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I INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado
agente etioldgico de la enfermedad de Chagas. Este padeci
miento se presenta con una elevada frecuencia en Centro y
Suramérica (1). Por lo que gonstituye, en esta regién, un
serio problema de salud pGblica. La situacién en México -
estd apenas siendo examinada, pero cabe enfatizar que el
insecto vector se encuentra distribuido en Sonora, lacate
cas, Jalisco, Nayarit, Michoacin, Morelos, Estado de Méxi
co, Veracruz, Oaxaca, Hidalgo, Yucatédn, Puebla, Guerrero,
Guanajuato y Chiapas; ademfis, en dos localidades escogi-
das al azar dentro de este Gltimo estado se encontrd de -

un 18-15% de la poblacién con serologfa positiva (2).

Las caracteristicas de patogenicidad y de respues
ta a tripanomaticidas del parésito varfan dependiendo de
su localizacibn geogrifica dentro del Continente America-
no. La respuesta inmune del hospedero aunque mantiene 1a
enfermedad en estado crénico no es suficien§e para evitar
los dafios celulares, principalmente celulas nerviosas del

corazén y del tubo digestivo, responsables de la morbole-




talidad. Por Gltimo, y aumentando la complejidad del pro-
blema de manejo, el control del vector en las zonas rura-

les tropicales es en la actualidad pricticamente imposi-
ble (1).

Para enfatizar algunos aspectos bioldgicos, sin -

duda interesantes, del pirasito; se mencionan los siguien
tes puntos:

1.- Trypanosoma cruzi presenta en el hombre y en insecto

vector un ciclo de vida complejo con transformaciones
morfolégicas. (1).

-

La forma sanguinea 6 tripomastigote es el inico esta-
dio en que el parfisito puede infectar exitosamente al
guna célula del hospedero. Sin embargo el tripomasti-
gote no es capaz de dividirse, y por ende, tampoco de
cultivarse. Sc requiere que éste infecte a una célula
y en el interior de la misma, adoptar consecutivamente
las formas replicativas de amastigote y epimastigote.
La diferenciacidén de epimastigotes a tripomastigotes,
trae consigo la 1isis de la célula, con la subsecuen-

te liberacidn de nuevas formas infectantes al torren-




te sanguineo.

La transmisién de la enfermedad se realiza a través -
de un triatoma, que al picar a una persona infectada

aspira tripomastigotes de su sangre. El pdrésito resi
dente, ahora en el vector, completa un ciclo de dife-

renciacifén que da origen a los llamados "tripomastigo

tes metaciclicos'". Estos son excretados con las heces

del vector, cuando el triatoma defeca en consecuencia
de una nueva ingestidén sanguinea. El individuo al ras
car el sitio del piquete y tallarse conjuntivas o mu-

cosas, se hace responsable de la penetracibn del pari
sito.

2,- Este protozoario tiene una gran cantidad de DNA extra
nuclear ( 20%) (13) cuya funcibn, es actualmente des-
conocida.

3,-

En la divisién celular el reparto de DNA a los hijos
se realiza amitSticamente por fisién binaria, que es un

mecanismo pobremente entendido on la actualidad.(12)._

4.- Por otra parte, el llamado grupo de los protozoarios




parece ser mis un conglomerado de sistemas de vida -
con aspectos de organizacibén y de evolucién diferen-
tes entre si y con metazoarios, por lo que resultan
académicamente atractivos y quizi sus comportamientos
calificados ahora como bizarros, puedan entenderse -
con el avance en el conocimiento de su fisiologia.
Dadas estas caracteristicas parece adecuado iniciar -
el estudio de la organizacién y expresiédn de su geno-
ma. Como un paso inicial, seleccioné el gen de DNA ri

bosomal en epimastigotes por lo siguiente:

1.- La abundancia del transcrito y la repetividad gé-
nica encontrada en diversas especies celulares -

(3,4) lo hacen un sistema experimental de ficil -
acceso, y

El estar directamente involucrado en el crecimien

to celular le confiere interés funcional y de re-
gulaciébn.

Los epimastigotes son cultivables ax@nicamente en

el laboratorio.




OBJETIVO

En forma andloga a la cllisica situacibén en bio-
quimica donde para estudiar una cnzima se debe demostrar
tanto su presencia como cuantificar su actividad; decidi
que la primera etapa en el estudio de este sistema géni-
co, deberia consistir en establecer, en el laboratorio,

las condiciones metodolégicas de hibridacibn y de cuanti-

ficacién del nGmero de genes.

En este trabajo se describen: los procedimientos
para la purificacibn de DNA y de marcaje de RNA; las con-
diciones que hicieron posible la hibridacién; y nGmero de
genes quc, en epimastigotes de T. cruzi, codifican para

las especies mayores de RNA ribosomal.



I1 MATERIAL Y METODOS

La cepa utilizada fue aislada en la Cruz, Jallsco

por el Dr. Jorge Tay, Departamento de Ecologfia Humana, Fa
cultad de Medicina, U.N.A.M.

A

Los cultivos se realizaron en medio de infusién -
de higado y triptosa (5), suplementado con suero bovino -

fetal al 10%; y se¢ mantuvieron en agitacién a 28°C.

Purificacibdn de DNA

Los cultivos celulares fueron cosechados, en fase
media de crecimiento logaritmico, por centrifugacién a -
10 000 g. Lavados dos veces con Buffer N (Tris 30mM pH -

7.8, KC1 100mM, CaCl2 2mM, AczMg SmM), y guardados como
precipitado a -70°C.

El dia de la extraccidn, se descongeld este mate-
rial a 4°C, para resuspenderse en Buffer N a una densidad
mixima de 10° c€lulas/ml. Las c8lulas fueron lisadas con
NP40 al 1%, y rdpidamente centrifugadas a 15 000 g durante

20 minutos a 4°C. El precipitado fue resuspendido en un vo




lGmen de SSC 1X (Na C1 150 mM, Citrato de Na 15 mM), EDTA
10 mM. Posteriormente se adicioné Sarkosyl a una concen-
tracibén final de 1% y se incub6 a 37°C 15 min. La incuba-
cién fuc continuada por dos horas mfis con pronasa (prein-
cubada 1 hora a 37°C) a una concentraci6n de 1 mg/ml. Des
pués de adicionar perclorato de sodio a 1M, los nucleicos
se extrajeron dos veces con una mezcla de cloroformo al-
cohol isoamilico (24:1), y se dejaron dializando Aﬁrante
la noche contra 100 volGimenes y 3 cambios de SSC 1X. La -
purificacibén continué mediante un tratamiento con ribonu-
cleasa 1 (precalentada 10 min a 85°C) 100 ug/ml 30 minu-
tos a 37°C; re-extraccibn con cloroformo: isoamilico y -
diflisis exhaustiva contra SSC 0.1X. La preparacibn de
DNA asi obtenida se ley6 en el espectrofotbmetro a 230,

260 y 280 nm; y fue guardada hasta su uso sobre clorofor-
mo a 4°C.

Purificacibén de RNA ribosomal-szp.

Las células fueron crecidas durante 72 horas en
un medjo deprivado de NaH2P04, suplementado con 100 nCi/
ml de 4cido ortofosfbérico 32P. La purificacibn de las es-

pecies ribosomales mayores, asi marcadas, se llevd a cabo




de acuerdo con la técnica de Castro (6).

La cosecha del cultivo se roalizé por centrifuga-
cién a 10 000 g durantc 10 min a 4°C (temperatura manteni
da a lo largo de toda la purificaci6n). Posteriormente -
las células fueron lavadas éh: Tris 30 mM pH 7.0, Mg l\c2
SmM, KC1 100 mM, CaCl, 3mM, heparina 1 mg/ml y guardadas
como precipitado 12 horas a -70°C. El paquete celular fue
resuspendido, en relacién 1g/ml1 (peso hGmedo) en la misma
solucién de lavado, pero enriquecido con heparina 4mg/ml.
La 1isis se llev6 a cabo mediante la adici6én de NP40 al
0.3%. Este material se centrifugb a 10 000 g 10 min prime

ro, 20 000g 10 min después, y por Gltimo dos horas a - -
10 000g.

El material polisomal, recogido del filtimo preci-
pitado, fue desproteinado con dos ml de: LiCl 2M, Urea
4M, Tris 20mM pH 7.0, y heparina 4mg/ml. Después de cen-
trifugado a 20 000g 20 min, ¢l precipitado se resuspendid
en aproximadamente 1 ml de agua tratada con dietilpirocar

bonato. Y lefdo, al igual que el DNA, en el espectrofot6-
metro. )



w

Las especies ribosomales mayores fueron separadas
de las moléculas pequefias (4S y 5S5) por centrifugacién -
preparativa cn gradientes de sacarosa (5-20%). Estos gra-
dientes fueron preparados con 10 ml de sacarosa al 20%
en el recipiente de mezclado y 36 ml al 5% en el recipien
te de reserva. La sacarosa fue disuelta en Tris 10mM pH
7.0, EDTA 1 mM, LiCl SOmM, y Sarkosyl al 0.1%; y los gra-
dientes construidos en tubos de polialémero para el rotor
SW 27 Beckman. Después de centrifugarlos a 86 000g 13 hrs
los gradientes se fraccionaron manualmente, por med%o de
un orificio practicado en la parte inferior del tubo --
realizado con una aguja hipodérmica del n@imero 25. Frac-
ciones de 30 gotas fueron analizados a través de alicuo-
tas 'de 10 ul, secadas sobre papel Whataman 1; y colocadas
en Tolueno, PPO 0.4%, POPOP 0.0125% para ser analizadas
en un contador de centelleo liquido. E1 RNA obtenido en -
los picos de interés fue primero precipitado en acetato
de potasio 0.2 M pH 5.0 con dos volGmenes de Etanol, y

después resuspendido en 1.0 ml de agua tratada con dietil-
pirocarbonato.

q
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Hibridacién

’

E1l DNA total se desnaturalizé (7), mediante la -
adici6n de NaOH 0.5N, se neutralizf con Fosfato monoblsi
co de Sodio, y la concentracidn de sal se.eclevé 6 veces
sobre la del SSC 1X. De este material se tomaron alicuo-
tas de 3ml (10-20 ng de DNA), par& ser filtradas a través
de filtros Millipore (tipo HA, diimetro 25mm), prehidra-
tados en SSC 6X. Los filtros fueron lavados con 45 ml de

SSC 6X, secados durante la noche a temperatura ambiente,

y horneados con vacio a 65°C durante 4 horas.

La hibridacién se llevé a cabo con cantidades cre

cientes de RNAr->%P en 2 ml de: SSC 1X, Buffer Fosfatos

pH 7.0, SDS 0.2%, EDTA 10 mM, y formamida al 33%, duran-
te 24 horas a 37°C.

A continuacibn los filtros fueron lavados con - -

aproximadamente 90 ml de SSC 2X, sumergidos en 5 ml de

RNasa 20 pug/ml durante una hora a temperatura ambiente; y

relavdos exhaustivamente con SSC 2X.

La cantidad de RNA hibridada fue estimada a tra-




vés de la radioactividad que mostraron los filtros al con
tarse en mi sistema de centelleo liquido en Tolueno, PPO,

POPOP. Normalizada a pg de RNA por la actividad especifica
del RNA radioactivo,

Cuantificacién de DNA.

La cantidad de DNA en solucién 6 fijada en los -

filtros fue determinada con el método de Burton (8) con

el reactivo de difenilamina.

Se utilizé DNA de timo de ternera, pesado y lefido

a 260 nm, como standard en la elaboracién de la curva pa-
trén.




ITI RESULTADOS

1.- PURIFICACION DEL DNA Y PREPARACION DE FILTROS PARA

HIBRIDACION.

El primer método a establecer en los experimentos
de hibridacién fué la preparacién ae filtros con DNA. Con
intenciones de conocer el sistema de retencibn, se filtra
ron segln Gillespie (7) cantidades crecientes (0-70ung) de
DNA radioactivo (32P). Cabe mencionar que lo esperado era
por un lado, obtener una curva lineal (dentro de un rango),
y por otro, conseguir una buena eificiencia (alrededor de
90%) de retencibn. La Figura 1 muestra el comportamiento
lineal esperado, pero la cantidad retenida a lo largo de
los puntos cxperimentales correponde apenas al 1-2% del
material filtrado. E1 DNA purificado en estos primeros
experimentos habia sido extraido dec células completas, y
aunque tratado con RNasa el RNA de tipo ribosomal presen-
ta un nGcleo resistente (9). Por otro lado, se sabe que
el RNA no se fija al filtro en estas condiciones éTO).

Asi pues que una contaminaci6bn importante de la prepara-
ci6n do DNA 32

P con oligonucle6tidos de RNA 32p explica-

ria cl bajo porcentaje de radioactividad retenido en la
fijacién al filtro.
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FIGURA 1. Retencién de DNA-2p en filtros de nitrocelulo-

sa. E1 DNA radioactivo fue extrafido del lisado
total y fijado (Material y Métodos) en cantida-
des crecientes en los filtros. La radioactividad

retenida, corresponde al 1-2% del total pasado -
por el filtro.




.14,

La Figura 2 muestra la gran cantidad de material
con densidad mayor a la de DNA (1.7) que aparece en un -
gradiente isopicnico de CsCl. Esto confirmaba la predic-
cibn de una alta contaminacién del DNA con RNA EZP, y con

secuentemente explicaba los bajos rendimientos de fija-

cibn obtenidos inicialmente.

Los siguientes experimentos estuvieron enfocados
a la obtencién de nGcleos libres de ribosomas citoplasmé-
ticos; para contar, desde un principio, con un material -
enriquecido en DNA. Después de algunos experimentos en -
los que se ajustaron: densidad celular en la 11sis; concen
tracién y tipo de detergente (Material y Mé&todos), se obtu
vieron preparaciones nucleares cuya extraccién de Gcidos
nucleicos constituye fundamentalmente un material con den-
sidad de 1.7 (Figura 3). La relacién 260/280nm y 260/230

nm de €stas preparaciones fue de 1.8 y 1.87 respectivamen-
te.

Con este material nuclear, el rendimiento de la fi
7
jaci6bn de DNA a los filtros, aumentd notoriamente a un 45%.

Cifra que ya permite realizar experimentos de hibridacién.
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FIGURA 2. Gradiente isopicnico de CsCl. Perfil de densidad

del DNA-sZP, obtenido de la preparacién de célu-

las completas (Fig. 1). Densidad inicial 1.7 gr/cc;
rotor 50 Ti Beckman, 40 Krpm, 43 horas, 20°C. E1l

fndice de refraccibn se determiné por medio de un -
refractémetro Baush and Lomb y lu transformacién a

densidad por medio de p 25°C = (10.8601 x I.R.) -
13.4974 (11).
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FIGURA 3. Gradiente isopicnico de CsCl. Perfil de densidad
de preparaciones de DNA obtenidas a partir de un
precipitado nuclear libre de ribosomas (Material

y Métodos). Los detalles técnicos son iguales a
los de 1la figura 2.
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2.- CUANTIFICACION DE DNA FIJADO

En la hibridacién cuantitativa, como su nombre lo
indica es requisito indispensable la cuantificacién de los
reactivos comprometidos. Frente a la carencia actual de un
medio definido de crecimiento que permita, in vivo, la in-
corporacién eficiente de ribonuclebtidos radioactivos; se

decidid por un lado trabajar con el RNA ribosomal marcado

in vivo con 32p (ver Material y Métodos), y por otro, cuan-

tificar colorimétricamente (reactivo de difenilamina) el

DNA del filtro. La Figura 4 muestra la curva patrén del mé
todo. Se usd éomo estandard DNA de timo de ternera, y la -
concentraci6én de la solucién stock se determiné gravimetrica
mente, y por su absorbehcia a 260nm. Dec 1a curva patrdn es

evidente que no hay dificultad alguna, por sensibilidad, pa-

ra detectar entre 10 y 20 pg. Cantidades de DNA usadas en la
hibridacién.

Esta curva se elaboré con DNA en solucién. Y para -
poder referirme a ella en la cuantificacién del DNA presen-

te en los filtros, hubo que satisfacer dos exigencias meto-
dolégicas:
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FIGURA 4. Curva patrbn de DNA de timo de ternera estimado
con el reactivo de difenilamina.
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1.- La presencia de un filtro de nitrocelulosa en la reac
ci6én, no modifica la absorbencia de color.a 600 nm,

longitud de onda usada en la determinacién (Figura
SA-B).

En el hidrolizado &4cido de filtros con DNA, se¢ midib
la totalidad de material (10pg) que en un volGmen de
100 pl fueron secados sobre su superficie antes de la
determinacifén. Con esto quiero decir que el método -

permite medir integramente el DNA de un filtro.

De esta manera se cuantificd, en los experimentos
posteriores de hibridaci6n, la cantidad de DNA que; antes

de incubar con RNA y después de los lavados, se encontra-

ba en los filtros de nitrocelulosa.

3.- PURIFICACION DE RNA -2p.

La purificacién de las especies mayores se 1llevé a ca
bo a partir de precipitados polisomales; que después de -
desproteinizarse (A260/280= 1.9 y A 260/230 = 2.1) se co-

rrieron en gradientes de sacarosa 5-20%.
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FIGURA 5. Espectro de absorcién del color generado por el
DNA al reaccionar con el reactivo de difenilamina.
(A) DNA —O— vy blanco en solucibn
(B) DNA —~—O— vy blanco —@— ¢n hidrolizados
dcidos de filtros de nitrocelulosa,
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La Figura 6 muestra el perfil obteniddé en uno de
estos gradientes, indicando con corchetes horizontales el
material precipitado con etanol. De cada gradiente e re-

cuperaron aproximadamente 250 pg de RNA con una radioacti

vidad especifica de 5-8 x 104Cpm/pg.

4.,- HIBRIDACION Y NUMERO DE GENES

Los experimentos donde se investiga el nfimero de
genes a través de hibridacidn a saturacién, consisten en
estimar la cantidad mdxima de RNA capfiz de retenerse por
hibridacién, a un filtro con DNA. Dado que el DNA no se
encuentra enriquecido por criterio alguno, el porciento
miximo (pg/pglque se logre hibridar seri un estimado del

porciento del genoma total que codifica para el ribonu-

cleico en cuestidn.

La Figura 7 muestra el resultado de uno de &stos
experimentos en el que se incubaron, por separado, filtros

con iguales cantidades de DNA y filtros blanco control con

cantidades crecicntes de RNAr 3ZP. Se grafica la radicacti

vidad reotenida después del lavado (ver Material y MGtodos)

en funcién del RNA incubado en la roaccién.




FIGURA 6. Gradiente preparativo de sacarosa. El'RNA-32

cpm
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P
polisomal centrifugado a través de sacarosa 5-20%

(Material y Métodos). La flechua indica la direc-
cién de la sedimentacién; el corchete horizontal,
el material usado para la hibridacién.

& .



24.

4000

3000

o
€ 2000
(&)
o
1000
0 i0 20 30 40 50 60
RNA g

FIGURA 7. Radioactividad retenida en la hibridacién de fil-

tros con 20 pg de DNA—(O~ vy filtros blanco —@—
con cantidades crecicntes de RNAr-SZP en 2.0 ml

de solucién de hibridaci6bn (Matorial y Métodos).
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Es evidente que el comportamiento parab&lico ospe

rado es dependiente de la presencia de DNA en el filtro.
El punto de saturacibn en el sistoma se calculd mediunte
el manejo algebraico de los datos, graficando la recipro-
ca simple RNA/Hibridacién = £ (RNA). La pendiente de la
recta asi obtenida (Figura §) corresponde al inverso de
1a hibridacién en saturacibn (m = 5/Hs). La tabla 1 resu-

me los resultados de 3 experimentos diferentes.

Cdlculo del nimero de genes.

En base a los datos de saturacién se calculd que
el porciento del DNA total que codifica para las especies
mayores dc RNAr es de 0.4077%. Sin embargo para conocer -
el porciento del DNA nuclear es necesario conocer;, en esa

cepa, la proporcibfn del genoma total que corresponde a
DNA de cinetoplasto.

Debido a que el DNA de cinctoplasto no sc¢ resuelve
en el fraccionamiento de gradientes al equilibrio de tipo
preparativo de CsCl, se resolvib en gradientes analiticos.
La Figura 9 muestra el perfil analftico de densidad del

DNA total de esa ccpa. Se calcula quec el 15% flota. con -
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FIGURA 8. Reciproca simple de la Figura 7:
R/H = £ (R)

donde R = RNAr (ug) adiclionados al sistema,
H = cpm en el hibrido

Hs = cpm en el hibrido a saturacién
DNA/filtro = 20,05 ug

Radioactividad especifica » 69427 cpm(rg RNA




TABLA 1

HIBRIDACION A SATURACION DEL DNA TOTAL CON LAS ESPECIES MAYORES DE
RNAT

Porcentaje de Hibridacién en Pofcentaje

DNA total pasado Porcentaje

por el filtro de fijacién permanencia saturacién DNA
(rig) (DNA) (DNA) (ig) hibridado*
24.1 85 100 0.079 0.3940
18.5 89 95 0.065 0.4153
18.1 80 100 0.059 0.4138

* E1 porcentaje del DNA hibridado en saturacién fue calculado del inverso

de 1la pendiente en la grifica de reciproca sancilla x

’

= 0.4077 + 0.011.




TABLA I

HIBRIDACION A SATURACION DEL DNA TOTAL CON LAS ESPECIES MAYORES DE

RNAr
DNA total pasado Porcentaje Porcentaje de Hibridaci6én en Porcentaje
por el filtro de fijaci6n permanencia saturacibn DNA
(jig) (DNA) (DNA) Gig) hibridado
24 .1 85 100 0.079 0.3940
18.5 89 95 0.065 0.4153
18.1 80 100 0.059 0.4138

* B]1 porcentaje del DNA hibridado en saturacibn fue calculado del inverso
de 1la pendiente en la gréfica de reciproca sancilla x = 0,4077 + 0.011,

’

A



FIGURA 9.
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Perfil de densidad analitico del DNA. Densidad
inicial = 1.7, vollGmen total 0.720 ml, DNA de
T. cruzi 5 ug, centrifugacién a 44 Krpm, 18 ho-
ras. En la corrida se incluyeron 2 ug de DNA de
Micrococcus lysodeikticus (densidad = 1.713),
El pico ligero (densidad 2.697) corresponde a

DNA de cinetoplasto y el pico ancho intermedio
a DNA nuclear.
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densidad de DNA de cinetoplasto; y ahora si, con esto ge
infiere que el porciento del DNA nuclear que codifica pa

ra los transcritos en cuestifn corresponde a 0,4796%.

El tamafio del genoma por estimacién quimica (19),

corresponde a 0.19pg/célula; y a 0.16pg/nGcleo (Fig. 8).

.

a) Pares de bases del DNA nuclear total:

1.6 x 107135 x 6.023 x 1023
660 (peso de un pb).

= 1.4601 x 108 pb.

b) Pares de bases del DNA ribosomal:

1.4601 x 10%pb x 0.4796%
100%

= 700 Kpb.

c) Ndmero de genes:

700Kkpd . 108.35 genes.
6.46 kb* -

(*) = PM de los transcritos maduros (6).
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IV DISCUSION

Uno de los problemas que se detectan al analizar
en la literatura, los reportes sobre el nlGmero de genes
ribosomales en diversos organismos, constituye los diferen
tes valores que distintos iﬁvestigadores reportan sobre
un mismo organismo (3). Birnsteil & col. comenta en su re-
visién (3) que algunas de estas discrepancias quizid se ex-
pliquen por diferéncias en los protocolos de hibridacibn,
pero que es mis probable que se deban a contaminacién en
las preparaciones de RNAr con RNA 58 y 4s, pues siendo es-
tdos dos ultimos de gran abundancia (ver después), y de ba

ja complejidad, hibrida de forma muy eficiente (14).

En relacién a este problema quisiera mencionar,
que la manera como se purificaron las especies ribosomales
mayores: precipitado polisomal secundario a un sobrenadante
libre de nficleos, y un gradiente de sacarosa; suprime la po
sibilidad de una contaminaci6én consideorable con RNA 4S y 58,
Seguramente mis preparaciones de RNA (28S y 18S) estdn con-
taminadas con algo de RNA mensajero, Poro dado los caracte-
risticas de; 12 baja concentracién; 22 que estfin codifica-

dos por genes Gnicos, y 32 su elevada complejidad hacen que,

AR




para fines de cuantificacién de rDNA, ésta contamina-

cién se considere despreciable. Para precisar, con nGme-
v

ros, esta afirmacién supongamos hipotéticamente una con-

taminacién con la totalidad de mensajeros de la célula.

Por analogia a otras células:

RNA total = RNAr 80% + RNA 45 y 55 20% + RNAm 1-2%

En un precipitado polisomal el RNAr aumentaria ca
si al 100% y con esta base el mensajero se enriqueceria de
un 2 a un 3%. Dado que el RNAm estd codificado por secuen-
cias ﬁnicas,.la cuantificacién de 100 genes ribosomales,

estimada on esta situacibn, habria que corregirla por la -

cantidad despreciable de 3 genes mensajeros.

En lo que se refiere al tipo de hibrido formado,
pese a que este no fue analizado, se tiene por un lado -
que las condiciones de hibridacién utilizadas dan menos -
de 0.§% de reacci6én cruzada (15); y por otro, los filtros
fueron sometidos a lavados exhaustivos (Material y Métodos

y Figura 7). Bs por esto que confio qué¢ el hfibrido formado

y retenido, haya sido bastante especifico.




Mis alGn, el nGmero de genes estimado (alrededor
de 100) siendo ligeramente mfs bajo de lo esperado (ver mis

adelante Leshmania donovani), constituye un indicativo in-

directo de que no debe haber problema alguno en cuanto a -

la especificidad de la interacci®n.

Otro factor que debe considerarse en la explicacién

\
a las discrepancias mencionadas, es la forma numérica como
se manejan las curvas de hibridacifn a saturacifn. Resulta
que cuando el DNA se incuba con un exceso de RNATr, la reac-

cién se comporta asintbticamente al acercarse a valores apa

rentemente saturantes (16,17). Esto significa que el valor

de saturacidn si bien se aproxima, nunca se alcanza. Para
solucionar oste problema, se recomienda graficar la funcién
en términos reciprocos (10); pues 1la recta asi obtenida per-
mite calcular en forma precisa, el punto de saturacién a -
concentraci6n infinita. La saturacién calculada de mis expe-

rimentos coincide si se manejan los datos como reciproca

simple R/H = £(R); 6 como trazo de Scatchard P/L = £(P),

Figura 10.

Al comparar los 108 goenes que yo infiero do T.cruzi

con los 166 reportados para un tripanosomatideo par@isito
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FIGURA 10. Grdfica de Scatchard del experimento de hibrida
cién a saturacidn, obtenida con los datos de 1la
Figura 7. Del intercecto con la abscisa se calcu
16 un valor idéntico al calculado de 1la pendien-
te en la Fig. 8.




Leshmania donovani (18), cabe mencionar los siguientes
puntos:

1.~ Bl nfimero de genes es aceptablemente similar.

2.- Aunque se reporta el tamafio del genoma por estimacio
nes quimicas (difenilamina), el valor de 166 genes -

en L. donovani fue calculado considerando un v?lor
para el tamafio genémico basado en estudios cinéticos.
Si recalculo 1la mulfiplicidad génica basado en el ta-
mafio de genoma quimico que reportan; resulta que L. do-
novani tiene alrededor de 112 genes ribosomales. Dato
muy similar a los 108 que yo infiero en T. cruzi, usan-

do un tamafio de genoma estimado quimicamente (19).

Si la comparacifn se hace ahora en otros niveles
de complejidad génica es impresionante que a lo largo de
la escala evolutiva el nGmero de cistrones ribosomales au
menta en forma "paralela"'con el aumonto en tamafio genbmi-
co (Figura 11). Con base a mis datos inclui a Trypanosoma
cruzi +. Su posicién siendo la esperada, constituye un

control indirecto de la veracidad do mi determinacién.




70

O BACTERIAS
LEVADURAS
e © Ws
<
Q 50 V ANFIBIOS
o V HUEVCS DE ANFIBIOS
= MAMIFEROS (@] W 1
a 40 O ANIMALES VARIOS o
& ORGANELOS \ARKS N
.-__l Tocruzi
pu | Q
2 30 ]
a 20 :
S 10
- ) A <£§
O 70 0O 90 0O 1O 1”0 BO KO 1O
LOG DE COMPLEJIDAD (daltones)
FIGURA 11,

Grdfica de la redundancia de los cistrones ri-
bosomales contra la complejidad génica en va-
rios organismos, tomada de Birnsteil et al. (3)
Bl valor obtenido en el presente trabajo para
T. cruzi ha sido incluido dentro de ella.
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Por dltimo quiero enfatizar que las condiciones
de hibridacién cuantitativa, permitirfn analizar distin-
tos métodos preparativos de fraccionamiento de DNA; y de
ésta manera purificar 6 enriquecer cl gene ribosomal para

continuar su estudio tanto en forma bioquimica, como de

. . A}
microscopia electrébnica.




|
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‘FE DE ERRATAS
La leyenda de la Figura 8 debe decir:

Anflisis por regresidn lineal de¢ la reciproca simple
R/t = £ (R) de la figura 7, on 1a cual la radioacti-
vidad especifica del RNA fue d¢ 69430 cpm/pg y la --
cantidad de DNA presente cn los filtros de 20.0S ng.
R= png de RNA y H= porciento de DNA en el hibrido.

La 1linea que representa cl ajuste de minimos cuadra-

dos fue R/H= 2.521R + 76.296 (r= 0.9998); el valor
Hs 6 1/m = 0.397% de DNA.
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