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RESUMEN

El interés del presente trabajo fue caracterizar el extremo 3'
de la'unidad de transcripcién de RNAr de Trypanosoma cruzi, y determi--’
nar si contiene (al igual que otros tripanosomatideos) la regidn cc'di-‘
ficadora de la molécula pequefia S4. La estrategia empleada fue aisia;;\
'fragmentos genbmicos que contuvieran el extremo 3' de la unidad riboég
mal de T. cruzi. Como primer paso fueron localizados sitios de restric
cibn en el espaciador externo del cistrén ribosomal. Bsfo se ilevé a
cabo mediante experimentos tipo Southern, usando como sonda el inserto
ribosomal pRTC81, el cual cortiene una parte del gen de la nolécula
ribosomal 2uUSB, y las repiones codificadoras de las moléculas 52 y S6
(figura 3). Analizando el mapa de restriccidn obtenido (figura 15) se
decidié construir una biblioteca gendmica con Hind III y ¥ho I, en el
vector pUC18 (digerido con Hind IIT y Sal I). Esta bidblioteca fue hi-
bridada in situ con el inserto pRTCBL, aisléndose finalmente una colo-
nia positiva. Con el objeto de caracterizar el inserto cleonado, fueron
purificados los plésmidos de la colonia positiva. El tamafio del inser-
to fue de 2.85 b, presentando un sitio interno de Sst I que lo divide
én dos fragmentes: de 1.6 y de 1.25 Kb, Por medio de un experimento
tipo Southern se encontrd que el fragmento de 1.25 Kb presentd sefial
positiva con la molécula. ribosomal Si. Al secuenciar los extremos de
este fragmento se encontraron 73 nucledtides codificadores de la molé-
cula S4. De esta manera, el gen de la molécula S4 fue ubicade a aproxi
madamente 1500 pb de la regidn codificadcra de S6, en el inserto ribo-
somal clonado. Ademds, fueron secuenciados $72 pb del espaciador trans

crito interno que separa S$S6 de SH.
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Consideraciones Generales.

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado, parésito del hom-
bre, que pertenece a la familia de los tripanosomatidecs. Se incluye en

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

Phylum: Protozoa

Subphylum: Sarcomastigophora
Superclase: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida

Familia: Trypanosomatidae (2).

Los organismos que se incluyen dentro de la familia Trypanosoma-
tidae se caracterizan por presentar un solo flagelo, y una estructura dg
nominada cinetoplasto, que se localiza en la matriz mitocondrial, y que
consiste en una red complejamente organizada de moléculas circulares de
DNA (2,3).

La divisién en géneros, dentro de esta familia, se basa en el ti
po de hospederos y en el nimero de estadfos morfoldgicos que el protozoa
rio presenta durante su ciclo de vida. De los 9 géneros reconocidos, Iry

panosoma y Leishmania parasitan tanto a organismos vertebrados como inver-

tebrados, mientras que Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas, Rhynchoidomo

nas y Blastocrithidia parasitan Unicamente invertebrados, principalmente

insectos.



El género Phytomonas es parésito de ‘plantas y de insectos, y el género ;’
Proleptomonas es de vida libre (2).

T. cruzi parasita a un gran nimero de mamiferos, incluido el hom-
bre, en el que provoca la enfermedad de Chagas o tripancsomiasis‘ameficg
na. El parésitoise transmite al hombre por medio de insectos hematdfagos

de los géneros Triatoma, Rhodnius y Pansirongylus, y puede producir una

gran variedad de cuadros clinicos, que van desde infecciones leves haste
problemas severos de corazén y/o aparato digestivo, que pueden provocar
la muerte del individuo (4).

Durante su ciclo de vida, T. cruzi presenta, bésicamente, 3 este

dios morfolfpicos: tripomastigote, epimastigote y amastigote (figura =
1).. La definicién de estos estadios se basa en la forma general de la -

célula, la posicién del cinetoplasto en relacidn al nicleo, y la regién

r o

de la que el flagelo emerge de la bolsa flagelar (3).

El tripomastigote es la linica forma infectiva, aunque no es ca--
naz de replicarse. Se encuentra tanto en la sangre del hospedero verte-
brado, como en la pairte distel del intestino en el hospedero invertebra-
do. El1 amastipote es el estadio replicativo intracelular en el hospede-
ro vertebrado. Finalmente, el epimastigote es la forma replicativa en el
invertebrado {3,5).

El ciclo de vida se inicia cuando un insecto hematdfago se ali--
menta de la sangre cde un vertebrado infectado, ingiriendo tripomastigotes
de &sta. En el intestino del insecto los tripomastigotes se transforman
en epimastigotes replicantes. Los epimastigotes se dividen repetidamen-~

te, y en el recto se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los --
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. I) Tripomastigote. II) E-
pimastigote. III) Tripomastigote metaciclico. IV) Amastigote.
Se seflala el cinetoplasto (c), el nfcleo (n) y el flagelo (£f).



cualesison'grrbﬁédos en las heces dél inséctp} en él hoﬁeh£o en el‘que -
éste Eépite'una'ingésta sanguinea de un vertebrado. {Lﬁs triponastigotes
mefaciclicos pueden penetrar al mamifero por heriaas de la piel 6 por ——
membranas mucosas. Una vez en el hospedero vertebrado, los tripomastigo
tes penetran en sus células y se transforman en amastigotes, los cuales
se dividen repetidamente por fisidén binaria, dando lugar a tripomastigo
tes. Estos tripomastigotes son liberados al espacio intercelular, pudien
do infectar nuevas células o alcanzar el torrente sanguineo (5).

El interés internacional mayoritario de investigacién se ha enfo
cado a estudiar la membrana de T. cruzi como la interfase de la relacién
hospedero-parisito. Nuestro interés de investigacidén en este organismo
. es basico, como ilustra el presente trabajo sobre el cistrén de RNA ribg

somal.

Aspectos Particulares.

Los ribosomas son particulas ribonucleoproteiricas, formadas por 2
subunidades, en las que se lleva a cabo la sintesis de protefnas. En ~-
eucariontes, la subunidad menor estd formada por la molécula de RNA ribg
somal tipo 188 y 33 proteinas diferentes, mientras que la subunidad mayor
estd constituida por 3 mcléculas diferentes de RNA ribosomal (288,5.88
y 55) unidas a més de 40 proteinas.

En procariontes, los ribosomas son més pequefios y contienen menos
componentes. En éstos, la subunidad menor estd formada por una molécula
de RNA ribosomal 165 y 21 proteinas, mientras gque la subunidad mayor co-
t4 integrada por 34 proteinas y 2 moléculas de RNA ribosomal, la 235 y -

la SS.



En los eucariontes:también hay ribosomas en organelos como la’ﬁl
tocondria y el cloroplasté, perc éstos son mencres que los ribosomas.-ci-
toplasméticos.

Los genes que codifican para las moléculas citoplasmiticas de RNA
ribosomal 185, 5.85 y 28BS, en eucariontes, se transcriben como una unidad
(figura 2A). Un organismo puede presentar, por genoma haploide, mis de
200 coplas de esta unidad de transcripcién, también denominada cistrén -
de RNA ribosomal, las cuales se encuentran generalmente agrupadas en su-
cesjones lineales, una después de la otra, en uno & varios sitios del —-
cromosoma,

El cistrén de RNA ribosomal es transcrito por la RNA polimerasa
1, generando un transcrito primario grande (40-45S5}, que luego es proce-
sado para originar las moléculas de RNA ribosomal maduras. Tanto la trans
eripeidn como el procesamiento se llevan a cabo en el nucleolo.

Los genes que codifican para el RNA ribosomal 5S se localizan, -~
generalmente, en otros loci, y se transcriben independientemente por la
RNA polimerasa 1II.

En los procariontes, las 3 moléculas de RNA ribosomal que inte--
gran los ribosomas {(16S, 23S y 55) forman parte de la unidad de transcrip
eidn (figura 2B). En este caso también se genera un transcrito primario
que es procesado para formar las moléculas maduras.

Por lo que respecta a T. cruzi, se ha encontrado que sus riboso-
mas citoplasmiticos estén formades por 9 moléculas diferentes de RNA ri-
bosomal (6}, ¥y no por 4 moléculas, como ccurre en la mayoria de los euca
rientes. En la subunidad ribosomal menor estd presente 86lo la molécula

183, mientras que la subunidad mayor estd formada por cantidades equimo-
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Figora 2., Representacifn esquemitica de las unidades de transcripeién

de RNA riboscmzl de Saccharomyces cerevisiae (A), E. coli (B)

y Trypancsoma brucei (C).




lares éé 2 moléculas pgrandes, 245@ y 24S B , y seis moléculas pequefias,
Sl a S6. La organizacién de los genes que codifican para las 8 molécu-
las de RNA ribosomal, dentro de la unidad de transcripcibn, es muy com=-
pleja, ya que éstos se encuentran separados por DNA espaciador, gque se
elimina durante el procesamiento del transcrito primarico (figura 2C).
Esta organizacién atfpica del DNA ribosomal esti reportada tem
bién para otros miembros de la familia Trypanosomatidae, como Trzganoso

ma brucei (7) y Crithidia fasciculata {8). En estos organismos se han

realizado andlisis de secuencia de las moléculas S3 y 55, y se ha demos
trado su correspendencia con las moléculas 5.85 y 55, respectivamente,
de otros eucariontes ( 8). Ademds, se ha encontrado que la secuencia -
de las moléculas SZ, 56 y 54 es andloga a la secuencia del dominio VII
de la molécula ribosomal 285 de otros organismos eucariontes (9 )

En el laboratorio del Dr. Roberto Hdern&ndez se han aislado clo-
nas gendémicas (10), caracterizadas por hibridacién con las diferentes mo
léculas de RNA ribosomal, que abarcan la mayor parte cel cistrén riboso
mal de T. cruzi. Sin embarge, la regién clonads no contiente el extremo
3' de la unidad de transcripcién. Por otro lado, datos de mapeo genémi
co indican que la region codificadora para el RANA S4 se encuentra hacia

el exiremo 3' de la secuencia clonada (figura 3}.
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Figura 3. Mapa del cistrén de RNA ribosomal de T. cruzi. La linea supe-
rior representa DNA genfmico, mientras que las barras blancas
indican insertos genbmicos clonados, La posicién de las molé-

culas maduras de RNA se sefiala en la parte inferior.



OBJETIVO

Dado el interés de aislar (clonar) el extremo 3' de la unidad de
transcripcidén de RNA ribosomal de T, cruzi, el presente trabajo tiene
por objetivo ubicar sitios de restriccién en el cromosoma de T, cruzi,
que permitan realizar upa clonacidn dirigida, para aislar fragmentos

gendmicos que incluyan la regidn codificadora del RNA S4,
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MATERIALES Y METODOS

Cultive y extraccidn de &cidos nucleicos de Trypanosoma cruzi.
1.1 Cultivos Celulares.

La cepa de T. cruzi utilizada fue aislada en La Cruz, Jalisco ~
por el grupo del Dr. Jorge Tay, Departamento de Ecologia Humana, Fa-
cultad de Medicina, U.N.A.4. Los cultives se realizaron en medio de
infusién de higado y triptosa, suplementado con suero bovino fetal -
al 10%; y se mantuvieron en agitacidn a 28°C (11).

1.2 Extraccién de DNA gendmico.

Los cultivos celulares fueron cosechados en la fase media del -
crecimiento logaritmico, por centrifugacién a 10,000 g, durante 10 -
min. a 4°C {temperatura mantenida a lo largo de toca la purificacidén}.
Posteriormente las células fueron lavadas dos veces cn: Tris-HCl --
20 m¥% {pH 7.8), KCl 100 mi, CaC12 2y MgCIZ 5 mi {solucién N) y -
guardados como precipitado a ~70°C, Este material fue descongelado
a 4°C, para resuspencderlo en solucidén N a una densicad de 109 célum—
las por ml. Las células fuercn lisadas con NP40 al 1% ¢ inmediata--
mente centrifugacas a 12020 g durante 20 min. a 4°C. E1 precipitado
fue resuspencdido en un mismo velumen de {1aCl 150 ml,citratec de scdio
15 mM y ZDTA 10 md. Posterlormente se adicioné sarkosil para obtener
una concentracidén final de 1% y se incubd a 37°C por 15 min. Lla in-
cubacidén se continud por 2 n més con pronasa de Sigma Chem. {pre-
incubaca 1 h a 37°C) a una concentracién de 1 mg/ml. Después ce adi

cionar perclorato de sodio a 1 M final, los &cidos nucleicos se €x--
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material se centrifugd primero a 10,000 g por 10 min., después a —-
20,000 g por 10 min. y por ultimo 2 hrs. a 120,000 g. El material

ribosomal recogido del Gltimo precipitado, fue desproteinizado con

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

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

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

dietil pirocarbonato y fue lefdo en el espectrefotémetro a 280, 260
¥y 230 nm.

La purificacién de la molécula ribosomal S4 se llevé a cabo -
mediante electroforesis del material ribosomal. Tal electroforesis
se llevd a cabo en geles de acrilamida al 3.5% y bis acrilamida al
0.15% en TBE/urea 7 . La muestra se disolvié en TBE/urea 7M/glice
r61 20%, y fue calentada a 60°C 3 min. antes de su aplicacidén. Los
geles, de 1.5 mm de espesor, fueron precorrides durante toda la no-
che a 20 V. La electrcforesis se llevé a cabo a 40 V durante 8 hrs.
a temperatura ambiente. El material se visualizé mediante la trans
iluminacién de los geles, previamente tefiides con bromuro de etidio
3 ug/ml, con luz uliravioleta de onda corta. La banda de la molécu
la de BNA S4 fue eluida on SDS 0O.3%, NaCl 0.14 M y acetato de sodio

0.05 M {pH 5.1),

2. Construccidn, marcaje e 1dentificacién de moléculas recombinantes.

2.1 Definicién del inserto pRTCB1

En el presente trabajo constantemente se hard referencia al in-
serto pRTCB1, por lo que a continuacién se presentan sus principales

caracteristicas. Estd clonado en el sitio Sst I de pUCl8, siendo su
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tamafio de 1.6 Kb. Presenta parte de la secuencia codificadora de la
molécula 245 de RNA ribosomal, donde se ubica un sitio de Hind III,
as{ como los genes completos de las moléculas S2 y 56 {figura 3).

2.2 Aislamiento y marcaje del inserto pRTCE1.

=

La clona pRTC81 fue digerida con Sst I, para separar el inserto
gendmico, del vector pUC18, Posteriormente esta digestién se corrid
en un gel de agarosa al 0.8%, y usando una lémpara manual de luz ul==-
travioleta de longitud de onda larga se localizd la banda de DNA co--
rrespondiente al inserto pRTC81; con una espdtula se cortd el fragmen
to del gel que contenia dicha banda de DNA. Para recuperar el DNA, -
del fragmento del gel, se realizd upa elettroelucidén en bolsas de did
lisis, usando amortiguador TBE 1X, de acuerdo al método descrito por
Maniatis (13). Posteriormente el DNA se purificd por adsorcién a una
columna de BND-celulosa (13},

El inserto pRTCB1 fue marcado radicactivamente con 32Pa dATP ==
por medio de la técnica de corte y copiado del molde {"Nick Transla--
tion") {14). La DNA polimerasa I de E. coli agrega nuclebtidos al ex
~ tremo 3'-hidroxilc que se genera cuando es cortada una hebra de una -
molécula de DNA de cadena doble; ademis,esta enzima puede remover nu-
cleétidos dei lado 5' del corte, en virtud de su actividad exenucleo~
litica de 5' a 3'.

La eliminacién de nucledtidos del extremo 5', seguida de la adi
cidn de nuclebtidos en el extremo 3' da por resultado que el corte ——

se mueva o traslade a lo largo del DNA. Si se reemplazan los nucleb-
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Vtidos preexistentes, por nuclebdtidos radicactivos, es posible prepa-
rar-moléculas de DNA marcadas. Las reacciones de'nick traslation'se
llevaron a cabo con 0.2 ug cdel inserto pRICS], 6 ul de amortiguador "nick-
translation'con B-mercaptoetanol 56.8 mM {200 mM Tris pH 7.5, 20 m¥
MgCla, 20 ug/ml albimina sérica vovina), 1 ul de mezcla 1 m) de de--
soxinucledtidos trifosfatados, 5 ul de dilucidén de DNasa (0.075 ug/

m1), 1.5 ul de °2

P qdATP (15 uCi) y 5 unidades de DNA polimerasa I -
de E. coli, en un volumen de 25 ul, Esta mezcla fue incubada por ~--
1.5 h a 14°C. Lla reaccién se detuvo con 2 ul de SDS 20% y 20 ul de
EDTA 0.2 ii. La separacidn del DNA marcado radioactivemente, de los
desoxinucledtidos no incorporados, se llevd a cabo en una columna de
cromatograffa de exclusién molecular, con sephadex G-50 (14). El --
DNA marcado fue recogido en el volumen ce exclusién, en un tubo eppen
dorf. La radiocactivided especifica obtenida por este procedimiento,
registrada en un centador de centelleo liquido, fue de 107 cpn/ug de
DNA.

2.3 Marcale de la molécula

El RNA fue fosforilado in vitro, ce acuerdo al método de Maizels
(15), medianzte la enzima cinasa del fago T4 que transfiere el fosfato
gamma del ATP (en este caso 3‘-‘:P) a los extremos 5' hidroxiles del -~
RNA. Con el objeto de generar extremos 5'~OH, el RNA fue desfosforila
do mediante la enzima fosfatasa alcalina en Tris-KCl 1 1 (pH 8.4), -

durante 1.5 h a 37°C, y posteriormente extraf{do con fenol-cloroformo

(1:1). La reaccién de fosforilacién se llevd a cabo con 0.2 ug de -
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RNA, 10 unidades de cinasa y 200 uCi/azPY/A'I‘P en 50 ul de Tris-HCl
25 mM4 (pH 9.3), DTT 10 aM, Mgcl2 10 mM y espermina 10 mM. La reac=-=
cién fue detenida en acetato de amonioc 1 M y el RNA fue recogido en
el volumen de exclusién de una columna de sephadex G-50, eguilibrada
con Tris-HCl 10 mM (pd 7.0), NaCl 100 mid y EDTA 10 mM. La radioacti
vidad especifica obtenida por este procedimiento y registrada en un
contador de centelleo 1lfquido fue de 107 cpm/ug de RRA,

2.4 Ligaciones.

Se trabajé con el plésmido pUC18, que es un vehiculo de clona-
cién de 2686 pb que presenta un enlazador miltiple {polilinker) que
contiene sitios de corte para 13 diferentes enzinmas de resiriccién -
(figura 4). Este pldsmido porta el gen ce B ~lactamasa, que confie-
re resistencia a ampicilina (16), lo que permite la seleccién positi
va de las células transformadas.

El DNA genémico por ligar fue digerido y extrafido con fenol y -
cloroformo. Las reacciones de ligacién se llevaron a cabo, general-
mente, con 0.1 ug de pUCl18, 0,08-0,24 ug de DHA gendmico, 10 unidades

de ligasa y ATP 0.5 mbi, en 20 ul de Tris-KCl 4& md, NgCl, 6.6 mM y -

2
DTT 10 mil.

2.5 Preparacién y Transformacién de células competentes E E cepa

MC1081 de E. coli.

Se dejb crecer toda la noche un cultivo de la cepa MC106) de E,
coli, a 37°C. Posteriormente se realizdé una dilucién 1:80 de este -

¢cultivo y se dejé crecer hasta fase logariimica (DO, _.=0.2), a 37°C

§50
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de Sac I presente en el enlazador miiltiple es equivalente
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con iéitacibn fuerte, El cultivo fue centrifugadoa 6,000 rpm por 10 -
rmin. a 4°C, ¥ las células fueron resuspendidas, en la mitad del volu
men inicial, en CaCl2 100 mi4. Se dejo reposar 30 min. a 4°C, y se =
volvié a centrifugar, bajo las mismas condiéiones anteriores. Las -
células fueron resuspendidas, en 1/10 del volumen inicial, en CaCl2
100 mlé y se guardaron a 4°C. Posteriormente se tomaron 200 ul de cé
lulas en un tubo eppendorf y se le agregaron 10-20 ng de DNA. Se de
J6 en hielo por 30 min. y se calentd a 42°C por 90 segundos, Después
se agregaron 1.2 ml de medio Luria a cada tubo y se incubaron a 37°C
por 50 min. Posteriormente fueron centrifugades en la microcentrifg
ga,a 13,000 rpn por 5 min.,, y las células fueron resuspendidas en 150
ul de medio Luria, Se sembraron 30-100 ul en cajas con medio Luria
con ampicilina (a una concentracién de 50 ug/ml), usando asa trian-
gular. Las eficlenclas de transformacién fueron calculadas con puCls
superenrollado como control.

2.6 Hibridacién in situ.

La hibridacién in situ de colonias transformadas, se efectud ce
acuerdo al método descrito por Rowekamp y Firtel (17). A continua--
cién se menciona brevemente este método.

Las colonias fveron transferidas a filtros de papel whaiman 540.
Posteriormente los filtros se colocaron por B nin. en solucidn desna
turalizadora (IlaOH 2%, HaCl 8.7%), 10 min. en solucién neutralizadora
{NaCl 8.7%, Tris 6.6%, llevada a pH 7) y 15 min. en una mezcla de --
eftanol absoluto y LiCl 8 M (9:1). Después, los filtros se dejaron =
secar a temperatura ambiente y se prehibridaron por 3 horas, en un -

volumen de 1S ml a 37°C, y se hibridaron por 18-24 horas, en B ml de



“y éluco#a ‘0 OSNM' ooste—iérmente se mantuvo 30 nin. en’ hielo y se le
ragregaron 200° ul de SDS 1% y NaOH 0.2 .i. ‘Se ‘mantuvo en hielo otros

 75 pin.. se -agregaron 150 ul ce acetato de sodio 3X (pH 4.8) y se man
tuvo en hielo por 25 min. m&s. Después se centrifugd 5 min., a 13,000

“rpm-y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo eppendorf, —-
apregando 1 ml de etanol y manteniendo a -20°C por 30 min. Posterior
mente se centirifugd 10 min.,a 13,00 rpn, y el botén fue resuspendido
en 200 ul de 6,6,0.2 (6m¥ Tris-HCl pH 7.4, 6 mM NaCl, 0.2 mM EDTA),
agregando Cespués 550 ul de etanol absoluto y 20 ul de LICl 8 4. Se
mantuvo a -20°C por 30 min. y se centrifugé 10 min., a 13,000 rpn. Fi-
nalmente el botén fue resuspencido en 70 ul de 6,6,0.2. Se conservéd
a =-20°C.

2.9 Purificacidén de plésmido por gradiente de cloruro de cesio y --

bromuro de etidio.

Esta %“écnica se llevd a cabo de acuerdo al método deserito por
vManiatis {13), con algunas modificaciones,

La primera parte de esta técnica fue realizada en forma simi-
lar a la técnica de "minipreps", pero a gran escala, partiendo de
un culvivo celular ce 200 ml. Después de la Gltima precipitacién, -
el material fue sometido a un gradiente de cloruro de cesio, para -
lo cual se hizo lo siguiente: el precipitado fue resuspendido en 9
ml de 6,6,0.2 y dividido en partes iguales en 2 tubos. En cada tubc
se agregaron 6.25 gr de Cs;Cl2 y se agitd suavemente, hasta gue se --—
isolvié totalmente el C5C12. Posteriormente se agregaron 1.5 -
ml de una mezcla de Tris 0.45 ¥ (pH 8.0), Tris 0.41 14 (pH 9.4) y -
EDTA 0.08 ! [pH 7.2), esi como 0.25 ml de oiomuro cde etidio -

(10 mg/ml) y 0.25 m1 de sarkosil al 10%. Toda esta mezcla fue
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-EDTA 2 mM, SDS 0.2%, fosfatos de sodio 120 md (pd 7.0), SSC 2X y so-
lucién Denhardts 4X (Ficoll 400 0.002%, PVP-40 0.002% y albimina sé-
rica bovina 0.02%), por 3 h. Posteriormente los filtros se hibrida-
ron con 3-5 X 106 cpm de DNA marcadc con 32?, desnaturalizado por ca
lor, en 8 ml de una solucién preparada bajo las mismas condiciones -
que la solucién de prehibridacién. Los filtros fueron lavados en 3
ciclos, que incluyeron: enjuague en SSC 0.2X e incubacién en SSC -~
0.2X y SDS 0.1% a 37°C, con agitacidn constante, durante 1 hora. La
autorradiografia se llevé a cabo sobre una placa de rayos X (X Omatt
RP Kodak) en presencia de una pantalla intensificadera durante 1-3 -
dfas a -70°C.

En los casos en los que se usd RNA marcado radicactivamente co-
mo sonda, se siguld practicamente el mismo protocolo; la unica dife-
rencia fue que en la solucién de hibridacién la concentracidén final
de S5C fue 1X.

3.2 Secuenciacién de DNA

La secuenciacién nucleotidica se realizé por el método de poli-
merizacién sobre moldes de cadena sencilla (19}, En este método -
se lleva a cabo la sintesis de una cacena de DNA por una DNA polime-
rasa (secuenasa) in vitro, usando un molde de cadena sencilla, -
La sfntesis se inicia s8lo en el sitlo en el gue un oligonucledtido
(el cebador} se une al molde. La reaccién de sintesis finaliza -
nor la incorporacién de un nuclebtido andlogo, el cual bloquea la --
elongacién del DNA. Estos nucleStidos andlogos son log 2',3'-dideso

xinucledsidos 5'~trifosfatados (ddNTPs), los cuales carecen del grue
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po 3?—0& necesario’para la elongacién de la cadena de DNA. Cuando -
sé‘hacen‘mezclas’apropiadas de los dNTPs y uno de los 4 JENTPs, la =
polimerizacién se detiene, en una fraccién de la poblacién de cade--
nas, en cada sitio donde el ddNTP pueda ser incorporado. Si se pre-
paran 4 reacclones separadas, cada una con un ddNTP diferente, se «-
tiene la capacidad de introducir bloquecs en toda la secuencia.

En la sintesis también se incluye un nucledtido marcado radiocacti-
vamente, de manera que las cadenas marcadas, de varios tamaios, pue-
den ser visualizadas en una autorradiografia, después de ser sepsra=
das, base por base, en electroforesis.

El DNA de cadena sencilla, requerido para secuenciar por este -
método, puede ser preparado a partir de los vehiculos de clonacién -~
M13mpl8 y M13mpl8, los cuales son derivados del DilA del fago M13, que
presentan un enlazador miltiple (polilinker} que contlene sitios de
corte para 13 endonucleasas diferentes. Este polilinker es igual el
de pUC18 {figura 4). !{13mpl8 y M13mpl9 difieren Gnicamente en la di
reccién del enlazador multiple.

El DNA a secuenciar fuc ligado en 1i13mpl8 y en 1413mpl9%, bajo -

condiciones iguales a las sefialadas en las ligacliones con pUCIB.

3.21 Preparacién y transfermacién de células competentes EE lg cepa
M13mpl8 y M13mpl9 presentan insertado un fragmento del operdn ce
lactosa de E. coli, qu;'incluye la regidn regulatoria y una parte del
gen que codifica para la B-galactosidasa. Por otra parte, la cepa
JM101 posee un gen incompleto de la misma proteina. Al treansformar

células JH101 con M13mpl8 {o ¥13mpl9) la porcidén cel gen de la pro--
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teina en el vehiculo, es capaz de complementar el gen incompleto pre
sente-en 15 célula., t©sta complementacién produce B-galactosidasa -
activ.a, que da lugar a placas azules cuando el fago y las células ==
c}écgnI en presencia del inductor isopropil-tiogalactosidasa (iPTG) y
‘del éubstrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil- R=galactosido
(X gal}. Si el vehiculo de clonacidn contiene un inserto, no se pro
“duce B-galactosidasa (el polilinker estd Insertado en la poreién ami
no terminal del gen de esta proteina), originindose placas incoloras
(14},

. ”La técnica usada para preparar células competentes y transfor--
mar es la siguiente: Una asada de células E. coli de la cepa Jl101
fue inoculada en 50 nl de medio liguido YT (peptona O.B%, extracto -
de levadura 0.8% y NaCl 0.5%), y se dejé crecer a 37°C, por 4 horas.
Posteriormente el cultivo se transfiridé a dos tubos y se maniuvo en
hielo por 30 min. y se centrifugd por 10 min. a 6 Krpm. E1 botén de
cada tubo, se resuspendid en 12.% ml de Ca(:l2 100 mii. Se dejb en —--
hielo por 1 hora y se volvid a centrifugar, bajo las mismas condicio
nes anteriores. Ahora el botén fue resuspendido en 2.5 ml de Ca012
100 mM. Las células se guardaron a 4°C., Posteriormente fueron toma
dos 0,3 ml de estas células competentes y se les ailadieron 4 ul de -
la mezcla de ligacién. Se mantuvieron a 4°C por 40 nin. Yy se les dié
un choque térmico a 42°C por 2 min. Después fueron agregados 0,01 ml
de IPTG 100 mM, 0.1 ml de Xgal al 2% y 0.2 ml de células JM10l frescas
{crecidas por 4 horas). Adem&s se agregaron 3 ml de agar suave (gque

se prepara jgual que el medio YT, pero con agar al 0.6%). Toda esta -
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distribuyd homogéneamente. Las céjgs ée'dé3§r§n a’379C ‘durante toda
la noche, : ’
3.22 Preparacién de DNA de cadena sencilia.
Fue inoculada una colonia de la cepa Ji101 en medio YT, 'y s;ﬁdg
J6 creciendo toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se toﬁaron 0.5
ml del cultivo celular y se le agregaron 50 ml de medio YT. BSe dis-
tribuyé en alicuotas de 3 ml en tubos de ensayo y en cada uno se ing
culd una placa incolora. Se incubd por S horas a 37°C, con agitacidn
fuerte ¥y se transfiridé a tubos eppendor{. El cultivoe se centrifugd
por 5 min. Se tomé 1 ml del sobrenadante y se agregaron 0.2 ml de —
PEG 600 al 20% y MaCl 2.5 M. Se conservé a 4°C por 15 min. y se cen-
trifugd por 10 min. El sobrenadente fue desechado y el botén fue re
suspendido en 100 ul de TE (Tris 10 m} pH 8.0, EDTA 1 mM). Posterior
mente se agregaron 50 ul de fenol saturado {2 volumenes de fenol, un
volimen de TE, 1/10 de voldmen de Tris 1 4 pH 9.5) y se mezcl6 con -
vortex por 30 seg. Se dejaron los tubos 20 min. a temp. amb., ¥ se
centrifugaron por 5 min. Se tomé el scbrenadante acuose  De manera si-
milar, se llevé a cabo una extraccidén con cloroformo y otra mis con
éter. Finalmente, a la fase acuosa se le agregaron 10 ul de acetato
de sodio 314 y 250 ul de etanol, y se dejdé a -20°C por 1 hora. Se --
centrifugd por 10 min. y el boidn se resuspendié en 20 ul de TE. Se

conservd a -20°C.

3.23 Reacciones de Secuenciacién.
La secuenciacién se llevd a cabo utilizando el equipo de secuenasa

(United States Corporation). Se tomaron 7 ul de DNA cde cadena senci
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1la (1.0 ug) en un tubo eppendorf y se le agregd 1 ul de cebador ---
-{0.5.pmoles) y 2ul de amortipuador de secuencia (Tris-HC1 40 mM pH 7.5, -

MgCl, 20 m#, NaCl 50 mM). Se calentd a 65°C por 2 min. y se dejé en

2
friar lentamente a temperatura amolente. Una vez que la temperatura
fue menor a 35°C la unidn enire el molde y el cebador se completd.
Posteriormente se prepard la mezcla de marcaje: a los 10 ul de
le reaccidén de unién entre el molde y el cebador se le agregaron
2 ul de mezcla de ¢NTP (dGTP, dCTP y 4TTP, 1.5 uM), 1 ul de DTT Q.1
M, 0.6 ul de o 32? dATP (5 uCi) y 2 ul de secuenasa (dilufda 1:10 en
TE). Esta mezela se incubd a temperatura amdiente por 10 min. Des-
pués fue preparada la reaccidén de término, para lo cual se tomaron -
2.5 ul de cada uno de los 4 ddNTP 8 ull, y se colocaron en 4 tubos -~
eppendorf {en cada uno un ddNTP diferente), Se precalentaron a 37¢C
por 3 min. y a cada tube se le agregaron 3.5 ul de la reaccidén de —-
marcaje, y se dejaron a 37°C por 5 min. mas., Las reacciones se detu
vieron con 4 ul de formamida al ¢5%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol

0.0%% y xlleno-cianol 0.05%.

3.24 Preparacién del pel de poliacrilamida y electroforesis.

El gel para secuenciar fue de poliacrilamida al 6%. Para preparar
un gel de 70 ml se agregaron., 10.5 ml de mezcla de acrilamida 38%-
bisacrilamida 2%, 35 gr de urea, 14 ml de TBE 5 X y 18.2 ml de agua.
Adends se le adicionaron 0.5 ml de persulfato de amonio a} 10% y 18.6
ul de TEMED. El buffer de corrida fue TBE 1 X. El gel se precorrid
por 1 hora, a 1,400-2,000 volts, mientras se realizaban las reacclo-

nes, Finalizada la precorrida se cargaron 3 ul de cada muestra. =--

Justo antes de ser cargadas en el gel, las muestras se calentaron por
g
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2 min. 2 80°C. Una vez que él‘az;lié brémdféﬁol_lleébfélﬂiﬁﬁiéé del
gel se cargaron 3 ul mas dercavc‘l‘a rriuest.xv"av,y én‘hl‘_os-pro’zicras ‘_‘;:drx;x‘t"%guoé; ‘ Fi~
‘nalizada la corrida el gel se‘colocé en Qn; solucién»Aé &cido écéticd
al 10% ¥y metanol al 12%, por 1 hora, para remover la ureé. y posteriog
mente se dejé toda la noche a 80°C, La autorradiografia se llevd a ca
bo soore una placa de rayos X durante 1-2 dias.

3.3 Secuenciacidén de RNA

La secuenciacibén de RNA se realizd por el método de las digestio-
nes parciales con ribonucleasas (20, 21), usando el equipo de secuencia
cién de Bethesda Research Laboratories. Las ribonucleases utilizadas
fueron T1, U2, Phy M, B. cereus y CL3, que cortan en G, A, A + U, C +
U, respectivamente,

Inicialmente, la molécula de RNA ribosomal 54 fue desfosforilada y
marcada en su extremo 5' con Y32P-ATP (ver seccidn 2.3). Los nucleb-
tidos no incorporados fueron eliminados por medic de precipitacicnes -
con etanol y acetato de sodio, y mediante electroforesis del material
marcado en un gel de acrilemida al 3.5%, bisacrilamida 0.15% y urea 7M.
La banda correspondicnte al RNA S4 fue eluida en SDS 0.3%, RaCl 0.14 M
y acetato de sodio 0.05 M (pH 5.1), durante una noche a 37°C., El mate
rial eluido fue precipitado con etanol y acetato de sodio, y finalmen-
te resuspendido en agua tratada con dietil~pirocarbonato, de manera que
en 3 ul se tuvieron 5 x 105 dpm.

Posteriormente se prepararon las muestras, egregando en tubos —--

eppendor{ lo que a continuacidn se sefiala para cada ribonucleasa:



—Soldéién,83

Solucién C: 0,1 M NaPO; PH 6.5, 0.1M EDTA =~ "'
" Solucién h:“io‘ﬁyuréé; St EDTA,;" 0,05% de xileno—cianol y ‘azul de =
: brompfeﬁ§i.

tAMA: S mg/ml.

Realizadas las mezclas anterjores, se tomaron 4 ul de cada una y se
colocaron en otros tubos eppendorf, adicicnindose en éstos 1 ul {2 unida
des) de su RNasa correspondiente. Los tubos en les que se adiciond Ti,
Phy M, U2 y B. cereus se incubaron a $5°C por 15 minutes, y el tubo con
CL3 s¢ incubd a 37°C por 15 min., Para detener las reacciones, todas las
digestiones se enfriarcn en hielo seco. A las digestiones con CL3 y B.
cereus se les adicionaron 5 ul de solucidén D justo antes de ser coloca--
das en el hielo seco. De esta forma, las muestras quedaron listas para

correrse en un gel de secuencia,
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El gel para secuenciar fue de acrilaﬁida al 20%, Para preparar un
gel de 70 ml.,; se asgregaron 14 ml de TBE 5X, 13.3 gr de acrilamida, 0.71
gr de bisacrilamida, 35 gr de urea, 100 mg de persulfato de amonio y 25
ul de TEMED. E1 gel se precorrid a 25 watts por aproximadamente 2 hrs.
Finalizada la precorrida, se cargaron 5 ul de cada nuestra, Antes de -
ser cargadas en el gel, las muesiras se calentaron por 30 seg. a 90°C,
La corrida se realizd a 50 watts, hasta que el azul de bromofenol migrd
15 cm. La autorradiografia se llevé a cabo sobre una placa de rayos X,

eén presencia de una pantalla intensificadora, durante una noche.
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Secuenciacién de la regidn 3' del inserto gendmico pRTC81

Datos obtenides por el Dr. Roberto Hernandez indican que se tis
nen clonados, en el inserto pRTCB1, por lo menos 300 pb "corriente -
gbajo" del extremo 3' de la secuencia codificadora de $6 (figura 3).
Por otra parte, se encuentra reportado que en T. brucei la distancia
que hay entre los genes que codifican para las moléculas S6 y S4 es

de 328 pb (8), y que en C. fasciculata esta misma distancia es de 247

pb (8). Por esto, no se descartaba la posibilidad de que en el in--
serto pRTCBl estuvieran presentes algunos nucledtidos codificadores

de la molécula S4, no detectables por las técnicas de hibridacién —-
utilizadas. Esta posibilidad fue analizada experimentalmente, secuen

ciande el extremo 3' del inserto pRTC81.

El fragmento Sau 3A - Sst I (320 pb) de pRTCBL (figura 15) se ~
subcloné en los sitios Bam HI y Sst I de los derivados fégicos M13 -
mpl8 y M13mpl9, y se realizé el anAllisis de la secuencia nucleotfdi-
ca en moldes de cadena sencilla (figura 5). Al analizar la secuen-

cia, comparando con las secuencias reportadas para T. brucei y C. ~-
fasciculata, se encontré que en el fragmento no se presentaron nucled
tidos codificadores para la molécula de rRNA S4. La longitud del --
fragmento resultd ser de 349 pb, conteniendo 12 pb del gen de la mo-
lécula S6 y 337 pb del espaciador transcrito entre S6 y §4, lo cual

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

C. fasciculata.
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Te. - 'GATCACAAGA :CATTTATTTT TGAAACAAGA GAAAAAATAA = 40
T TTeiiaa.oTe '
[ IR i

_Tc - ATAGGCCAGT ' GATAAATATA TATATATACA TAAACATGCA 80

TATACTATGT GTTGITGTGT . GITTTGTTGT TGTGITGTCT ~ 120

CTGCGCCATA TATATTTATA AGCACACCTC .TCTCGCATGC . 160

GTGTGTATGT TGTIGTIGTT “GTTGTTIGTCT !l:IL\JL-aCGTT 200

GTGTGTGTET GTGTTGTTGT ~GTTGTTGTITG TGTGTGTGTG 240
TGTGTTTGTA TGGACACACC CACATTCCAC ACTATATTAC 280
ACACCATCAT ACATCACATA' TATCACATAA TATAAATAAT 320

AACAATATTA TATGTGTGCA CTTGAGCTC =~ 3k9

Figura 5. Secuencia nucleotidica del fragmento de 349 pb que constituye
el extremo 3' del inserto gendmico pRTC81, en T. cruzi (Tc).
Los primercs 12 nuclebtidos, que se indican en comparacién
con T. brucei (Tb) y con C. fasciculata (Cf), forman parte de
la secuencia codificadora de la molécula de RNAr $6. Los 337
nuclebtidos restantes constituyen parte del espaciador trans-

erite internc entre S6 y S4.
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Ubicacién gendmica de sitios de restriccién’ hacia:el ‘extremo 3 de

la unidad de transcripcién de RNAr

Se procedié a ubicar sitios de restriccidn hacia el extremo 3’
del cistrén ribosomal para poder, posteriormente, aislar fragmentos
de tal regidén gue contuvieran el gen de la molécula de RNAr S4. Tal
mapeo se llevé a cabc mediante experimentos tipo Southern, tomando -
como base el sitio Hind III del inserto pRTC8L (figura 15). Para es
to, el DNA gendmico de T. cruzi se digirié con las siguientes endony
cleasas: (la I, Bgl II, Eco RI, Bam HI, Hinc II, Xho I, Sal I y Hind
III. Ademds se llevaron a cabo digestiones dobles, de caca una de -
las enzimas mencionadas, junto con Hind ITi. La sonda utilizada co-
rresponde al inserto pRTC8l. Las figuras 6, 7 y 8 muestran las aute
rradiograeffas obtenidas, y en la figura 15 se presenta el mapa de —-

restriceidn construido.

Cabe seflalar que entre las numerosas copias del cistrén ribo-
somal se presenta heterogeneidad en secuencia en esta regidn, As{ -
tenemos, por ejemplo, que mientras la mayorfa de las copias presentan
un sitio de restriccidn de Hind III a 7.8 Kb o a 11.9 Kb del extremo
3' del inserto pRTCB1, algunas copias de la unidad ribosomal presen-
tan este sitio a 3.7 Kb (siendo éste un sitio poco frecuente) (figu-

ra 6).

Por otra parte, fueron ubicados sitios de Sau 34 y de Hinf I, -

usando como sonda el fragmento de 349 pb gque constituye el exiremo 37
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Figura 6. Autorradiografia de la hibridacibn tipo Southern de DNA gerd-

mico de T. cruzi digerido, hibridado con el inserto gendmico
PRICB1.
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T 7 mieo de T. cruzi digerido con Hind III y Hinc II, usando como
sonda el inserto gendmico pRTC81.



bl
£

X
£
T
=
I

£
.
£
I

.é Sin entzim.c
4§ Hind W

Kb
—2.85

& -z40
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La sonda utilizada corresponde al inserto pRTC81,
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) del iﬁéerto pRTCBlr(figura»15).> El sitio de Sau 3A més cercanc al -
extremo 3' del {nserto pRTC81 se encontrd & aproximadamente 150 pb,
y el sitio de Hinf I més cercano se localizd a aproximadamente 540 pb

(figuras 9 y 15).

Se ubicé un sitio de restriccién de Bgl II a 7.5 Kb del sitio -
e Hind III del inserto pRTC81. Se decidid utilizar estos dos sitios
como puntos de clonacién gendmica para aislar el extremo 3' del cis-

trén de RNA ribosomal (figura 15).

Construccién de la biblioteca genémica con Hind III y Bgl II e hibri-

dacién.

Se construyS una biblioteca gendmice, insertando en pUCI8 (Hind
III y Bam HI) DNA genémico de T. cruzi digerido con Hind III y Bgl
II, Cabe zclarar que los extremos generados por Bgl II son directa-
mente insertables en el sitio de Bam HI del enlazador miltiple de —-
pUC18. Se obtuvieron alrededor de 6,300 colonias transformantes. -

Esta biblioteca se hibridé in situ con el inserto pRICB1 como sonda,

¥ se aislaron dos colonias positivas. Con el objeto de purificar las
colonias positivas, las zonas de las cajas que mostraron la sefial de
hibridacidén fueron resembradas a menor densidad e hibridadas de la -

misma manera con el inserto pRTC8IL.

De las dos colonias inicialmente identificadas, solo una conser

vé hibridacién positiva en las resiembras subsiguientes (figura 10).
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Figura 9. Autorradiografia de la hibridacién tipo Southern de DNA gené-
mico de T. cruzi digerido, e hibridado con el fragmento de

349 pb que constituye el extremo 3' del inserto pRTCB81.
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Figura 10, Colonia positiva de la biblioteca genfmica con Hind III y

Bgl II, usando como sonda el inserto pRICEL.



_La' colonia p551§ivalég Eéraééériié én’fé;@inos'de definir lé'né
Vturaieza éelu;ns;rto.élohédo.: Péra ééfo,ffhéroﬁ‘pubirléados, a peque
fia eséala. los ﬁlésmidos de lé colonia positiva y de 10 coloniés re-
sembradas de ésta. Los plésmidos se digirieron con las endonucleasas
Hind III y Eco RI, para separar el inserto, del vector. La figura li
nuestra el perfil electroforético de los plésmidos digeridos. Contra
rianente a lo esperado (un inserto de 7.% Kb), la colonia positiva -
mostré el perfil de un plésmido recombinante con dos fragmentos, uno
de 5.5 kb y otro de 900 pb. La interpretacién de este perfil fue que
el inserto contenfa un sitlo interno de Hind III o de Zco RI. Estos
sitios no se encontraron previamente representados de forma interna
al fragmento gendmico mapeado. Entre los plasmidos de las colonias

hijas de la colonia positiva se presentd un patrén de bandas hete
rogéneo; esto es, mientras en algunos se observd sdlo un fragmento,
en otros se apreciaron hasta cuatreo fragmentos de restriccién, adicio
nales al vehiculo pUCI8 linearizado. De forma adicional, la concen-
tracién relativa del inserto de 6.3 Xb, gue hibridé con }a sonda pRT-
€81 {fipgura 12}, se encontrd francamente disminuids en las 10 colo-—-
nias hijes (figura 11). Esta situacidn se ejemplifica de forma ex--
trema en el perfil electroforético del plésmido aislado de la colonia

10, en donde practicanente se¢ ohservé sélc el vector (figura 11).

Esta situacién nos indicéd que el inserto gendgmico clonado pre--
sentedba una franca inestabilidad, hecha evidente tanto por la apari-
cién heterogénea de sitios internos de restricecién, como por la pér-

dida del DNA clonado.
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Figura 11.

2 3 4 5 6 7 8 910 M 14213

Perfil electroforético de pl&smidos positivos de la bibliote-
ca genSmica con Hind III y Bgl II, digeridos con Hind III y
Eco RI. Carriles 1-10: plésmides de colonias resembradas a
partir de la-colonia positiva. Carril 11: plésmido de la colo
nia positiva . Carril 12: clona gendmica pRTCB1 digerida con
Sst I. Carril 13: DNA del fage A digerido con Hind III.
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Figura 12. Hibridacién tipo Southern de los pl&smidos positivos de la bi-
blioteca genfmica con Hind III y Bgl II. Las digestiones se
presentan en el micmo orden que en la figura 11. La sonda uti-

lizada corresponde al inserto gendmico pRTCB1.
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Con intenciones de estabilizar el inserto clonado, DNA del plas
mido_reccmhinante de la colonia original y de dos colonias hijas se
usd para transformar la cepa DHl de E. coli, que carece del sistema
de recombinacidn recA. Al analizar las digestiones de los plésmidos
transformados en DH1 (figura 13), se observé que en todos los casos
précticamente se habfa perdido el inserto. En los pldsmidos de la -
colonia original se presentd Unicamente el fragmento de 800 pb., Es-
to significé que también en la cepa DH1 fue inestable el inserto ri-

bosomal.

Considerandoc que parte de la inestabilidad pudiera deberse al -
tamafio del inserto y al tipo de secuencias que pudiera llevar esta -
reglén del cromosoma de T. cruzi, se decidié clonar fragmentos mis -

pequefios.

Al analizar el mapa de restriccién (figura 15), se considerd --
aproplado utilizar el sitio de %ho I y el de Hind IIT clorado e¢n pRT
CBl, como puntcs de clonacidn gendmica, para aislar el extremo 3' de
la unidad ribosomal. Los sitios de Xho T se ubicaron a 2.4 kb y a -
2.85 kb del sitio de Hind III del inserto pRTCBL; el sitio lecalizado a

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

dacién.

Se construyé una biblioteca genbmica, ligando en pUC18 (Hind III
- Sal I) DNA genémico de T. cruzi digerido con Hind III y Xho I. Ca

be seflalar que Xho T y Sal I generen extremos compatibles. Se obtu-
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Figura 13. Perfil electroforético de plismidos recombinantes aislados de

‘ la cepa DH1 de E. coli, digeridos con Hind III y Eco RI. Ca -
rriles i-4: plésmidos aislados de células transformadas con

el plismido de Ya colonia 6 resembrada a partir de la colonia

positiva, Carriles 5-8: pl@smidos alslados de cflulas trans -

formadas con el plésmido de la colonia 9 resembrada a partir

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

c8lulas transformadas con el plésmido de la colonia positiva.
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vieron alrededor de 15,000 colonias transformantes. La biblioteca -
fue hibridada in situ con el inserto pRTC81, aislandese 16 colonias
aparentemente positivas. Con el objeto de purificar las colonias po
sitivas, las zonas de las cajas que mostraron la seiial positiva fue-
ron resembradas, a menor densidad, e hibridadas de la misma manera -

con el inserto pRTCB1.

De las 16 colonias inicialmente consideradas sdlo una conservd

la sefial positiva en las subsiguientes resiembras.

Con el objeto de carmcterizar el inserto clonado, fueron purifi
cados, en pequefia escala, las plésmidos de la colonia positiva, Pos
teriormente los plésmidos fueron digeridos con Hind III y Eco RI, pa
ra separar el vector, del inserto gendSmico. Al correr las digestio~

nes en un gel de agarosa se observé un inserto de 2.85 Kb.

De acuerdo a los datos del mapas gendmico, este inserto de 2.8%
Kb deberia presentar un sitio de Sst I interno, que lo dividiria en
un fragmento de 1.6 Kb, anflogo al inserto pRTC81, y un fragmento de
1.25 Kb {figura 15). Por otra parte, el sitio de Sst I del'polilin-
ker''de pUC18 flanquea el inserto ribosomal del mismo lado que el si-
tio de Eco RI. De esta manera, al digerir el plésmido recombinante
con Hind III y Sst I no sélo se esperaba que se separaran el vector
y el inserto, sino que a su vez, el inserto se separara de los frag-

mentos de 1.6 y 1.25 Kb.

Se procedid entonces a digerir los plésmidos con Hind III y Sst

I (digestién doble y digestiones sencillas). La figura 14A muestra
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Figura 14. An&lisis del DNA plasmidico de la colomnia positiva de la biblio-
teca gendmica con Hind III y Xhe I: A) en gel de agarosa, B) hi-

bridade con el inserto gendmico pRTCB1, y C) hibridado con la
molécula S4 de RNAr.
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el perfil electroforético de los plésmidos digeridos. Como se espe-
raba, al digerir con Hind III y Sst I se observaron las bandas de --
1.6 Kb y de 1.25 Kb, ademds de pUC18 linearizado. Al digerir con ~--
Hind III se linearizé el plésmido, y al digerir con Sst I se separé
el fragmento de 1.25 Kb del resto del plasmido recombinante. Median
te un anélisis tipo Southern se determiné que el fragmento de 1.6 Kb
presentaba hibridacién con el inserto pRTC8! (figura 143). Posterior
mente se llevd a cabo otro Southern, usando como sonda la molécula -
54 de RNAr, observindose sefial positiva con el fragmento de 1.25 Kb
(figura 14C), Esto nos indicé que si fue clonada la regién codifica

dora de la molécula S4.
Posteriormente se prepard el pldsmido recombinante a gran esca-
ls, purificéndolo por gradiente de cloruroc de cesio y bromuro de eti

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

Secuenciacién de los extremos del fragmento de 1.25 Kb.

Con ¢l objeto de determinar la posicidn del gen de la molécula
de RNA ribosomal S4, dentro del fragmento de 1.25 Kb (figura 15), se

procedid a secuenciar los extremos de dicho fragmento ribesomal,

El fragmento de 1.25 Kb {extremos Sst I y Bam HI) se subclond -
en los sitios Sst I y Bam HI de los vehfculos de clonacidn M13mplB y
M13mpl9, y se realizd el andlisis de la secuencia nucleotidica sobre

moldes de cadena sencilla. {figwras 16y 17). Al analizar la secuencia,

omperando con las secuencias de C. fasciculata y T. brucei, se encontrd
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Figura 15, Hapa del extremo 3! del del cistrén de RMA ribosomal de T. cruzi. La linea superior re-
presenta DNA gendmico, cefialindose los sitios de restriccifén mapeados; los sitios de
restriccién que se indican con 1inea discontinua son poco frecuentes. Se presenta el in
serto genbmico clonado, pRIC13, asi como cl inserto genbmico pRTCS1; las flechas indf -
can las regiones secuenciadas. En la parte inferior se sefiala la posicién de las molé -
culas de RNA ribosomal.
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Figura 16. Secuencia nucleotidica del extremo 5' del fragmento de 1.25
Kb, del inserto genbmico pRTC13. Los 383 nucleftidos forman

parte del aspaciador transcrito interno que Separa las ra -

giones codificadoras de $6 y Su.Las bases representadas con

letra minfiscula son bases dudosas.
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Figura 17. Secuencia nucleotidica del extremo 3' del fragmento de 1.25 Kb
© del inserto gendmico pRIC13, en T. cruzi (Tec). Los primeros

252 nucleStidos forman parte del espaciador transcrite intermo
que separa S6 y S4. Los filtimos 73 nuclebtidos, que se indican
en comparacién con T. brucei (Tb) y €. fasciculata (Cf), for ~
man parte de la regidn codificadora de la mol&cula de RNAr S4.
La regidn secuenciada directamente de la mwol&cula ribosomal S4%

se seflala con una linea.



1 25 Kb forma parte de la secuencia cﬁdificadora de la molécula Sd

,;okcual s;gnifica querno se q;onéApomp;eto‘aicho gen. En la regién
rclonaéa éé presentaron appoximgdaﬁente 73 pb del gen de S4, a partir
 .de su extremo 5' (fiéura 17}, Cabe sefialarse que el gen de S4 en T.

brucei es de 136 pb, y en C. fasciculata tiene un tamafio de 133 pb,

El resto de la regidn secuenciada constituye parte del espacia-
dor transerito interno entre $6 y S4, habiéndose secuenciado 635 pb
de éste (figuras 16 y 17). Como se menciond anteriormente, 8l se---
cuenciar el extremo 3' del inserto pRTC81 se secuenciaron 337 pb de
este mismo espaciador (figura 5), por lo que en total se han secuen
ciado 972 pb de este espaciador interno. El tamafic aproximade del -

espaciador es de 1500 pb.

Secuencincién del extremo 5' de la molécula S4 de RNA ribosomal.

Se procedié a secuenciar el extremo S' de la molécula ribosomal
$4, con el objeto de determinar con exactitud el extremo 5' del gen
de dicha molécula. En la figura 17 se seflala la secuencia obteni-
da. Con esto se confirmdé gue se tienen clonados 73 pb del gen de la

molécula S4.
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trén ribosomal.

Anteriormente, habia sido localizada 1la regién éodificadora de la
molécula ribosomal S4, mediante an8lisis de tipo Southern, en fragmen
tos de 10 y 20 Kb, Los resultados obtenidos en el presente trabajo -
nos permiten conocer la posicidn que ocupa S4 en la unidad de trans——

cripcién ribosomal de T, cruzi, ubicéndose a unos 1500 pb de la regién

codificadora de S6. Con esto se comprueba que T. cruzi, al igual que

T. brucei y C. fasciculate, presenta en la regién 3' de la unidad de

transeripcién de BNAr las reglones codificadoras de S2, S6 y S4, sepa
radas unas de otras por DNA tipo espaciador. Esta situacién se antoja
como una organizacidn peculiar y particular a los miembros de la fami
lia Trypanosomatidae.

El inserto gendmico clonado, pRTC13, pertenece a una copia de cis
trén ribosomal poco frecuente, ya que los datos de mapeo indican que
en la mayoria de las copias de la unidad ribosomal la regién codificaw
dora de S4 se localiza a aproximadamente 1100 pb de la regidén codifica

dora de S6 (figuras 8 y 15)

Caracterfsticas de las regiones secuenciadas

Comparandc la secuencia clonada del gen de S4 de T. cruzi con les
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secuenciés de este gen reportadas para otros tripanosomatideos (figura
17), se encontrd que existe un 84,5% de homologia entre T. cruzi y C.
fasciculata, y un 86.6% de homologfa entre T. cruzi y T. brucei (8,9).
Resultados similares se han obtenido en el laboratorio del Dr. Roberto
Hernédndez, al comparar las secuencias de 53 y Sl entre estas tres espe
cies.

Con respecto a) espacliador transcrito interno entre 56 y S4, se -
tiene que mientras en T. cruzi presenta un tamafio aproximado de 1500 pb
(1100 pb en la mayoria de las copias de la unidad ribosomal), en T. -«
brucei y en C, fasciculata tiene un tamafio de 328 y 247 pb, respectiva
mente. De esta manera, el espaciador de T. cruzi resultd ser més gran
de. Cabe sefialarse que en ningin tripanosomatideo se habia reportado
algin espacliador interno de tal magnitud. Al comparar las secuencias
de este espaciador entre estos tripanosomatideos no se encontrd homolo
gia alguna, aunque como caracteristica general se observé que son ricos

en A + T (8,9).

Sefiales de procesamiento

Fueron analizados los limites entre el espaciador y las reglones
codificadoras de S6 y S4 en T. cruzi (figuras 16 y 17), en busca de al
gin tipo de secuencia consenso que pudiera servir como seflal durante -
el procesamiento del transcrito primario; sin embargo, no se encontra-
ron regiones conservadas en tales regiones. En otros tripanosomatideos

tampoco se han encontrado este tipo de sefiales, aunque se ha reportado
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que algunos espaciadores de T.Vbrucei. y de otros organismos, potencial
mente pueden formar estructuras tallo-asa, capaces de acercar a las mo
léculas ribosomales que separan (9, 22). Eventos de este tipo podrian
llevarse a cabo durante las primeras etapas del procesamiento del transg
crito primario. Seré necesario prdximamente completar la secuencia del
espaciador y analizar los datos computacionalmente con algoritmos que

predigan estructuras secundarias potenciales para RNA.

Inestabilidad de fragmentos gendmicos con secuencias espaciadoras del

cistrén de RNAr

Como se menciond en los resultados, la inestabilidad del inserto
ribosomal de 7,.% Kb pudo deberse a su tamafio y/o al tipo de secuencias
que pudiera contener. Se encuentra reportadc que durante una clonacién
la estabilidad de un inserto depende en gran medida de su temafo (13).
En general, se recomienda que el inserto no supere en més de 3 veces -
el tamafic del plésmido. Por esto, el hecho de que el inserto riboscmal
de 7.5 Kb sea casi 3 veces més grande que el vector pUCLB podria consi
derarse como una posible causa de su inestabilidad. Por otra parte, -
también se ha reportado que fragmentos alterados por eventos de recom-
binacién pueden perderse al intentar clonarlos (23). A este respecto,
se ha encontrado que los espaciadores ribosomales externos de la mayo-
ria de los organismos que se han examinado presentan elementos repeti-
dos (24,25,26,27,28). Es probable que de existir éstos en T. cruzi, -

estén involucrados en eventos de recombinacién (28,29).
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Se encuentra reportado. qué ‘en Varios grupoé de organismos, como -

protozoarios (30,31), inséctosr(22.52,53) Q'Vektebrados {34), el gen -
que codifica para el RNAr tipo 285 se encuentra fragmentado en dos par
tes, separadas por DNA espaciador transcrito. Como resultado de proce
samiento postranscripecional, se producen dos moléculas de RNA, 2850 y
26858 . Sin embargo, el procesamiento postranscripcional més complejo,
a la fecha conocido, es el que presenta el gen tipo 285 de los tripano
somatideos, en donde se producen dos molécules grandes (24Saq y 24SB )
y cuatro moléculas pequefias: S1,52,54 y S6, Estas seis moléculas se -
unen, no covalentemente, en la subunidad ribosomal mayer (8,9,10).

Estos hechos indican que una molécula ribosomal no necesita ser -
una cadena polinucleotidica covalentemente continua para ser funcional,
es decir, que una equivalencia estructural implica equivalencia funcio
nal, independientemente de que los dominios en cuestidn estén covalen-
temente unidos o no (8).

Estudios comparativos entre los genes ribosomales de diferentes -
especies han revelado que éstos presentan un patrén en el gue regiones
altamente conservadas en estructura primaria y secundaria alternan con
regiones variables, que difieren en tamafio, composicién de bases y es-~
tructura secundaria, aln entre organismos cercanamente relacionados -~
{35,36,37). Un hecho importante es que todas las discontinuidades que
presentan los genes ribosomales de los tripanosomatideos, y de otros -

organismos, se localizan en regiones variables; esto sugiere que las =
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;eé fnternos gran;éfit;é (3.9,56,39).' - :

Dada. la presencia de varios espaciadores internos transeritos en
el gen tipo 285 de los tripenosomatideos, y la ausencia de la mayoria
de estos espaciadores en los genes ribosomales de otros euceriontes, -
se ha sugerido que los espaciadores se introdujeron a un gen 288 conti
nuo, después de que los tripanosomatideos divirgieron del resto de los
eucariontes. Por otra parte, también se propone que el gen ribosomal
285 ancestral pudo haber sido discontinuo, siendo los espaciadores se-~
lectivamente retenidos en la linea de los tripanosomatideos, y elimina
dos en el resto de los eucariontes (8,9,38,39). En la actualidad se
dispone de pocos datos filogenéticos, por lo que no es posible deter-
minar si el ancestro comin de leos tripanosomatideos y otros eucarion--
tes tenia genes riboscmales continuos o discontinuos, siendo necesarios

mds estudios a este respecto.



CONCLUSIONES

'”Xho 1, Hind” 1y Hinc?11~—

- Fueron ublcados slt105 de restrlccxén

Bgl II, B=m Hl Eco RI Snu A y Hlnf I hac;a el extremo 3‘ del '1

tron rlbosomal de T. cruzz.

- Fue clonadoiun fragﬁeﬁto dé.é.SS‘Kb*dué éohtiene‘73'ﬁﬁcle6tidés co~
dificadoves de la molécula de RNAT Sh.

- En el inserto clonado, la regién codificadora de la molécula riboso-
mal S4 fue ubicada a aproximadamente 1500 pb del gen de la molécula
S6. Esto nos permitid comprobar que T. cruzi, al igual que T. rrucei
y C. fasciculata, presenta en la regidn 3' de la unidad ribosomal

las regiones codificadoras de §2, S6 y Su.

1

El inserto ribosomal clonado, pRTC13, pertenece a una copia de la
unidad ribosomal poco frecuente, pues los datos de mapeo indican que
en la mayoria de las copias del cistrén ribosomal la regién codifi-

cadora de Sk se localiza apreoximadamente a 1100 pb del gen de S6.

- Fueron secuenciados 12 pb de la regién codificadora de S6 y 972 pb
del espaciador transcrito interno que separa S6 de S4. Al analizar
los limites entre este espaciador y los genes de S6 y S4, no se en-
contraron secuencias conservadas que pudieran servir como sefial du-

rante el procesamiento del transcrito primario.
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