
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONO 
DE MEXICO 

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALE Y 

DE POSGRADO DEL COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANID DES 

OBTENCION Y CARACTERIZACION 
DE UN FRAGMENTO DEL GENE SRP54 

DE Entamoeba lzistolytica. 

TESIS PROFESIONAL 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 
LICENCIADO EN INVESTIGACION 

BIOMEDICA BASICA 

PRESENTA 

GABRIEL CUAUHTEMOC MERCADO BESS RER. 

CUERNAVACA, MOR. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1994 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Agradecimientos 

Por la excelente ayuda técnica se agradece a : 

Georgina Estrada Navarrete 
Paul Gaytán Colin 
Rene Hernández Vargas 
Alejandro Olvera Rodriguez 
Felipe Olvera Rodriguez 

Por las valiosas observaciones, críticas, aportaciones y discusiones se agradece a : 

Mario l. Camacho 
Francisco Caviares 
Laurence Colin 
Carlos Gonzalez 
Bertha Michel 
Luis Mendoza 
Raúl Miranda 
Ernesto Ortiz 
Helena Porta 
Isabel Tussié 
Fabrizio Zepeda 

Por la revisión crítica de esta tesis se agradece al jurado : 

Jean Louis Charli Casalonga 
Rubén López Revilla 
Ruy Pérez Montfort 
Rosana Sánchez López 
Mario E. Zurita Ortega 

Por su ayuda administrativa agradezco a : 

Alejandra Jasso 

Especialmente se agradece por su enseñanza a : 

Alejandro Alagón Cano 
Paul M. Lizardi López 
Luis Miguel Salgado Rodríguez 

Agradezco al Centro de Fijación del Nitrógeno, Instituto de Biomédicas al Instituto de 
Biotecnología y a Ja UNAM por mis estudios. 



ESTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DEL Dr. ALEJANDRO 
ALAGON CANO Y DEL Dr. PAUL M. LIZARDI LOPEZ EN EL DEPARTAMENTO 
DE BIOQUIMICA DEL INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA DE LA 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO EN CUERNAVACA 
MORELOS. 

BAJO LA DIRECCION DEL Dr. ALEJANDRO ALAGON CANO y DEL Dr. 
PAUL M. LIZARDI LOPEZ. 

DURANTE LA REALIZACION DE ESTE PROYECTO FUI BECARIO DEL 
CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA Y DE LA DIRECCION 
GENERAL DE ASUNTOS DEL PERSONAL ACADEMICO. 



INDICE. 

ABREVIATURAS. 

RESUM811. 

INTRODUCCION. 

1.- Generalidades del Transporte Celular. 

11.- Generalidades de la secreción, 

111.- Transporte de las proteínas a través del retículo endoplasmático. 

IV.- El complejo SRP. 

ANTECEDENTES. 

1.- Entamoeba histo/ytica. Agente etiológico dE? la amibiasis. 

11.- Ciclo de vida y morfología de Entamoeba histo/ytica. 

111.- Entamoeba histolytica como modelo experimental. 

IV.- SRP54 como candidato para el estudio de la vía de secreción en 

f;;ntamoeba histofytica. 

OBJETIVOS. 

MATERIALES Y METODOS. 

1.- Soluciones y amortiguadores. 

11.- Cepas y medios de cultivo. 

111.- Plásmido. 

IV.- Digestión del DNA con enzimas de resiricdión. 

V.- Técnicas de electroforesis en gel. 

VI.- Purificación y medición de la concentración del DNA. 

VII.- Obtención de los oligonucleótidos para PCR. 

VIII.- Preparación y análisis de los oligonucleótidos que se diseñaron 

2 

Página 4 

Página 5 

Página 6 

Página 7 

Página 9 

Página 15 

Página 19 

Página 19 

Página 20 

Página 21 

Página 23 

Página 24 

Página 26 

Página 27 

Pág.ina 2B 

Página 29 

Página 30 

Página 35 



para PCR. 

IX.- Reacciones de PCR. 

X.- Preparación del plásmido pGEM-4Z. 

XI.- Preparación y ligación del producto de PCR SRP54 al plásmido 

pGEM-4Z. 

XII.- Preparación y transformación de células competentes. 

XIII.· Sondeo directo por PCR. 

XIV.- Secuenciación del inserto de SRP54. 

XV.- Análisis de las secuencias. 

RESULTADOS. 

l.· Diseño y análisis de los oligos. 

11.· Obtención y resolución del producto PCRSRP54 de Entamoeba 

histolytica. 

111.- Clonación del producto PCRSRP54 de Enta:noeba histo/ytica. 

IV.- Resultado del sondeo para encontrar clonas que tuvieran el 

plásmido con el inserto del producto PCRSRP54. 

V.- Secuenciación y análisis del inserto de la Clona 41. 

DISCUSIONY CONCLUSIONES. 

REFERENCIAS. 

Página 35 

Página 36 

Página 37 

Página 3B 

Página 39 

Página 40 

Página 41 

Página 42 

Página 43 

Página 45 

Página 45 

Página 46 

Página 47 

Página 49 

Página 53 



ABREVIATURAS. 

lfh: Homólogo de SRP54 (Fífty-four homologu~). 

G, A, T o C: Residuo de guanina, adenina, timina o citosina. 

HSP?O: Proteína Inducida por choque termico de ?OkDa (Heat Shock Protein)· 

MPM: Marcador de peso molecular. 

Mutantes sec: Mutantes de secreción. 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction). 

REA: Retículo endoplásmico rugoso. 

SRP: Partícula de reconocimiento de la secuencia señal (Signa! Recognition Particle). 

SRP54: Subunidad de 54kDa del SRP (Signa! Recognition Particle subunit of 54 kDaltons). 

SR: Receptor del SRP (Signa! Recognition Particle Receptor). 

SRA: Receptor de la secuencia señal (Signa! Sequence Receptor). 

4 



RESUMEN. 

Estarnos interesados en estudiar los rneca~isrnos moleculares de la secreción de proteínas 

en Entamoeba histolytica. Por lo que entre otras estrategias se diseñaron oligonucleótidos 

específicos para amplificar por PCR una región del gene de la subunidad de 54 kDa del SRPde 

este organismo. 

Se obtuvo un producto da PCF: del tamaño esperado. Se purificó y se clonó. 

La caracterización de la secuencia obtenida de una de las clonas muestra que ésta tiene 

una gran homología con otras secuencias reportadas para SRP54 de otras especies. La 

composición y uso de codones del fragmento, son semejantes a los reportados para otros 

genes de Entamoeba histolytica. 

Se discuten la estrategia para la clonación y la caracterización posterior del gene 

completo de SRP54, así corno también se discute las implicaciones de un sistema de ·secreción 

basado en SRP para Entamoeba histolytica. 
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INTRODUCCION. 

1.- Generalidades del Transporte Cel_ular. 

Todas las células están compuestas de membranas, complejos rotéicos y otros 

componentes que se encuentran discreta y dinámicamente localizados en iferentes regiones 

dentro y fuera de ellas. Esta locallzaclón específica de proteí as, lípidos, ácidos 

nucleicos y de los otros componentes que conforman a las diversas cél las procariotas y 

eucariotas les ha permitido llevar a cabo con éxito las diferentes f nciones biológicas 

necesarias para su supervivencia (Alberts y col, 1989). 

Existen diversos y especializados mecanismos celulares para tran portar, dirigir y 

asegurar la correcta localización de los organelos, las vesículas y las otr s macromoléculas 

celulares tanto si acaban de ser sintetizadas, si van a ser degradada , si están siendo 

recicladas, si vienen del exterior (como en el·caso de la endocitosis), si se dirigen a él (como 

en el caso de la secreción), o sólo se encuentran en tránsito dentro de la c •lula. 

Todos los tipos de t r a ns por te dependen de los diferentes gradie tes (químicos y I o 

eléctricos), y de la dinámica acoplada al citoesqueleto. Mientras que Ja ce recta dirección y 

localización dependen del reconocimiento de señales dentro de Ja propia cél Ja. 

En las células e u ca rlotas el grado de especialización y complejidad de Jos mecanismos de 

transporte, dirección y localización es mayor aun que en el caso de Jos pro arietas. Ambos se 

distinguen por las siguientes características: 

a) El número de moléculas diferentes y distribuidas especflicament es mayor en Jos 

eucariotas que en Jos procariotas. 

b) Los eucariotas están compuestos de diferentes organelos que inte actúan conjunta 
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y diferencialmente entre ellos para el corre~to ensamblaje y mantenimiento de la célula. 

c) Existen una gran cantidad de organismos eucariotas que son plurlcelulares y en los 

que existe una diferente especialización de estos mecanismos entre sus propias células, las 

cuales pueden compartir entre ellas algunos de los sistemas básicos, pero que además 

pueden especializarse en algunos de ellos y suprimir o modificar la calidad de los otros. Por 

ejemplo el sistema de secreción que utilizan las células del pancreas para la secreción de 

proteasas, lipasas, carbohidrasas y nucleasas al espacio extracelular es prácticamente el 

mismo que utilizan las neuronas especializadas en la secreción de neurotrasmisores u 

hormonas específicas, mientras que las células del lumen intestinal se especializan en 

transportar moléculas a través de ellas hacia el torrente sanguíneo. 

11.- Generalidades de la secreción.· 

Uno de los mecanismos más generales utilizado para la secreción, y que esta conservado 

entre los eucariotas, es la vía denominada "Vía de Secreción de proteínas'.' Ésta está 

encargada de la construcción y constante renovación de las membranas y proteínas 

plasmáticas, así como de la secreción de moléculas al espacio extracelular. Hasta ahora esta 

vía de secreción se ha dilucidado parcialmente por estudios con las técnicas de : 

1.- Microscopía electrónica e lnmunoquímlca 

2.- Fracclonamlen to y purificación de los diversos componentes de la vía. 

3.- Sistemas de reconstitución libres de células {mlcrosomas o proteollposomas) 

4.- Sondeo de los genes de las proteínas involucradas en la secreción en distintas 

librerías genéticas. 

5.- Identificación de las proteínas involucradas en la secreción por técnicas de 

entrecruzam lento. 

6.- Identificación y caracterización de mutantes de los genes involucrados de alguna 

manera en esta vía (mutantes sec ), siendo esta herramienta genética la que ha 

resultado ser la mas poderosa de todas (Deshaies R. J. y col. 1987, Deshaies R. J. y col. 
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Los modelos utilizados han sido diferentes bacterias y células eucariotas, especialmente 

en el hongo Saccharomyces cerevisiae. 

Todos los diferentes modelos eucariotas en los que se ha estudiado esta vía, han 

demostrado compartir muchas de las enzimas y de los mecanismos por los que finalmente se 

secretan sus proteínas. 

Se ha determinado que de una manera general las proteínas sintetizadas en el citoplasma y 

que van a ser secretadas o localizadas en la membrana plasmática, secuencialmente 

maduran mientras pasan por varios organelos como se señala a continuación (Figura 1): 

1.- Mientras las proteínas están siendo sintetizadas en el citoplasma por los ribosomas, estas 

son translocadas al Jumen del REA en donde ocurren las primeras modificaciones 

covalentes (glicosilación e incisión proteica). 

2.- Se desprenden vesículas del REA que contienen dentro a las proteínas recién 

translocadas a su interior. 

3.- Las vesículas viajan a la reglón c/s del aparato de Golgl donde se fusionan con las 

membranas de esta zona, liberando o exponiendo las proteínas a su interior donde empiezan 

a ocurrirles nuevas modificaciones covalentes necesarias para su dirección o su función. 

4.- Nuevas vesículas se forman (denominadas vesículas de condensación ) y son 

transportadas y fusionadas consecutivamente a las regiones reticulares media y trans del 

aparato de Golgi, en donde otras enzimas continúan haciendo modificaciones a las proteínas. 

5.- Después de pasar por el aparato de Golgl las proteínas ya maduras pueden pasar a 

las vesículas secretorias, en donde son almacenadas mientras esperan la señal para ser 
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6.- Las vesículas finalmente se fusionan a la membrana plasmática, liberando las 

proteínas al espacio extracelular o exponiendo las proteínas de membrana (receptores, 

canales, etc ... ) al exterior. 

Variantes de esta vía se encargan de reciclar las proteínas al retículo endoplásmico 

rugoso, de la formación de los llsosomas primarios y de las va cu olas digestivas, y de 

transportar las enzimas que finalmente permanecerán en el aparato de Golgl . 

111.- Transporte de las proteínas a través del retículo endoplasmátlco. 

Un gran número de proteínas (incluidas las proteínas de .membrana plasmática, las 

proteínas lisosomales, las proteínas de los endosomas, las proteínas de los organelos de la vía 

de secreción y las proteínas de secreción) son transportadas al lumen del REA mientras son 

sintetizadas, antes de que adopten su conformación final (Walter P. y col. 1986). 

El principal mecanismo en eucariotas, que con sus variantes, parece ser el mas 

importante para el direccionamiento de las proteínas hacia la membrana del REA y su 

posterior translocación al lumen del retículo endoplasmático o inserción en la membrana del 

REA, es el que involucra al complejo del SRP(Figura 2). Es notable el hecho de que muchas de 

las proteínas y de los mecanismos involucrados en la translocación de los péptidos nacientes a 

través de la membrana del REA tienen homólogos en bacterias que son utilizados para la vía 

de exportación de proteínas. 

A continuación se describe el mecanismo de secreción paso a paso como esta señalado en la 

Figura 2: 

1.- Las proteínas que van a ser secretadas empiezan por ser traducidas en el citoplasma 
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LUMEN DEL RETICULO ENDOPLASMATICO 

CITOPLASMA 

Rlbosoma 
LlberiidO 

Peptldo solubll! 
en el lumen del RER 

Figura 2.- Representación gráfica del ciclo del SRP involucrado en la 
translocación hacia el lumen del RER. Los componentes se muestran en 
ltalicas, las oraciones subrayadas muestran las diferentes etapas del ciclo 
y éstas se describen mas profundamente según su número en la Introducción. 
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Figura 1.- Representación grafica de la vía de secreción (flechas en 
rojo) y las vías alternas que de ella se derivan (flechas en azul). Los 
números muestran las diferentes etapas de la secreción, las que se 
describen en la Introducción. 



hasta que aparezca su secuencia señal fuera del ribosoma. 

A.- Las secuencias señal generalmente se encuentran localizadas en el extremo NH2-

terminal del péptido y se caracterizan por estar formadas por 2 a 4 aminoácidos con carga 

neta positiva en el extremo más cercano al NH2 - terminal, 6 a 20 aminoácidos consecutivos 

de carácter hidrofóbico, seguidos por 6 a 8 aminoácidos que forman doblamientos de la 

cadena peptídica (como prolina), y finalmente un motivo de tres aminoácidos de cadena 

lateral corta (AXA en procariotas; donde X es cualquier aminoácido} el cual es el sitio 

reconocido para su corte por la proteasa del lumen del REA. Si la proteína va a estar 

embebida en la membrana lipídica la secuencia señal puede estar en cualquier lugar a lo 

largo del péptido, y generalmente sólo consta de 6 a 20 aminoácidos consecutivos de 

carácter hidrofóbico, sin motivo de corte para la proteasa (Leader D. P. 1979, Landry S. J. 

y col. 1991}. 

2.- En eucariotas la mayoría de las proteínas nacientes se unen al complejo ribonucleico 

denominado SRP y son dirigidas a la membrana del retículo endoplasmático. 

A.- El complejo SRP está formado por 6 subunidades proteicas y un ANA (una descripción 

mas detallada se da en la sección IV de la Introducción}. 

8.- El modelo actual que se tiene del mecanismo de este complejo nos dice que 

inmediatamente que la secuencia señal completa emerge del ribosoma (aproximadamente 

60-70 aminoácidos después de que el primer aminoácido de la secuencia señal es traducido 

de su codón en el ANA mensajero, pues 30 aminoácidos aproximadamente permanecen 

dentro del ribosoma} el complejo SRP se une a la secuencia señal y al ribosoma, deteniendo 

con esto tanto la traducción del péptido como su plegamiento a su conformación final 

(sirviendo por lo tanto como una proteína chaperona} (Walter P. y col. 1981). 

3.- Después todo el complejo es dirigido específicamente a la membrana del REA donde el SfP 

se une al complejo proteico de membrana denominado "Receptor del SRP" (SR). 
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A.- Se sabe que este receptor se encuentra fuertemente unido al RER(Meyer D. l. y col. 

1982, Gilmore R. 1982). 

B.- El receptor del SRP consta de dos s'ubunidades denominadas ffia y ffip. La subunidad 

ffia es la que interactúa con el SRP, pero ambas subunidades son necesarias para la 

translocación. La subunidad ffia tiene una región altamente homóloga con uno de los 

dominios de la sub unidad de 54 kDa del SRP (esto ha llevado a postular que en algún 

momento de la evolución ocurrió una duplicación y variación de alguno de estos genes, y 

que ambos continuaron funcionando en la vía de la translocación). Ambas regiones se 

parecen menormente al motivo que une GTP de la familia de proteínas ras y parece ser que 

este dominio en ffia es importante para el correcto direccionamiento de la secuencia señal. 

Se sabe sin embargo que ambas subunidades son necesarias para su unión con GTP. En 

condiciones in vitro en presencia de SRP la subunidad a es capa.z de intercambiar GDP por 

GTP liberando así al ribosoma y a la secuencia señal del complejo (SRP/receptor SRP). 

(Tajima S. y col. 1986, Connolly T. y col. 1991, Rapiejko P. J. y col. 1992). 

C.- Homólogos de estas proteínas han sido encontrados en plantas, animales, levadura y 

bacterias (Rapoport T. A. 1992). 

D.- En la reconstrucción artificial (ab initio), del mecanismo de translocación de péptidos 

hacia el interior de proteoliposomas sintéticos, el receptor del SRP mostró ser uno de los 

componentes mínimos fundamentales para que se lleve a cabo satisfactoriamente la 

translocación (Gorlich D. y col. 1993). 

4.- Después del intercambio de GTP a GDPpor el SR se libera el ribosoma y la secuencia señal 

del complejo SRP/SR. Luego el ribosoma y a secuencia señal son transferidos a alguna 

proteína que debe de cumplir la función de ".receptor del rlbosoma "y formar parte del 

complejo hipotético denominado "translocón" , que debe ensamblarse en el momento y 

debe ser el encargado de anclar el ribosoma a la membrana de RERy de empezar a translocar 
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' ~. 

el péptido a través de la membrana del RER (que desde el momento en que se disoció del 

complejo SRP/SR reinició su traducción). 

A.- Por experimentos electrofisíológicos se sabe que existe un canal en el retículo 

endoplásmico cuya abertura depende de la correcta asociación de los ribosomas y de la 

existencia de la secuencia señal (Simon M. S. y col. 1992a). Canales parecidos han sido 

encontrados en las membranas de la bacteria E. co/í, (Simon M.S. y col. 1992b). Por esto se 

sabe que debe de existir por lo menos un tipo de canal que se ensambla o se abre en la 

presencia del ribosoma y de la secuencia señal y por el que se translocan las proteínas al 

lumen del RER. El complejo actual ("receptor del ríbosoma"/"canal de translocación 

peptídica"/ "facilitadores") denominado "translocón" no se conoce totalmente, pudiendo 

estar formado por muchos tipos de proteínas intercambiables dependiendo del tipo de 

proteína que se va a translocar. 

B.- Parece que la proteína codificada por el gene s ec 61 (Deshaies R. J. y col. 1987), es un 

buen candidato para formar parte de este complejo (se han encontrado homólogos en 

distintas levaduras y recientemente en mamífero, además se sabe que E. co/i tiene un 

homólogo parecido denominado secYp (Schatz J. y col. 1990, Gorlich D., y col. 1992). La 

predicción de la topología de esta proteína indica que ésta atraviesa la membrana del Fffi 

1 O veces formando un canal con una abertura y un ambiente interno por el que se predice 

podrían pasar todos los tipos de cadena lateral de las proteínas. Además esta proteína es 

capaz de unirse in vitro con los ribosomas que se encuentran sintetizando proteínas con 

secuencia señal. También se sabe que este canal es capaz de translocar proteínas que 

aunque ya están totalmente traducidas 'siguen reteniendo una forma translocable (Sanders 

S. L. y col. (1992}. Munsh A. y col. 1992). Recientemente Gorlich D. y col. {1993), 

encontraron que Sec61p formando un complejo mutiproteico junto con otros 2 polipétidos 

(denominados Sec 61P (14 kDa) y Sec 61y (8 kDa}), es uno de los componentes mínimos 

fundamentales para que se lleve a cabo satisfactoriamente la translocación hacia el interior 

de los proteolíposomas sintéticos. 
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C.- Otra proteína membrana! del retículo endoplásmico denominada TRAM (Gorlich D. y col. 

1992), es tan abundante como la cantidad de ribosomas unidos fuertemente a la membrana 

del retículo, sugiriendo que está presente en cada sitio de translocación. La secuencia de 

esta proteína sugiere que atraviesa la membrana del retículo endoplásmico 8 veces y que 

tiene una cola de 60 aminoácidos en su extremo carboxilo que ve en dirección del 

citoplasma. Estudios bioquímicos indican que se trata de una glicoproteína que se une tan to 

al principio de la secuencia señal como a la proteína Sec61p (Gorlich D. y col. 1992}. 

Estudios de reconstitución recientes (Gorlidh D. y col. 1993), indican que esta proteína es 

necesaria para la translocación de algunos péptidos y estimuladora para otros, formando 

parte de los componentes mínimos necesarios para que se lleve a cabo satisfactoriamente la 

translocación hacia el interior de los proteoliposomas sintéticos. Lo anterior podría indicar 

que esta proteína dirige algunas de las proteínas con secuencia señal hacia el canal de 

translocación. 

D.- Otras proteínas (entre ellas las codificadas por los genes denominados sec62 y 

sec63 en levadura) (Rothblatt J. A. y col. 1989), forman un complejo de por lo menos 4 

proteínas (al menos con una proteína de 31.5 kDa y una de 23 kDa (Deshaies R. J. y col. 

1991)) que junto con la proteína BiP(codificada por el gene kar2 homólogo al gene dnakde 

procariotas), la cual se sabe se une a sec63 (Rapoport T. A. 1992), podrían estar 

facilitando la translocación de la proteína a través del canal (Sanders S. L. y col. 1992} 

posiblemente al estar tirando de ella hacia dentro del lumen del RER o sirviendo como 

chaperonas para evitar el plegamiento prematuro de las proteínas. 

E.- El multímero de por lo menos 4 subunidades denominado SSR (Wiedmann M., y col. 

1987), podría también estar involucrado de alguna manera en el translocón, pues aunque 

más débilmente que otras enzimas se sabe que se une a la secuencia señal y a los ribosomas; 

así como también se sabe que anticuerpos contra éste complejo detienen in vitro la 

translocación (Hartmann E. y col. 1989). Se postula que podría funcionar reteniendo la 

proteína dentro del RER (Wada l. 1991). 
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F.- Otros factores que son necesarios para la translocación y que podrían formar parte 

del translocón en algún momento o tener una relación indirecta o secundaria son : 

a.- Las proteínas de 34 kDa (Tazawa S., 1991), y de 180 kDa (Savitz A. J. y col. 

1990), que se postula podrían actuar· como receptores del ribosoma para algún tipo 

de canal de translocación. 

b.- Una proteína de 30 kDa con afinidad por el SRP (Tajima S. y col. 1986). 

c.- Una proteína aun sin identificar que se sabe une ATP cuya hidrólisis es necesaria 

para la translocación (Klappa P. y col. 1991, Zimmermann D. L. y col. 1991). 

d.- Algunas otras proteínas que se sabe se unen a las cadenas peptídicas nacientes de 

los ribosomas (Kellaris K. V. y col. 1991, Robinson A. y col. 1987). 

e.- Los productos de los genes sec 2 O y sec21. El producto de los genes bet2, bos1 y 

s/y2(Pryer N. K. y col. 1992). 

5.- Mientras las proteínas están siendo translocadas por el canal del translocón la secuencia 

señal se puede doblar e insertar en la membrana del RER o unirse a otras proteínas. También 

ocurren algunas modificaciones covalentes mientras se translocan. 

A.- Proteínas chaperonas como la 81 P (Bol e D. G. y col. 1986, Haas l. G. y col. 1984), 

mencionada anteriormente, con homología de 60% con la proteína HSP70, podrían unirse 

transientemente a la proteína que se está translocando para evitar su plegamiento 

prematuro. 

8.- La enzima dlsulfuro lsomerasa se encarga de catalizar el rompimiento de las uniones 

disulfuro entre las cisternas para asegurar su correcto apareamiento y por tanto la 

correcta conformación final de las proteínas (Freedrnan R. B. 1984, Roth R. y col. 1987). 

C.- Si el péptido va a ser citosoluble, el complejo enzimático denominado "peptldasa de 1 a 

secuencia señal" (Evans E. y col. 1986, YaDeau J. T. y col. 1989), una de cuyas 

subunidades parece tener homología con Sec11p (Shelness G. S. y col. 1990), se encarga 
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de cortar las secuencia señal (en su sitio específico de corte como ya se mencionó) del 

resto del péptido, liberando así el péptido que se está translocando directamente al lumen 

delRER. 

D.· El complejo enzimático ollgosaca'rldotransferasa(Kelleher D. y col. 1992), se 

encarga de glicosilar a las proteínas nacientes en posición de asparagina, transfiriendo el 

carbohidrato a partir de glicolípidos que se encuentran en la membrana del RER. 

6.· Elcomplejo SRP se disocia del receptor del SRP (Connolly T.y col.1991), cuando 

el GTP del receptor del SRP se hidroliza a GDP, liberando el SRP al espacio citoplasmático y 

dejando el receptor de SRP en la membrana. 

IV.· El comple)o SRP. 

El complejo rlbonucleoprotélco SRP es el encargado, en la mayoría de los 

eucariotas, de dirigir la mayor parte de las proteínas nacientes del ribosoma hacia el RER, 

uniéndose ahí con su receptor, como ya se ha mencionado. 

El complejo ribonucleoprotéico del SRPestá formado por un RNA denominado 7SL, y seis 

subunldades de pesos moleculares de 9, 14, 19, 54, 68 y 72 kDa (Figura 3). Todos estos 

componentes se han encontrado por sondeo en las diferentes plantas, animales y levaduras 

en las que se ha buscado (Walter P. y col. 1986). 

La nucleasa 87 del Staphy/ococcus aureus corta al ANA 7SL en un sitio no protegido por las 

subunidades del SRP, separando al complejo del SRPen 2 dominios funcionales menores, uno 

formado por lassubunidades SRP9,SRP14y el otro esta formado por lassubunidades SRP19, 

SRP54, SRP68, SRP72. A continuación se explica lo que se conoce de cada una de las partes. 
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Figura 3.- El diagrama muestra la topología esperada para las 6 
subunidades (9, 14, 19, 54, 68 y 72 kD) y el RNA de aproximadamente 300 
nucleotidos (?SL), que forman al complejo SRP. Se muestra tambien el sitio 
de corte de la nucleasa S? que resolvió el dominio de unión al ribosoma del 
dominio de unión a la secuencia señal y al SR. 



1.- El RNA 7 S L tiene aproximadamente 300 nucleótidos de largo y contiene IV dominios 

en su estructura secundaria (Zwieb C. y col. 1989), que son altamente conservados a lo 

largo de la escala filogenética. Ensayos de mutación de las diferentes regiones han indicado 

las regiones que son necesarias para el ensamblaje de todo el complejo, algunas de estas 

mutaciones son letales para los organismos (Bernstein H. D., y col. 1989). Se sabe que este 

RNA cambia su conformación durante el ciclo de SRP (Andreazzoli M. y col. 1991), pudiendo 

estar relacionado con la permisibilidad de la dirección que toma el ciclo. Este RNA tiene un 

homólogo en la bacteria E. coli denominado 4.5 S el cual forma un complejo con otras 

proteínas que son necesarias para la translocación de algunas proteínas a través de la 

membrana plasmática de esta bacteria. 

2.- Las subunidades de 9 y 14 kDa forman un heterodímero que se sabe está en el 

fragmento menor, resultado del corte por la nucleasa 87, y el cual es necesario para 

detener la traducción del péptido sintetizado por el ribosoma (Siegel V. y col. 1988), por lo 

que se cree que deben de tener dominios que se unen a éste. Ambas subunidades son 

necesarias para su unión con el RNA 7SL (Strub K. y col. 1990); se sabe que se unen a 4 

diferentes regiones del RNA 7SL en la región homóloga de la familia de secuencias repetitivas 

Alu (Strub K. y col. 1991). Sorprendentemente uno de estos contactos es con una región 

del RNA 7SL altamente conservada a lo largo cie toda la escala filogenética y que se predice 

es cadena sencilla. 

3.- La subunidad de 19 kDa se encuentra en el fragmento grande del SRP, resultado del 

corte por la nucleasa 87, fragmento necesario Ounto con las subunidades de 54, 68 y 7 2 

kDa) para la unión del SRPcon el secuencia señal y con su receptor (Siegel V. y col. 1988). 

Esta subunidad se une por medio de su región que va de la posición 113 a.a.-120 a.a., 

(Zwieb C. 1991), a la región IV del RNA 7SL formada por un "tetraloop" (Zwieb C. 1992). 

De hecho, esta proteína tiene homología con otras que también se unen a regiones de Ri'JA 

con "tetraloop" (como la proteína ribosomal 815 de bacterias). Esta subunidad, se sabe 

facilita cooperativamente la unión del SRP54 al 7SL. La proteína codificada por el gene 

sec65 de S.cerevisiae es homóloga en secuencia a esta subunidad, por lo que es probable 
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que este sea, en levadura, el gene codificante para esta subunidad (Stirling C. J. y col. 

(1992), Hann B. C. y col. 1992). 

4.- Las subunidades de 68 y 72 kD a forman de manera natural un heterodímero que se 

encuentran en la parte del SRP que se une a la secuencia señal y al receptor del SRP. La 

secuencia de 671 aminoácidos de la subunidad de 7 kDa revela que es una proteína básica a 

la que hasta el momento no se le ha .encontrado homología con ninguna otra proteína de los 

bancos de datos. Se une a la subunidad de 68 kDa por su mitad carboxilo terminal. La 

subunidad de 68 kDa se une al RNA 7SL por su mitad amino terminal rica en glicina (Hertz J. 

y col. 1990), y a su vez a la sub unidad de 72 kDa tambien por su mitad carboxilo, sirviendo 

pues como puente entre ésta y el RNA. La función de este heterodímero no se conoce, pero 

se postula que podría tener dominios que son necesarios para su unión con otras proteínas 

de la membrana del RER (Lutcke H. y col. 1993). 

5.- La subunidad de 54 kDa denominada SRP54 es la parte del complejo SRP mas estudiada 

hasta el momento. Homólogos de esta proteína se han encontrado en todos los organismos 

en los que hasta el momento se ha buscado, incluso esta subunidad tiene homólogos en las 

bacterias. En E.coli el homólogo se denomina ffh (Phillips G. J. y col. 1992). Se ha probado 

que ambas proteínas son funcionalmente intercambiables entre organismos (Bernstein H. D. 

y col. 1993). 

La proteína SRP54 (Figura 4) tiene por lo menos dos dominios : 

A.- La región carboxilo terminal de 22 kDa (determinado por transcritos truncados del 

gene original), une a los diferentes tipos de secuencia señal (High s. y col. 

1991, Lutcke W. y col. 1992). Predicciones por dicroismo circular de este dominio, nos 

sugieren que posee por lo menos tres u-hélices ricas, en uno de sus lados, en metionlnas y 

otros aminoácidos hidrofóbicos, los cuales podrían crear una bolsa hidrofóbica en donde 

los aminoácidos hidrofóbicos de la secuencia señal se podrían acomodar; lo flexible de las 

cadenas laterales de las metioninas parece ser particularmente apto para cumplir esta 
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Figura 4.- Esquema de los dos dominios de la proteína SRP54. Se muestra el 
dominio G que se sabe se une e hidroliza GTP, por medio de sus 3 regiones 
o cajas (1, 11, 111), que se encuentran uitraconservadas entre las diferentes 
especies. El dominio M que se une a las secuencias señal por medio de sus 3 
a. hélices (hl, hll, hlll), ricas en metioninas y otros aminoácidos no 
polares, este mismo dominio tambien se une de alguna manera al complejo 
SRP19/7S. Aparece además la comparación de los dominios compartidos con 
su proteína homóloga en E. co/i, el ffh, y el dominio G de la subunidad a del 
SR. 
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función (Bernstein H. D. y col. 1989). Además este dominio posee una región que es 

necesaria para la unión con el complejo que forman la subunidad 19 kDa y el RNA 7SL 

(Zopf D. y col. 1990, Selinger D. y col. 1993). 

B.- El otro dominio (tambien determinado por transcritos truncados del gene original), 

está en la región amino terminal de 33 kDa. Esta región, como ya se mencionó, tiene 

parecido con el dominio que une nucleótidos de la familia de proteínas ras, sobre todo en 

tres regiones (o "cajas"), que se sabe son las responsables de entrar en contacto con los 

nucleótidos (Romisch K., y col. 1989, Bernstein H. D. y col. 1989). Experimentos in vitro 

han demostrado que este dominio se une específicamente a GTP y es capaz de 

hidrolizarlo a GDP. No se sabe si esta función es necesaria para el ciclo del SRP pero se 

postula que puede tener que ver con el direccionamiento de la secuencia señal al 

translocón, lograr una asociación modulada con las secuencias señal o el de interactuar 

de alguna manera con su región homóloga en SRa (Zopf D. y col. 1993). 
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ANTECEDENTES. 

1.- Entamoeba hlstolytlca. Agente etiológico de la amlblasls. 

Entamoeba histo/ytica es el agente causal de la amibiasisen paises en vfasde desarrollo, y 

está clasificada como el tercer agente parásito más importante, después de la malaria y la 

esquistosomiasis. Se estimó, en el año de 1981, que cerca de 500 millones de individuos en 

todo el mundo estaban infectados por E. histolytica (Walsh J. A. y col. 1986). El 10% de los 

casos desarrolla amibiasis invasiva en donde Jos síntomas van desde una diarrea media y 

transitoria hasta una colitis ulcerativa crónica (Reed S. L., y col. 1988). 

Entamoeba histo/ytica secreta activamente al espacio extracelular enzimas que 

destruyen Jos tejidos de su huésped, permitiéndole eventualmente ¡nvadir la mucosa intestinal, 

entrar al corriente sanguíneo y diseminarse por el resto del organismo (Luaces A. L. y col. 

(1988), Agrawal A. y col. 1989), lo que resulta en la producción de abscesos amibianos 

extraintestinales, principalmente en el hígado. Alrededor de 75,000 muertes al año se deben 

a una amibiasis invasiva (Guerrant R. L. 1986). 

11.- Clclo de vida y morfología de Entamoeba h/sto/ytlca. 

E:. histolytica tiene un ciclo de vida que consiste fundamentalmente de cuatro estadios 

consecutivos que son: 

a) El trofozoito.- Estado móvil de la amiba y el de mayor actividad metabólica. Habita como 

comensal en intestino grueso del hombre. 

b) El prequiste.- Estadio intermedio entre el trofozoito y el quiste, secreta 

progresivamente una capa de quitina. 

c) El quiste.- Es la forma infectiva del parásito. 

d) El metaquiste.- Estadio intermedio entre el quiste y el trofozoito. 
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El endoplasma del trofozoito presenta abundantes vacuolas embebidas en una matriz 

citoplasmática. Por microscopía electrónica se han identificado diferentes tipos de vacuolas 

citoplasmáticas (vacuolas fagocfticas, macropinocfticas, lisosomas primarios y secundarios, 

cuerpos residuales y vacuolas autofágicas) (Martfnez-Palomo A. 1982, Aley S. B.,y col. 1984, 

Ravdin J. L. y col. 1986). Muchas de ellas contienen enzimas lisosomales, algunas unidas a la 

cara interna de las membranas vacuolares. La organización submicroscópica del trofozoito se 

caracteriza por la ausencia de organelos diferenciados presentes en células eucariotas 

típicas como: mitocondrias, peroxisomas, aparato de Golgi, retículo endoplasmático y 

centriolos. Los ribosomas están organizados en arreglos helicoidales que se agregan en 

inclusiones cristalinas grandes y constituyen Jos "cuerpos cromatoides" (Dobell C. 1919), que 

se ven al microscopio de luz. Los cuerpos cromatoides se encuentran frecuentemente 

asociadas a vacuolas digestivas (Rosembaum R. M., y col. 1970). La morfología del organismo 

en los otros estadios es menos conocida. 

IJI.- Entamoeba hlsto/ytlca como modelo experimental de célula eucarlota! 

primitiva. 

Entamoeba histolytica es un protozoario que pertenece al reino Archezoa, al filum 

Archamobae y a Ja clase Rhizopoda. Se considera que todo el filum se originó de un organismo 

que divergió en las primeras etapas de Ja evol.ución de Jos eucariotas (Cavalier- Smith T 19 91 , 

Bakker-Grunwald T. y col. 1993). 

Entamoeba histo/ytica no tiene mitocondrias, peroxisomas o microtúbulos citoplásmicos, 

no se le ha identificado un aparato de Golgio retículos endoplásmicos bien desarrollados etc ... 

Por esto se Je ha considerado representativo de Jos primeros organismos eucariotas que se 

formaron sobre la tierra, y es considerado como un buen modelo del estudio de Jos eucariotas 

primitivos con el fin de entender la evolución que origino a Jos eucariotas mas complejos. En 

este respecto amiba nos podría servir para entender Ja formación y organización de Jos 

sistemas de secreción de Jos eucariotas especializados de nuestros días apartir de Jos 
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sistemas de secreción de los organismos mas primitivos (las bacterias). 

El estudio de los caracteres primitivos de la amiba asimismo podría servir para el diseño de 

drogas específicas, antisentido o por ingeniería farmacéutica, que contrarresten su 

virulencia (el estudio de la secreción es importante aquí pues se piensa que este es el factor 

principal responsable de la patogenicidad del organismo (Tannich E. 1991)). Por ejemplo 

recordemos que el metronidazol (medicina prescrita contra la amibiasis), interactúa con la 

ferrodoxina, un acarreador redox cuya presencia en el citoplasma de la amiba se considera 

un rasgo arcaico (Müller M. 1988). 

Se espera además que estudios como el presente servirán con el tiempo para conocer con 

bases moleculares la morfología, fisiología y diferenciación de los sistemas y organelos de este 

organismo que no son del todo claros hasta el momento (Martínez-Palomo A. 1982). 

Aunque Entamoeba histolytica no es un modelo experimental perfecto (debido a que no 

existen clonas y algunos tipos de técnicas no son eficientemente extrapolables a este 

modelo), presenta las siguientes ventajas: Un ciclo de vida corto (aproximadamente en 13 h 

se duplica la población en el caso de la cepa HK9). Se tiene bien estandarizado un método de 

cultivo (ver referencia en Métodos) y algunos tipos de manejo experimental. Ademas 

actualmente se ha logrado tener transformantes estables de este organismo (datos sin 

publicar por James McKerrow). 

IV.- SRP54 como candidato para Iniciar el estudio molecular de la vfa de 

secreción en Entamoeba hlstolyt/ca.-

SRP54, como ya se mencionó, se encuentra ampliamente distribuido a lo largo de toda la 

escala filogenética y su función está bien caracterizada. Contiene zonas altamente 

conservadas que nos permitirán el diseño de primers específicos para obtener productos de 

PCRque servirán para estudios de regulación, caracterización genómica de este gene y para 
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la clonación del gene completo, lo que llevara posteriormente a la realización de otros tipos 

de estudios, tales como la supresión de la expresión de este gene, o la complementación de la 

función que realiza esta proteína en mutantes de srp54 en S. cerevisiae. 
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OBJETIVOS. 

1.- Con base a las secuencias reportadas para SRP54 diseñar oligonucleótidos específicos 

para la amplificación de un segmento de la subunidad SRP54 de Entamoeba histolytica. 

11.- Clonar y caracterizar por secuenciación el segmento de la subunidad SRP54 de 

Entamoeba /1istolytica. 

111.· Diseñar sondas en base a la secuencia obtenida para continuar el estudio de este gene 

en Entamoeba histo/ytica. 
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MATERIALES Y METODOS. 

1.- Soluciones y amortiguadores. 

El amortiguador TE usado para disolver DNA, consto de Tris hidroximetilaminometano 

(Tris base) 10 mM pH 7.6, y 3 posibles concentraciones de trabajo para el quelante; ácido 

etilendiaminatetracetato disódico (EDTA): 1 mM, 0.1 mM o 0.01 mM. 

El amortiguador TBE usado para las corridas de geles de acrilamida se preparó en 

soluciones stock 10X mezclando 108 g de Tris base, 55 g de ácido bórico y 40 mi de EDTA 

0.5 M pH B.O en un litro de agua bidestilada. La concentración final de trabajo fue Tris

borato 0.09 M, EDTA 0.002 M. 

El amortiguador TAE usado para las corridas de geles de agarosa se preparó en 

soluciones stock SOX mezclando 242 g de Tris base, S7.1 mi de ácido acético glacial, 1 oo mi 

de EDTA O.S M pH a.o en un litro de agua bidestilada. La concentración final de trabajo fue 

Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M. 

La solución stock al 40% de acrllamlda se preparó de la siguiente manera: a 100 mi 

de agua bidestilada se le agregaron 194.S g 
0

de acrilamida y S.2 g de bis-acrilamida, se agitó 

hasta disolver, y se aforó a SOO mi con agua bidestilada; la solución se filtró a través de una 

membrana Milipore de 0.4S µm, y se guardó en un Irasco ámbar a 4.0º C 

La solución de carga para geles de agarosa consto de azul de bromofenol 0.2S 

%, xilencianol 0.2S % y glicerol al 30 % en agua bidestilada. 

La solución de carga para geles de acrllamlda consto de formamida 9S %, EDTA 

20 mM, azul de bromofenol O.OS %, xilencianol O.OS % en agua bidestilada. 
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La solución stock al 1000X de carbamlclllna (un análogo más estable de la 

ampicilina ), se preparó disolviendo un gramo en 5 mi de agua desionizada y tetradestilada 

(concentración inicial de 200 mg/ml), y se pasó la solución por un filtro Milipore de 0.45 µm. 

La concentración para seleccionar cepas transformadas en cajas Petri LB-agarosa fue de 

200 ¡1g/ml. 

8 amortiguador de lisis-digestión usado en la preparación de ONA genómico de 

Amiba (Tris-CI 50 mMpH7.95, EOTA0.4 M EDTA,NaCl100 mM,SOS0.5 %, Proteinasa K 0.5 

mg/ml , iodoacético 5 mM), se preparó añadiendo a 20 mi de EOTA0.5 M 1.25 mi de SOS 1 O 

%, 23.3 mg de ácido iodoacético y se aforó a 25 mi con agua bidestilada. La proteinasa K se 

añadió como sólido al volumen que realmente se utilizó a una concentración final de O. 5 

mg/ml. 

La solución de CTAB (bromuro de cetlltrlmetllamonlo) al 10 %, usada en la 

purificación de ONA amibiano, se preparó disolviendo 1 O g de la sal en 100 mi de agua 

bidestilada estéril. 

El amortiguador de glucosa para la purificación de plásmido se preparó mezclando en 

BO mi de agua bidestilada 2.5 mi de EOTA9.4. M, 2.5 mide Tris HCI 1M pH B.O, 1g de glucosa, 

ajustando el pH a B.O y aforando a 100 mi con agua bidestilada. Las concentraciones finales 

son Tris HCI 0.025 M pH B.O, EOTA 1 O mM, glucosa 1 %. Se filtró por una membrana Milipore 

0.45 µm. 

La solución de SOS alcalino para la purificación de plásmidose preparó al momento, 

mezclando en 102 mi de agua bid estilada 12 mi de NaOH 2 N y 6 mi de SOS 20 %. Las 

concentraciones finales son SOS 1 %, NaOH 0.2 N. Se preparó y guardo en botellas de 

plástico a temperatura ambiente. 

El acetato de potasio 3 M pH 4. 9 para la purificación de plásmido, se preparó 

disolviendo BB.3 g de la sal en 200 :ni de agua destilada, se llevó a un pH de 4.9 con ácido 
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acético glacial, se aforó a 300 mi y se esterilizó en autoclave durante 20 min a 1 5 

libras/pulgada. 

La solución de CsCI se preparó añadiendo exactamente 200 g de CsCI (grado analítico) 

a 200 mi de EDTA 0.1 M pH8.0. 

El amortiguador TC, usado en la preparación de células competentes, consto de Tris 

1 O mM pH 7.5 y CaCl2 50 mM. 

El amortiguador TCG usado en la preparación de células competentes consto de Tris 

10 mM pH 7.5, CaCl2 50 mM y glicerol 20 % . 

El amortiguador TCM usado de un stock 10X, se utilizó para la transformación de 

células competentes obtenidas a partir de la técnica de calcio. E,I stock 1 OX consto de Tris 

100 mMpH7.5, CaCl2 100 mM,MgCl2 500 rnM.Seesterilizó por autoclave durante 20 mina 

15 libras/pulgada. 

El amortiguador NSA (No Sal! Annealing Solution), usado para el apareamiento del 

oligonucleótido con el templado de DNA, d.ura.nte el método de secuenciación, Se preparó en 

una solución stock 10X que constó de (Tris HCl400 mMpH 7.5, MgCl2 200 mM). La solución 

se esterilizó en autoclave como ya se ha mencionado. 

11.· Cepas, medios de cultivo. 

Cepa Entamoeba h/s tolyt/c¡¡ H K9, caracterizada por presentar un zirnodemo 

patógeno tipo 11 (Said-Femández y col. 1988). 

El cu i ti v o para los trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HK9 se llevó a cabo en 

el medio de cultivo TYl-S-33 bajo condiciones axénicas corno descrito por Diamond L. y col. 

(1968). 
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Cepa E:scherlch/a col( CMK. derivada a las cepas JM109 y JM101 con genotipo 

conocido de recA- y F + [ tra036 proAB + lacfl /acZLlM15] integrado al genoma. Usada por 

su alta tasa de transformación (8.0 x107 /µg de plásmido). 

El cultivo de E coli. se realizó en el medio LB (Luria-Bertani). Preparado como se describe 

a continuación: a 950 mi de agua desionizada se le agregó 1 O g de bactotriptona, 5 g de 

extracto de levadura y 10 g de NaCI. Se agitó hasta que los solutos se disolvieron. Se ajusto 

el pH a 7.0 con NaOH y se llevó a un volumen final de 1 1 con agua desionizada, se alicuoto a 

volúmenes de 1 oo mi en matraces Erlenmeyer, y se taparon con tapones de algodón y gasa. 

Se esterilizo en autoclave durante 20 mina 15 libras/pulgada. Para preparar medio LB sólido 

se agregaron previamente 15 g de bacto-agar. 

Cuando se uso antibiótico, se dejo que el medio se enfriara hasta una temperatura de 

aproximadamente 45° e antes de agregarlo (debido a que el antibiótico es termolábil). 

Antes de que solidificara se virtfo en condiciones estériles aproximadamente 20 mi a cajas 

de Petri de 90 mm de diámetro. Se dejaron 20 min a temperatura ambiente hasta que 

solidificó el agar, se secaron por 20 min en una campana de flujo laminar (dejando las tapas 

entreabiertas), y se guardaron a 4.0° C hasta su uso. Siempre se dejo una caja a 37º C por 

12 h como control de esterilidad. 

8 almacenamiento de cultivos de bacterias importantes se hizo creciendo una 

colonia en LB líquido por 12 h y llevándola a 25 % con glicerol estéril. Alícuotas en tubos de 

1.5 mi se guardaron a -70.0º C 

111.- Plásmldo. 

Se utilizó el plásmldo pQem-4z {Ampr, sitios y promotores de transcripción Sp6 y T7 
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flanqueando un sitio M13mp19 de múltiple clonación, región codificadora para la ~ 

Galactosidasa bajo el operón distante /acZ y sitio de replicación CR, 2746 pb, obtenido de 

Promega), como vector de clonación, templado para los oligos usados en el sondeo por PCR,y 

como templado para los oligos de secuenciación. 

IV.- Digestión del DNA con enzimas de restricción. 

A continuación se describen las enzimas que se utilizaron y los amortiguadores de ensayo 

descritos por los fabricantes (a una concentración 10X): 

Bgll (Boehringer Manheim): TrisHCl100 mMpH8.0, NaCl60 mM,MgCl2 10 mMyBSA0.1 

mg/ml. 

Bstl (Boehringer Manheim): Tris HCI 10 mM pH 7.5, NaCI 50 mM, MgCl2 10 mM, 2-

mercaptoetanol 1 mM y BSA 0.1 mg/ml. 

EcoRI (Boehringer Manheim): Tris HCI 100 mM pH 7.5, NaCI 50 mM, MgCl2 10 mM, 2-

mercaptoetanol 2 mM y BSA 0.1 mg/ml. 

EcoRV (Boehringer Manheim): Tris HCI 10 mM pH 8.0, NaCI 100 mM, MgCl2 6 mM, 2-

mercaptoetanol 2 mM y BSA 0.1 mg/ml. 

Haelll (Boehringer Manheim): Tris HCI 50 mM pH 7.5, NaCI 50 mM, MgCl2 6 mM, DTT 1 mM 

y BSA 0.1 mg/ml. 

Hlndlll (Boehringer Manheim): Tris HCl10 mMpH 7.5, NaCI 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 

mM y BSA 0.1 mg/ml. 

Smal (Boehringer Manheim): Tris HCI 15 mM pH 8.0, KCI 15 mM, MgCl2 6 mM, 2-

mercaptoetanol 6 mM y BSA 0.1 mg/ml. 

La temperatura de reacción para todas las enzimas fue de 37° C con excepción de Sma 1 

(26° C). Las unidades de actividad definidas por los fabricantes no fueron reproducibles en 

nuestros experimentos, por lo cual se usaron cantidades de 1 O Unidades/µg de DNA en 1 O µI 

de reacción. Los tiempos de digestión fueron de 1 /2 h a 4 h según la enzima utilizada. La 

reacción de digestión se paro con 4 µI de solución de carga, y los productos de digestión se 
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analizaron en geles de agarosa TAE 1X 0.8 %, 1.2 %, 1.5 %, como se describe a continuación, 

dependiendo de Jos tamaños de las bandas esperadas. 

V.- Técnicas de electroforesis en gel. 

La técnica para preparación de geles ·de· agarosa es Ja descrita por Sambrook J., y 

col., (1989), se usó para el análisis, aislamiento y cuantificación de DNA. 

Para el análisis del plásmido se utilizó agarosa (SAL JNC.), al 0.8 % concentración final en 

40 mi de amortiguador TAE 1X en Ja cámara SioRad INC. Los fragmentos de DNA de menor 

tamaño (2000· 100 pb) se analizaron en concentraciones variables de agarosa de 1 % a 1. 5 

% según la resolución deseada (a partir de Srown T.A., 1991). A cada muestra (desde 50 ng 

hasta 500 ng de DNAsi el gel es analítico), se agregaron 2 µI de solución de carga para geles 

de agarosa por cada 1 O µI de solución de DNA. Típicamente se inch,1yeron estándares de peso 

molecular conocido como Ladder de 100 pb y de 123 pb (Gibco SAL, citados en Hartley J. L., 

y col. 1981), para bandas esperadas menores de 600 pb, y DNAde /i. (Soehringer) digerido 

con las enzimas de restricción EcoR 1 y Hindlll o DNA de;\, (Soehringer) digerido con Ja enzima 

de restricción Sstl para bandas esperadas de un tamaño mayor a 600 pb. Los geles se 

corrieron a un voltaje de 1 a 5 V /cm (Ja distancia en cm es igual a Ja distancia entre Jos 

electrodos), en amortiguador TAE 1X con bromuro de etidio a una concentración final de 0.4 

µg/ml. Fue importante que el amortiguador con el que se preparó el gel fuera el mismo con el 

que se hizo Ja corrida. Cuando el marcador de azul de bromofenol llegaba al final del gel, se 

detuvo la corrida, y se expuso el gel en un transiluminador de luz ultravioleta. Los registros 

fotográficos se hicieron en una cámara Pólaroid de enfoque fijó, con un filtro Kodak para U.V. 

Los geles desnaturallzantes de pollacrllamlda al 20 %, urea 7 M, como 

descrito en Sambrook J. y col. (1989), se preparó de la siguiente manera: justo antes de 

necesitar el gel, se disolvieron 4.85 g de urea en 3 mi de agua bidestilada, se Je agregaron 5 

mi de Ja solución stock de acrilamida al 40 º~. 665 µJ de TSE 10X, 100 µJ de persulfato de 

amonio 25 % y 3.5 µI de TEMED (N,N,N',N'.· tetrametiletilendiamina), se aforo a 1 O mi y se 
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vacío para ser corrido en una cámara "tall mighty small" de Hoeffer. 200 ng de cada oligo 

junto con 5 µI de solución de carga se corrieron a 350 V y 15 mA hasta que el marcador azul 

de bromofenol llego al final del gel. Se revelo por 1 min en una solución de bromuro de etidio a 

una concentración de 1.0 µg/ml, se removió el exceso de bromuro de etidio en agua, y se 

expuso en un transiluminador de luz ultravioleta. 

Los geles de secuenclaclón acrllamlda 5 %, urea 7 M, se prepararon disolviendo 

63 g de urea (grado secuenciación), en 80 mide agua desionizada, añadiendo 15 mlTBE10X, 

25 mi de la solución stock de acrilamida 30 % (19: 1) y se aforaron a 150 mi con agua 

desionizada. A 50 mi se le añadió 150 µI de persulfato de amonio 25 % y 150 µI de TEMED.La 

solución se usó para sellar la parte inferior de la cámara Bio-Rad para geles de secuenciación. 

Una vez polimerizado, se añadió a los restantes 100 mi de solución de acrilamida 1 oo µI de 

persulfato de amonio 25 % y 100 µI de TEMED. Se vació la solución a la cámara. Se dejó 

polimerizar por lo menos 8 h. 

VI.- Purificación y concentración del DNA. 

Preparación de DNA amlblano genómlco de alto peso molecular El siguiente 

protocolo produjo DNA de más de 50 Kb (7 - 1 Oµg DNA/108 células) que contenía aun cierta 

cantidad de polisacáridos. En varios experimentos, este DNA probo servir como templado 

para PCR. En amortiguador neutro con Mg2+ y a temperatura ambiente el DNA se degrado 

en pocas horas, lo que indica que la presencia de DNAasas en la muestra es aun muy alta, sin 

embargo el, DNA es bastante estable cuando se precipita con etanol y se mantiene a -70ºC. 

Todas las manipulaciones se realizaron buscando minimizar la ruptura mecánica del DNA, por 

lo que se usaron las siguientes precauciones: 

- Se utilizaron pipetas Pasteur recortadas. 

- Las extracciones con fenol/cloroformo y cloroformo hubo que efectuarlas de manera 

suave. 

- Se evito cualquier agitación brusca de la muestra. 
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El protocolo empleo iodoacetato como posible inhibidor de DNAsas y la precipitación de 

polisacáridos en presencia de CTAB (Murray y col. 1980). Nótese también que la 

concentración de EDTA fue mayor que la normalmente recomendada. Los trofozoitos 

debieron de estar en perfectas condiciones, es decir, que se encontraran en fase de 

crecimiento activo. Las amibas se utilizaron inmediatamente después de haberlas sacado de la 

incubadora, se cosecharon y se lavaron con extremo cuidado (no se dejaron enfriar de más y 

se lavaron con medio basal sin suero, al centrifugar se busco mantener calidad más que 

cantidad de células). 

El siguiente procedimiento fue para 100 a 150 X 1 06 células. Se enfriaron las botellas de 

cultivo en baño de hielo durante 5 min y se transfirieron a botellas de centrifugación. Las 

células se bajaron a 750 X g (2 krpm en el rotor JS-1 O), durante 1 O mina 1 Oº C. Se eliminó el 

sobrenadante y se transfirieron las células a un tubo Corex de 30 mi. La transferencia se 

hizo en forma seriada con 4 alícuotas de 2.5 mi de amortiguador de lisis-digestión, usando una 

pipeta Pasteur recortada (1 O mi totales a los que previamente se les añadió la proteinasa K 

como descrito previamente). Se agitó, por inversión suave, el tubo Corex, tapado con varias 

capas de Parafilm, de manera tal que se disgregaran los grumos y se rompieran las células. 8 

volumen final se mantuvo alrededor de 18 mi. Se incubaron a 45º C durante 2 h en un baño de 

temperatura controlada. Se agitaron por inversión suave de 10 a 15 min; al final aun podía 

observarse una cierta cantidad de residuos. Se eliminó el residuo por centrifugación a 

13,000 X g (9 krpm en el rotor JS.13.1) durante 10 mina temperatura ambiente. Se 

transfirió el sobrenadante, con pipeta Pasteur recortada, a 2 tubos Corex de 30 mi 

(alrededor de 9 mi a cada uno). Se añadío a cada tubo 1.2 mi de 5 M NaCI (concentración 

final aproximada de O. 7 M) y 1.1 mi de CTAB 1 O %. se mezclo muy bien por inversión suave. Se 

incubaron los tubos a 45º C durante 20 min, agitándolos por inversión suave ocasionalmente. 

Se agregó un volumen igual de cloroformo~alc.ohol isoamílico (relación 24:1), y se mezclo por 

inversión suave. 

Se centrifugó a 13,000 X g (9 krpm en el rotor JS.13.1), durante 10 min ha temperatura 
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ambiente (por debajo de los 15° C el CTAB se precipita), y se removió el sobrenadante 

viscoso, dejando atrás las interfases, transfiriéndolo a nuevos tubos Corex de 30 mi. Se 

repitío la extracción y la centrifugación previamente descrita. Se Je agregó un volumen igual 

de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico(relación 25:24:1), a cada uno de los tubos. Se extrajo 

por inversión suave. 

Se centrifugó a 13,000 X g (9 krpm en el rotor JS.13.1), durante 10 mina temperatura 

ambiente. Se removieron los sobrenadantes viscosos, dejando atrás las interfases, y se 

transfirieron a nuevos tubos Corex de 30 mi. Se precipitó el DNA con 0.6 volúmenes de 

isopropanol y centrifugándolo a 10,000 X g (8 krpm en el rotor JS.13.1), durante 10 mina 

temperatura ambiente. Lavando después el precipitado con etanol al 70 % para remover los 

residuos de sales y CTAB. Este paso se repetía una vez mas si era necesario. El DNA se 

guardo después de precipitarse con etanol, a -70º C. 

8 aislamiento de plásmJdo por maxlpreparaclón se realizó de acuerdo a Birnboim 

H. C, y col. (1979) y Jsh-Horowicz D. y col. (1981). Se inoculó en 5 mide LB una colonia con 

el plásmido de interés, éste se dejó crecer agitando durante la noche a 37º C. A 500 mi de 

LB se agregó el cultivo anterior y se incubó a 37º C en agitación continúa hasta una A de 0.6 

a 650 nm de longitud de onda. Se agregaron 25 mg de cloranfenicol y se dejó crecer otras 

16 h. Se bajaron las células en botellas de 500 mi en el rotor JA-10 (Beckman) a 5.5 krpm, Oº 

C por 10 min. Se decantó el sobrenadante. 

Para cada medio litro de cultivo se resuspendió su pastilla en 20 mi del amortiguador de 

glucosa a 22º e disgregando Jos grumos con Ja parte ancha de una pipeta de 1 o mi, 

añadiendo después lisozima a una concentración final de 1 mg/ml, 

Se incuba el tubo en hielo por 15 min, y se le añade 40· mi de la solución de SOS alcalino a 

temperatura ambiente agitándolo suavemente en el hielo por 5 min exactamente. Se le 

añaden después 29 mi de Ja solución de acetato de potasio 3 M (Oº C) y se agita suavemente 

en el hielo por 7 min. Se centrifugó en un rotor JA-10 (Beckman) a 6 krpm, Oº C por 7 min.Se 
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decantó el sobrenadante a una botella Corex limpia de 150 mi a través de una gasa estéril. 

Se añadieron 0.6 volúmenes de isopropanc;il ~ 4° C, revolviéndolo suavemente y dejándolo en 

hielo por otros 5 min; después se equilibro en agua a 20º C por 10 min. Centrifugándolo 

después en un rotor JS-5.2 a 5 krpm, 18º C por 15 min. 

Se decantó suavemente el sobrenadante y se resuspendió el pellet semiseco en un total de 

28 mi de EDTA 0.1 M pH B.O. Transfiriéndolo después a un tubo de plástico nuevo de 50 mi. 

Ahí se le añadieron 0.3 g de sarkosil, 30 g de CsCI (grado preparativo). Se disolvió la solución 

suavemente a 40º C, añadiéndole después 1 mi de la solución de 10 mg/rnl de bromuro de 

etidio. Se llevó todo a 40 mi usando la solución de CsCI. 

Se precentrifugó la solución en una centrifuga clínica a 2 krpm por 10 min, transfiriendo el 

sobre1;adante a tubos VTi50 de 1X1.5 pulgadas usando una jeringa con una aguja del número 

16. Se sellaron los tubos y se balancearon perfectamente, centrifugándolos después en un 

rotor VTi50 a 45 krpm a 20º C por 20 h. Se detuvieron sin freno. 

Manejando suavemente el tubo, se llevó enfrente de un transiluminador de luz ultravioleta 

donde se retiró la banda superior de DNA cromosomal y después la banda inferior de plásmido 

con una jeringa y una aguja del número 16. Se transfirió la muestra que contenía al plásmido 

a un tubo nuevo, con rosca de polipropileno, de 15 mi. 

Se extrajo 4 veces con un volumen igual de isopropanol saturado con CsCI. Se transfirió a 

un tubo Corex siliconizado de 30 mi. Se le añadieron 2 volúmenes de agua tetradestilada 

estéril y después 2 volúmenes (con respecto al total de la fase acuosa) de etanol puro. Se 

almacenó a -20º C de 6 a 18 h pero nunca por más tiempo. 

Se centrifugó a 12 krpm a 2° C por 15 min en el rotor de columpio J21. Se tuvo cuidado de 

remover el sobrenadante suavemente para evitar la pérdida del DNA. Después se disolvió el 

DNA plasmfdico, proveniente de 1 a 4 litros de cultivo, en un total de 1.5 mi de solución de Tris 

HCI 10 mM pH B.O, EDTA0.1 mM, NaCI 0.15 M estéril. Se filtró por gravedad en una columna 
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(1.a cm X 25 cm) de Sepharosa 48 precorrida con un 1 1 del amortiguador en el que se 

disolvió el DNA. Finalmente se precipitó el pico de exclusión del DNA con etanol como se ha 

descrito y se determinó Ja concentración del DNA por análisis en gel de agarosa TAE1X o.a %, 

como tambien se ha descrito. 

En general se obtuvieron de 4 a 1 O µg por litro de cultivo. 

Las mlnlpreparaclones de plásmldo se realizaron con el kit comercial "Jnstant-Prep" 

(5' - 3' INC.), que se baso en inocular en 5 mi de LB una colonia con el plásmido de interés, se 

creció agitando toda Ja noche a 37º C. 1-3 mi del medio de cultivo se transfirieron a un tubo 

eppendorf nuevo en donde se bajaron las células al centrifugarlas en una microfuga de mesa 

a 12,000 X g a temperatura ambiente por 60 s. La pastilla se resuspendió en 100 µJ de 

amortiguador TE 0.01 M EDTA pH a.o. se Je añadió 300 µJ de una solución de 

fenol/cloroformo/alcohol Jsoamflico(relación 50:49:1), y se pasó'! un tubo "lnsta-Prep" (que 

contiene un Gel que separa perfectamente las fases), y se centrifugó en una microfuga de 

mesa a 12,000 X g a temperatura ambiente por 30 seg. AJ sobrenadante se Je agregó 2 O O 

µI mas de Ja solución de de fenol/cloroformo/alcohol Jsoamflico, y se repitió Ja centrifugación. 

Al mismo tubo se Je añadieron 200 µI de una solución de cloroformo/alcohol Jsoamílico 

(relación 49:1), y se repitió Ja centrifugación. 

Se recuperó el sobrenadante y 3 µ1 del plásmido se digirieron con EcoRI (enzima de 

restricción con sitio único de corte en el plásmido) en presencia de ribonucleasa A 

(concentración final de 10 mg/ml). Varios volúmenes de Ja muestra se cargaron con varias 

concentraciones conocidas de DNAen un gel de agarosa TAE 1X al o.a %, como descrito y 

se determino Ja concentración del plásmido por comparación con Jos estándares conocidos. 

La eluclón de bandas de DNA a partir de geles de agarosa se logró exponiendo 

Jos geles en un transiluminador de luz ultravioleta y escindiéndolas rápidamente. Se utilizó 

después el protocolo estándar del kit comercial de GenClean JI (810101 JNC.). Este método 

se basa en una sflica capaz de unir específicamente moléculas de DNA de peso molecular 
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mayor de 500 pb, a la que se lavó repetidamente y después se eluye de ella el DNA en agua o 

buffer de baja concentración. Los rendimientos de purificación fueron mayores al 80 %. 

Precipitación por etanol se uso para concentrar el DNA y remover las sales. 

(Sambrook J. y col. 1989). Se estimó siempre tanto el volumen como la concentración de 

cationes monovalentes (para no rebasar las concentraciones máximas de estos). Se llevó la 

solución a una concentración final de 0.3 M con acetato de sodio 3.0 M pH 5.2 (tipicamente 

mezclándolo con un décimo del volumen final), añadiendo 2 volúmenes de etanol a -20º e y 

mezclándolo bien. Se precipitó el DNA metiendo el tubo de Ja solución en un baño de hielo seco 

y etanol industrial (-70º C) por 30 min. Se recuperó el DNA centrifugando la solución en una 

microfuga de mesa a 12,000 X g a 4º C por 15 min. Se lavó dos veces con etanol al 70 % 

llenando el tubo hasta la mitad, mezclando bien y centrifugando Ja solución en una microfuga 

de mesa a 12,000 X g a 4° C por 5 min. Se retiró con cuidado todo residuo líquido que pudo 

haber quedado adherido a las paredes del tubo. Se secó el tubo en. el Savant y resuspendió en 

amortiguador TE 0.1 M EDTA pH 8.0. 

VII.- Obtención de Jos ollgonucleótldos para PCR. 

Los oligonucleótidos se obtuvieron de la.co~pañía OPERONTECHNOLOGIES. INC.,quienes los 

fabrica utilizando química de fosforamiditos 

VIII.- Preparación y análisis de los ollgos que se diseñaron para PCR. 

La pastilla seca de Jos oligonucleótidos se resuspendió en 400 µI TE 0.01 M EDTA. Se 

purificó con n -Butano! como descrito por Sawadogo M. y col. (1991), y se resuspendió en 

1 oo µJ de amortiguador TE 0.01 M EDTA. Se midió su concentración a 260 nm de longitud de 

onda como descrito ·en Materiales y Métodos VI y se llevó a una concentración de trabajo de 

25 µM con TE 0.01 mM EDTA pH B.O. Se guardaron en alícuotas de 50 µI a -20ºC. La pureza 

se determino en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 %, 7 M urea, oligonucleótidos 

de tamaño conocido sirvieron como estándares de peso molecular. 
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La determinación de la pureza y Ja concentración del ONA fue tipicamente medida por 

barrido de 230 nm a 300 nm de longitud de onda en un espectro Beckman OU-600. La 

pureza estuvo determinada por la relación (O.O. a 260 nm)/ (O.O. a 280 nm), Ja 

concentración se determinó estimando que 1 O.O. a 260 nm es igual a 50 µg/ml de dsONA o 

33 µg/ml de ssONA. 

IX.· Reacciones de PCR. 

El producto de PCR de SRP54 se obtuvo a partir de la siguiente reacción: 

70.5 µI de agua tetradestilada estéril. 

10 µI de amortiguador de reacción para PCR 10X. 

10 µJ de dNTP's 2.5 mM (concentración final 200 µM) 

µI Oligo GMSRP54A 25 µM (concentración final 0.25 µM, 0.35 µg, 1.5X101 7 

moléculas). 

µI Oligo GMSRP548 25 µM (concentración final 0.25 µM, 0.35 µg, 1.5X1 o1 7 

moléculas). 

7 µI ONA (aproximadamente 38,500 moléculas, 6.24 fg para S. cerevisiae (Sambrook 

J. y col. 1989), 14.4 ng para E. histo/ytica cepa HK9 (Reeves R. E. y col.1971)). 

0.5 µI de enzima Taq polimerasa (Boehringer 2.5 Unidades). 

Se utilizó el sistema para PCR 9600 GenAmp. con los siguientes ciclos: 

1 ciclo 

20 ciclos 

Temperatura de desnaturalización 94ºC por 90 s. 

Temperatura de apareamiento 37°C por 120 s. 

Temperatura de polimerización 72ºC por 45 s. 

Temperatura de desnaturalización 94ºC por 30 s. 

Temperatura de apareamiento 37ºC por 30 s. 
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10 ciclos 

1 ciclo 

Temperatura de polimerización 72ºC por 45 s. 

Temperatura de desnaturalización 94ºC por 30 s. 

Temperatura de apareamiento 55ºC por 30 s. 

Temperatura de polimerización 72ºC por 45 s. 

Temperatura de desnaturalización 94ºC por 30 s. 

Temperatura de apareamiento 55ºC por 30 s. 

Temperatura de polimerización 72ºC por 120 s. 

X.- Preparación del plásmldo pGEM-4Z. 

Se llevó a cabo la desfosforilación y purificación del plásmido linearizado pGem-4Z como se 

describe a continuación (Es Importante usar 1 unidad de fosfatasa intestinal de becerro 

(CIP) por cada 14 pmolas de DNA (relación no publicada de David Adams)). 

Se linearizaron aproximadamente 2 µg de plásmidocon la enzima de restricción adecuada 

(en este caso Smal) y se purificó la banda a partir de un gel de agarosa (TAE 1.2 % en 

presencia de bromuro de etidio a 0.4 µg/ml concentración final), con "GenClean 11" o 

fenol/cloroformo y precipitación por etano.1. 

Se resuspendió el pelle! de la precipitación y se diluyó el plásmido en 100 µI de buffer OP 

(10X = 10 mMZnCl2 , 10 mM MgCl2 , 100 mM Tris CI (pH 8.3)) concentración final 1X (120 µI 

volumen máximo), y se le añadieron las unidades correctas de la enzima CIP.Se incubó a 37º e 

por 1 hora, agitándolo de tiempo en tiempo. Se inactivó la enzima calentándola a 68° e 1 5 

min. 

Se pasó la solución por una minicolumna Sephadex G-50, previamente equilibrada en TE pH 

7.6 y precentrifugada, usando 1 O µg de !ANA (de levadura o de timo de vaca) como 

acarreador. Se volviendo a añadir las mismas unidades de enzima del pasó 2, y se repitieron 

los pasos 3 y 4. Se extrajo 2 veces consecutivas con un volumen de fenol/cloroformo (1:1). 
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Pasando la solución por una rninicolurnna de Sephadex G-50, previamente equilibrada en TE pH 

7 .6 y precentrifugada, usando 1 O µg de tRNA corno acarreador. Se hizo rápidamente una 

precipitación por etanol, lavando en etanol al 70 % y secando en el Savant. Se resuspendió en 

100 µI de H2o tetradestilada y se calentó a 55º C por 5 rnin para disolver bien el pellet. 

Ligación (este paso es altamente recomendado ya que es la única manera de obtener 0 

transforrnantes sin inserto en una transformación). Se le añadieron 11 µI de buffer de 

ligación 10X (concentración final 1X), y a continuación 0.5 Unidades de Boehringer T4-DNA

Ligasa por cada 500 ng de DNA. Se incubó a 14º C 1 O h. Deteniendo la reacción calentándola 

a 6Bº C 1 O rnin. Se purificó la banda del plásrnido que continuó linearizado, a partir de un gel 

de agarosa (1.2 % TAEen presencia de bromuro de etidio a 0.4 µg/rnl concentración final), 

con "GenClean 11" y precipitación por etanol. Se resuspendió en un volumen pequeño de TE y 

se cuantifico la concentración final. 

XI.- Preparación y ligación del producto de PCR SRP54 al plásmldo pGEM-4Z. 

Se realizó el relleno de los extremos del producto de PCRde SRP54 según descrito 

por Starr L. y col. (1992) de la siguiente manera: el producto de PCR de SRP54 se purificó a 

partir de la elución de gel de agarosa corno descrito en Materiales y Métodos V, 

resuspendido en 25 µI de agua tetradestilada, 10 µlde amortiguador de poi 10X (Tris 0.5 M 

pH 7.5, MgCl2 0.1 M, DTT 1 O rnM, BSA 0.5 mg/ml, dNTP's 200 µM), rATP a una concentración 

final de 1 mM. 1 O Unidades de T 4 polinucleótido cinasa, 1 O Unidades de DNA polimerasa l. 

Llevándolo a 100 µI con agua tetradestilada e incubándolo a 37º C por 1 h. Se detuvo la 

reacción con 1 µI de EDTA 0.5 M pH B.O y se purificó de nuevo por "GenClean 11" corno 

descrito anteriormente en Materiales y Métodos VI, y se eluyó en 20 µI de TE0.01 rnM EDTA 

pH B.O. 

La técnica de ligación de fragmentos de DNA con extremos rasurados fue 

estandarizada de la siguiente manera: se utilizó un amortiguador de reacción que incluía PEG 

BOOO (Ken'ichiro Hayashi y col. 19B6) y Patricia V. King y col. 19B6), el amortiguador se 
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preparó a una concentración stock 5X (Tris HCI 330 mM pH 7.5, MgCl2 25 mM, DTE 

(dithiothreitol) 5 mM, ATP 5 mM, PEGBOOO 25 %). Además se utilizó una relación de 1 unidad 

de T4 ANA ligasa por cada unidad de T4 DNA ligasa, se usaron 25 Unidades de T4 DNA ligasa 

por µg de DNA a ligar (Surgino A. y col. 1977). El producto de PCR de SRP54 fue ligado al 

plásmido pGem4Z (cortado con Smal y desiosforilado como descrito), en presencia de 6 

Unidades de la enzima de restricción Smal, (Zheng-gang L. y col. 1992) con el fin de mejorar 

la eficiencia de ligación del plásmido al producto de PCR. En las reacciones de ligación del 

plásmido vs el producto de PCR la cantidad de plásmido se mantuvo constante (56.1 ng, 3 1 

!molas, 1.86 X 1o1 O moléculas), y la relación del producto se varió en las siguientes 

relaciones: 1 :1, 1 :4, 1 :7.5 y 1 :15 en un volumen total de reacción de 30 µl. 

Los 30 µI de la reacción de ligación se diluyeron en 5 volúmenes de amortiguador TE EDTA 

0.01 M pH B.O, y 40 µI (aproximadamente 15 ng de plásmido inicial (concentración correcta 

a usar según Bercovich J. A. y col. ( 1992), se usaron para la ·transformación de células 

competentes según descrito. 

XII.- Preparación y transformación de células competentes. 

Preparación de células competentes. Se inoculó en 5 mi de LB una colonia de E. co/i 

CMK, se creció en agitación 18 h a 37ºC. A 500 mi de LB se le agregó el cultivo y se incubó a 

37º e en agitación hasta una A de 0.5 a 550 nm de longitud de onda (fue importante que no 

pasara de esta densidad). 

Se centrifugó el cultivo en botellas estériles a 3 krpm, 5 mina 4º C y se resuspendió la 

pastilla en 250 mi del amortiguador TC, incubándolo en hielo por 1 h. 

Se centrifugó a 3 krpm, 5 mina 4º C y se resuspendió la pastilla en amortiguador TCG. Se 

hicieron alícuotas de 0.2 mi en tubos eppendorf estériles de 1.5 mi y se metieron a nitrógeno 

líquido inmediatamente. Guardándose a -70ºC se pudieron descongelar y usar hasta 2 veces 

cada alícuota. 
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Transformación de células competentes. En un tubo eppendorf estéril se añadieron 

1 oo µI de células competentes (obtenidas por el método de calcio como descrito en 

Métodos), 85 µI de H2o tetradestilada y estéril a 4º C 4 µI de PEG 50 % (filtrado por 

membrana Millipore 0.45 µm), 10 µI amortiguador TCM, 1 µI de una solución 1 ng/µI de DNA. 

Se Incubaron en hielo por 1 h, se incubaron a 25º e por 1 o min, se agregaron 800 µI de LB 

sin antibiótico y se incubaron 1 h a 37º C. Plaqueando 200 µI por caja de Petri con LB sólido 

y antibiótico. Se incubó a 37° C durante la noche. Se contaron, picaron y estriaron las 

colonias a cajas frescas de LB con antibiótico. 

XIII.· Sondeo directo por PCR 

Se procedió modificando el método descrito en McPherson M. J.,y col. ( 1992). Las colonias 

se picaron y cada una se resuspendió en 100 µI de agua tetradestilada estéril, se caliento a 

95º C por 15 min, al terminar se agitó el tubo y se centrifugó para bajar los residuos. Se 

añadieron 1 O µI de cada solución a tubos con 90 µI de una solución previamente preparada 

de manera que las concentraciones finales de los solutos fueran: amortiguador de reacción 

para PCR 1X, dNTP's a una concentración final de 200 µM. OligoGMSP6 concentración final 

0.25 µM (0.16µg, 1.5X1017 moléculas). OligoGMT7concentración final 0.25 µM (0.16 µg, 

1.5X1O17 moléculas). 2.5 Unidades de enzima Taq polimerasa (Boehringer). Se realizaron 3 O 

ciclos en donde la temperatura de desnaturalización fue de 94º C por 30 s. La temperatura 

de apareamiento fue de 37° e por 30 s y la temperatura de polimerización fue de 72º e por 

45 s. Las reacciones se analizaron en geles de agarosa TAE1X concentraciones de o.a %, 

1.2 % o 1.5 %, como descrito en Materiales y Métodos V, dependiendo de los tamaños de las 

bandas esperadas. En todos los casos se incluyeron controles negativos (colonia CMK sin 

transformar), y controles positivos (colonias con insertos de .tamaño conocido). 
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XIV.- Secuenclaclón del Inserto de SRP54. 

El método de secuenciación se adaptó a partir del método de David F. Barker. (1993), y el 

método standard del kit de Sequenase (USB INC.) como sigue: a 3 µI del stock 2 µM ( 6 

pmolas) de primer de secuenciación (GMSP6 o GMT7), se le añadieron 1.5 µI de NaOH 1 N. 1 .5 

µI (2 pmolas) de esta solución se le añadieron a 2.5 µI (aproximadamente 400 ng, O .18 

pmolas) del plásmidode doble cadena con el inserto (purificado previamente por el método de 

"minipreparación" y concentrado por precipitación por etanol). Se incubó a 37º C por 10 min. 

Aparte se preparó una solución de apareamiento a la que a 44 µI de agua tetradestilada se le 

añadió 8 µI de la solución NSA 1 OX y 4 µI de HCI 1 N. Terminada la incubación se le añadió a la 

reacción 7 µI de la solución de apareamient~ y se incubó a 37º C por 5 min. Al terminar la 

incubación se le añadió a la reacción 1 µI DTT 0.1 M, 2 µI label mix previamente diluida 1 :5, 6 

µCi de a-P3 3dATP (máximo 3 µI), 2 µI de la enzima sequenasa previamente diluida 1 :8 en el 

amortiguador de sequenasa. 

Se incubó 5 min a temperatura ambiente. Se preparaban previamente 4 tubos cada uno 

con 1 µI de una de las soluciones de terminación (G,A,T o C; cada solución contenía una 

concentración de 80 µM de cada uno de los nucleótidos y además 8 µM de un análogo no 

extendible (dideoxinucleótido) de uno de ellos) y 1.5 µI de mezcla de extensión, se 

equilibraron los tubos a 37º C. Una vez terminada la incubación se le añadieron 3.5 µI de ésta 

a cada uno de los tubos con la solución de terminación (la concentración de Na es de 40 mM, 

lo óptimo recomendado para la reacción de secuenciación). Se incubó 5 min. a 45° C y se 

termino la reacción con 4 µI de la solución de "carga para geles de acrilamida. 

Se calentaron las muestras 2 min a 95º e y se pusieron en hielo. Se cargaron en un gel de 

secuenciación previamente precorrido durante 45 mina 80 W, 3 o 4 µI de cada una de las 

reacciones en carriles continuos, marcados G,A,T y C. Se corrieron las muestras a 70 W y 

1600 v. 

Al terminar los tiempos se desmonto el gel de la cámara de electroforesis y se transfirió a 
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un filtró de papel Whatman. Se secó una hora a 80º C en un desecador de geles. Se expuso 

ante un film X-OMAT (Kodak) durante 16 h en un cassette de exposición. Y finalmente se 

revelo Ja placa exponiéndola a Jos reactivos convencionales (revelador, fijador, agua). Se 

analizó Ja secuencia obtenida. 

XV.- Anállsls de las secuencias. 

Para el análisis de Jos primers y de las secuencias obtenidas por el método de 

secuenciación, se utilizaron principalmente el paquete de análisis GCGde Ja universidad de 

Wisconsin y el paquete GeneWorks de lntelligenetics INC. para Macintosh. 

FASTA.- Busca secuencias similares a la secuencia en cuestión en los bancos de datos de 

secuencias nucleotídicas. 

TFASTA.- Busca secuencias similares a Ja secuencia en cuestión en Jos bancos de datos de 

secuencias peptídicas. 

CODONPREFERENCE.- Reconoce secuencias que codifican para un péptido en virtud de la 

semejanza que presenta la secuencia nucleotídica con 

el uso de codones de la especie en cuestión. 

ALIGNMENT.- Aílnea las secuencias de acuerdo a Jos motivos mas parecidos entre ellas. 

42 



RESULTADOS. 

l.· Dlselio y análisis de los ollgos. 

El dlselio de los ollgos (Figura 4), s~ b'lso en los siguientes criterios: 

A.- Se alinearon las secuencias de aminoácidos reportadas para SRP54 de las especies 

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe, Ca nis lupus y el homólogo ffh de SRP54 

en Escherichia coli. Con esto se pretendió abarcar todo lo largo de la escala filogenética 

para diseñar los oligos a partir de los aminoácidos conservados en éstas, además se tomó 

en cuenta en el diseño el que los oligos discriminaran otras proteínas de la familia que unen 

moléculas de GTP. Se encontraron dos regiones con aminoácidos conservados Jo 

suficientemente cercanos entre si para hacer posible el diseño de dos oligos. Al oligo 

homólogo y en sentido a Ja hebra de DNAoriginal, se Je denominóGMSRP54A Yal oligo 

homólogo a la hebra complementaria y en antisentido, se Je denominó GMSRP548. 

B.· El ta m ali o de cada oligo fue de 20 ·nucleótidos para lograr una alta especificidad 

(Randall K. Saiki y col. 1988). 

C- El grado de degeneración de cada oligo no excedió el máximo recomendado para 

PCR que es de 1,024, como sugerido en lnnis M. A., y col. 1990. El uso de codones 

degenerados tomó en cuenta el uso preferencial de Entamoeba histo/ytica como descrito 

en Tannich y col. (1992), que usa preferencialmente una "A" o una "T" en la tercera 

posición. 

D.· Se diseñaron Jos oligos de manera que su t m ·(temperatura a Ja que Ja mitad de las 

moléculas se encuentran acopladas a su blanco), fuera Jo mas elevada posible con el fin de 

evitar hibridizaciones inespecíficas. Se uso el criterio de cálculo de Catrine A. y col. 

(1988), para determinar ésta. Para GMSRP54A su tm fue de 46ºC, para GMSRP548 
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a) 

ffh 
SRP54 se 
SRP54 SP 
SRP54 MAM 

ffh 
SRP54 se 
SRP54 SP 
SRP54 MAM 

ffh 
SRP54 se 
SRP54 SP 
SRP54 MAM 

b) 

------~~• GMSRP54A 

VGRi'.bKPLREKH~s~Ali:KfreETLl'EOVGVDFFP 
TÍWWYYSKRGFKvGLV-e~FRAGl\F~LxQNKrRARIPFYG 
sifüiwryQRRGLK'séi!v-AIDTFRAGAFDg)::KoNA'.':!:KARVPYFG 
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YTEMD IJ:ASEGVEKFÍíPE:Nl'EIII~!21lf!KOEDSLPEiRLOVSNA~ORDNIVYVM 

I~~~=;~~~--: -· ~ ~SQSl';101KETADFGAVII¡L'_¡¡;L 
xeQAeEAQAXAí:i_KDKVDVASVIV~- _ 

GMSRP54B ~ ' 

-Primer GMSRP54A 

5'-GCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCAAGGIISHGGIAAIACHAC-3' 

Tamaño: 43amero. Degeneración: 432 . 
Tamaño der primer vs SRP54: 20amero. llG de la estructura secundaria: -1.4 
Rango de TM: 46-60º C. No existe asociación entre primers. 

-Primer GMSRP54B 

5'-ATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCICCHYIIGCITSICCRTC-3' 

Tamaño: 42amero. Degeneración: 7 68 
Tamaño delpi"imer vs SRPS4: 20amero. t.G de la estructura secundaria: -O. 7 
Rango de TM: 50-65º C. · No existe asociación terciaria entre pririlers. 

161 
169 
161 
161 

221 
229 
221 
221 

260 
268 
260 
260 

-Primer GMSP6 

S"-GGATTTAGGTGACACTATAG-3" 

-Plimer GMTI 

s'-TAATACGACTCACTATAGGG-3" 

Tamáñb: 2oamero. - · . ' 
TM: so·' e;~ . . .. _ . _ .· .. ,, .. - .. . . 
Ne:>' existe eStructura secúndáriá ni'iisOc:iación 
enfrl:Í' pri~:rs: . 

Figura 5.- a) Diseño de los oligos a partir de un alineamiento de las secuencias 
de aminoacidos de SRP54. De E. coli (ffh), S. cerevisae (SC), S. pombe (SP) y C. 
lupus (MAM). Las flechas muestran la región sobre la que se diseñaron los oligos, 
y su dirección 5 ' - 3'. b) Oligonucleótidos usados como primers, mostrando 
sus características en los recuadros. Las regiones subrayadas son las regiones 
específicas para SRP54, la región en volumen es homóloga a pGem-4Z. 
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su tm fue de 502c. 

E.- Los últimos nucleótldos en 3' para ambos oligos fueron C y se diseñaron para que 

no estuvieran degenerados con el fin de asegurar la correcta iniciación de la 

polimerización. 

F.· El programa MuFold citado en Michael Z. (1989), sugiere que no formaran 

estructuras secundarlas ni se asocian entre ellos. 

G.- En el diseño de los oligos se utilizaron además nucleótidos de lnoslna ( J ), para algunos 

de los sitios degenerados por los nucleótidos A,T,G "o" e, pues el primero se une 

específicamente a los segundos, y por lo tanto su utilización aumenta el rendimiento de 

productos de PCR,ya que un mayor número de olígos se unen al DNA {Patil R. V. y col. 1990 

y Knoth K. y col. 1988). Se tuvo cuidado de no poner I en. posiciones cercanas a los 

extremos 3' para evitar inespecificidades de iniciación 

H.· Los oligos además incluyen en el extremo 5' una región homóloga a partes tle 1 a 

secuencia del plásmldo pGem·4Z. pues en la estrategia original se iban a clonar los 

productos de PCR por el método descrito por Shuldiner R. A., y col. (1991). 

l.· Se analizaron los oligos por FASTA y TFAST A, para determinar si existía algún tipo 

de pegado inesperado de estos primers en las secuencias reportadas hasta el momento del 

GenBank y Swissprot. Este análisis rev¡¡ló que, en relación a todas las secuencias 

reportadas en estos bancos de datos, la combinación de ambos olígos es específica para la 

amplificación de una región de aproximadamente 440 pb dentro de los genes para SRP54 

de diferentes especies. 

Otro olígo fue diseñado homólogo a la hebra sentido de la reglón Sp6 de los plásmidos pGem 

de Promega, de modo que sirviera como aligo de secuenciación, y sondeo por PCR de los 

insertos dentro del sitio de múltiple clonaclón, se le denominó GMSP6. El oligo antisentido 
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E.- Los últimos n uc le ótl dos en 3· para ambos oligos fueron C y se diseñaron para que 

no estuvieran degenerados con el fin de asegurar la correcta iniciación de la 

polimerización. 

F.- El programa MuFold citado en Michael z. (1989), sugiere que no formaran 

estructuras secundarlas ni se asocian entre ellos. 

G.- En el diseño de los oligos se utilizaron además nucleótidos de lnoslna ( 1 ), para algunos 

de los sitios degenerados por los nucleótidos A,T,G "o" C, pues el primero se une 

específicamente a los segundos, y por lo tanto su utilización aumenta el rendimiento de 

productos de PCR,ya que un mayor número de oligos se unen al DNA(Patil R. V. y col. 1990 

y Knoth K. y col. 19BB). Se tuvo cuidado de no poner I en. posiciones cercanas a los 

extremos 3' para evitar inespecificidades de iniciación 

H.- Los oligos además incluyen en el extremo 5' una reglón homóloga a partes de la 

secuencia del plásmldo pGem-4Z. pues en la estrategia original se iban a clonar los 

productos de PCR por el método descrito por Shuldiner R. A .. y col. (1991). 

1.- Se analizaron los oligos por FASTA y TFASTA. para determinar si existía algún tipo 

de pegado inesperado de estos prirners en las secuencias reportadas hasta el momento del 

GenBank y Swissprot. Este análisis reve¡ló que, en relación a todas las secuencias 

reportadas en estos bancos de datos, la combinación de ambos oligos es específica para la 

amplificación de una región de aproximadamente 440 pb dentro de los genes para SRP54 

de diferentes especies. 

Otro oligo fue diseñado homólogo a la hebra sentido de la región Sp6 de los plásmidos pGem 

de Promega, de modo que sirviera corno oligo de secuenciación, y sondeo por PCR de los 

Insertos dentro del sitio de múltiple clonación, se le denominó GMSP6. El oligo antisentido 
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homólogo a la hebra complementaria de la región T? de los plásmidos pGem de promega, fue 

obtenida de la M. en C Helena Porta y se le denominó GMT? (las características de los oligos 

se resumen en la Figura 5). 

El anállsls de los oligos GMSRP54A, GMSRP54B, GMT7 y GMSP6en geles resolutivos de 

20 o/o acrilamida, 7 M urea mostraron únicamente los oligos del tamaño esperado (los datos no 

se muestran). 

11.- Obtención y resolución del producto PCRSRP54 de Entamoeba hlstolyt/ca 

La reacción de PCR se llevó a cabo, como se describe en Materiales y Métodos, para el 

DNA de E. histo/ytica cepa HK9 y para el DNA de S. cerevisiae usado este último como 

control positivo de la reacción. 

En el gel resolutivo de agarosa NuSieve GTG al 4 o/o se observan múltiples productos de FCB 

para la reacción donde se uso el DNA de S. cerevisiae (tal vez mas adelante, depurando la 

reacción de PCR se pueda obtener un solo producto de PCR, pero en este caso no era uno de 

los fines a lograr). Un solo producto predominante del tamaño esperado (aproximadamente 

500 pb), para la reacción de PCRdonde se uso el DNAde E histolytica cepa HK9 (Figura 6a). 

Este resultado fue varias veces reproducible, por lo que se decidió proseguir con la 

purificación y la clonación de este producto de PCR al que se denominó PCRSRP54. 

111.- Clonación del producto PCRSRP54 .de Entamoeba h/sto/yt/ca. 

Actualmente es frecuente el clonar los productos de PCR para su posterior 

caracterización por secuenciación, pues durante la reacción de PCR frecuentemente 

ocurren errores en la replicación (Randall K. Saiki y col. 1988), y tambien ocurre 

recombinación durante el PCRde los productos de PCRen los casos en que se trabaja con 

dominios compartidos por varias familias diferentes o genes multigénicos (Meyerhans A. y col. 

1990). El clonar los productos de PCR sirve para resolver las discrepancias y las 
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Figura 6.- Se muestra el análisis por gel de agarosa de los diferentes 
productos de PCR. Las flechas indican los productos observados. 



inespecificidades de lectura que surgen durante la reacción de secuenciación de la mezcla 

heterogénea de los productos de PCR. 

Sin embargo puede ser difícil clonnr productos de PCR debido a que la enzima Taq poi 

inserta generalmente una A en el extremo 3' (Clark M. J. 1988), impidiendo la ligación por 

extremos rasurados. Yel diseño de primers con sitios de rGstricción también ha probado ser 

ineficaz (l<aufman D. L. y col. 1990), debido a que las enzimas de restricción necesitan un 

tamaño mínimo hacia los extremos del DNA para cortar eficientemente sus blancos. 

En un principio se intentó clonar el producto PCRSRP54 por el método de clonación por 

PCR libre de ligasa (Sh•Jldiner R. A. y col. 1991). este método consiste en amplificar el 

producto de PCR previo junto con el plásmido, de tal manera que al final este queda inserto 

durante la amplificación. Pero varios intentos, algunos con modificaciones técnicas para 

depurarlo, resultaron infructuosos. Por lo que se procedió a ligar el producto al plásmido 

pGem-4Z como se describe en Materiales y Métodos X (resumido gráficamente en la Figura 7) 

y transformar el plásmido con el inserto a las bacterias E. co/i de la cepa CMI< como ya se 

describió. 

Como se describe en los Métodos se usaron varias relaciones molares de inserto : 

plásmido, y la que mejor resulto fue la relación inserto a plásmido (15:1) donde .se obtuvo una 

eficiencia de transformación = 1.44 X 1 o3 colonias/µg de plásmido::: eficiencia 8% superior a 

la del blanco. 

IV.- Resultado del sondeo para encontrar clonas que tuvieran el plásmldo con 

el Inserto del producto PCRSRP54. 

En el sondeo por PCRcon los oligos GMSP6y GMT7 de las colonias obtenidas de la relación 

(15:1), se encontraron 3 colonias (el 23 %), que mostraron tener el inserto del tamaño 

esperado aproximadamente 620 pb (Figura 6b). Se denominaron clona 41, clona 44, clona 

45. 
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Figura 7.- Se muestra graficamente la estrategia de clonación. a) El 
plásmido pGem-4Z se digirió en su sitio unico Sma l. b) El plásmido ya 
linearizado se desfosforila y se purifica por gel. c) El producto de PCR de 
SRP54 (PCRSRP54) se purifica de gel por "GenClean" y sus extremos se 
"rellenan" con poi 1 y T4 quinasa. El PCRSRP54 se vuelve a purificar por 
"GenCfean". d} El PCRSRP54 se liga al plásmido pGem-4Z en presencia de 
DNA ligasa, RNA ligasa y Sma f. e) Obteniendo fa construcción esperada de 
aproximadamente 3246pb. 



Se aseguró cada transformante plaqueándola a cajas frescas y guardándola a 4.0º C. 

También se realizaron preparaciones en glicerol al 25 % de cada transformante y se 

guardaron a -70º C. Se hicieron sondeos posteriores por PCRde las preparaciones y de los 

cultivos de cada transforman te para asegurar que retuvieran el plásmido con su inserto, en 

este caso el ensayo fue positivo para todas las transformantes. 

V.· Secuenclaclón y análisis del Inserto de la Clona 41. 

La clona 41 se secuenció como se describe en Materiales y Métodos. El contingente de las 

diferentes lecturas y la secuencia obtenida a partir de éste se resumen en la Figura 8. 

El análisis de la secuencia por CodonPreference para buscar marcos de lectura 

abierta indico que un marco de lectura abierta continua empezaba a partir del primer 

nucieótido de la secuencia (Figura 9). La traducción deducida de aminoácidos de éste marco 

de lectura se muestra debajo de la secuencia de la Figura 8. 

El análisis de la composición (67 % de uso para el par A·T (un cociente de 122/3 72), 

contra el 67 % esperado para E. histolytica (Char S. y col. 1992)), y del uso de codones 

(Tannich E. y coi. 1992), apartir del programa CodonPreference del paquete de análisis <?CG 

(Figura 9), y el cociente de los aminoácidos mas representados de la secuencia peptídica 

deducida de la secuencia de la clona 41 (Tabla 1), sugieren fuertemente que la secuencia 

nucleotídica del inserto de la clona 41 pertenece a Entamoeba histo!ytica. 

Tanto Ja secuencia nucleotrdica obtenida como el péptido deducido de cada uno de sus 

marcos de lectura posible se utilizaron para la búsqueda de secuencias homólogas en los 

bancos de datos. Como se muestra en la Tabla 11, la mayor homología de la secuencia 

nucleotídica fue para con otros genes que codifican para SRP54. El marco de lectura que 

mostró tener la más alta homología significativa con otras de las secuencias reportadas fue 

de nuevo el marco de lectura que empieza a partir del primer nucleótido de la secuencia y su 

47 



homología mas alta fue con proteínas SRP54 reportadas de otras especies, especialmente 

entre aquellas reportadas para eucariotas como esperado. 
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Figura 8.- a) Ejemplo del gel de secuencia obtenido con el método 
usado para la secuenciación del DNA de doble cadena. b) Contingente 
de los diferentes tiempos de electroforesis usados para la resolución 
de la secuencia de la clona 41 usando los oligos T? y Sp6 como 
primers para la reacción de secuenciación. c) Secuencia obtenida del 
consenso de las lecturas y su traducción deducida de aminoácidos para 
su marco de lectura más probable. 
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Promedio del uso preferencial de codones para el marco 3 = 0.8277 

Promedio del uso preferencial de codones para una secuencia al azar = 0.719 
Umbral de codon poco usado: O. 1 

Figura 9.- Gráfica del análisis del uso preferencial de codones de la 
secuencia obtenida de la clona 41. Se muestra que el marco de lectura 1 
(primer panel, linea amarilla), tiene un marco de lectura abierta (cuadro en 
rojo), utilizando preferentemente (123%), el uso de codones para amiba (El 
umbral mínimo de preferencia es la linea ázul), y pocos codones irregulares 
(líneas verticales en verde). 



Aminoacido Codon Cociente tl6 observado % E. hlsto % E. col/ % S. cere % H. sap/ens 

Glutamina GGA 718 88 ll 14 02 14 

Aspartico GAT 9/9 100 .B.!!. ll 48 25 

Lis in a GT(A/T) 10/1 o 100 .a.z. .u .sJ!. 12 

Alanina GC(A/T) 9/9 100 .9..5. ll 11. 30 

Valina1 AAA 1 1 /1 2 92 ll 33 22 1 8 

Glicina CAA 4/6 67 .9..5. 00 .9..5. 1 2 

Tabla 1.- En la tabla se muestran algunos aminoácidos con sus codones que son 
representativos del uso preferencial de codones para amiba. El cociente muestra 
el número de esos aminoácidos encontrados en la secuencia de la clona 41 que 
usan estos codones, El % observado es la traducción porcentual del cociente. Los 
% de E. histo/ytica, E. co/i, S. cerevisiae y H. sapiens se muestran para 
comparación con los datos encontrados. Los porcentajes subrayados son los de 
mayor homología con lo observado. 



a) Análisis de la secuencia nucleotidica. 

lugar FASTA GCG XINUMAC RESULTADOS 

1.- Mouse SRP54 65.0% de identidad en un sobrelape de 343 pb 
2.- S. cerevise SRP 54 62. 1 % de identidad en un sobrelape de 367 pb 
3.- SRH1 (SRP54 hom.) 62. 1 % de identidad en un sobrelape de 367 pb 
4.- S. pombe SRP54 60.9% de identidad en un sobrelape de 371 pb 
5.- Dog SRP54 66.2% de identidad en un sobrelape de 349 pb 
6.- Mycoplasma SRP54 58.7% de identidad en un sobrelape de 358 pb 

b) Análisis de la secuencia peptídica de su marco de lectura mas probable. 

lugar TFASTA GCG XINUMAC RESULTADOS 
l.- Dog SRP54 57.2% identidad en 123 aa de sobrelape 
2.- Mouse SRP54 56.9% identidad en 123 aa de sobrelape 
3.- S. pombe SRP54 53.7% identidad en 123 aa de sobrelape 
4.- S. cerevise SRP54 54.5% identidad en 123 aa de sobrelape 
5.- SRH1 ( SRP54 hom. ) 54.9% identidad en 122 aa de sobrelape 
6.- trmD Operan. 34.2% identidad en 1 20 aa de sobrelape 
7.- Mycoplasma SRP54 31 .7% identidad en 120 aa de sobrelape 
8.- S. solfataricus Docking pro 35.0% identidad en 117 aa de sobrelape 
9.- S. cerevise SRP receptor 37.8% identidad en 74 aa de sobrelape 

Tabla 11.- Resultados del análisis de la búsqueda de homologias en los bancos 
de datos del paquete GCG de la universidad de Wisconsin y del IBT para a) la 
secuencia nucleotídica de la clona 41 y b) la secuencia peptídica del marco de 
lectura más probable de esta secuencia. 



DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

1.- Hemos aprovechado la técnica de amplificación de secuencias específicas por el método 

PCR para el diseño de unos primers que amplificaron una secuencia de aproximadamente 4 9 O 

pb del gene SRP54 de Entamoeba histolytica. 

a) Inexplicablemente para nosotros, con nuestro control positivo (DNA de S. cerevisiae 

como templado para la reacción de PCR), se obtuvieron varios productos de diferentes 

tamaños, entre ellos uno que podría pertenecer a SRP54. 

b} Sin embargo para la reacción de PCR usando diferentes purificaciones de DNA de E. 

histolytica como templado, se obtuvo reproduciblemente un producto predominante de 

PCR con el tamaño esperado para la amplificación con los primers diseñados. Asimismo los 

controles negativos (reacciones sin templado), fueron constantemente negativos, por lo 

que el producto PCRSRP54 no pudo ser el resultado de una contaminación. 

2.- Los datos anteriores justificaron el que se clonara el producto para su análisis por 

secuenciación. 

3.- Los análisis de la secuencia mostraron lo siguiente : 

a) La secuencia mostró tener una afta 'homología, tanto en su secuencia nucleotfdica 

como en su traducción a la secuencia peptídica, con las secuencias de SRP54 reportadas 

para otros organismos. 

b) El mayor porcentaje de ~dentidad de la secuencia de la clona 41 fue para con su región 

homóloga de SRP54 en Canis lupus y en segundo lugar para su región homóloga de SRP54 

en S. cerevisiae. Un porcentaje de identidad mucho menor se encontró para con su 

región homóloga de ffh en E. coli (no se muestra el dato). Este resultado i de acuerdo con 
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el hecho esperado en el que se situa a E. histo/ytica dentro del grupo de los organismos 

eucariotas. 

c) La secuencia peptídica de la región denominada "caja 11", que se encuentra 

ultraconservada a lo largo de toda la escala filogenética, en la secuencia de la clona 41 se 

encuentra 100 o/o conservada (Figura 1 O). 

d) Los análisis de composición y del uso de codones se parecen a lo reportado para E 

histolytica, lo que sugieren fuertemente que en realidad la secuencia clonada y 

secuenciada pertenece a E. histolytica. 

e) De manera interesante alineaciones de la secuencia de la clona 41, con las regiones 

homólogas de otros organismos (Figura 11), revelan que la secuencia tiene una inserción 

de 9 pb en la región 146-154 pb, y una delación de 9 pb (manteniendo siempre el marco 

de lectura), en la región aledaña 174-183. Se diseñó un olígonucleótido homólogo a la 

última región para determinar (por ensayos posteriores) si esta región es específica para 

SRP54 de E. histo/ytica, y si lo es determinar el significado que esto pueda tener. De ser 

ciertos estos datos esta región puede ser un posible blanco para el diseño de drogas 

específicas contra E. histo/ytica. 

f) Es de notar que la secuencias nucleotfdica de la clona 41 tiene una mayor homología 

con la secuencia homóloga de otras especies que la de su secuencia peptídica con las 

mismas especies, por ejemplo la homología de la secuencia nucleotídica de la clona 4 1 

contra su homóloga de Can (DOGSRP54) es de 66.2% contra 57.2% que es la homología 

de la secuencia peptfdica contra su homóloga de la misma especie. Esto no parece ser una 

particularidad de esta proteína, ya que el análisis de secuencias nucleotídicas y peptfdicas 

de otras proteínas de amiba (Actina-a, Ras, Cistein Proteasa 1, Dehidrogenasa, F. 

Glicoproteína 1), contra sus homólogas de especies eucariotas superiores muestran el 

mismo resultado. Esto nos indica que algunas proteínas incluyendo SRP54 por su 

variabilidad no son buenos relojes biológicos para el estudio de filogenias como en cambio lo 
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---------- ---------- ---GYKPAVV GXDTFRAGAY 
FVGLQGSGKT TTCSKLAYYY QRKGWKTCLI CADTFRAGAF 
MVGLQGSGKT TTCSKLALHY QRRGLKSCLV AADTFRAGAF 

EQLQMNAKRA GVPFFGIKEE SDPVKVASEG VRTFRKEKND 
DQLKQNATKA RIPFYGSYTE MDPVIIASEG VEKFKNENFE 
DQLKQNAIKA RVPYFGSYTE TDPVVIAKEG VDKFKNDRFD 

IIL KQDKELFKEM QSVRDAIKPD SIIFVMDGAI 
III VDTSGR KQEDSLFEEM LQVANAIQPD NIVYVMDASI 
VII QQEQELFAEM VEISDAIRPD QTIMILDASI 

GQAAFGQAKA FKDAVEVGSV IITKIR---- ---------
GQACEAQAKA FKDKVDVASV IVTKLDGHAK GGGALSAVAA 
GQAAESQSKA FKETADFGAV IITKLDGHAK GGGALSAVAA 
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Figura 1 O.- Alineamiento de la traducción para aminoácidos del marco de 
lectura mas probable de la secuencia de la clona 41, con las regiones 
homólogas de las secuencias para SRS4 de C. lupus (SRP54 DOG) y S. 
pombe (SRPS4 SP). Los aminoácidos homólogos se muestran en ázul; la 
caja 11 que une GTP y que se encuentra ultraconservada entre los SRPS4 de 
las diferentes especies se muestra dentro de una caja. 
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---------- ---------- ---------- --OOATATAA ACCAGC'fG'IT 

GTI'CAAAG'IT AGCATA'ITAT TACCAGAGGA AAOOTrGGAA GACCffiTTl'G 

GCTCAAAGCT 'fGCTCJ'GCAC TACCAAAGGA GAOOTI'n::AA ATCG'I\'.:TTl'G 

G1'roGAGNAG ATACA'rrTAG r,ocAOOAGCA 'l'A1GAACAAT TACAAATGAA 

A'I'ATGTGCAG ACACATrCAG AOCAOOAGCT 'ITTGAO'..AAC TAAAACAGAA 

GTIGCI'C',CCG ATACTrI'O:G AC',C'I'OOTGCT 'l'ITGA'J\CAAT TAAAGCAGAA 

'fGCTAAACGA GCAGGAG'l'AC CA'l'ITI'I'IDG AATAAAAGAA GAAAGTGATC 

'TGCTACCAAA GCAAGAA1'I':: CATICTA'fGG AAGCTATACA (',/\AA'fGGATC 

'fGCTATCAAA Gü\CG1\3'l'I':: CTI'AC'l'ITGG TAGTTACACC C',AGACTGACC 

GMDif54 
CA(JJ'AAAAG'l' 'l'G'~TAGTGM GGA(JJ"I\:GTA CC'l'ITAGMA GGAAPA".AAT 

CTGl'TATCAT '!V:=Glv\ GGAG!'G-G- - - -- --AG-M A'l"Il:AAJ\AAT 

CAG!'CGTl'AT TC,CCAAGGM GG'J\:,1'1'-G-- ···-!•T-M GTI'CAMMC 

GATA-·----- ---'I1\.A.T'IC'l TG'l'l\.;A'l'tV...:P. TC.JvJ,JTAGA1.: i\l'Afa.ACAAGA 

C.AAAATTPl'G AAA'ITNl'TA'I' TG'l'IUA'l'N::A AG'l'G3ACGCC A'l'AAACAGGA 

G~TAGATITG ACG'IT1'.TCAT CG'!'D:;ATN::A TCTCGTAGGC ATCAGC;\GGA 

TAAAGAGTJ'A 1'PI'AAAC;t,M. '!\;CAAAG'fGT TCG'fG~.'IDCA A'ITAAACCAG 

AGACTCT'ITG TP!'GAAGc\A1\ 'Jt:C1TCAAGT 'l'GCTAACG~T ATACAAO:'fG 

GCAGGAG'l'I'G TTrGCTr;,\GA 'JY;G'TGGAAA'I' 1'I'CAGP..CGCT ATTCGCCCAG 

1--
hT'TCAA'fTAT 'I'r'TIU-'l'AAT GG.:\1\:JGAGCT l'.'!'I\_:GN_';\J\G CAGCATITGG 

ATAACATl'GT 11'A'JTJ-TGA'l GGi'.'n:;c= A'ITGGACAGG CTPGTGAAGC 

ATCA-AACAA T'1'A1\""!A'T'TTT AG1\'I\~CTAGC ATf1::Y:;'D.--_-f,!,G 1:::TGCCGAATC 

GMEsp54 
AC'AA-GC.lv\A A1..~~A'f<l'1'1\lv\ Gt\ TGCAG'ITG AAG'I'AC"-OAAG TGTTATTATA 

CC-1\GGCt....l\..t.. GCY;TI'l'l'AJi.A r~ATAAAGTAG t\'TGTACCTI'C GGTAATAGTG 

'JY:JiAAG('AAA -c~.:GTITI'A:\1\ \~~AGACTc;crG ACTTTl..~GCGC TGTAATAATC 

Ar:AAJv\ATTA ("};\'I\.:------ ---------- ---------- --------

A•_'-IJ..AAC1T cCi\'l\;GCCATG CAAAAGGAGG TGGTGCACTC AGTGCAG'IT 

AC-MIAATTG G~CGGACA'ID CCAAAGGTGG 'fGG'fGCTTIA TCCGCCG'ID 

18 
50 
50 

68 
100 
100 

118 
150 
150 

168 
191 
191 

209 
241 
241 

259 

291 
291 

308 
340 
340 

357 
389 
389 

371 
437 
437 

Figura 11 .- Alineamiento de la secuencia de la clona 41 con las regiones 
homologas de los genes para las 3 secuencias para SRP54 de C. lupus 
(DOGSRP54) y S. pombe SRP54 (SPSRP54). Los nucleótidos homólogos se 
muestran en verde, la región de inserción y deleción se muestra en ázul. 
Los nuevos oligos diseñados (que se discuten en las conclusiones), se 
muestran sobre sus regiones de homología. 
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son Ubiquitina y HSP70. 

4.: Considerando los siguientes hechos : 

a) El que hayamos encontrado una secuencia con homología a la proteína SRP54 en el 

genoma de E histolytica. 

b) El que esta secuencia posea una homología significativa con los genes que codifican 

para la misma proteína en otros organismos (lo que podría considerarse como un indicativo 

de que esta proteína se encuentra funcionalmente activa en E histolytica.). 

c) El que esta proteína y su actividad junto con los homólogos del 7SL se encuentren 

ampliamente distribuidos a lo largo de la escala filogenética, incluso en el organismo T. 

brucei (Michaeli S. y col. 1992), organismo evolutivamente cercano a E histolytica. 

d) El que posiblemente E. histolytica contenga un RNAhomólogo al RNA 7SL del SRP(datos 

de nuestro laboratorio no publicados). 

Dado los datos anteriores, de manera.preliminar se puede suponer que es muy probable 

que E histolylica posea un complejo funcional SRPo parecido a SRPque cumple la función de 

direccionar proteínas con secuencias peptfdicas parecidas a las secuencias señal hacia 

alguna membrana. Esta membrana podría ser: 

a) La membrana plasmática de la amiba como sucede en el caso de la bacteria E. coli. 

b} La membrana de un retículo endoplasmático aun no identificado en E:. histolytica, como 

en el caso del organismo Giardía Jamb/ia donde se encontró por técnicas de 

inmunodetección un retículo rugoso que había escapo a la detección microscópica (Gillin F. 

D. y col. 1991). 
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4.- Considerando los siguientes hechos : 

a) El que hayamos encontrado una secuencia con homología a la proteína SRP54 en el 

genoma de E. histolytica. 

b) El que esta secuencia posea una homología significativa con los genes que codifican 

para la misma proteína en otros organismos (lo que podría considerarse como un indicativo 

de que esta proteína se encuentra funcionalmente activa en E. histo/ylica.). 

c) El que esta proteína y su actividad junto con los homólogos del 7SL se encuentren 

ampliamente distribuidos a lo largo de la escala filogenética, incluso en el organismo T. 

brucei (Michaeli S. y col. 1992), organismo evolutivamente cercano a E. histo/ytica . 

d) El que posiblemente E. histolytica contenga un ANA homólogo al RNA 7SL del SRP(datos 

de nuestro laboratorio no publicados). 

Dado los datos anteriores, de manera.preliminar se puede suponer que es muy probable 

que E. histolytica posea un complejo funcional SRPo parecido a SRPque cumple la función de 

direccionar proteínas con secuencias peptfdicas parecidas a las secuencias señal hacia 

alguna membrana. Esta membrana podría ser: 

a) La membrana plasmática de la amiba como sucede en el caso de la bacteria E. coli. 

b) La membrana de un retículo endoplasmático aun no identificado en E. histolytica, como 

en el caso del organismo Giardia lamblia donde se encontró por técnicas de 

inmunodetección un retículo rugoso que habla escapo a la detección microscópica (Gillin F. 

D. y col. 1991 ). 
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c) O alternativamente podría ser una membrana novedosa para el caso de los tipos de 

translocación conocidos, como por ejemplo: hacia las membranas de las vesículas 

digestivas de la amiba. 

Lo más probable (por otros datos recientemente obtenidos en nuestro laboratorio que 

sugieren la presencia de genes homólogos a otros genes involucrados en la secreción (genes 

sec ), es que exista una maquinaria de se.cre.ción que involucre estructuras no identificadas 

aun que sean parecidas al retículo endoplasmático y al aparato de Golgi. Estudios posteriores 

siguiendo la vía actual de estudio seguramente nos proporcionaran datos al respecto. 

5.- Los siguientes estudios que se tienen programados son el análisis por "Southern" y por 

"Northern" de E. histolytica. Para lo cual se diseñaron dos oligonucleótidos (Figura. 11). 

a) El primero denominado GMDif54 es homólogo a la región descrita anteriormente que va 

del nucleótido 142 al 162. Este oligo servirá para determinar si esta región existe en el 

genoma de la amiba y si es específico. 

b) El segundo oligo denominado GMEsp54 es homólogo a la región que va del nucleótido 

301 al 321. Este oligo se espera que sea específico para el gene SRP54 de la amiba 

determinado por la secuencia de la clona 41. Condiciones mas laxas de hibridación podrían 

determinar si existe una familia de estos genes en E. histo/ytica. 

Eloligo GMEsp54 (o alternativamente un producto de PCR T7-SP6 de la clona 41 marcado 

durante la reacción de PCRpor incorporación de cx-P32 CTP), se utilizará además para 

efectuar una búsqueda en el banco 1.-ZAP de E. hísto/ytica HK9, con el fin de clonar el 

gene completo de SRP54 de este organismo y continuar su análisis. 
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