenadante (el 

botón contiene proteína desnaturalizada), se alicuotó en 

tubos eppendorf en volúmenes de 10 a 20 ml, se colocaron 

rápidamente en nitrogeno líquido y se guardaron en el REVCO. 

La concentración de proteínas fue determinada de acuerdo al 

metódo de Bradford ( 37 ). 

2.3 Ensayos de retardamiento en gel. 

Antes de realizar los ensayos de interacción DNA 

proteína se procedió a hacer el gel nativo de poliacrilamida 

de baja fuerza ióníca. Para lo cual se preparo un gel de 

poliacrilamida al 4% de 10 X 11.5 y 1.5 mm de espesor de 
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acuerdo al protocolo descrito por Cereghini ( 38 ). Se 

añadieron 6.6 ml del stock de acrilamida:bisacrilamida 

29:1, 5 ml de TBE 5X (Cf 0.5X) y 38.4 ml de agua. El gel fué 

polimerizado con la adición de 250 ul de persulfato de amonio 

al 10% y 80 ul de TEMED. La acrálamida se dejó polimerizar 

durante 1 h. Antes de cargarse las muestras (complejos 

DNA-proteína) el gel fue precorrido a 150 volts 30 min. 

Los ensayos de interacción DNA proteína se realizaron en 

un volumen de 20 ul en presencia de Hepes 10 mM pH 7.9, Kel 

30 mM, glicerol al 10%. DTT 1 mM. PMSF 0.05 mM; 1 ug/u1 de 

poli (di-dC):(dI-dC) como competidor no especifico. MgCl 4 

mM, y Espermidina 4 mM. Esta mezcla se incubó con diferentes 

concentraciones de extractos nucleares (1-24 ug) durante 10 

min en hielo. Posteriormente se añadieron 2 ng del fragmento 

de DNA marcado radloactivamenté con '52P y se incubaron 

nuevamente durante 10 minutos en hielo. Terminada la 

incubación se añadieron 3 ul de Buffer de muestra (0.25% de 

azul de bromofenol, 0.25% de xilen cianol y 20% de glicerol) 

solamente a la muestra que contiene sonda libre sin extracto. 

Las muestras se cargaron inmediatamente en el gel de 

poliacrilamida de baja fuerza fónica, y se corrieron a 150 

volts durante 2 hrs. Una vez que concluyó 1a-corrida, los 

geles se fijaron 15 min en 10% de Metanol y 10% de acido 

acético y posteriormente fueron secados sobre papel Whatman 3 

MM (45 min a 80°C) y expuestos en película Kodak X-Omat. 
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2.4 Pootprinting. 

2.4.1 Interacción DNA-proteína ( 39 ). 

Los ensayos de interaccion DNA-proteína para el 

footprinting se realizaron normalmente en un volumen final de 

10 ul, en reacciones que contenían: 10 mM de Hepes pH 7-5, 

KC1 50 mM, 0.1 mM de EDTA, 0.5 mM PMSF, 4mM MgC1v , 4 mM 

espermidina, 10% de glicerol, 1 ug/u1 de poly 

(di-dC):(dI-dC), 1-2 ng de fragmento de DNA marcado en un 

extremo y en una sola cadena y 30 ug de extracto nuclear. 

Normalmente se mezclaron 3 01 de solución 3.3X (13.3 mM de 

MgC1. y 13.3 mM de espermidina) con 1 ug/u1 de competidor 

poly (dI-dC):(dI-dC) y se ajusto el volumen con amortiguador 

D (ver sección 2.2) antes de adicionar el extracto. 

Generalmente componentes descritos se preincubaron durante 10 

min en hielo, antes de adicionar los fragmentos marcados e 

incubar las reacciones por otros 10 a 15 min en hielo. 

2.4.2 Digestión con DNAasaI. 

La DNAasai (Amersham) se disolvió a una concentración de 

2 mg/ml en solución HNB (Tris-HCl 15 mM pH7.5, KC1 60 mM, 

NaC1 15 mM, 0.5 M de sacarosa, espermidina 0.5 mM, espermina 

0.15 mM. EDTA 0.2 MM, DTT 0.5 mM, PMSF 0.2 mM) y se almacenó 

a -20 C. Las digestiones con DNAasaI se realizaron 

normalmente a 20°C durante 60 seg, con DNAasa recién diluida 

en solución HNB enriquecida con MgCh2 5 mM y CaC12 2.5 mM). 
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Generalmente se usaron 1-3 ul de DNAasaI diluida entre 1:50 y 

1:100 para las digestiones en presencias de extracto. Para 

digerir el DNA en ausencia de extractos se usaron diluciones 

entre 1:400 y 1:1000. Las reacciones se detuvieron mediante 

la adición de 30 ml del amortiguador de paro de DNAasa (EDTA 

50 MM, SDS 0.2%, RNA de transferencia 100 ug/ml y 100 ug/ml 

de proteinasa K). Los tubos se incubaron durante 45 min a 

4" A cada tubo se le añadió TE (10 mM Tris p11 7.5 y 1 mM 

EDTA) a un volumen final de 100 ml. Los ácidos nucleicos 

fueron extraídos con fenol:cloroformo (1:1). Se recuperó la 

tase acuosa de cada una de las muestras y se les adiciono un 

volumen de acetato de amonio 4 M y 2.5 volumenes de etanol 

trío (-20°C), y se dejó precipitar el DNA toda la noche a 

-20°C. Al día siguiente las muestras se centrifugaron a 14 

Krpm a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el botón fue 

lavado con etanol al 60% y se dejó secar a temperatura 

ambiente. Finalmente la pastilla se disolvió en 3 ul de 

buffer de carga (956 de formamida, 10 mM de. EDTA, 0.25% de 

azul de bromofenol y 0.25% de xilen cianol). 

2.4.3 Secuenciación por Maxam y Gilbert ( 40 ). 

Este procedimiento requiere que el DNA sea marcado en un 

extremo y una cadena. El DNA es sujeto a 4 diferentes 

reacciones de secuencia, cada una de las cuales va a 

modificar quimicamente el DNA en una base especifica. De tal 
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manera que en la reaccion AA-G, las condiciones acidicas 

depurinizan el DNA. Las guaninas son metiladas por 

Dimetilsulfato. La hidrazina reacciona con citosina y 

timidina pero una alta concentración de cloruro de sodio 

modifica preferencialmente las citosinas e inhibe la reaccion 

con timidina. Estas reacciones se extienden a lo largo de la 

molécula de DNA en donde se encuentran cada una de las bases 

que modifican. Posteriormente el DNA modificado es tratado 

con piperidina que rompe la hebra de DNA en la base 

modificada. Dado que las bases son modificadas parcial y 

azarosamente, lo que resulta es una mezcla de fragmentos de 

DNA marcados de diferente tamaños en cada reacción de 

secuencia. Cada una de las reacciones son cargadas 

separadamente en un gel de secuencia el cual separa los 

fragmentos de DNA de acuerdo a su tamaño. Por observar la 

posición relativa de las bandas radioactivas en estos cuatro 

carriles, la secuencia de DNA puede ser determinada 

Reacciones de modificación. 

Reacción de modificación de purinas (G+A). Se efectuo de 

.acuerdo al protocolo descrito por Maxam y Gilbert ( 40 ).y 

que a continuación se describe: 

A 1041 de DNA marcado (10,000 cpm/ul) en un solo extremo 

y en una sola cadena se le añadió 2 pi de esperma de salmón 

(5 	ul) sonicado como "carrier" y 25 pi de ácido fórmico 
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(98%). Esta mezcla se incubó durante 6 min a 20°C, se agitó 

con vórtex y se añadió 200 ul de buffer de paro de hidrazina. 

(0.3 M de acetato de sodio, 0.1 mM EDTA, 25 ug/ml de tRNA) y 

se colocó' en hielo. Una vez que se paró la reacción el DNA se 

precipitó al añadir 3 volúmenes de etanol a -20°C y se 

centrifugó a 14 Krpm durante 30 min. El botón se resuspendió 

en 250 ml de acetato de sodio 0.3 M y se volvió a precipitar 

el DNA con 3 volúmenes de etanol. Nuevamente se colocó en un 

baño de hielo seco - etanol 15 min y se centrifugó a 14 Krpm 

a 4"C. El botón se lavó con etanol al 80% y se procedió a la 

reacción de ruptura con piperidina. 

Para la reacción de modificación de guaninas (G) se 

mezclaron 190 ml de buffer de dimetil-sulfóxido (50 mM de 

cacodilato de sodio, y 1 mM de EDTA disódico pH 8.0) con 4 ml 

de DNA de esperma de salmón sonicado y 5 ml de DNA marcado. 

Esta mezcla se colocó a 4°C y se le adicionó 5 ul de dimetál 

sulfóxido al 10%. La reacción de modificación se efectuó 

durante 5 min a 20°C y fue parada por añadir 50 ul de 

solución de paro de dimetil sulfato (1.5 M de acetato de 

sodio, 0.5 M de ditiotreitol, 100 ug/m1 de t-RNA de 

levadura). EL DNA se precipitó al adicionar 3 volúmenes de 

etanol y se dejó durante 15 min en un baño de 

hielo seco-etanol. Se centrifugó, se reprecipito y se lavó el 

botón igual que para la reacción de modificación de las 

purinas. 
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Para la secuenciación de las adenínas (A) se mezclaron 

100 ml de NaOH 1.2 N, 1mM de EFTA pH 8.0, 4 ml de DNA 

sonicado y 5 ul de DNA marcado (aprox. 10.000 cpm /m1). La 

reacción se efectúa durante 7 min a 90°C y se enfría 

rápidamente en agua-hielo. A esta mezcla se le ahadió 150 ml 

de ácido acético 1 M y 5 ml de UNA (aprox 1 mg/m1) más 3 

volúmenes de etanol para precipitar ácidos nucleicos y se 

mantuvo en hielo seco/ etanol durante 15 min. transcurrido 

este tiempo se centrifugó durante 30 min a 14 Krpm. El botón 

fue resuspendido en 300 ml de acetato de sodio 0.3 M pH 5.2 

se volvió a precipitar y lavó como se indicó anteriormente, 

Reacción de ruptura 

Después que las reacciones de modificacion han sido 

hechas, el DNA modificado es tratado con piperidina, la cual 

rompe la hebra de DNA en las bases modificadas. Esta reaccion 

se realizó de la siguiente manera: 

EL DNA de cada una de las reacciones se disolvió en 100 

ul de piperidina diluida recientemente (1:10). Cada uno de 

los tubos eppendorf que contenían las reacciones de secuencia 

fueron sellado muy bien con parafilm y posteriormente 

incubados a 90°C durante 30 min. Una vez que la reacción de 

ruptura fue efectuada los tubos fueron rapidamente colocados 

en una balo de hielo seco / etanol durante 5 min y 

posteriormente se colocaron en el evaporador rotatorio 
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(Savant) hasta que se evaporó la piperidina (aproximadamente 

1 h). Una vez que se evaporó la piperidina el botón fue 

redisuelto en 10 ml de agua se coloco nuevamente 5 min en el 

balo de hielo seco--etanol y se volvió a colocar en el 

savant esto se efectuó dos veces más con la finalidad de 

eliminar lo má9 que se pueda la piperidina , debido a que la 

calidad de las reacciones de secuencia depende en parte, de 

la completa eliminación de éáta. 

Una vez que las reacciones de secuencia asi como las del 

footprinting fueron realizadas las muestras se corrieron en 

un gel de poláacrilamida-Urea al 6%. Para un gel de 70 ml se 

agregaron: 18 mi de la mezcla acrilamida-bisacrilamida 

(29:1), 35 gr de Urea, 14 ml de TIME 5X y 18 ml de agua. 

Además se le adicionaron 520 ul de persulfato de amonio al 

10% y 18.6 ul de TEMED. El gel se.precorriÓ durante 30 min a 

30 watts. Por otro lado las muestras fueron calentadas justo 

antes de cargarse 3 min a 90°C. y se colocaron 3 ml de cada 

reacción por pozo. Las muestras fueron corridas a 25 watts 

hasta que el azul de bromofenol migró tres cuartas partes del 

gel. Una vez que finalizó la corrida el gel ( que se 

encontraba pegado al vidrio chico) se colocó en una solucion 

que contenía 10% de ácido acético y 12% de metanol durante 1 

br para fijarlo. El gel se dejó toda la noche a 3'7°C para 

secarlo y al día siguientes se colocó una película de rayos X 
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y se dejó exponiendo durante 2 a 3 días a -/0°C con pantalla 

amplificadora, 

2.5 Southwestern ( 41 ). 

Esta tecnica, es un método efectivo para identificar de 

manera directa las proteínas que se unen al DNA sin 

purificación parcial. A través de la transferencia de las 

proteínas a papel de nitrocelulosa y su incubacion con DNA 

blanco se puede lograr ident ificar las proteínas que 

reconocen la secuencia del promotor a estudiar. Nosotros 

empleamos este protocolo para identificar un grupo de 

proteínas que parecen unirse con especificidad al promotor 

del RNAr 5S y a su región espaciadora. 

Preparación de las muestras. 

30 mq de proteínas nucleares y de ja fraccion S-100 

(aproximadamente 15 ul) fueron diluidas con un volumen de 

buffer de muestra (5% SDS, 	mM de Tris-HCI pH 6.8. 20U mM de 

1YTT, 20% de glicerol y 0.05% de pironina). Las muestras se 

Colocaron directamente en el gel sin hervir. El volumen 

depositado en los pozos del gel dependió en cada caso de que 

tan concentrada estuviera la muestra. 

2.5.2 Preparación de los geles. 

La electroforesis de las proteínas se hizo en geles de 

poliacrilamida de 10 X 11,5 cm y de 1.5 mm de espesor, 
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preparados de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli 

( 42 ). El gel resolutivo fue preparado con las siguientes 

concentraciones finales: Acrilamida 10%, bisacrilamida 0.9%, 

Tris—base 0.375 M pH 8.8, SDS 0.191. El gel fue polimerizado 

mediante la adición de 0.05% de persulfato de amonio y 0.003% 

de TEMED. Las concentraciones finales del gel concentrador 

fueron las siguientes: Acrilamida 4%, bisacrilamida 0.10%, 

Tris—HC1 0.0125 M pH 6.8 y SDS al 0.1%, persulfato de amonio 

0.05% y TEMED 0.05%. El buffer de electroforesis contenía: 

Tris—base 0.025 M pH 8.3, glicina 0.192 M y SDS 0.1%. La 

electroforesis se hizo manteniendo el voltaje constante (100 

volts) hasta que la pironina alcanzó el fondo del gel en 

aproximadamente 5 hrs. 

2.5.3 Tinción con azul de Coomasie. 

Terminada la corrida del gel; éste se desmontó de la 

cámara de electroforesis, la mitad de éste se colocó en un 

recipiente que contenía aproximadamente 25 ml de solución de 

tinción la cual consistía de azul de Coomasie (Bio—liad) 0,25% 

disuelto en metanol 45% y ácido acético 10%. Después de 

permanecer el gel 1 h en el colorante se lavó el exceso del 

mismo con agua bidestilada. Para desteflir el gel se empleó 

una solución de metanol al 10% y ácido acético al 10%. 

cambiándola cuando se saturaba de colorante, hasta que el 

fondo del gel estuviera transparente o azul tenue. 
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2. 5.4  Electroinmunotransferencia ( 43 ). 

Terminada la electroforesis del gel de poliacrilamida, 

la otra mitad del gel se equilibró en la solución 

amortiguadora de transferencia Trizma-base 25 mM, glicina 192 

mM y metanol al 20%. Así mismo el papel de nitrocelulosa 

cortado al tamaffo del gel se equilibró en la misma solución 

amortiguadora por 30 min. Una vez equilibrados el gel y el 

papel de nitrocelulosa, la unidad de transferencia se armó en 

una bandeja con solución amortiguadora de la siguiente 

manera: se colocó primero un cojinete de fibra y en seguida 

dos capas de papel filtro (Whatman 2MM), ambos previamente 

humedecidos en amortiguador. Sobre el papel filtro se colocó 

el gel y sobre éste el papel de nitrocelulosa, presionando 

con un objeto cilíndrico con el fin de eliminar burbujas de 

aire. Después del papel de nitroceluloéa se adicionaron otras 

dos capas de papel filtro y un cojinete de fibra. La unidad 

se cerró y se pasó a la cámara de transferencia, que contenia 

2.5 1 del amortiguador ya mencionado. La transfrencia se 

realizo durante 3 h a 300 mA. Una vez terminada la 

transferencia el papel se secó a temperatura ambiente y se 

guardó hasta su uso a 4°C. Antes de ponerse a interaccionar 

con el DNA, el papel de nitrocelulosa fue cubierto con 5% de 

leche descremada (Sveltes) disuelta en 10 mM de Hepes pH 7.9 

e incubadas durante 1 h a temperatura ambiente. 
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Posteriormente y ya con el papel bloqueado para disminuir de 

esta manera uniones inespecificas el filtro fue incubado con 

amortiguador de unión (10 mM Hepes pH 7.9, 50 mM NaC1, 10 mM 

MgClw, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.25% de leche descremada) 

que contiene 5 X 10 cpm (Cerenkov) de DNA marcado por ml 

durante 3 hrs a temperatura ambiente. Los filtros fueron 

lavados con 3 cambios de buffer de unión que contiene 0.1 M 

de NaC1 durante 2 hrs. El papel de nitrocelulosa se dejo 

secar y se expuso en peliculas Kodak X-Omat. 
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1. SUMMARY 
	

2. INTRODUCTION 

t3 

To further study the ribosomal RNA genetic 
system in Trypanosonta cruz!, the 5S rRNA gene 
family was characterized. We found that this gene 
family is reiterated about 1600 times per diploid 
nuclei and is mostly organized as a tandem repeat 
of 481 base pairs. These gene clusters were as-
signed to two chromosomes of about 1500 and 
1400 kilobase pairs. We found that the 5S 
rRNA-coding regían is comprised of 120 nu-
cleotides, and contains the well-known interna) 
control regions of eukaryotic RNA polymerase 
111. The two gene-spacer regions analysed exhibit 
a putative signa, for transcription termination 
and six sites homologous to the consensus se-
quence for the binding of transcription factor 
Spl. 

Carre,spondence io: R. Ifernández. Instituto de Investigaciones 

13k médicas, Universidad Nacional Autónoma de México, 

Apio- lado Postal 70.228, 04510 México D.F. México. 

Trypanosoma cruzi, a parasitic protozoa, is the 
etiologic agent for Chagas' disease. T. cruz!, tike 
other trypanosomatids, possesses atypical cytoso-
lic ribosomes whose large subunits contains two 
large (a and p) and six small (S1-S6) rRNA 
molecules [1-3). AH (hese RNA molecules, ex-
cept S5, are encoded within the main transcrip-
tion unit [4-6). RNA sequencing of S5 rRNA 
from Crithidia fasciculata [7] and from Try-
pattavorna bnIcei [81, have demonstrated that this 
small rRNA molecule corresponds to the 5S 
rRNA of other species. 

Our group is interested in the physiology of 
expression of the two kinds of T. cruzi rRNA 
genes (Le., main transcription unit and 5S locus). 
We have prcviously cloned and partially charac-
terized genomic DNA fragments from the main 
transcription unit [6,9]. Here we report the ge-
nornic organization, chromosorne location, and 
structure of the 5S rRNA gene family from T 

Our findings are compared with the amito- 
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goas data published for the African species T 
brucei [10,11) and the insect parasitic trypanoso-

atid C. fasciculata [12). 

3. MATERIAL AND METHODS 

3.1. Ce11 minar and nucleic acids preparation 
Cuiture of T entzi epimastigotes, nucleic acids 

purification and thc use of smail rRNAs as probcs 
have been previously described [6,13]. 

3,2. GOiOnie charawrimtion and cloning proce-
dttres 

Southern-bloc experiments were performed by 
standard techniqucs [1.4). Dot blots of genomie 
DNA were carried out by applying 125-500 ng of 
heat-denatured DNA lo nitrocellulose wet in 3 M 
NaCI and 300 mM trisodittm citrate. Thereafter, 
the nrerrt braue was treated as a regular Southesn. 
1-lybridization signals were first visualized by x-ray 
autoradiography, and then the individual dots 
were counted in a Packard Tri-Carb liquid seintil-
lation analyser. 

A r cm:i genomic library was constructed as 
follows: nuclear DNA was partially digested with 
Sau3A1 endonuclease and size fractionated 
through a 0.8% agarose gel. The DNA migrating 
in hetween 4.3 to 6.6 kbp was electroeluted from 
the gel and ligated finto the Batni-11 site of plas-
mid pUCIS. Escherichia culi MCI061 cells were 
transformed and scrcened with kinased 5S rRNA 
as described elsewhere [6). The done pRTCI4.2 
was isolated as a recombinant plasmid bearing a 
6-kbp genornie DNA insert that hybridizes to 5S 
rRNA. 

3.3. Preparation of DNA plugs and chromosatne 
electrophoresis 

Epimastitzotes from cultures were embedded 
and lysed in atzarose blocks as described [15]. The 
ernbedded material of approximate 1 x 107  para-
sites were loaded on 0.8% agarose gels in 0.1 M 
Tris base, 0.1 M borle acid and 2 mM EDTA p1-1 
8 (1 x TBE). The separation of thc chromosomes 
was performed using the Transverse Alternating 
Field Electrophoresis (TAFE) apparatus from 
Beckman. The electrophoretic conditions were:  

3-min pulses of 280 mA constant current for 48 h, 
8-min pulses of 400 mA for an additional 24 h al 

14'C in 1 X TBE. Sacharomyees cerevisiae chro-
mosomes from strain 334 were used as size stand-
ards. The gel was blotted to nitrocellulose after 
depurination with 0.2 N 1-1C1 for 5 rnin, and 
treated as a regular Southern blot. 

3.4. Nuckoilde sequence analysis 
"I'svo different Sau3A1 fragments of the tan-

dem repela doncel in pRTCI4.2 were subcloned 
into the MI 1111)18 Bain Hl site. Sequences from 
thcse and othcr constructions were obtained as 
described elsewhere [9]. 13oth DNA strands were 
sequenced and al' restriction sites were crossed. 

The 5' end of 7, cruz/ 5S rRNA was deter-
mined by partial sequence analysis of 5' [y- 32 Pi-
ATP-kinased RNA molecules (New England Nu-
clear), using the I3ethcsda Research Laboratories 
RNA sequencing kit and protocol. The 3' end 
was assigned by coniparison with T bruce/ and C. 
fasciculata species. 

4. RESULTS AND DISCUSSION 

4.1. Gene reiteration 
The 5S rRNA-gene copy number was esti-

mated by comparison with the SI small-rRNA 
coding region as reference. SI is part of the main 
transcription unit [61, which is present in about 
100 copies per nuelei [13). The radioactivity re-
tained in dot blots, corrected for the specific 
radioactivity of the SI or 5S rRNAs (Fig. 1A), 
indicates that, in T. cruz!, the 5S rRNA genes 
occur some sixteen times for cach SI coding 
region (i.e., approximately 1600 copies per nuclei). 
This figure is similar for the thrce DNA quanti-
ties used (125, 250 and 500 ng). An equivatent 
reiteration value (1500 copies) has becn reported 
for T. brucci 5S rRNA genes [8]. C. fasciculata 5S 
rRNA genes exhibit a lower multiplicity (i.e., 
250-300 gene copies per nucici [121). Since all the 
rRNA molecular species are equirnolar in the 
ribosomcs, the 5S gene overclosage raises inter-
esting questions regarding its level of expression 
and the stoichiometry of transcripts potentially 
produced. 

1 
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Bous data publishcd for the African species T 
!nucei [10,11] and the insect parasitic trypanoso-
matid C. fasciculata [12]. 

3. MATERIAL AND METHODS 

3.1. Cell culture raid nucleic acids prepararlo?' 
Culture of T cruzi epimastigotes, nucleic acids 

purification and thc use of small rRNAs as probes 
have bcen previousiy described [6,131. 

3.2. Genonte characterization and cloning proce-
dures 

Southern-blot experiments were performed by 
standard tcchniques [14]. Dot blots of genomic 
DNA were carried out by applying 125-500 ng of 
heat-denatured DNA to nitrocellulose wet in 3 M 
NaCI and 300 mM trisodium citrate. Thereafter, 
the membrane was treated as a regular Southeron. 
Hybridization signals were first visualized by x-ray 
autoradiography, and then the individual dots 
were counted in a Packard Tri-Carb liquid scintil-
lation analyser. 

A T cruzi genomic library was constructed as 
follows: nuclear DNA was partially digested with 
Smr3AI endonuclease and size fractionated 
through a 0.8% agarose gel. The DNA migrating 
in bctween 4.3 to 6.6 kbp was electroeluted from 
the gel and ligated into the BarnFil site of plas-
mid pUC18. Escherichia coli MC1061 cells.were 
transformed and screened with kinased 5S rRNA 
as described elsewhere [61. The done pRTC14.2 
was isolated as a recombinant plasmid bearing a 
6-kbp genomic DNA Insert that hybridizes to 5S 
rRNA. 

3.3. Prepara¡ion of DNA plugs and chromosotne 
clectrophoresis 

Epimastigotes from cultures were embedded 
and lysed in agarose blocks as described [15]. The 
embedded material of approximate 1 x 107  para-
sites were loaded on 0.8% agarose gels in 0.1 M 
Tris base, 0.1 M borle acid and 2 mM EDTA pH 
8 	x TBE). The separation of the chromosomes 
was performed using the Trausverse Alternating 
Field Electrophoresis (TAFE) apparatus from 
Beckman. The electrophoretic conditions were:  

3-min pulses of 2S0 mA constant current for 48 h, 
8-min pulses of 400 mA for an additional 24 h al 
14'C in 1 x TBE. Sacharonsyces cererisiae chro-
mosomes from strain 334 were used as size stand-
ards. The gel was blotted to nitrocellulose afier 
depurination with 0.2 N 1-1C1 for 5 min, and 
treated as a regular Southcrn blot. 

3.4. Nucleotide sequence anal sis 
Two different San3A1 fragmenta of the tan-

dem rcpeat cloned in pRTC14.2 were subdoned 
into thc Ml3mpl8 [h n: Hl site. Sequences from 
diese and other constructions were obtained as 

described elsewhere [91. Both DNA strands were 
sequenced and all restriction sitos were crossed. 

The 5' end of T. cruzi 5S rRNA was deter-
mined by partial sequence analysis of 5' [y-32 11-
ATP-kinased RNA molecules (New England Nu-
clear), using the Bethesda Research Laboratories 
RNA sequencing kit and protocol. The 3' end 
vas assigned by comparison with T. brucei and C. 
fascicula ta species. 

4. RESULTS AND DISCUSSION 

4.1. Gene reiteration 
The 5S rRNA-gene copy number was esti-

mated by comparison with the Si small-rRNA 
coding region as reference. Si is part of the main 
transcription unit [6], which is present in about 
100 copies per nuclei [13]. The radioactivity re-
tained in dot blots, corrected for the specific 
radioactivity of the SI or 5S rRNAs (Fig. 1A), 
indicates that, in T. cruzi, the SS rRNA cenes 
occur some sixteen times for each Si coding 
region (i.e., approximately 1600 copies per nuclei). 
This figure is similar for the three DNA quanti-
ties used (125, 250 and 500 ng). An equivalent 
reiteration value (1500 copies) has been reponed 
for T. brucei 5S rRNA genes [8]. C. fasciculata 5S 
rRNA genes exhibit a lower multiplicity (i.e.,.  

250-300 gene copies per nuclei [12]). Since all the 
rRNA molecular species are equirnolar in the 
ribosomes, thc 5S gene overdosage raises inter-
esting questions regarding its level of expression 
and the stoichiometry of transcripts potentially 
produced, 
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Fig. 1. Flybridization of T. cruzi 5S rRNA to genomic DNA. 
A. Denatured DNA was spotted anta nitrocellulose and inde• 
penden( membrancs were hybridized with the kinased small 
rRNAs SS for SS) and 51. The retained molar ratio SS/S1 
indicated below thc autoradiographs was calculated by liquid 
scintillation analysis of the membranes. ti. Genomic DNA was 
digested with the indicated enzymes during 5 ruin (a). 15 min 
(b), 30 min (c) and 5 h (d). The blotted gel (1.2% agarose) was 
hybridized lo a .481-bp cloned DNA fragment containing 
complete SS rRNA gene repeat. Fragment sizes were esti• 
mated using 	 and pUR322 	independent 

digests, 

4,2. Ge110111k organization and ehromounnal lora-
(ion 

Our previous genomic mar) of T cruzi rRNA 
genes indicated that the 5S rRNlitz gene family 
was not linkcd to the main transeription unit [61. 
Partial Hindi, Hin fi or Sau3A1 cligestions of T 
cruzi genomic DNA were Suuthern hybridized to 
a 5s rRNA gene probe. In all cases, thc radioac-
tive signal shows the accumulation of an approxi-
mately 500-bp fragment and fainter bands (Fig. 
1B). Most of these bands move in the gel with 
sizes expected for multiples of a putative 500-1)1) 
rnonomeric unit. There are also a few othcr bands 
(> 500 bp) that hybridize with the 5S rRNA gene 
probe. These results are consistent with the 5S 
rRNA gene family being organized as a tandem 
of an approximately 500-bp unit. The fragments 
that don't fit this model may represent DNA 
elements with heterogeneity in size and/or se-
quence, the end of the repeats in a cluster of 
genes, ur homologous sequences that moved else-
where in the genome. This model has also beca 
proposed for the 5S rRNA gene family from T. 
brucei (745-bp monomer [10]) and from C. faseic-
ulata (227-bp monomer, [121). Our sequence data 
from two independent 5S rRNA gene repeats 

oindicate T. cruzi monomeric sizes of 479 and 481. 
bp. 

The localization of the 5S gene clusters in T. 
cruzi chromosomes vas carried out by Southern 
blots of chromosome-sized DNA molecules. Fig. 
2 shows the occurrence of tuvo discrete hybridiz-
ing bands of approximately 1500 and 1.400 kbp. 

4.3. Gene sequence 
Two differcnt 5S rRNA gene repeats werc 

completely sequenced. The coding and spaccr 
regions were assigned as mentioned in MATER1-
ALS AND Molions. Fig. 3 depicts the nucleutidc 
sequence of the two repeated elements analyzed: 
the coding region (120 bp) was identical in both 
repeats. Two substitutions and two dcictions (or 
insertions) were found among the two spaccr 
regions (361 bp, the largest). These changes could 
be duc to natural polymorphisms among the re-
peats. 

The non-coding spacers of T. brucci and C. 
fasciculata differ in size: 625 and 107 bp, respec- 



tively [10,12], and show no similarity tu that of T. 
cruzi. 11 therc is any DNA element within the 
spacer region that interacts with thc transcription 
apparatus, it is likely tu be a small sequence 
motif. With respect to this point, we found six 
putative G + C boxes which are at least 83% 
homologous to the consensus sequence 
GGGCGG [16,171 identified as a binding site for 
the transcription factor Spl. Three of them occur 
in the same polarity as thc RNA-like strand, and 
the rest are found in the opposite DNA strand 
(Fig. 3). When we searched for this motif in the 

kpb 

1500- 

a b 

Fig. 2. Chromosomal location of T. cni:i .5S rRNA genes. 
1!thidium hromide.stained gel of chromosomes from T. cruzi 
cells 	e) separated under transverse alternating field clec- 
trophoresis, S. cereri3iati chromosomes (a) viere used as size 
markers. The Canes a', h'. and e' correspond lo the Southern 
hshridization of the blotted gel using a cloned SS rRNA gene 

repeat (481 hp) as a radioactiva probe. 

NON eObING WCGION ,Tch 

141 
CCCACTMT Mr7TCCTIe  COCCAliGeG CIITI[CAziT cummcA CCGArneiOU 

kleZe*GeGGIO GCTVACT11 leGAGCGelie OCUCUCCGel OCAAAAAAUA saah.rrcetc 

AeOCAGTTeC COeGerACAT OTGGGSAAkie GAeOeGTeeO CGGGCTUGe GOCAIAATee 
.A 	. 

OCAAAAGG44 CTOCCGAGCT TCATTITeeA TOCIT1TIGG AGTeA4TUAU CAGAATAGAT 

TIATOAQATA AGOCTOCCTT AATUCCCCe eeCeleCGTC CIACTITCAT eATCTCCCUe 

• .T. 

ISOCGTeGGTO TTITOCCTOT COUGON15L522..leGOTTG CACATOGeOT OUOCOTCGC C 

eartWO REGIO» 
• 

Tt 	GOOTACCACC ATACTTGGCC GAGTOCACCA eITCCCGICe GATTTGTGA 
Tb 	 A  

OTTAAGeGGe 

C/ 	.A.„.. 	AGT 	..AAA 	„.. 	7 	  ie. 
Na 	.Te....0„ 	....

,
CACC.T 	„Ae..O..0 	.,T...,T 	...C.e0 

Bale Tc 	EieAGGCCTC TTAJTACOG 9 MAGTGA TCGCGCTGOA ACCCGOGOTO CCGTACeCTT Tb  	TT 	.T..0 
et 	 I  A T 	A.4 ,/,A 	,,,,, T 	CC Ila 	OT O 	O 	 TT O.. CC..CTO... 	.Ti.0 

Fig. 3. Nucleotide sequence of the SS rRNA gene repeat of 
erial. The non-coding region (upper block) is compared for 
two independent Sati3A1 clones. Dots and dashed represent 
identity or absence of nucleotide, respectivcly. The arrows 
indicate the position and orientation of the putative Spl-bind• 
ing cites (GGGCGG, consensus sequence in the same polarity 
as the sense strand). In two cases these sequence elements are 
repeated with an overlap of two nucleotides, as indicated. The 
lower block of sequences presents the alignment of the coding 
regions (sense strand). This coding sequence was identical in 
both T. cru:i dones (Tc). The published sequences for 7. 
brucel (Tb) [101, C. fasciculata (Cf) (12) and Homo sapiTris 
(I-is) (19) are shown. The internal control regions (i.e., Box A 
and Box C) are boxed. The bold line under a run of 7 Ts 
(upper block of non-coding region) indicares the putative 

dement of transcription terrnination (21). 

published data for other trypanosomatids, we 
found that both T. brucci [10) and C. fasciculata 
[121 analogous spacers exhibit two G C boxes of 
this sort. Their significance in a polymerase 111-
type transcription unit is not known. DNA se-
quence elements of polymerase 11 promoters have 
beca documented to functionally occur upstream 
from the transcription-start site of some genes 
transcribed by RNA polymerase 111, e.g., a 
CACCC-box and a TATA-box localized upstream 
from the human 7S K RNA gene (see ref. 18 for 
review). Whether the G + C boxes hete found 
have an analogous function in the transcription of 
the 5S rRNA genes is an opera question. A proba-
ble interaction of these boxes with T. cruzi nu-
clei-derived proteins is currently being analysed. 

The 5S rRNA coding region shows high simi-
larity to that published for T bnicel (95%, [10)) 

401111 doe• 
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and C. fa.sciculata (80%, [12)). Noteworthy is the 
absotute conservation of the internal potymerase 
111 control regions (i.e., A-box and C-box) among 
the T. cruzi and T. brucei homologues [12,19]. 

As a separate feature. we found that the T. 
crac!' 5S rRNA coding region is only 	1(0111°1- 
ogous to the analogous moleeUle from humans 
[201 (Fig. 3). Therefore, it may be worth consider-
ing the application of this sequence (or part of it) 
as a probo for diagnosis of Trypanosomiasis. The 
coding region Juay not discriminate between dif-
ferent trypanosomatids, kit ibis identification 
could be achieved using gene-spacer derive(' se. 
quences. 

The isolation and characterization of 5S rRNA 
genes from the pathogenic trypanosomatid 
cruzi provides us with an opportunity to explore 
the molecular mechanisms that are involved in 
the cxpression of this gene family. 
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SUMMARY 

3 

The entire coding region (120 bp) plus 122 nucleotides from 

the Trypanosoma cruzi 5S RNAr gene spacer region were 

analyzed by footprinting assays of homologous crude nuclear 

extracts, and by gel retardation experimenta. The region 

protected to DNAaseI digestion comprises practically the 

entire coding region and most of the gene spacer sequences 

analyzed. Evidence is presented that supports the specific 

recognition of G+C boxes from the gene spacer by a putative 

Spl related factor present in nuclei from Tácruzi 

epimastigotes. 

KEY WORDS: Trypanosoma cruza, 5S rRNA gene, G+C boxes, Spl 



INTRODUCTION 

The cytosolic ribosomes of trypanosomatids are atypical 

in that they contain three larga and six small ribosomal RNA 

(rRNA) molecules [1-3]. Our work group has been interested 

in the analysis of the rRNA gene system from Trypanosoma 

cruzi: It has been reported that all of the small rRNA 

molecules from this parasite are codified in a mejor rRNA 

transcription unit with the single exception of the 5S rRNA 

species (4]. These RNA molecules were found to be codified 

in a gene family of approximately 1600 members, as tandem 

repeats of 480 bp [S]. The SS DNA repeated elements are 

comprised of both coding and non-coding spacer sequences 

[S]. The former (120 bp), exhibit the well known internal 

control elements (i.e., box A and box C) recognized by the 

eukaryotic RNA polymerase III (pol III) [6]. The latter 

(360bp), possess the putative signal for transcription 

termination, and six sites at least 83% homologous to the 

consensus sequences for the binding of the transcription 

factor Spl [7, 8]. Since Spl is a factor associated with 

pol II transcription units, and the SS rRNA genes are 

typically transcribed by pol III, we considered appropriate 

to further characterize these regions in tercos of their 

interactions with T.cruzi nuclear proteins. 

The findings here presented support the occurrence of 

T. cruzi nuclear proteins that interact with most of the 

sequences of the SS rRNA gene repeat. In addition, it is 

shown that the potential Spl binding sites from the SS DNA 

4 



spacer sequences are able to compete with the analogous 

motifs from SV40 early promoter region in their ability to 

interact with proteins from crude nuclear extracts derived 

from T. cruzi epimastigotes. 
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MATERIALS AND METHODS 

Cell culturas 

The Mexican stock of T.cruzi, C4 [9] was axenically 

cultured in liver infusion-tryptose liquid medium [10] 

supplemented with 10% heat inactivated fetal serum agitated 

in roller bottles at 28°C. 

Plasmid clones 

The genomic fragment cloned in pH3 is a complete T.cruzi 

5S gene repeat, and its sequence has been previously 

reported (Genbank accession number M59502) [5]. Figure 1 

shows the sequence elements of this clone, as well as the 

restriction sites used to construct the subclones pRC100 and 

pRE5S. 

Nuclear extracte 

Nuclei were prepared as reported by Weil et al. [11] 

with the following modifications: T.cruzi cells were 

colleéted by ceñtrifugation, washed once with isotonic 

phosphate buffer salive (pH 7.2) and resuspended in two 

volumes (referred to the packed cells) with Buffer A (10 mM 

Hepes pH 7.9, 10 mM KC1, 1.5 mM MgC12, 0.5 mM dithiotreitol, 

0.5 mM PMSF). The cells were allowed to swell for 20 min on 

ice, and then manually disrupted with a teflon homogenizer 

about 30 strokes. The cell lysis was monitored with phase-

contrast microscopy. The lysate was centrifugad at 6000 rpm 

(Sorvall HB4 rotor) for ten min at 4°C. Nuclear extracts 
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were prepared from this pellet as described by Dignan et al. 

[12) under the following conditions: nuclei were resuspended 

at 2 X 109  nuclei/ml in buffer C (20 mM Hepes pH 7.9, 25 % 

glycerol, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgC12, 0.25 mM EDTA, 0.5 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF). The suspension was stirred for 45 min by 

gentle rocking at 4°Cf  and the chromatin was sedimented at 

19,000 rpm for 30 min (Beckman SW 50.1 rotor). The protein 

from the supernatant was precipitated by the slow addition 

of 3.8 M ammonium sulfate in 20 mM Hepes (pH 7.9), at a 

ratio: 1.6 ml of sulfate solution per ml of protein 

suspension. The mixture was rocked over-night at 4°C and 

centrifuged at 35 / 000 rpm for 20 min (Beckman SW 50.1 

rotor). The proteins from the pellet were resuspended in 

the minimal volume of buffer D (20 mM Hepes pH 7.9, 60 mM 

KC1, 20 % glycerol, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.25 mM EDTA, 

0.125 mM EGTA, 2 mM Benzamidine, 5 mg/m1 Aprotinin, 5 mg/m1 

Pepstatin A, 5 mg/mi Leupeptin). Typically 100-200 ml of 

buffer D were used to resuspend proteins from 108  cells. 

The suspension was dialysed for 4 hr at 4°C against 500 

volumes of buffer D. The nuclear extracts were kepí frozen 

in liquid nitrogen until used and the protein concentration 

was determined by the method of Bradford [13]. 

Electrophoretic mobility shift assays. 

Protein-DNA complexes were formed and analyzed as 

described [14, 15] under the following conditions: 10,000 

cpm (ca 1.0 ng) of an end-labeled double-stranded DNA probe 
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was incubated at 4°C in binding buffer (20mM Hepes pH 7,9, 

60 mM KCI, 20% glycerol, 0.25mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 1 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF, 2 mM Benzamidine, 5 pg/ml Aprotinin, 5 

pg/m1 Pepstatin A, 5 mg/m1 Leupeptin) with 1-24 pg of 

protein from T. cruzi nuclei (20 ml as final volume). To 

reduce the non-specific binding, 1 mg/41 of poly (dI- 

dC):(dI-dC) (Pharmacia) was used in the binding reaction. 

This reaction mix was incubated for 10 min at 4°C, and the 

DNA-protein complexes were resolved on 6% polyacrylarnide gel 

(acrylamide to bisacrylamide 29:1) in 55.5 mM Tris, 44.5 mM 

boric acid, 1 mM EDTA (0.5X TBE). The electrophoresis was 

carried out in 0.5X TBE for 2 hr at 150 V. The gel was 

fixed in 10% acetic acid and 10% methanol, dried, and 

autoradiographed. 

Footprinting reactions 

DNA-binding reactions for DNAase I footprinting were 

carried out exactly as described aboye for the gel 

retardation assays except that 30 mg of the appropiate 

nuclear extract and 1.5mg of poly (dI-dC):(dI-dC) were used 

for the binding reactions. Cleavage with DNAase I was 

performed essentially as described previously [16], with 

only minor modifications: following incubation of the 

binding reaction at 4°C for 10 min, 2 ml of a freshly 

prepared solution containing 0.3 u of DNAase I in 5 mM 

MgC12, 5 mM CaC12 was added. The digestion was carried out 

at 20°C for 60 sec, and terrninated by the addition of 30 41 
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of DNAase I stop buffer (50 mM EDTA, 0.1 % SDS, 150 mg/mi 

tRNA, Proteinase K). After phenol extraction, the DNAase I 

cleavage products were analyzed on a 6 % polyacrylamide, 8 M 

urea sequencing gel. Chemical cleavages were perforined as 

described by Maxam and Gilbert [17]. 
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REBULTS 

Protein intereotione along the T.cruzi 58 rRNA genes 

Our previous sequence analysis on T.cruzi 5S rRNA genes 

identified the putative internal control region (i.e., box A 

and box C), and some G+C boxes homologous to the consensus 

sequence for the binding of the transcription factor Spl 

[18]. These boxes are located in both polarities within the 

spacer region (Fig. 1). The occurrence of T.cruzi nuclear 

proteins that could interact with these DNA elements was 

investigated by footprinting analysis: the DNA probes pRC100 

and pRE5S which bear different regions of the 5S rRNA gene 

repeat (Fig. 1) were end-labelled and incubated with crude 

nuclear extracts from T.cruzi cells. Their DNAase I 

protection pattern indicate several zones of protection 

(relative to the pattern observed with the free probe) that 

span most of the analyzed region (Figs. 2 and 3). In 

addition, a slightly stronger protection was observed in 

some regions, like the internal control region (Fig. 2), or 

the G+C boxes number 2 and 3 (Fig. 3). Figure 4 depicts the 

nucleotide sequence analyzed (242 bp), with the DNAase I 

protected zones indicated. 

All the G+C boxes contained within the analyzed 

fragments from the 5S rRNA gene and spacer are located 

inside protected regions. Therefore, it is difficult to 

interpret whether they are specifically recognized by 

nuclear proteins from T.cruzi or are protected by factors 
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interacting in a broader sequence context (see below). 

Op1 relatad factor preeent in T.crussi nuclei 

To support the possibility that the G+C boxes could be 

specifically recognized by a factor from T. cruzi nuclei 

that could be related to Spl, a gel retardation experiment 

was carried out. If these G+C boxes were indeed recognized 

by an Spl related factor, then they should be able to form a 

complex with a well defined target sequence for Spl. A 72 

bp insert from plasmid pGC9 [19] was used as the G+C related 

radioactive probe, since it possesses six prototypic G+C 

boxes within the three 21 bp repeats from the simian virus 

SV40 early promoter region (Fig 5D). Nuclear extracts from 

T. cruzi were able to form at least two complexes with this 

probe (Fig 5A). Figure 58 shows that the 5S rRNA gene 

spacer region from T. cruzi (i.e., insert from plasmid 

pRE5S) displaces these complexes at a 50 fold excess. The 

polylinker region of plasmid pUC18 was used as regative 

control (Fig. 5C). 
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DIBCUS8ION 

Footprinting analysis. 

In spite of extensive studies on the structure of 5S 

rRNA genes carried out in several phyla, footprinting 

analysis of protein-5S DNA interactions is still limited to 

few organisms. On the one hand, the footprints of Xenopus 

crude nuclear extracts or purified TFI1IA on their 5S VINA 

genes indicate that only the internal control region is 

protected by DNAase 1, and only some enhancements 

distinguish the two protected regions [20]. On the other 

hand, detailed analyses performed on Saccharomyces 

homologous show that the assembly of transcription complexes 

take place in multiples steps involving protein-DNA 

interactions, and that the complete molecular complex extend 

over the entire transcription unit together with some 50 bp 

of the 5' flanking sequence [21]. The footprints here 

presented on the Tecruzi 5S rRNA gene support an expanded 

type of protein-DNA interactions similar to that observed in 

yeast cells [21]. Whether this kind of expanded protein-5S 

DNA interactions is a feature particular to simple 

eukaryotes is an interesting possibility, but it needs 

further examples to be supported. 

G+C boXes. 

Tscruzi nuclear proteins were able to form stable 

complexes with a proba from the early promoter region of 

SV40 that possesses 6 G+-C boxes, recognized by the 



transcription factor Spl. The displacement of these 

complexes by the T.cruzi 5S rRNA gene spacer region was 

evidenced in the gel retardation analysis of figure 5B. 

Since the similarity between these two sequences is 

restricted to the G-I-C boxes that conform the Spl binding 

site, it is likely that these motifs are responsible for the 

observed complex displacement. 

The occurrence of control regions located upstream from 

the transcription initiation site is now well documented in 

the 5S rRNA genes from arthropoda, and fungí species (see 

Ref. 22 for review). Moreover, an upstream Spl binding site 

has been found to stimulate (among other elements, including 

internal control regions) the transcription levels oí: the 

Epstein-Barr encoded small RNAs (EBER) genes transcribed by 

RNA polymerase III [23]. Whether T.cruzi possesses an Spl 

related protein capable to functionally bind the G-1-C boxes 

of the 5S DNA spacer region is an interesting possibility 

and future work will be directed to test it. 
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FIGURE LEGENDS. 

Fig. 1. Restriction map of T.cruzi 5S rRNA gene clones. 

Only key restriction sites are presented. The hatched boxes 

represent the coding region which contains the internal 

control regions (solid area). The small arrows indicate the 

position and orientation of the G+C boxes [5]. 

Fig. 2. DNAase 1 footprinting of T.cruzi nuclear extract on 

the 5S rRNA coding region. The labelled probe is the RNA-

like DNA strand (*) from the insert cloned in pRO100 

(Fig.l). Lanes: a, no protein digestion control; b-e, 

samples contained 30 mg of nuclear protein; f, chemical 

cleavage at As of the same DNA as marker. Sequences 

protected from DNAase I digestion are lengthwise indicated 

([). The fragment used as probe is presented alongside of 

the autorradiograph. The coding region (hatched box), the 

internal control region (solid box), and two G+C boxes (7  

and 8) are indicated. 

Fig. 3. DNAase I footprinting of T.cruzi nuclear extract on 

the SS DNA spacer region. The non-sense strand of pRE5S 

insert (Fig. 1) was end-labelled ( ) and incubated with 

(lanes b-e), or without (lane a) nuclear proteins. Chemical 

cleavage at purines 	(lane f) or at Gs (lane g) were 

included as markers. For further details see legend to 

figure 2. 
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Fig. 4. Summary of the 5S DNA sequence analyzed: The coding 

region (bold) is presented in between spacer sequences. 

Continuous and discontinuous underlining represent strong 

and mild protection of nuclear extracts to DNAase I 

digestion, respectively. The internal control regions (box 

A and box C), the G-f-C boxes (numbered arrows of 5r-3,  

polarity), and the run Ts (transcription termination signal) 

are presented. 

Fig. 5. Gel retardation analysis of T.cruzi nuclear 

extracts. The DNA probe (D) corresponds to the BamHI SalI 

fragment from SV40 early promoter region (19], that contains 

six prototypic G+C boxes (underlined with arrows in D). 

Panel A depicts the complexes Cl and C2 formed after the 

incubation of the probe with growing amounts of T.cruzi 

extracts: a, 0 mg; b, 2 mg; c, 4 mg; d, 8 mg; e, 16 mg; f, 

24 mg. The position of the free probe is indicated (FP). 

The displacement of these complexes (formed with 20 mg of 

nuclear extract) by the 5S rRNA gene spacer region (insert 

from plasmid pRESS, Fig. 1) is indicated in panel B, as 

follows: a, no extract; b and c, no competitor DNA; d-f, 10, 

50 and 100-fold molar excess of unlabeled competitor DNA 

respectively. The polylinker region from plasmid pUC18 was 

used as heterologous competitor (panel C). For molar ratio 

of this unrelated competitor refer to those conditions of 

panel B. 
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DATOS NO DI:ObTRADOs EN EL MANUSCRITO: 

1. 	La organización génica del RNAr 58 se ha conservado 

entre cepas diversas de T. cruzi. 

Una vez que encontramos que el RNAr 53 en la cepa C4 de 

T. cruzi  estaba organizado en "tandem" con repeticiones de 

aproximadamente 500 pb (articulo 1). Quisimos averiguar si 

en otras cepas de T. cruzi se presentaba una organización 

genica similar. La figura 5 muestra el patrón comparativo de 

hibridación genómica del gene del RNAr 5S entre cepas 

mexicanas y sudaméricanas de T. cruzi. En todos los casos la 

sonda hibridó con un fragmento de aproximadamente 500 pb. y 

en la cepa Ninoa además hibridó con otros fragmentos que son 

múltiplos de esta. Estos resultados nos sugieren que el 

arreglo de la molécula 5$ ( en tandem con repeticiones de 

aproximadamente 500 pb) está muy conservado entre las 

diferentes cepas de este parasito. 

Ubicación cromosomica de los genes para el RNAr. 

Con la finalidad de localizar el ó los cromosomas en los 

que se encuentra codificado el RNAr 53 y comparar su 

ubicación con la del cistrón del RNAr (1813-24S). Cromosomas 

de T. cruzi, Entamoeba  histojy;tica y Plasmociiuin chabuadii 

fueron separados por electroforesis de campos alternos 

transversos (TAFE) e hibridados con el RNAr 58 y el gene del 

RNAr 183. Como se observa en la figura b. la secuencia de 1MA 

-76- 



que codifica para el RNAr 18S y el RNAr 55 se encuentran en 

dos cromosomas uno de los cuales (aproximadamente 1385 Kpb) 

es común en ambas moléculas. Además se observa que el gene 

para el RNAr 5S de este parásito solamente hibrida con los 

cromosomas de T. cruzi y no con los cromosomas de E. 

histqlytica, Plasmodium chabuadii y Saccharomyces cerevisaae 

lo que nos sugiere que el gene del RNAr 55 de T. cruzi podría 

ser usado como sonda para diferenciar entre diferentes 

parásitos. 

y. 	Potencialidad del gene RNAr 5S como sonda de diagnoético 

de la enfermedad de Chagas. 

Con el propósito de averiguar si el gene del RNAr 55 de 

1. cruzi es capaz de hibridar con la molécula 5S de humano. 

DNA genómico de T. cruzi y DNA .de humano fueron digeridos 

con la enzima Hinfl. transferidos a papel de nitrocelulosa e 

hibrídados con el gene del RNAr 5S de este parasito. En- la 

figura 7 se aprecia que la sonda solamente hibrida con el DNA 

de T, cruzi pero no con el de humano, lo que nos sugiere que 

la molécula 5S de T. cruzi podría ser usado como una probable 

sonda de diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 

4. 	Análisis de transcritos del RNAr 5S. 

Con el objeto de analizar el perfil celular de la 

transcripción del locus: RNA total de T. cruzi se corrió en 

un gel de agarosa-formaldehído, se transfirió a membrana de 
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nylon y $e hibridó con el fraamento de DNA que contiene la 

región codificadora del RNAr 5S. La autorradiogratla 

presentada (Fig. 8) muestra la hibridación con fragmentos de 

alto peso molecular (7.5 kb) hasta la molécula madura de 

120 b. Esto indica que probablemente el PNAr 55 de T. 

sea transcrito como una molécula policastrónica. 

5. 	Estructura Secundaria 

Finalmente se procedió a obtener una probable estructura 

secundaria para el RNAr 55 de T. cruzi utilizando como quia 

el modelo universal propuesto por Delihas ( 44 ). La 

secuencia homóloga publicada para T. bruce'  (13) y 

C. fasciculata  (12) fueron alineadas. Cambios compensatorios 

en las moléculas homologas de T. bruce'  y C. fasciculata  

refuerzan la validez del modelo (Fig. 9). 

b. 	Análisis "Southwestern". 

Con la finalidad de caracterizar las proteínas que se 

unen a la región codificadora de este gene se realizaron 

ensayos "southwestern. Como se aprecia en el panel A (Figura 

10) a la región codificadora ( plámido pRC100) se le unen dos 

proteínas una de aproximadamente 35 Kda y otra de 52 Kda. 

.Mientras que la región espaciadora del gene 55 (plásmádo 

pRE5S) es reconocida por una proteína de 52 Kda (panel B tig. 

10). Tal vez la proteína ("52 Kda) que se une a la región 

espaciadora sea el mismo factor que reconoce las dos cajas 
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G-he 7 y 8 ( ver figura 4) que se encuentran río arriba de la 

región codificadora (plásmido pRC5S). Probablemente la 

proteína de 52 kDa que reconoce al espaciador de la molécula 

5S de T. cruzi corresponda a la fosfoproteina de 56 kDa que 

ha sido reportada que se une a las cajas 0+C de SV--40 (45) 

La proteína de 35 kDa podría corresponder a la proteína 

TFIIIA que tiene un peso molecular de 38 kDa y es una 

proteína gene específica del RNAr 5S (46). 
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Organización genómica del RNAr 5S en 10 cepas de T. 

crpzi. DNA genomico de 7 cepas mexicanas (2:17, 

YUCH4, H10, ZAC, NINOA, FRV y C4) y tres cepas 

Sudamericanas (PERU, Y y Silvio) fueron digeridas 

con la enzima HinfI durante 4 hrs. Las muestras se 

corrieron en un gel de agarosa (1.2%) y se 

hllmidaron con la region codificadora del gene RNAr 

5S. El tamaho de los fragmentos fue estimado por 

usar como marcadores-standard DNA de lambda digerido 

con HindIII y DNA de pBR322-  digerido con HinfI. 
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.Localización cromosomal del gene RNAr 5S y de la 

unidad fundamental de transcripción 

A. Cromosomas de Entamoeba histolytica 

Plasmodium chabuadii y T. •pruzk fueron separados por 

• electroforesis de campos alternos transversos 

(TAFE). El gel fue transferido a papel de 

nitrocelulosa e hibridado con el gene para el RNAr 

5S (B) ó el gene del RNAr 18S (C) , El tamaMo de los 

crIlmosomas fue estimado por usar como referencia los 

cromosomas de h3accharomyces cerevisiae. 
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FIG. 7 El gene para el JNAr 5S de T. cruzí no hibrída con 

el DNA humano. DNA de la capa C4 de T. cruzi, y 

DNA de humano fueron digeridos con la ennzima 

Los productos de la digestión se corrieron en un gel 

de agarosa al 1.2% y se hibridaron en condiciones 

tipo "Southern" con el gene del RNAr 55 de T. 

El tamaho de los fragmentos fue estimado con el DNA 

de lambda HindIII y OR322 
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s Patrón de hibridación de la molécula 5S al RNA total 

de T. cruzi. 30 ug de RNA total de T. cruz 1 se 

corrieron en un gel desnaturalizante de 

for maldehldo, se transfirió a papel de nylon 

(GeneScreen) y se híbrido con la región codificadora 

del gene 5S de T. cru i (Carril 1 y 2). El tamaho 

de-los fragmentos fue estimado con el RNA "ladder" 

de BRL. 
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FIG. 9 Estructura secundaria para el RNAr 5S de 

T. cruzi. La estructura secundaria fue 

obtenida por usar como guía el modelo universal 

propuesto por Delihas (44). La secuencia homologa 

publicada para el RNAr 5S de T. bruce' (13) y C. 

fasciculata (12) fueron alineadas. Diferencias 

observadas con respecto a T. cruzison mostradas 

en circulo para T. brucei o paréntesis para C. 

fasciculata. 
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FIG. 10 Caracterización de las proteínas que se unen al 

gene del RNAr 5S de T. cruzi. Proteinas nucleares 

  

de T. cruza fueron transferidas a papel de 

nitrocelulosa e incubadas con 5 X 10''cpm/m1 de la 

región codificadora (carril A) y con la region 

espaciadora (carril B). Después de la incubación-

los filtros fueron lavados con 100 11114 de Nael. 
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DISCUSION 

Nuestro grupo está interesado en el estudio de la 

regulación de la transcripción de T. cruzi. El estudio de los 

componentes moleculares de los rábosomas ofrece el atractivo 

de involucrar la participación de los tres tipos de 

polímerasas: pol 1 transcribe la unidad fundamental del RNAr, 

pol 11 transcribe las proteínas ribosomales y pol III la 

molecula de RNAr 5S. 

En esta tesis se estudió la organizacion genomica y 

cromosoma) de la molécula de RNAr 55 de T. cruzi, asi como la. 

interacción de proteínas nucleares con el .gene RNAr 55 de 

este parásito. 

A) Organización genómica del RNAr 55 en diferentes cepas de 

cruzi. 

Mediante ensayos tipo "Southern" se encontró que el 

gene que codifica para el RNAr 55 esta organizado en "Tandem" 

con repeticiones de aproximadamente 500 pb. Una organizacion 

similar fue encontrada en las 10 cepas analizadas (Z17, YUC 

1 4. H10. ZAC. NINOA, FRV, PERU. Y, C4 y SILVIO). Una 

explicacion para la conservación de esta organización no 

tenernos ya que si bien se ha reportado que la region 

codificadora para el RNAr 55 es bastante conservada. no es 

asá para la región espaciadora. Es por,  eso que cuando-

nosotros digerimos el DNA de las cepas de T. cruzi con la 
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enzima Hinfl (cuyo sitio de restricción se encuentra dentro 

de la región espaciadora) esperabamos que el fragmento de DNA 

que codifica para el RNAr 55. hibridará con fragmentos de 

diferentes tamatos resultado de la heterogeneidad dada por 

las secuencia que constituyen el espaciador. Sin embargo, 

encontramos que este arreglo es muy conservado lo que nos 

sugiere que probablemente exista una restricción funcional, 

en donde hayan tanto en la región espaciadora. y codificadora 

de este gene elementos que fueran importantes para la 

transcripción de está molécula. 

• 
"` 

13) El gene del RNAr 55 está 16 veces mas reiterado que la 

unidad fundamental de transcripción. 

Mediante ensayos de renatyralización cuantitativa RNADNA 

se encontró que la familia del .RNAr 55 esta reiterada 

aproximadamente 1600 veces por nucleo. Esto representa un 

exceso de 16 veces la dosis genica estimada previamente par'a 

la unidad fundamental de transcripción, cuya reiteración es 

de aproximadamente - 100 copias por núcleo (20). Si 

consideramos que los ribosomas estan constituidos por 

cantidades equimolares de ANA. Podría sugerirse que la célula 

regula la disponibilidad de las diferentes unidades de 

transcripción. En mamíferos existe una tosfoproteina de 50 

kDa ("La") cuya ausencia provoca una dramática disminución de 

la transcripción del locus RNAr 55. El mecanismo propuesto 
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supone que el complejo de transcripción permanece unido al 

DNA que esta transcribiendo y no permite que el complejo de 

transcripción sea liberado y pueda ser usado en varias rondas 

de transcripción (47). De tal manera que los niveles de "La" 

regulan la transcripción del gene 55. Tal vez exista en T. 

cruzi una proteína semejante a "La". 2) Otra posibilidad es 

que la vida media de los transcritos para la molécula 5S 

fuera mas corta que la de los transcritos para la unidad 

fundamental de transcripción de T. cruzi. Una situación 

alternativa de regulación pudiera pensarse si el RNAr 53 

fuera extranucleolar como en otros sistemas, y su 

incorporación al nucleolo fuera ineficiente. Esto explicarla 

la necesidad de una dosis adicional de RNAr 55 para su 

ensamblaje equimolar con los componentes de la unidad 

fundamental de transcripción. 

Ubicación cromosómica del gene para el RNAr 55 y de la 

unidad fundamental de transcripción. 

Durante mucho tiempo la caracterización de T. cruz i. a 

nivel citogenetico ha sido daficil porque sus cromosomas no 

condensan durante la división nuclear (48) Con el 

advenimiento de la electroforesís de campos pulsados se ha 

logrado la separación de grandes moléculas de DNA. Nosotros 

empleamos 1 a tecnica de electroforesis de campos alternos 

transversos (TAPE) y fuimos capaces de evidenciar 16 
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cromosomas cuyo peso molecular van desde 580 Kpb a más de 

1500 Kpb. Mediante ensayos tipo Southern de los cromosomas de 

T, cruzi se ubico al gene para el RNAr 5S en dos cromosomas 

de aproximadamente 1400 y 1300 Kpb y al comparar la ubicación 

de este gene con la del cistrón ribosomal se encontró que 

este también se encuentra ubicado en dos cromosomas (1400 y 

1200 kpb). Aparentemente uno de los cromosomas (el de 1400 

kpb) es común para ambos loci. Sin embargo, no podemos 

asegurar que la banda de 1400 Kpb realmente corresponda a un 

solo cromosoma ó más cromosomas no separados. Si resultará 

el caso de que en verdad es un cromosoma común. esto se 

antoja como una ventaja para poder regular un dominio grande 

de cromatina para la transcripción de estos loc.' (RNAr 5S y 

la unidad fundamental de transcripción). 

D) El RNAr 55 de  T. cruzi probablemente se transcriba como 

un policistron.  

El transcrito primario de los genes de RNAr 55 en 

eucariotes es idéntico al RNAr 55 que se aísla de las 

subunidades grandes citoplasmicas, por lo tanto el RNAr en 

eucariotes ni madura ni se procesa. Resultados preliminares 

obtenidos en esta tesis sugieren que el RNAr 59 de T. cruzi 

es transcrito como un policistron (transcrito primario 

arriba de 7.5Kb) el cual debe de sufrir una serie de pasos de 

procesamiento que generen moleculas individuales y maduras 

(120 b). Mensajeros policistrónicos ya han sido descritos en 
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el caso de T. brucei (i. e., genes de calmodulina, genes de 

tubulina y genes VSG) (49-51). En todos los casos la 

situación a comprobar es que la maquinaria transcripcional de 

T. 	transcribe sus unidades en tandem como RNA 

policistronicos. Con respecto al mecanismo de teminación este 

seria funcional dependiendo de las condiciones metabólicas o 

de algun factor que permitiera que bajo ciertas condiciones 

la transcripción parara o reiniciara. 

E) Análisis de  las proteínas que  se unen al gene del RNAr 

5S de T. cruzi. 

Uno de los intereses del grupo consiste en tratar de 

establecer un posible sistema de transcripción in vitro. El 

gene 5$ ha sido uno de los más estudiados y de los que se 

conoce mejor su secuencias de control asi como los factores 

que interaccionan con el. Con el objeto de identificar los 

factores que interaccionan con las regiones de control 

previamente identificadas en el RNAr 5S de T. cruzi (i.e., 

caja A y caja C, asi como las cajas G-I-C encontradas en el 

espaciador) y comparar nuestros hallazgos con los ya 

reportados, se realizaron ensayos de huellas moleculares con 

el plasmido pRC100 que contiene la región codificadora y 40 

pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción (que 

contiene las cajas G+C 7 y e Figura 1 manuscrito enviado). 

Los resultados mostraron que la protección no solamente 
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comprende la reqion de control interno constituida por la 

caja A y caja C (+50 - +90) sino que se extiende 

practicamente a todo lo largo de la molécula incluyendo la 

región en donde se ubican las cajas G+C 7 y 8. Estudios 

previos realizados con el gene para el RNAr 55 de S. 

cerevisiae mostraron que las proteínas que se unen a esta 

molécula protege.n de la digestión por DNAasaI grandes 

regiones de este gene y 40 a 45 pb ubicadas río arriba del 

inicio de'la transcripción (52). Resultados similares 

encontramos para la molécula 5S de T. cruzi. Sin embargo, 

para el caso del RNAr 5S de Xenopus y celulas Hella (53) se 

ha encontrado que la protección se limita a la región de 

control interno. Estas diferencias en el patrón de protección 

observado entre dos organismos eucariotes inferiores y dos 

organismos superiores no sabemos a que se deban. Creemos que 

es necesaria la caracterizacion y purificacion de los 

factores que interaccionan con la reglan codificadora del 

gene 55 de T. cruzi para poder establecer si las 

interacciones que estamos observando se deben a la unión de 

proteínas que ya han sido reportadas o bien si se tratan de 

proteínas nucleares diferentes. 

F) En los extractos nucleares de T. cruzi existe alqun factor  

que se une a la región espaciadora del gene 56.  

Ensayos de huellas moleculares y de retardamiento con la 
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región espaciadora (p1E5S) mostraron que existe un factor(es) 

que se. une a las cajas G+C. Durante mucho tiempo se penso que 

la caja A y la caja C eran los únicos elementos necesarios 

para la transcripcion de estos genes. Sin embargo, se sabe 

que los gene del RNAr 55 de Neurospora crassa, Bombyx mori y 

Drosophila melanogaster contienen secuencias ubicadas río 

arriba de la región codificadora que son necesarias para su 

transcripción (54). Además para el caso de los dos RNAs 

pequeños EBERI y EBER2 (transcritos por la pol III) del virus 

de Epstein Barr se ha encontrado que estos genes requieren 

para su transcripción tanto de la región de control interno 

(constituida por la caja A y caja B) así como de dos 

elementos ubicados río arriba del inicio de la transcripción, 

uno de- ellos está constituido por una caja G+C (55). Por 

esto, consideramos probable que las cajas G+C encontradas en 

el RNAr 55 de T. cruzi pudieran estar jugando un papel 

importante en la transcripción del gene 55 y que la  

transcripción de esta molécula requiera de la participación 

de ambos tipos de elementos. 

La TBP (proteína que se une a la caja TATA) es una 

proteina que inicialmente se encontró formando parte del 

factor multimérico TFIID, que se reqiiiere para la 

transcripcion de genes del tipo II. Recientemente se ha 

encontrado que TBP tambien forma parte del complejo de 

transcripción de los genes del tipo I y III (56-59). Esto 
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sugiere que probableffiente TI3P actue interaccionando 

inicialmente con la caja TATA y después se le unan a este 

otra serie de proteínas que le confieren la especificidad. 

Sería interesante que las cajas G+C que encontramos en el 

espaciador del gene BNAr 5S de T. cruzi estuvieran en los 

genes de proteínas ribosomales así como en los genes que 

codifican pare la unidad fundamental de transcripción, de tal 

manera que el factor que se uniera a estas cajas pudiera 

participar en una probable regulación coordinada de los tipos 

de genes que se requieren para. constituir un ribosoma. 

G) A la región espaciadora de T. cruzi se le une una proteína 

de aproximadamente 52 kDa. 

La secuencia G+C es uno de los elementos regulatorios 

mas comunes de los genes eucariotes que son transcritos por 

la polimerasa II, Esta secuencia es generalmente reconocida 

por el factor de transcripción Spi. Este factor activa la 

transcripción de genes de la clase II al unirse al DNA a 

través de sus tres dedos de zinc. Aunque muchos genes que 

contienen las cajas G+C (1. e., H-ras, c-myb, receptor de 

insulina) son activados por Spl (60). Algunas secuencias G+C 

pueden ser activadas por otros factores diferentes de Spi 

tales como Krox-20; BTEB, LSF y p53 (encontrados 

en Drosophila, ratón. celulas Hella y mamíferos 

respectivamente) (45, 60; 61 y 62). Dada la diversidad de 
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proteínas que se unen a las cajas (794.C, es muy probable que 

la proteína de 52 kDa que encontramos en este trabajo se 

trate de otro .factor diferente de Spl cuyo peso molecular es 

de 95 a 105 kDa. Probablemente la proteína de 52 kDa de T. 

cruz'  al igual que las proteínas que se unen a las ca)as G-he 

(Krox-20, 131:4111, -1,S17  y p53) tenga en su dominio de unión al 

DNA tres dedos de Zinc y se trate de un factor especifico de 

este parásito capaz de activar la transcripción. Por lo que 

consideramos que es importante la caracterización y 

purificación de ésta proteína para poder dilucidar el papel 

que juega en la transcripción del gene RNAr 5S y averiguar su 

posible papel en la regulacion de la transcripción de las 

proteínas ribosomales así como el de la unidad fundamental de 

transcripción. 
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CONCLUSIONES. 

1. Se estimó la existencia de aproximadamente 1600 copias 

por núcleo del RNAr 55, lo que representa un valor 16 veces 

mayor al encontrado previamente para la unidad de 

transcripción 185-24S. 

2. El análisis de restricción e hibridación sugiere que la 

familia génica del RNAr 55 se encuentra organizado en 

"tandom" con repeticiones de aproximadamente 500 pb y este 

mismo arreglo está muy conservado en varias cepas mexicanas 

y sudamericanas. 

Cromosomas de. T. cruzi, fueron separados por 

electroforesis de campos alternos transversos (TAPE) y 

mediante ensayos tipo "Southérn" se encontró que tanto el 

RNAr 55 como la unidad fundamental de transcripción 

(185-245) se encuentran en dos cromosomas uno de los cuales 

("1385 Kbp) es común en ambas moléculas dé RNAr. 

4. Ensayos preliminares tipo "Northern" sugieren que la 

molécula 5S es transcrita como un policistrón. 

5. La secuencia deducida para el RNAr 55 mostró los 

elementos de control de la transcripción descritos en otros 

phyla (i.e., caja A y caja C). Además se identificaron en la 

región espaciadora ocho cajas C44-C, elementos que forman parte 

del promotor de genes transcritos por la pol II. 
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6. Una probable estructura secundaría para el RNAr 5S fue 

obtenida por usar como guía el modelo universal propuesto por 

Delihas. 

7. Mediante ensayos de huellas moleculares de protección a 

DNAasa I ("footprinting") se demostró que existen proteínas 

en el núcleo de T. cruzi, capaz de proteger de manera muy 

evidente la región de control interno así como las cagas 

2 y 3 de la región codificadora y espaciadora de la molécula 

5S respectivamente. 

8. Ensayos de retardamiento con el promotor temprano del 

virus SV-40 que contiene seis cajas (34-C, asá como con el 

espaciador del DNA 5S de T. cruzi (como competidor homólogo 

y con el polilinker de pUC18 (como competidor heterólogo) 

sugieren que la unión de algun factor(es) a estas cajas es 

específica. 

9. Ensayos tipo "Southwestern" hicieron evidente una 

proteína de '35 kDa que reconoce la región codificadora y una 

proteína de '52 kDa que se une a la región espaciadora, 
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PERSPECTIVAS. 

En el presente trabajo, se demostró la existencia de 

proteínas nucleares de T. cruzi capaces de interaccionar con 

la molécula 5S de este parásito. Sin embargo creemos que es 

necesaria la purificación de los factores que estan 

interaccionando con la región codificadora y espaciadora del 

gene 5S. Esto nos permitiría la caracterización de estos 

factores y averiguar si las proteínas que se están uniendo a 

esta molécula son iguales o similares a las que han sido 

reportadas que se unen a la región de control interno, asi 

como a las cajas G+C (i.e., TFIIIA y factor Spl ó p53). 

Estudios de transcripción in vitro son necesarios para 

averiguar si algunos de los factores purificados son 

indispensables para la formación de un complejo de 

transcripción activo para el RÑAr 5S de T. cruzi. 

Finalmente el estudio de la cromatina del 55 con 

nucleasa micrococal nos permitiría conocer si los nucleosomas 

para este gene se encuentran en fase y si la regiones 

involucradas en la transcripción se encuentran desprotegidas, 

lo que haría que estas regiones de DNA fueran accesibles a 

los factores de transcripción. 
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APENDICE_ 

PREPARACION DE MEDIO LURIA 

Nael 	 10 gr 

peptona 	 10 gr 

Extracto de levadura 	5 gr 

Tris pH 7.5 - 8.0 1 M 	10 ml 

c.p.b 1 litro 

LIT 

Nate' 

KC1 

  

4  0 gr 

  

   

0  4 gr 

   

Na.A1PO4 	 r  0 gr 

Glucosa 	 2  0 gr 

Infusión de hipado 	5  0 gr 

Hemina 	 0  25 gr 

Suero fetal bovino inactivado 100 ml 

c.b.p. 1 litro. 

6 6 0.2 

Tris pH 7.4 	 6 mM 

NaC1 	 6 mM 

ED'11A pH 	2 	 0  2 mM 

TBE 5X  

Tris-base 	 54.0 gr 

Acido borle° 	 27.5 sir 
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EDTA ,,,,, 11,, „4,65 rjr. 1, 

c.b.p 1 litro. 

SOLUCION DESNATURALIZANTE 

NaC1 	 67.75 gr 

NaOH 	 20 O gr 

c.b.p 1 litro 

SOLUCION NEUTRALIZANTE 	 

NaCI 	 87.75 gr. 

Tris-base 	 66.6 gr. 

c.b.p 1 litro. 

20X SSC  

NaC1 	  175.32 gr 

Citrato de sodio 	88.23 gr 

c.b.p 1 litro. 

SOLUCION DE DENHARDTS 100X 

Fícol1 400 	 1  0 gr 

polivinil pyrrolidona..1.0 gr 

Albumina sérica bovina.1.0 gr 

c.b.p 50 ml 

SOLUCION DE HIBRIDACION. 

CONCENTRACION FINAL 	STOCk 

Formamida 50% 	 50 ml 	 50 ml 
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SDS 0 9% 	 1 ml de SDS 20% 

EDTA (7.4) 2mM 	 1 ml de EDTA 0.2M pH 7.4 

Buffer de fosfatos 120 mM 	10 ml de buffer de fosfatos 
I.2M 

*SSC 1X 	 5 ml de 20X SSC 

c.b.p 100 ml 

*en el caso de DNA el SSC es 2X. 

OBTENCION DE NUCLEOS. 

SOLUCION A. 

Hepes pH 7.9 10mM 	0.5   ml de Hepes 1 M pH 7.9. 

MgCip 1.5 mM 	 75 01 de MgClw 1 M 

KC1 10 mM 	 0  5 ml de KCL 1 M 

DTT 0.5 mM 	 25 01 de DTT 1 M. 

PMSF 0.5 mM 	 250 01 de 0.1 M . 

c.b.p 50 ml 

SOLUCION B. 

Hepes pH 7.9 0.3 M  	15 ml de Hepes 1 M pH 7. 

KC1 1.4 M 	 5.21 gr de KC1 

Mgelw 0.03 M 	 1  5 ml de 1 M 

*cocktel de inhibidores de proteasas 

-c.b.p 50 ml- 

SOLUCION D 

CONCENTRACION FINAL 	 STOCK 
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Hepea 20wM pH 	 ....... .10 ml de Hepes 1 M 

KC1 60 mM  	30 ml de KC1 1M 

Glicerol al 20 % 	 100 ml de glicerol 

EDTA 0.25 mM 	 250 pi de EDTA 0.5 M pH 8.0 

EGTA 0.125 mM 	 125 pl de EGTA 0.5 M pH 8.0 

DTT ImM 	 500 pl de 1 M de DTT 

más inhibidores de proteasas 

*se ahade justo antes de usarse. 

PREPARACION DE INHIBIDORES DE PROTEASAS.  

PMSF 100 mM 	 0  871gr en 50m1 de isopropanol 

Pepstatin A 1 mg 	img por ml en etanol. 

Leupeptina 10 mg 	 10mg por ml en agua. 

Aprotinina 10 mg 	 10mg por mi en 0.01 11. HEPES 
(pH 8.0). 

Benzamidina 100 mM 	 0  8 gr en 50 ml de etanol, 

COCKTEL DE INHIBIDORES DE PROTEASAS 

CONCENTRACION FINAL 	 STOCK 

PMSF'0.5 mM 	  5 pl de PMSF 100 mM 

Benzamidina 2mM 	 20 pl de benzamidina 100 mM 

aprotinina 5 ug/ml 	 0  5 pl de aprotiniha 10Mg/M1 

Pepstatin A 5 ug/ml 	 5 ul de pepstatína lmc /ml 

Leupeptina 5 ug/ml 	 0  5 pl de leupeptina 10 mg/mi 

c.b.p 	1 ml. 
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SOLUCIONES PARA LA OBTENCION  DE EXTRACTOS NUCLEARES. 

BUFFER DE EXTRACCION NUCLEAR (NEB 0.42 M) 

CONCENTRACION FINAL 	 STOCK 

HEPES 20 mM 	 10 ml de HEPES 1M 

Glicerol 25% 	 12.5 ml de glicerol 

MgC12  1.5 mM 	 75.0 ml de MgC1%., 1 M 

EDTA 2.5 mM 	 25 ml de EDTA 0.5M pH 8.0 

NaC1 0.42 M 	 4  2 mi de NaC1 5M. 

antes de usarse alada: 

DTT 0.5 uM 	 25.0 ml de DTT 1M 

cocktel de inhibidores de proteasas. 

c.b.p 50 ml 

BUFFER DE DIALISIS. 

CONCENTRACION FINAL 	 STOCK 

HEPES 20 mM 	 10 ml de HEPES 1M pH 7.9 

KC1 60 mM 	 30 ml de KC1 1M 

Glicerol 20% 	 100 ml de glicerol. 

EDTA 250 uM 	 250 al de EDTA 0.5 M pH 8.0 

EGTA 125 uM 	 125 ul de EGTA 0.5 M pH 8.0 

antes de usarse alada: 

DTT 1.0 mM 	 500 mi de DTT IM 

e inhibidores de proteasas. 
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BUFFER HNB MgC1 /CaClwl 

CONCENTRACION FINAL 	 STOCK 

Sucrosa 0.5 M 	 95 0 ml de sucrosa IM 

Tris pH 7.5 15mM 	 750 01 de Tris IM pH 7.5 

KCI 60 mM 	 3.O ml de KC1 IM 

EDTA pH 8.0 250 uM 	 25 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 

EGTA pH 8.0 125 um 	 12.5 u l de EGTA 0.5 M pH 13.0 

MgClv 5mM 	 250 ul de MgClw 1M 

CaCId,  2.5 mM 	 125 01 de Cael 1M 

justo antes de usarse ailada: 

Espermidina 500 uM 	 125 ul de espermid:ina 0.2M 

Espermina 150 uM 	 37.5 ml de espermina 0.2M 

DTT I mM 	 5  O ul de DTT 1 M 

PMSF imM 	 500 ml de PMSF 100 mM 

c.b.p 50 ml. 

SOLUCIONES SOUTHWESTERN 

SOLUCION DE BLOQUEO. 

5 qr de Leche Sveltes en 10 mM de Hepes pH 8.0 

BUFFER DE UNION. 

CONCENTRACION FINAL 	 STOCK 

Hepes pH 8.0 10 mM 	 500 pl de Hepes 1 M pH S.U. 

NaCI 50 mM 	 500 01 de NaC1 5 M. 

MgCl.. 10 mM 	 500 01 de MgC1 1 11. 

EDTA 0.1 mM 	 6  25 01 de EDTA O.B M. 
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Justo antes de usarse adada: 

DTT imM 	 50 ol 	de DTT 1M 

leche semidescremada 0.25%., 	0.125 qr de leche. 

0.5 X10.'' cpm/m1 del fragmento de DNA 

c.b.p 50 ml. 

BUFFER DE LAVADO, 

Se prepal- a igual que el buíter de Unión solamente que 

ahora tiene 0.1 M de NaCI. 

BUFFER DE CORRIDA PARA GELES DE POLIACRILAMIDA. 

Glicina 192 mM 	 14.4 qr 

Tris-base 0.025 M 	 3  0 gr 

SDS 10%  	 100. gr de SDS 

c.b.p litro 

BUFFER DE TRANSFERENCIA. 

Gileina 192 	mM  	59.2 gr 

Tris 	0.025 M 	  12.12 gr 

Metanol 20% 	 800 ml. 

c.b4.) 4 litros. 
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