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RESUMEN. 

En el presente trabajo se identificó y secuenció la 

región promotora de la unidad fundamental de transcripción 

de RNA ribosomal (RNAr) de Trypanosoma cruzi. La ubicación 

del sitio de inicio de la transcripción se realizó mediante 

experimentos tipo Northern y ensayos de protección con 

nucleasa Sl. Por medio de experimentos de ''extensión del 

primero" se determinó que el primer nucleótido transcrito 

corresponde a una G ubicada a 1768 pb del extremo 5' de la 

región codificadora del RNAr 185. Al alinear la secuencia 

del promotor de RNAr de J_,___«.ruzi (de los nucleót1dos -150 a 

+20, considerando como +l el primer nucleótido transcrito) 

con los promotores ribosomales de otros tr1panosomat1d1os 

(T. brucei y C. fasciculatg) no se encontraron bloques de 

secuencias conservadas. Además, se compararon las 

secuencias que flanquean el sitio de inicio de Ja 

transcripción (de las bases -20 a +10) en varios grupos de 

organismos eucariontes, encontrctndose que entre Jos 

tripanosomatidios se presentan las mayores diferencias. 

Estos datos concuerdan con las observac1ones llevadas a cabo 

con secuencias de moléculas maduras de RNAr, del gen de B­

tubul ina y de la histona H4, que sugieren que los 

tripanosomat1dios son un grupo de organismos que durante Ja 

evolución se separó tempranamente del resto de Jos 

eucariontes. Los resultados tamb1en apoyan la conclusión de 

que dentro de la familia Trypanosomt1t1dae se agrupan 
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organismos genética y parasitológicamente muy distintos, 

algunos de los cuales son, sin embargo, considerados como un 

mismo género. Finalmente, se secuenció todo el espacjador 

transcrito externo del extremo 5' de la unjdad de RNAr y se 

obtuvo su probable estructura secundaria. 



I N T R o D u e e I o N 

Generalidades del parásito. 

D:YP.9nosomq_cruzi es un parasitc• unicelular que 

pertenoce a Jét fam1lia Trypanosomatidae. En esta familia se 

incluyen 9 generos. algunos di? los cuales, como frith;Lq.li!_ y 

Leptomonas. son parasi tos de i nverteb1-ados. Phytomonas es 

un género parasi to de plantas. mi entras que !,,e i shm_g_n i a y 

Trvpanosoma parasitan tanto a organismos vertebrados como 

1nvertebrctdos. Dentro de los tripanosomas se incluyen 

especies africanas, como I .. bruc~¿_. y especies americanas 

como T. cruz~ (McGhee y Cosgrove. 1980: Pl"reira. 1990). 

En el hombre, T. cruzi prc,duce la enfermedad de 

Chagas o tripanosomiasis americana, padecimiento que afecta 

a mas de 20 millones de personas en Latinoamérica IKahn et 

al., 1991). En su fase crónica. esta enfermedad se 

manifiesta con alteraciones graves en el corazón, esofago 

y/o colon. que pueden conducir a Ja muerte del individuo 

(Dias, 1984; Kierszenbaum y Hudson, 1985). 

El protozoario es transmitido al hombre por mas de 

110 especies de insectos hemipteros hematofagos, de Ja 

familia Reduviidae, principalmente de Jos c:¡eneros Tr1at.Q!!Et· 

Rhopniu_1ª. y .f'anstro'illtl!!.:?: <Garc:ía y Azambuja, 1991>. Sin 

embargo. <,sta no es la única v1a dl' transmisión, ya que hay 
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individuos que se infectan por transfusion sangu1nea. v1a 

digestiva o en forma congénita !Dias. 19841. 

A lo largo de su ciclo de vida. :L_ cruzi atravieza 

por tres estadios de desarrollo: amastigote. epimastigote y 

tripomastigote (figura 1: Nogueira. 1986: Pereira 199()). 

Los amast igotes son formas redond,1s que poseen un f 1age1 o 

corto. y se replican dentro de la~ celulas del hospedero 

vertebrado. Los epimastigotes son organismos ovoides. de 20 

a 40 um de largo, que se localizan en el intestino del 

insecto, en donde se replican extracelularmente. El 

tripomastigote es el estadio que transmite la 1nfecci0n del 

insecto al mamifero. aunque no es caoaz de replicarse. Esta 

forma i_1ene una longitud apr·ox1madct de ¿•; um, y se observa 

en el recto del vector ltr1pomastigote metaciclicoJ. y en la 

sangre del mamifero infectado (tripomastigote proc1clico o 

de forma sangu1nea). 

La infección del huesped vertebrado puede in1c1arse 

cuando un insecto infectado ingiere sangre de este. 

defecando al mismo tiempo y liberando tr1pomastigotes 

metac1clicos en sus heces y orina (figura lJ. Los 

tripomastigotes entran al VL'rtebrctdo por heridas de Ja piel. 

como el mismo piquete del insecto, o por membranas mucosas. 

Una vez en el hospedero V•:rtebrúdo. Jns tripomastigotl:'S 

penetran en sus células y se diferencian en arnast1qotes. los 

cuales se dividen repetidamente por tis1on hinar1a. dand•• 
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1 Epimastigote 
2 Tripomastigote metacíclico 
3 Amastigote 
4 Tripomastigote procíclico 

Figura 1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruz1. 
U.• 



lugar nuevamente a trlpomastigotes. Esta forma de 

tripomastigotes se libera al torrente sangulneo por lisis 

celular, pudiendo infectar a otras células. Si un insecto 

hematófago se alimenta con la sangre infectada. puede 

ingerir tripomastigotes de ésta. Ya en el Jnsecto, Jos 

tripomastigotes se transforman en ep1mastigotes, los cuales 

migran al intestino medio, en donde se dividen 

repetidamente. En el recto. los eplmastigotes se 

diferencian en tripomastigotes metacíclicos. Los 

tripomastigotes son liberados en las heces del insecto, en 

el momento en el que éste repite una ingesta sanguínea de un 

vertebrado (Nogueira, 1986: Pereira 1990). 

Nuestro interés de investigación en este protozoarlo 

es fundamentalmente básico, dirigido a cQnocer la 

organización y estructura del RNA ribosomal (RNAr), así como 

a entender los mecanismos mediante los cuales se lleva a 

cabo su síntesis y procesamiento. 

Organización de los genes del RNA ribosomal. 

La mayoría de los organismos eucariontes contienen en 

sus ribosomas dos moléculas grandes de HNA ribosomal. 188 y 

28S, y dos moléculas pequettas, 5.8S y 53. Los genes de las 

moléculas 188, 5.88 y 288 forman parte de la unidad 

fundamental o cistrón de RNAr (figura 21. y se transcriben 

en un RNA precursor comun (40-478). Este precursor 

4 



DNA 
Ribosomal 

=====e= 1 11 •• • 1 

Transcrito 
Primario 

Moléculas de 
RNAr maduras 

Promotor ! Siotesis de ANA 

e-=-- • ... _--11-- rm•; e '" 1 
E T E ETI ETI ! Pcooesamieoto 

ETE 

-- fil 1~111,1~·;.:fk:~.' ~ f ~.; t;:,.· 

18S 5.BS 28S 

Figura 2. 21ntes1s y procesam1t:onrc· ae1 t:ranscr1to Pl 11':Fi.r J(1 

ae RNAr. El: espac1ador 1r1teraen1c(1: ETE: espac1adc•-

rt:::= tr..,nscr1 tos externo~_:: rí. l: f!:spai: ~.'°-ta.ores 1:rans-

r.r1 i:os intern(•S. 

El 



ribosomal incluye espaciadores transcritos internos y 

externos, los cuales son eliminados para generar las 

moléculas de RNAr maduras (Sollner-Webb y Tower, 1986). 

Las células eucariontes presentan de 100 a 5000 

copias de la unidad fundamental de transcripción de RNAr, 

organizadas en sucesiones lineales (arreglo en "tandem"), en 

uno o varios cromosomas, o en elementos extracromosomales 

(Reeder, 1990). Las copias de la unidad de transcripción se 

separan entre sí por espaciadores intergénicos 

(anteriormente denominados espaciadores no transcritos), 

cuyo tamafto varía de 2 a 30 Kb (Sollner-Webb y Mougey, 

1991). El compleJo de la RNA polimerasa I (RNA poi 1) es el 

encargado de la transcripción del locus de RNA ribosomal. 

La transcripción y el procesamiento del transcrito primario 

se llevan a cabo en los centros fibrilares y el componente 

fibrilar denso del nucleolo (Thiry. 1992). 

Las regiones codificadoras para el RNA SS 

generalmente no forman parte de la unidad de RNAr, sino que 

constituyen un locus independiente, transcrito por la RNA 

polimerasa de tipo III (Geiduscheck y Tocchini-Valent1ni, 

1988). 

Con respecto a los tripanosornatidios (T. cruzi, L.. 

brucei y C. fasciculata) se ha encontrado que su RNAr tipo 

28S presenta un procesamiento atípico (Gray, 1981; Hernández 

6 



et al., 1983). originándose dos moléculaB grandes (248a y 

2480! y cuatro moléculas pequeftas (81, 82. S4 y 86; figura 

3). El análisis de las secuencias y las estructuras 

secundarias de estas seis moléculas de RNAr ha permitido 

establecer su analogía con Jos distintos dominios del RNA 

288 típico, encontrándose. por ejemplo, que las moléculas 

82, 86 y 84 son análogas al dominio VII de la molécula 288 

(White et al .. 1986). Por otra parte, la molécula 83 es 

equivalente al RNA 5.88 (Gómez et al .. 1991) y la molécula 

85 es análoga al RNA 58 de otros organismos (Hernández-Rivas 

et al., 1992). En los tripanosomatidios, corno en la mayoría 

de los eucariontes, el RNA S5 no forma parte de la unidad 

fundamental de transcripción (Hernández-Rivas et al .. 1992). 

Dentro de la unidad de RNAr de los tripanosomat1dios 

las regiones codificadoras de las 8 moléculas de RNAr 

presentan una organización compleja (figura 3). ya que se 

encuentran separadas por espaciadores transcritos, que son 

eliminados al procesarse el RNA precursor (Hernández et al .. 

1988). 

Uno de los principules intereses en el laboratorio 

del Dr. Roberto Hernández es estudiar cómo se regula Ja 

síntesis del RNA ribosomal en T. cr~~i· y como se coordina 

su expresión con la de los otros componentes del ribosoma 

1RNAr 58 y protelnas ribosomales). Como un primer paso para 

realizar este tipo de estudios es necesario localizar y 

7 



'188 5.85 265 

185 2450- 51 24Sj3 52 56 54 

Figura 3. Representación esquemática de las unidades de 

transcripción de RNA ribosornal de Saccharomyces 

~revisiae (parte superior) y Trypanosoma bruce_i 

(parte inferior). 
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caracter~zar la región promotora de la unidad de trans­

cripción de RNA ribosomal. 

Estructura de las regiones promotoras de la unidad 

fundamental de RNAr. 

En varios organismos eucariontes, principalmente 

vertebrados, ha sido ubicado el sitio de inicio de la 

transcripción, y ha sido caracterizada la región promotora 

de la unidad de transcripción de RNAr (Sommerville, 1984). 

Mientras que los genes para las moléculas de RNAr presentan 

secuencias muy conservadas entre diversos organismos, las 

secuencias promotoras de su transcripción no presentan 

similitud, salvo en especies muy relacionadas 

filogenéticamente (Balzi et al., 1985). Resulta interesante 

que los promotores de genes para RNAr no presenten elementos 

conservados, como la caja TATA de los promotores de la RNA 

polimerasa II (White y Jackson, 1992), o las cajas A y C de 

las regiones promotoras de la RNA polimerasa tipo III 

(Geiduscheck y Tocchini-Valentini, 1988). 

El andlisis funcional de los promotores de RNAr en 

vertebrados indica que, a pesar de las diferencias en 

secuencia, estos promotores presentan una organ1zacion 

estructural común (Sollner-Webb y Mougey, 1991). Se ha 

encontrado que el promotor de RNAr esta formado por dos 

regiones distintas: el dominio central ("core domain") y el 
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dominio "río arriba" ("upstream domain"; Ishikawa et al .. 

1991). En células humanas. el dominio central se extiende 

del nucleótido +20 al -45, incluyendo el sitio de inicio dP 

la transcripción (+1), y contiene secuencias esenciales para 

el inicio correcto de la transcripción. El domin'o "rio 

arriba" se localiza del nucleótido -107 al -186, e incluye 

secuencias que activan la transcripción (figura 4; Bel! et 

al .. 1988). La función del dominio "r:fo arriba" se afecta 

al modificarse su distancia u orientación con respecto al 

dominio central. lo que sugiere que estas dos secuencias de 

control operan en conjunto, para promover una eficiente 

transcripción por la RNA pol I (Bell et al .. 1988). 

Una configuración similar a la del pr.')motor de RNAr 

de humano se ha reportado para los promotores ribosomales de 

otros oiganismos, como ratón (Schnapp et al .. 1991). rata 

(Xie et al .. 1991). ~en9pus (Labhart y Reeder, 1989) y 

levadura (Young-Choe et al .. 1992). En Acanthamoeba 

castellanii la región promotora del RNAr es menos compleja, 

componiéndose s0lo de un dominio central. que se localiza 

del nucleótido -47 al +8 (Paule et al .. 1991). 

En vertebrados. se ha observado que dos factores 

proteicos . UBFl ("upstrean binding factor") y SLl 

("selectivity factor"), son necesarios para que se lleve a 

cabo la transcripción de la unidad·de RNAr (Jantzen et al .. 

10 
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-186 -107 -45 +20 

~~========~~~ 

~ 
DOMINIO "RIO ARRIBA" DOMINIO CENTRAL 

Figura 4. Estructura de la región promotora de la 

transcripción en la unidad de RNAr de humano. La 

flecha que se presenta en el dominio central indica 

el sitio de inicio de la transcripción. 



1990; Kuhn y Grummt, 1992). UBFl es capaz de unirse a los 

dos dominios del promotor. Posteriormente SLl interactua 

con UBFl. y el complejo resultante es reconocido por la RNA 

poi I. iniciándose entonces la transcripción (Bel! et al .. 

1988). 

Se ha demostrado que la transcripción del RNAr es 

especie-especifica, es decir, que la maquinaria 

transcripcional de una especie no es capaz de reconocer al 

promotor de RNAr de otra especie, a menos de que sean 

organismos muy emparentados (Grummt et al., 1982). Asi 

tenemos, por ejemplo. que extractos nucleares de humano no 

dirigen la transcripción del DNA ribosomal de ratón. y 

viceversa. Esta selectividad de la transcripción está 

med1ada por el factor SLl, encontrándose que extractos 

nucleares de humano transcriben eficientemente la unidad de 

HNAr de ratón al adicionarles el factor SL1 de ratón 

(Schnapp et al., 19911. 

Por lo que respecta a los tripanosomatidios, ya ha 

sido localizada la región promotora del HNAr en T. brucei 

(White et al .. 1986) y ~scicul9_1ª (Grondal et al., 

1990), sin haberse encontrado una clara similitud en la 

secuencia de ambos promotores (Gror.dal et al., 1990). En 

células transfectadas se han logrado expresar plásm1dos 

quiméricos que-portan el gen reportero de cloranfenicol 

acetil transferasa tCATJ bajo el control de la región 
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promotora de RNAr de T. brucei (Rudenko et al., 1991): 

haciendo deleciones en esta región, se ha encontrado que el 

promotor abarca de los nucleótidos -258 a +10, lo que 

sugiere la presencia de un dominio de control "rio arriba" 

en el promotor de RNAr de :L~brucei, en analogia con otros 

promotores eucariontes para la RNA pol I (Rudenko et al., 

1991; Zomerdijk et al., 1991). Otro hallazgo interesante es 

que la región promotora de RNAr de C. fasciculata no es 

funcional en células de L_J:iruce_i_, lo que sugiere que en la 

familia Trypanosomatidae la transcripción del RNAr también 

es especie-especifica (Zomerdijk et al., 1991) 

En esta tesis se presenta la caracterización de 2106 

pb del espaciador génico del cistrón de RNAr de J~x.lJZi. y 

la ubicación de un probable sitio de inicio de la 

transcripción. Los hallazgos aqui descritos se comparan con 

secuencias análogas publicadas para otras especies. 
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OBJETIVO GENERAL. 

Dado nuestro interés en estudiar como se sintetiza el 

RNA ribosomal en T. cruzi. y cómo se regula su síntesis, el 

objetivo del presente trabajo es localizar y caracterizar la 

región promotora de la unidad fundamental de transcripción 

de RNA ribosomal de I.,_cruzi. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

- Localizar el sitio de inicio de la transcripción de la 

unidad de RNA ribosomal de I.,__cLJ.lZi. 

- Obtener la secuencia nucleotídica de la región promotora 

de la unidaQ de transcripción de RNAr. y del espaciador 

transcrito externo del extremo 5' de esta unidad. 

Comparar el promotor de RNAr de T. cruzi con otros pro­

motores para la RNA polimerasa I ya caracterizados. 

- Obtener la estructura secundaria probable del espaciador 

transcrito externo del extremo 5' de la unidad de RNAr 

de T. cruzi. 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Cultivo y extracción de ácidos nucleicos de ~J\09.J;l-ºIIm 

.lmlz.i 

1.1 Cultivos celulares. 

El presente trabajo se llevó a cabo con epimastigotes 

de la cepa C4 de Trypanosoma cruzi. aislada en el estado de 

Jalisco. En el experimento tipo Southern se trabaj0, 

además. con las cepas Yuc H4, Peru y Silvio Xlü. aisladas en 

Yucatán, Perú v Brasil, respectivamente. Los cultivos 

fueron mantenidos a 28QC en medio de infusión de h1gado y 

triptosa (medio LITJ, suplementado con suero bovino fetal al 

10% (Camargo. 19641. 

1.2 Extracción de RNA total. 

Los cultivos celulares fueron cosechados en la fase 

media del crecimiento logarítmico. centrifugando a 6000 rpm, 

por 10 min .. en el rotor GSA (SorvallJ, a 4QC (temperatura 

mantenida a lo largo de toda la purif1cac1ónJ. 

Posteriormente las células fueron lavadas dos veces en PBS 

INaCl 0.13 M. KCl 2.68 mM. Na2HP04 10 mM, KH2P04 1.7 mM. pH 

7.4) y fueron congeladas en nitrógeno liquido. Después, al 

paquete celular se le adicionaron 10 volumenes de una 

solución que contiene isotiocianato de guanidina 5 M. E~fA 

25 mM. Tris 20 mM pH 7.6. sarcosil 2?6 y betamercaptoetanol 

0.1 % (considerando que 1 g de células ocupa un volumen de 1 
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ml). Este homogenado se descongeló a temperatura ambiente, 

agitando vigorozamente con agitador eléctrico (vortex). El 

material fue centrifugado a 13,000 rpm, por 20 min. en el 

rotor HB4 (8orvall), y el sobrenadante fue precipitado con 

0.025 volúmenes de ~cido acético 1 M y 0.75 volúmenes de 

etanol. Posteriormente se centrifugó a 9,000 rpm, durante 10 

min .. en el rotor 8834 (Sorvall) y el precipitado fue 

resuspendido en 10 ml de solución 2 (hidrocloruro de 

guanidina 6 M pH 7.5, EDTA 25 mM y betamercaptoetanol 11.2 

mMl. Esta suspenc1ón fue precipitada adicionando 0.05 

volúmenes de ácido acético 1 M y 0.5 volúmenes de etanol. 

enfriando a -20QC por 30 min., y fue centrifugada a 9,000 

rpm. durante 10 min. en el rotor 8834. El prec1p1tado 

obtenido fue resuspendido en 7 mi de solución 2, y vuelto a 

precipitar como en el paso anterior. El precipitado fue 

ahora disuelto en 5 ml de solución 2. y vuelto a precipitar 

como en el paso anterior. Esta vez el precipitado fue 

disuelto en 3 mi de Tris-HC! 10 mM (pH 7.5), EDTA 1 mM, NaCl 

0.3 M y SDS 1%, y precipitado con 2 volúmenes de etanol. El 

botón obtenido (RNA total) fue resuspendido en 5 mi de agua 

tratada con dietilpirocarbonato (DPCJ, y fue extraído 3 

veces: con fenol, fenol-cloroformo ll:l), y cloroformo. El 

precipitado final fue resuspendido en 500 µl de agua tratada 

con DPC. y la concentración del RNA íue determinada leyendo 

en el espectrofotómetro a 260 y 280 nm (1 D.ú. a 260 nm = 40 

µg/ml J. 
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1.3 Extracción de DNA total 

Los cultivos celulares fueron cosechados igual que 

para la purificación del RNA. Posteriormente las células 

fueron lavadas dos veces en SSC lX (NaCl 0.15 M y citrato de 

sodio 0.015 Ml. El último precipitado se resuspendió en 2 

ml de SE frío (NaCl 1~0 mM, EDTA 100 mM, pH 8.0J. 

Posteriormente se adicionó sarcosil para una concentración 

final de 0.5%, y 500 ug/ml de pronasa (preincubada a 37QC 

por 1 h), incubando 1 ha 50QC. Después se agregó RNAsa A 

para obtener una concentración final 100 ug/ml, y se incubó 

1 h más a 50QC. Se agregó nuevamente pronasa (misma 

cantidad adicionada anteriormente) y se incubó a 50QC por 30 

min. más. Los ácidos nucleicos se extrajeron 3 veces: con 

fenol. fenol-cloroformo (1:1). y cloroformo. Se dializó 2 

veces contra 1 litro de TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 

mM pH 8.0),por 2 horas. El DNA fue precipitado con 2.5 

volúmenes de etanol y 0.1 volúmenes de LiCl 8 M. El 

precipitado fue disuelto en 500 ul de 6,6,0.2 (Tris-HCl 6 

mM, NaCl 6 mM y EDTA 0.2 mM). La concentración del DNA fue 

estimada en un espectrofotómetro a 260 y 280 nm (1 D.0. a 

260 nm = 50 ug/mll. 
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2. Preparación de plásmidos y marcajo de fragmentos de DNA 

2.1 Recuperación de DNA de geles de agarosa de bajo punto 

de fusión. 

El DNA digerido fue fraccionado por electroforesis en 

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

<Tris-HCl 5.4%, ac1do bórico 2.'74% y EDTA 0.46%J. con 

bromuro de etidio 0.5 ug/ml. Con una espátula se cortó el 

fragmento del gel que contenja la banda de DNA de interés y 

se colocó en un tubo eppendorf. Posteriormente se agregó un 

volumen de TNE 2X (Tris-HCl 0.02 M pH 8.0, NaCl 0.2 M y EDTA 

2 mM pH 8.0) y se calentó a 65QC por 5 min. El DNA se 

extrajo dos veces con tenol y dos veces con éter y se 

precipitó con 2.5 volumenes de etanol y 0.1 volúmenes de 

acetato de sodio 3 M (pH 4.9). 

2.2 Ligaciones. 

Los fragmentos de DNA purificados fueron ligados en 

el plásmido pUC18. que es un vehjculo de clonación que 

presenta un enlazador múltiple (pol1Jinker) que contiene 

sitios de corte para 13 endonucleasas de restricción 

diferentes 1Yanisch-Perron et al .. 1985). Este plasm1do 

porta el gen de U-lactamasa, que confiere resistencia a 

ampicilina. Jo que penn1te la selección positiva de las 

células transformadas. 

Las reacciones de ligación se llevaron a cabo bajo 

las siguientes condiciones: 0.1 ug de inserto. 0.1 ug de 
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vector, 10 unidades de ligasa CAmersham). 1 111 de ATP 10 mM 

Y 4 111 de buffer de 1igasa 5X (Tris-HCJ 0.33 M pH 7.5, MgCl2 

33 mM Y DTT 50 mM). en un volumen de 20 111, ajustado con 

agua. Las reacciones se llevaron a cabo a 14QC, durante 18 

horas. 

2.3 Preparación y transformación de células competentes de 

la cepa MC1061 de ~.li. 

Se dejó crecer toda la noche un cultivo de la cepa 

MC1061 de J;;_,_-f...o.Ji, a 37QC. Posteriormente se realizó una 

dilución 1:80 de este cultivo y se deJo crecer hasta su fase 

logarítmica (D.0.550=0.2), a 37QC y con agitación fuerte. 

El cultivo fue centrifugado a 6.000 rpm por 10 min .. a 4QC, 

y las células fueron resuspendidas, en la mitad del volumen 

inicial, en CaCl2 100 mM. Se deJó reposar 30 min. a 4QC. y 

se volvió a centrifugar, bajo las m1smas condiciones 

anteriores. Las células fueron resuspendidas, en 1/10 del 

volumen inicial.en CaClz 100 mM y se guardaron a 4QC. 

PosteriormentP., se tomaron 200 111 de células en un tubo 

eppendorf y se les agregaron 5-10 11! de mezcla de ligación. 

Se dejó en hielo por 30 min .. y se d1ó un choque térm1co a 

42QC durante 90 segundos. Después se agregaron 1.2 ml de 

medio Luria a cada tubo y se incubaron a 37QC por 50 m1n. 

Posteriormente fueron centrifugados, en la microcentrifuga. 

a 13.000 rpm durante 5 min., y las células fueron 

resuspendidas en ~50 111 de medio Luria. Se sembraron 50-100 
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ul en cajas con medio Luria con ampicilina (a una 

concentración de 50 ug/mlJ, usando asa triangular. 

2.4 Purificación de pláemido en pequefta escala (miniprepe). 

Una asada de células transformadas con el plásmido de 

interés fue inoculada en 3 ml de medio Luria con ampicilina 

(50 ug/ml) y se dejó creciendo toda la noche a 37QC, con 

agitación fuerte. Al d1a siguiente se colocó 1 ml de este 

cultivo en un tubo eppendorf y se centrifugó 45 seg. a 

13.000 rpm. El botón celular fue resuspendido en 100 µl de 

Tris-HCl 0.025 M (pH 8.0). lisozima 0.2%, EDTA 0.001 M (pH 

7.2) y glucosa 0.05 M. Posteriormente se mantuvo 30 m1n. en 

hielo y se le agregaron 200 ul de SDS 1% y NaOH 0.2 N. Se 

mantuvo en hielo otros 5 min., se agregaron 150 µ] de 

acetato de sodio 3 M (pH 4.9) y se mantuvo en hielo por 25 

min. más. Después se centrifugó 5 min. a 13,000 rpm y el 

sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf nuevo, 

agregando 1 ml de etanol y manteniendo a -20QC por 30 min. 

Posteriormente se centrifugó por 10 min. y el botón fue 

resuspendido en 200 µl de 6,6,0.2, agregando después 550 ul 

de etanol y 20 ul de LiCl 8 M. Se mantuvo a -20QC por 30 

min. y se centrifugó por 10 min. Finalmente el botón fue 

resuspendido en 70 ul de 6.6.0.2. Las preparaciones de 

plásmido se conservaron a -20QC. 
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2.!5 Purificación de pláemido por gradiente de cloruro de 

ceeio y bromuro de etidio. 

La primera parte de esta técnica fue realizada en 

forma similar a la técnica de "minipreps", pero a gran 

escala, partiendo de un cultivo celular de 200 ml. Después 

de la última precipitación, el material fue sometido a un 

gradiente de cloruro de cesio, para lo cual se hizo lo 

siguiente: el precipitado fue resuspendido en 9 ml de 

6,6,0.2 y dividido en partes iguales en dos tubos. En cada 

tubo se agregaron 6.25 g de CsClz y se agitó suavemente, 

hasta que se disolvió totalmente el CsCl2. Posteriormente 

se agregaron 1.5 ml de una mezcla de Tris 0.45 M lpH 8.0). 

Tris 0.41 M (pH 9.4) y EDTA 0.08 M lpH 7.2). as:! como 0.25 

ml de bromuro de etidio 110 mg/ml) y 0.25 ml de sarcosil al 

10%. Toda esta mezcla fue transferida a tubos de nitrato de 

celulosa. Se centrifugaron por 15 ha 55,000 rpm, en el 

rotor vertical Vti 65.1 (Beckman). Finalizado el tiempo de 

centrifugación se extrajo, con jeringa de 10 mi, la banda 

correspondiente al plásmido. El DNA se diluyó con un 

volumen de agua y se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol. 

Posteriormente se centrifugó por 10 min. a 10,000 rpm (rotor 

8834) y se resuspendió el botón en 5 ml de 6,6,0.2. Se 

realizaron dos extracciones con tenol-cloroformo (1:1). 

Finalmente el DNA se resuspendió en 0.5 ml de b,6,0.2 y fue 

leído en el espectrofotóm~tro a 260 y 280 nm. 
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2.6 S1nteei• de aondae de DNA uniformemente marcadas. 

Los fragmentos de DNA fueron marcados por el método 

de "random primer". utilizando el equipo de Boehringer 

Mannheim. El método consiste en hibridar una mezcla de 

hexanucleótidos (con secuencias al azar) con el fragmento de 

DNA desnaturalizado. La hebra complementaria es sintetizada 

por el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de &,___gº1..l_, 

utilizando como prlmeros a los hexanucleótidos. En la 

síntesis se incluye un nucleótido radioactivo. el cual es 

incorporado en las hebras complementarias (Ausubel et al .. 

1991). 

Las reacciones de marcaje se realizaron con 0.1 ug de 

DNA. desnaturalizado por calor, en un volumen de 10 ul de 

agua. Al DNA desnaturalizado se le adicionaron 3 ul de 

mezcla de nucleótidos (dGTP, dCTP y dTTP, 0.5 mMJ, 2 ul de 

solución de reacción (que contiene la mezcla de hexanu­

cleótidos en buffer de reacción lOXJ. 40 uCi de a-·32P-dATP 

(3,000 Ci/mmol. Amersham) y 2 unidades de Klenow. La mezcla 

fue incubada a 37QC durante h. La reacción fue detenida 

con 2 ul de EDTA 0.2 M. Los nucleótJdos no incorporados 

fueron separados en una columna de cromatografía de exclu­

sión molecular. con sefadex G-50 (Ausubel et al., 1991). El 

DNA marcado fue recogido en el volumen de exclusJón, en un 

tubo eppendorf. La radioactividad específica obtenida por 

este procedimiento, registrada en un contador de centelleo 

liquido, fue de 107 cpm/ug de DNA. 
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2.7 Marcaje de fragmentos de DNA en su extremo 3'. 

El pl4smido pBR322 fue digerido con la endonucleasa 

Hin( I y los fragmentos resultantes fueron marcados en su 

extremo 3' con 32p, emplendo el fragmento Klenow de la DNA 

polimerasa I. Esta enzima incorpora nucleótidos en los 

extremos 3' de moléculas de DNA con extremos 5' 

sobresalientes (Sambrook et al .. 1989). 

Para el marcaje de los fragmentos, fueron digeridos 

1.5 ug de DNA con 10 unidades de l:l.ini I. en un volumen de 15 

¡,¡l, A esta digestión se adicionaron 1.5 111 de mezcla 2 mM 

de dNTP (dGTP. dCTP y dTTPJ, 2.3 111 de buffer 2 de Gibco­

BRL. 20 11Ci de a-32p-dATP y 10 unidades de fragmento hlenow. 

La reacción se incubó a temperatura ambiente por 20 min. 

Posteriormente se adicionaron 85 111 de TE y se llevó a cabo 

una extracción con 100 111 de fenol-cloroformo (1:1). La 

fase acuosa fue precipitada con un volumen de acetato de 

amonio 4 M y 2.5 volúmenes de etanol. El botón se lavó LJn 

etanol al 80%, se secó con vacío y se resuspend10 en 35 ul 

de agua. La cantidad de radioactividad incorporada se midió 

en un contador de centelleo. 

3. Caracterizaciones génicas 

3.1 Secuenciación de DNA 

La secuenciación nucleotídica se realizó por el 

método de polimerización sobre moldes de cadena sencilla 

(Sanger et al .. 1977). En este método se lleva a cabo la 
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síntesis de una cadena de DNA por una DNA polimerasa 

{secuenasa) in vitro. usando un molde de cadena sencilla. 

La síntesis se inicia sólo en el sitio en el que un 

oligonucleótido {el primero) se une al molde. La reacción 

de sintesis finaliza por la incorporación de un nucleótido 

análogo. el cual bloquea la elong'lción del DNA. Estos 

nucleótidos análogos son los 2' .3'-didesoxinucleósidos 5'­

trifosfatados {ddNTPs), los cuales carecen del grupo 3'-0H 

necesario para la elongación de la cadena de DNA. Cuando se 

hacen mezclas apropiadas de los dNTPs y uno de los 4 ddNTPs. 

la polimerización se detiene, en una fracción de la 

población de cadenas. en cada sitio donde el ddNTP pueda ser 

incorporado. Si se preparan 4 reacciones separadas, cada 

una con un ddNTP diferente. se tiene la capacidad de 

introducir bloqueos en toda la secuencia. 

En la síntesis también se incluye un nuclEótido 

marcado radioactivamente, de manera que las cadenas 

marcadas. de varios tamaftos,· pueden ser visualizadas en una 

autorradiografia, después de ser separadas. base por base, 

por electroforesis. 

El DNA de cadena sencilla, requerido para secuenciar 

por este método, puede ser preparado a partir de los 

vehículos de clonación M13mp18 y M13mpl9 {Yanisch-Perron et 

al., 1985), los cuales son derivados del DNA del fago Ml3, y 

presentan un polilinker igual al de pUC18. El DNA a 

secuenciar fue ligado en mp18 y 19 baJo condiciones iguales 

a las seftaladas en la sección 2.2. 
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3.11 Preparación y transformación de células competentes de 

la cepa JM101 de ~2.li. 

M13mp18 y 19 presentan insertado un fragmento del 

operón de lactosa de E_s_oli, que incluye la región 

regulatoria y parte del gen que codifica para la O­

galactosidasa. Por otra parte, la cepa JM101 posee un gen 

incompleto de la misma proteína. Al transformar células 

JM101 con mp18 ó 19. la porción del gen de la proteina en el 

vector es capaz de complementar al gen incompleto presente 

en la célula. Esta complementación produce D-galactosidasa 

activa, que dá lugar a placas azules cuando el fago y las 

células crecen en presencia del inductor isopropil­

tiogalactosidasa (IPTG) y del substrato cromogénico 5-bromo-

4-cloro-3-indolil-O-galactosido (X-gal). Si el veh1cu1o de 

clonación contiene un inserto, no se produce D-galactosidasa 

(el polilinker está insertado en la porción amino terminal 

del gen de esta proteína). originándose placas incoloras 

(Ausubel et al.. 1991). 

La técnica usada para preparar células competentes y 

transformar es la siguiente: una asada de células de la cepa 

JM101 fue inoculada en 50 ml de medio 11quido YT (peptona 

0.8%, extrar.to de levadura 0.8% y NaCl 0.5%), y se dejó 

crecer a 37QC por 4 h. Posteriormente el cultivo se 

transfirió a dos tubos y se mantuvo en hielo por 30 min. y 

se centrifugó por 10 min .. a 6,üüü rpm, en el rotor SS34. 

El botón de cada tubo se resuspendió en 12.5 ml de cac1 2 100 

mM. Se dejó en hielo por 1 h y se volvió a centrifugar, 
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bajo las mismas condiciones anteriores. Ahora el botón fue 

resuspendido en 2.5 mi de CaCl2 100 mM. Las cé1Llas se 

guardaron a 4QC. Posteriormente fueron tomados 0.3 mi de 

estas células y se les adicionaron 4 µl de mezcla de 

ligación. Se mantuvieron a 4QC por 40 min. y se les dió un 

choque térmico a 42QC por 2 m1n. Después fueron agregados 

0.01 ml de IPTG 100 mM. 0.1 mi de X-gal al 2% y 0.2 ml de 

células JM101 frescas (crecidas por 4 hl. Además se 

agregaron 3 ml de agar suave (que se prepara igual que el 

medio YT, pero con agar al 0.6%). Toda esta mezcla se 

plaqueó sobre cajas con medio YT. Las cajas se dejaron a 

37QC durante toda una noche. 

3.12 Preparación de DNA de cadena sencilla. 

Fue inoculada una colonia de la cepa JM101 en medio 

YT. y se dejó creciendo toda la noche a 37QC. Al dia 

siguiente se tomaron 0.5 ml del cultivo celular y se le 

agregaron 50 ml de medio YT. Se distribuyó en al1cuotas de 

3 ml en tubos de ensayo, y en cada uno se inoculó una placa 

incolora. Se incubó por 5 h a 37QC y se transfirió a tubos 

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

ml del sobrenadante y se agregaron 0.2 ml de PEG 600 al 20% 

y NaC1 2.5 M. Se conservó a 4QC por 15 m1n. y se centrifugó 

por 10 min. El botón fue resuspendido en 100 ul de TE. 

Posteriormente se agregaron 50 µ1 de feno1 saturado (2 

volúmenes de fenol, 1 volumen de TE y 0.1 volúmenes de Tris 

1 M pH 9.5) y se mezcló con vortex por 30 seg. Se dejaron 
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los tubos 20 min. a temperatura ambiente y se centrifugaron 

por 5 min. Se tomó el sobrenadante acuoso en un tubo nuevo. 

De manera similar se llevó a cabo una extracción con cloro­

formo, y una más con éter. Finalmente, a la fase acuosa se 

le agregaron 10 ul de acetato de sodio 3 M (pH 4.8) y 250 ul 

de etanol, y se dejó a -20QC por 1 h. Se centrifugó por 10 

min. y el botón se resuspendió en 20 ul de TE. 

3.13 Reacciones de secuenciación. 

La secuenciación se llevó a cabo utilizando el equipo 

de secuenasa (United States Biochemical Corporation). Se 

tomaron '7 ul de DNA de cadena sencilla (0.1 uqJ en un tubo 

eppendorf, y se agregó 1 ul de prírnero (CJ.5 prnoles) y 2 ul 

de buffer de secuencia 5X (Tris-HCJ 200 mM pH 7. 5. MgCl 2 100 

mM y NaCl 250 mMJ. Se calentó a 65QC por 2 min. y se dejó 

enfriar lentamente. Una vez que la temperatura tue menor a 

30QC, la unión entre el molde y el primero se completó. 

Posteriormente se preparó la mezcla de marcaje: a los 

10 ul de la reacción de unión entre el molde y el primero se 

les agregaron 2 ul de mezcla de dNTPs (dGTP. dCTP y dTTP, 

1.5 uMJ. 1 ul de DTT 0.1 M, 0.6 ul de a-32P-dATP (6 uCiJ y 2 

ul de secuenasa (di luí da 1: 10 en TE). Esta mezcla se incubó 

a temperatura ambiente por 10 min. Después fue preparada la 

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

uno de los cuatro ddNTP 8 uM. 'y se colocaron en 4 tubos 

eppendorf (en cada uno un ddNTP diferente). Se 

precalentaron a 37QC por 3 min. y a cada tubo se le 
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agregaron 3.5 ul de la reacción de marcaje, y se dejaron a 

37QC por 5 min. más. Las reacciones se detuvieron con 4 ul 

de formamida al 95%, EDTA 20 mM. azul de bromofenol 0.05% y 

xileno-cianol 0.05%. 

3.14 Preparación del gel y electroforesis. 

El gel para secuenciar fue de poliacrilamida al 6%. 

Los vidrios en los que se preparó el gel se trataron 

previamente de la siguiente forma: al vidrio grande (30 x 43 

cm) se le colocaron aproximadamente 150 ul de s1gmacote 

(Sigma), y con papel se extendió esta solución uniformemente 

en todo el vidrio; en el vidrio chico (30 x 41 cm) se 

colocaron aproximadamente 50 ul de pegamento 3-

(Trimethoxyl ilyl Jpropi l-metacrilato, preparado al 2% en 

etanol. Posteriormente los vidrios se enJuagaron muy bien 

con agua destilada y se dejaron secar. Para preparar un gel 

de 70 ml, se agregaron 10.5 ml de mezcla de acrilamida 38%­

bisacrilamida 2%. 35 g de urea, 14 mi de TBE 5X y 18.9 ml de 

agua. Además se le adicionaron 0.5 mi de persulfato de 

amonio al 10% y 18.6 ul de TEMED. El buffer de corrida fue 

TBE lX. El gel se precorrió por 1 h a 1.400-2.000 volts, 

mientras se realizaban las reacciones. Finalizada la 

precorrida se cargaron 3 µ1 de cada muestra. Justo antes de 

ser cargadas en el gel, las muestras se calentaron por 2 

min. a 80QC. Una vez que el azul de bromofenol llegó al 

limite del gel se cargaron 3 µl más de cada muestra. en los 

pozos contiguos. Finalizada la corrida. el gel se colocó en 
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una solución de ácido acético al 10% y metano! al 12%, por 1 

h. para remover la urea, y se secó durante toda la noche a 

BOQC. La autorradiografia se llevó a cabo sobre una placa 

de rayos X durante 1 dia. El gel fue separado del vidrio 

colocando éste en una solución de NaOH 2 N durante 30 

minutos. 

3.2 Experimento tipo Southern. 

3 ug de DNA total de las cepas C4. YUC H4. Perú y 

Silvia XlO fueron digeridos con !:!jnf I. Los fragmentos 

resultantes fueron fraccionados por electroforesis en geles 

horizontales de agarosa al 0.8%. en TBE. con bromuro de 

etidio a una concentración de 0.5 ug/ml. Los geles. de 0.5 

mm de espesor. fueron corridos a 80 volts. Las bandas de 

DNA fueron visualizadas en un transiluminador de luz 

ultravioleta de onda corta. El tamatto de los fragmentos de 

DNA fue calculado a través dn calibrar los geles con los 

fragmentos de restricción del DNA del fago lambda digerido 

con Hind III. Posteriormente el DN.\ de los geles fue 

transferid0, de acuerdo al método descrito por Southern 

(1975), a filtros de nitrocelulosa. Los filtros, secados a 

temperatura ambiente y horneados con vacio a BOQC por 2 h. 

fueron prehibridados en 15 ml de solución de prehibridación 

(ver sección 3.3). Posteriormente los filtros fueron 

hibridad0s. lavados y expuestos en placas de rayos X. como 

se indica en los experimentos tipo Northern (sección 3.31. 
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3.3 Experimento tipo Northern. 

El RNA total de I~i fue fraccionado por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer MOPS lX 

(MOPS 0.05 M y EDTA 1 mM. pH 7.0J y formaldehido al 6% 

(Lehrach et al .. 1977). Fueron disueltos 15 µg de RNA total 

en 17 µl de una solución que contiene formamida desionizada 

al 50%, formaldehido al 6% y buffer MOPS lX. Antes de ser 

cargadas en el gel. las muestras se incubaron a 70QC por 10 

min., y les fueron adicionados 1.5 µl de buffer de muestra 

(400 mg de sacarosa, 5 mg de xileno-cianol y 5 mg de azul de 

bromofenol, en 322 µl de buffer MOPS 3X). Los geles fueron 

corr1dos a 75-100 volts en la campana de extracción. Como 

marcador de tamano se usó una mezcla comercial de 6 RNAs de 

diferente tamarío (de 0.24 a 9.5 l<bl de Gibco-BRL. El RNA 

fue transferido a membranas de nylon (Gene Screen. de New 

England Nuclear) de acuerdo al método descrito por Southern 

(1975). usando como buffer de transferencia fosfatos de 

sodio 0.025 M (pH 7.0J. Los filtros fueron secados a 

temperatura ambiente y horneados con vacío a 80QC por 2 h. y 

posteriormente fueron prehibridados por 3 h en 15 ml de 

formamida al 50%, EDTA 2 mM. SDS 0.2%. fosfatos de sodio 120 

mM (pH 7.0J, SSC 2X y solución Denhardts 4X (Ficoll 400 

0.08%. PVP-40 0.08% y albúmina sérica bovina 0.08%). 

Posteriormente los filtros se hibridaron con 5 X 106 cpm de 

DNA marcado con 32p en 5 ml de una solución preparada baJo 

las mismas condiciones que la solución de prehibridación. 

Los filtros fueron lavados en tres ciclos, que incluyeron: 
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enjuague en SSC 0.2X e incubación en SSC 0.2X y SDS 0.1% a 

37QC, con agi tac1ón constante dun1nte lh. La 

autorradiografia se llevó a cabo sobre una placa de rayos X 

(X-Omatt RP J<odak) en presencia de una pantalla 

intensificadora, durante 1 ó 2 dias, a -70QC. 

3.4 Ensayo de protección con nucleaaa Sl. 

El ensayo de protección con nucleasa Sl es una 

técnica muy empleada en el mapeo de extremos 5' y 3' de 

moléculas de RNA. En el proced1miento, el RNA que se 

analiza debe hibridarse con un fragmento radioactivo de DNA. 

La hibridación se realiza en altas concentraciones de 

formamida y a temperaturas cu1dadosar.iente seleccionadas. 

para favorecer los híbridos DNA-RNA sobre los duplex DNA­

DNA. Las mezclas de hibridación son después digeridas con 

nucleasa Sl, que degrada DNA de cadena sencilla y RNA. Los 

fragmentos resistentes a la nucleasa 81 son resueltos por 

electroforesis en geles de poliacrilamida. El tamatto de 

estos fragmentos sirve para definir el sitio de inicio de la 

transcripción (Sambrook et al., 1989). 

Este experimento fue reol1zado con fragmentos de DNA 

marcados con 32p en una sola cadena. sintetizados sobre 

templados de cadena sencilla por la enzima secuenasa (Burke. 

1YB4: ver sección 3.1). 
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3.41 Marcaje de fragmentos de DNA. 

Fueron seleccionadas las preparaciones de DNA de 

cadena sencilla apropiadas (en mp18 ó mpl9J de manera que 

pudiera marcarse la hebra de DNA complementaria al RNA. La 

unión entre el templado y el prímero se llevó a cabo como se 

sef!ala en la sección 3 .13. La mezcla de marca Je se preparó 

de la siguiente manera: a los 10 ul de la reacción de unión 

entre el prímero y el templado se les agregaron 2.5 µ! de 

mezcla de dNTP (dGTP. dCTP y dTTP. 3.75 11Ml. 1 ul de DTT 0.1 

M. l. 5 µ l de a-32P-dATP 115 11Ci) y 2 11 l de secuenasa 

(diluída 1:10 en TE). Esta mezcla se incubó a temperatura 

ambiente por 7 min. Posteriormente fueron adicionados 2 111 

más de secuenasa y 2.5 111 de mezcla de extensión (dGTP. 

dATP. dTTP y dCTP. 180 11MJ. Posteriormente se ad:cionaron 

130 111 de agua y se realizó una extracción con fenol. Los 

ácidos nucleicos se precipitaron con 2.5 volumenes de etanol 

y 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M (pH 5.2). El 

precipitad~ se lavó con etanol al 80% y se resuspendió en 20 

µl de agua. Posteriormente la preparación de DNA fue 

digerida con Hin<! Ill y Eco Rl. para separar al inserto. del 

vector. Los productos de la digestión se corrieron en un 

gel de agarosa de baJo punto de fusión al 1%. Los insertos 

marcadoa fueron local1zados exponiendo el gel húmedo. 

cubierto con plastico delgado. sobre una placa de rayos X, 

durante 10 m1n. Las bandas de interés se cortaron con una 

espatula delgada y se colocaron en tubos eppendorf. La 

recuperación del DNA se realizó tal como se indica en la 
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sección 2.1. Finalmente, los insertos marcados fueron 

resuspendidos en 20 ul de agua, y la cantidad de 

radioactividad incorporada fue medida en un contador de 

centelleo. 

3,42 Hibridación y diResti6n con nucleaaa Sl. 

40 µg de RNA total de T. cru~i y 20 ng del fragmento 

marcado (60,000 cpm) fueron precipitados con 0.1 volúrnenes 

de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 2.5 volúmenes de etanol. 

y fueron disueltos en 20 ul de solución de hibridación 

(PIPES 0.04 M pH 6.4. EDTA 1 mM. NaCl 0.4 M y formamida al 

80%). La mezcla de ácidos nucleicos fue calentada a 85QC 

por 15 min., para desnaturalizar el DNA. y fue transferida 

rápidamente a un bafto a 46QC, temperatura de hibridación. 

La hibridación se llevó a cabo durante toda una noche. 

Posteriormente, manteniendo los tubos a 46QC, se adicionaron 

300 ul de buffer de nucleasa 31 (NaCl 280 mM. acetato de 

sodio 30 mM pH 4.5 y ZnS04 4.5 mMl. 400 u/ml de nucleasa Sl 

(Gibco BRL) y 20 ug de DNA de esperma de salmón 

desnaturalizado. Los tubos se mezclaron y rápidamente se 

transfirieron a una estufa a 37QC, durante 30 min. La 

reacción fue detenida con '75 ul de mezcla de término (EDTA 

50 mM pH 8.0 y acetato de amonio 2.5 mMJ Los híbridos DNA­

RNA fueron recuperados precipitando con O.l volúmenes de 

acetato de sodio 3 M y 2.5 volúmenes de etanol. El 

precipitado final fue disuelto en !5 ul de formamida al 95%, 

EDTA 20 mM. azul de brornofenol 0.5% y xileno-·cianol 0.5%. 
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Se realizaron experimentos control, conteniendo 40 µg de HNA 

de transferencia de ~i. en lugar del HNA total de I.~ 

cruzi. 

3.43 Preparación del gel y electroforesis. 

Los productos fueron analizados en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida al 4%. Para preparar un 

gel de 45 ml mezcló lo siguiente: 6 ml de solución de 

acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.8%, 9 ml de TBE 5X, 

18.91 g de urea. 0.15 ml de persulfato de amonio al 10% y 

12.5 µl de TEMED. La electroforesis se realizó a 100 volts. 

usando TBE lX como buffer de corrida. En los geles también 

se corrieron, como un control. muestras de los fragmentos 

marcados !alrededor de 25.000 cpml. en carriles cont~guos a 

los de las muestras tratadas con nucleasa Sl. Como 

marcadores de tama~o se usaron los fragmentos generados al 

d1gerir pBR322 con Hiní I. marcados en su extremo 3' (ver 

sección 2.7). Finalizada la corrida, los geles se cvlocaron 

en una solución de acido acético al 10% y metano] al 12% por 

15 min., y posteriormente fueron secados sobre papel whatman 

3MM (45 min. a 80QC), y expuestos en placas de rayos X. 

3.5 Ensayo de "extensión del primero". 

Esta técnica es empleada para mapear y cuant1ticar el 

extremo 5' de moléculas de RNA. El HNA es hibridado con un 

oligonucleótido sintético marcado en su extremo 5'. Después 

es empleada la enzima transcriptasa reversa para sintetizar 
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cDNA complementario al molde de RNA, usando como prímero al 

oligonucleótido. La longitud del cDNA resultante refleja la 

distancia entre la base marcada del oligonucleótido y el 

extremo 5' de la molécula de RNA. 

Para este experimento se utilizó un oligonucleótido 

sintético de 30 base3, complementario a los nucleótidos 431 

a 460 de la clona genómica pRTC19 (figuras 5 y 6), cuya 

secuencia es 5'-GGTCGCGCCGCACACGATACGGCGATGCGA-3'. 

3.51 Marcaje del oligonucleótido. 

Para marcar con 32p el oligonucleótJdo. se realizó la 

siguiente mezcla en un tubo eppendorf: 200 ng de 

ol igonucleóbdo, 200 µCi de garnma-3:<P-ATP ('7. 000 Ci/mmol, 

Amersham), 2.5 µ1 de buffer lOX de polinucleótido cJnasa 

(Tris-HCl 0.5 M pH 7.6, MgCl2 0.1 M, DTT 50 mM, espermidina 

1 mM y EDTA 1 mM pH 8.0). 10 unidades de polinucleótido 

cinasa del fago T4 (Amersham). y aqua estéril sufici.;nte 

para alcanzar un volumen de 25 µl. Esta mezcla fue 1ncubada 

a 37QC por 30 min .. y posteriormente calentada a 65QC por 5 

min. para inactivar la c1nasa. Después se adicionaron 25 µl 

de acetato de amonio 4 M y 250 µl de etanol, y se d0jó 

precipitando por 30 min. en hielo seco-etanol. 

Posteriormente se centrifugó por 15 min. en microcentrífuga, 

y el botón resultante fue disuelto en 25 µl de agua. Se 

realizaron dos precipitaciones mas. como en el paso 

anterior, con el objeto de eliminar el ATP radioactivo 

libre. El Ultimo precipitado fue lavado con etanol al 70% y 
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resuspendido en 100 ul de agua. La cantidad de radioacti­

vidad incorporada se determinó en un contador de centelleo 

líquido. 

3.52 Hibridación. 

Fueron mezclados 50.000 cpm del oligonucleótido 

marcado con 40 ug de RNA total de ]:___sr.JJ~l· Esta mezcla se 

precipitó con 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) 

y 2.5 volúmenes de etanol. El botón se dejó secar a 

temperatura ambiente y se resuspendJó en 30 ul de solución 

de hibridación (formamida al 80%, PIPES 40 rnM pH 6.4, NaCl 

0.4 M y EDTA 1 rnM pH 8.0). Esta mezcla se incubó a 30QC 

durante una noche. Posteriormente se precipitó con 170 ul 

de acetato de sodio 0.3 M y 500 ul de etanol. El botón fue 

lavado con etanol al 75%-acetato de sodio 0.1 M (pH 5.2), y 

fue secado a temperatura ambiente. 

3.53 Extensión del oligonucleótido. 

El precipitado fue disuelto en la siguiente mezcla: 

3.5 ul de cada dNTP 4 mM (dGTP, dATP, dTTP y dCTPJ, 2.5 ul 

de buffer lOX de transcr1ptasa reversa (Tris-HCl 0.5 M pH 

8.0. MgCl2 50 mM. DTT 50 mM y KCl 0.5 MJ. 1.25 ul de RNAsin 

(Promega) y 7.5 ul de agua (volumen final de 25 ulJ. 

Posteriormente se agregaron 40 unidades de transcriptasa 

reversa AMV (Boeringer Mannheiml y se incubo a 42QC por 9ú 

min. Después se aftadió 1 ul de EDTA 0.5 M (pH 8.0) y 1 ul 

de RNAsa A pancre~tica (1 mg/mlJ. y se mantuvo a 319C por 30 
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mjn. Posteriormente se adjcionaron 100 µl de acetato de 

amonio 2.5 M y se realizó una extracción con 125 µJ de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamflico (25:24:1). La fase 

acuosa se transfjrió a un tubo nuevo y se agregaron 300 µ1 

de etanol, para precipitar los ácidos nucleicos. El 

precipitado se lavó con etanol al 70%, se secó con vacfo y 

se resuspendió en 4 µl de TE. Posteriormente se adicionaron 

4 µl de buffer de muestra (formamida al 95%, EDTA 20 mM, 

azul de bromofenol 0.05% y xileno-cianol 0.05%). Los tubos 

fueron calentados 3 min. a 80QC y transferidos a hielo. 

Fueron analizados 4 µl de la muestra en un gel de 

poliacrilamida al 6% (ver sección 3.14). A la par que se 

realizaba este ensayo, fue secuenciado el fragmento genómico 

8-2 (figura 5) subclonado en M13mpl9. usando como primero al 

oligonucleótido empleado en este experimento. Las 

reacciones de secuencia se corrieron en el gel, Junto con la 

muestra de este ensayo. Las condiciones de electroforesis, 

tratamiento del gel después de la corrida y obtención de la 

autorradiografía, se seftalan en la sección 3.14 

4. Alineamientos, comparación de secuencias y gener~ción de 

estructuras secunuarias de RNA. 

Las secuencias fueron alineadas con el programa 

CLUSTAL de PC/GENE, buscando los mejores alineamientos 

posibles. Este programa se basa en el método Higgins y 

Sharp (1988). 
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Las matrices de comparación de secuencias se llevaron 

a cabo con el programa NMATPUS de PC/GENE. basado en el 

método desarrollado por Pustell y Kafatos (1984). con 

porcentajes de astringencia del 75 al 100%. 

Las estructuras secundarias de RNA se obtuvieron con 

el programa RNA-fold de PC/GENE. el cual se basa en el 

método de Zuker y Stiegler (1981). Lil presentación de las 

estructuras se obtuvo con el programa MOLECULE (Lapalme et 

al .. 1982). 
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R E S U L T A D O S. 

Subclonación de fragmentos genómicos de la unidad de 

transcripción de RNA ribosomal. 

La clona genómica pRTC20 (Hernández et al., 1988) 

contiene la región codificadora del RNAr 188 y un fragmento 

de aproximadamente 2.1 Kb hacia el extremo 5' de esta región 

(figura 5). En L.. bruºgj_ y f,. fasc_J_¡;_!,!lata el s1tio de 

inicio de la transcripción fue ubicado a aproximadamente 1.2 

y 1.0 Kb, respectivamente, del gen del RNAr 188 (White et 

al., 1986; Grondal et al., 199~1. Dado que en organ1smos 

muy cercanos hüy similitud en el tamaf'io del espaciador 

transcrito externo (Bourbon et al., 1988), se consideró muy 

probable que en el inserto pRTC20 estuviera contenido el 

sitio de inicio de la transcripción del RNAr de T. crypi. 

El fragmento de 2.1 Kb (inserto pRTC19, figura 5) se 

aisló de la clona pRTC20 digiriendo ésta con fü!l II y Es;_Q 

RI, y se subclonó en pUClf:J, digerido con fui!!! HI y ,f;.<_;.Q RI. 

Se verificó la presencia de sitios de ;¡__q_g 3A y Hinc. II en el 

inserto pRTC19, previamente ubicados en el laboratorio del 

Dr. Hernández, y fueron localizados dos s1tios de §.!ill l. 

Los fragmentos 8, 9, 4, 7, 8-3, B-2, 7-3, 9-4 y 9-5 se 

generaron al digerir el inserto pHTC19 con las endonucleasas 

sef'ialadas en el mapa de restricción (figura 5). Estos 

fragmentos tamb1én fueron subclonados en pUC18. 
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Figura 5. Mapa del extremo 5' de la unidad de HNAr de L 

cruzi. Se seftala la región codificadora. del RNAr 

18S y las clonas genóm1cas empleadas en este 

trabajo. También se presenta la estrategia de 

secuencia. Se seftalcn únicamente los sitios dé 

restricción utilizados en las subclonaciones. 
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Secuenciación del fragmento pRTC19. 

Los fragmentos provenientes de la clona genómica 

pRTC19 fueron subclonados en los derivados fágicos M13mp18 y 

M13mpl9, y se realizó un análisis de secuencia nucleotídica 

sobre moldes de cadena sencilla. En la figura 5 se presenta 

la estrategia de secuencia, y en la figura 6 se muestra la 

secuencia completa del inserto pRTC19. El fragmento resultó 

ser de 2106 pb, conteniendo las primeras 5 bases del DNA 

codificador del RNAr 188, y 2101 pb hacia su extremo 5'. La 

composición de bases del fragmento es la siguiente: T• 

30.7%, C• 20.3%, A= 23.9% y G= 25.1%. En particular, el 

fragmento 8-2 presenta una secuencia rica en T (38.2\b) y 

pobre en A (14.5%J. 

Algunos organismos, como Xenopu~ y ratón, presentan 

secuencias repetidas en los espaciadores intergénicos de sus 

unidades de RNAr, los cuales funcionan como activadores de 

la transcripción (Reeder, 1984). Con el objeto de buscar 

secuencias repetidas en el inserto pRTC19, se analizó la 

secuencia completa del inserto, por medio de una matriz de 

comparación. No se encontraron elementos repetidos en el 

inserto mediante este análisis. 
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Figura 6. Secuencia nucleotidica del espaciador externo 

(2106 pb), en el extremo 5' de la unidad de RNAr de 

T. cruzi. El sitio de inicio de la transcr1pción 

aqui identificado se muestra subrayado y con letra 

más obscuro (G en la posición 334). La secuencia 

TCATGNNG. que incluye el sitio de inicio de la 

transcripción, también se localizó entre los 

nucleótidos 599 y 607 (ambas regiones se presentan 

subrayadas). El oligonucleótido de 30 bases 

empleado en el experimento de "extensión del 

primero" también se muestra subrayado. 
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1 GAGCTCGGTG C/\CCCTGGGA TA1"I'TGCGCA CCCACC'l'TTC CCGTCGCAAT CGGCGCCGTC 
61 CGAACGCGGA AATGTTCCGA Gl\ATAAT/\CG GCTGGGCTGC GCCGCGCGTT CCCCGCGTG/\ 

121 ACCAAC1'A1'1' GTGCGATG1'G C/\GCATCCTA TTGTGGTGCT TTACCGCACA CCAGTT'l'CCT 
181 TGCGGGGCTI' ATTTGGTGTG TTGGA'l'Tl"l'T 1\1\TTTTTTG/\ TGA1'TCGGAG GAATTTT1'1'G 
241 CAATrTTTGG GTACCCCT/\/\ AAAAATTTTG G/\GTTTCCGG GGT!'CGATCC AACTTGTGC'!' 
301 T'I'T1"1'AACCG TCCATTTGTG TCTAG'l'/\C/\'.l'._Q¡T_<;!GAQCGG TATTCTCTCC GGTGGCCCAG 
361 GTGGCGTCGG AAGGMTCGG 'l'GTCCCTC/\G GATG1'TTGGT TTT!'CGTTTT 'I'TTTT1'1'GCG 
4 21 GTCTITTG1'1' TCQCATCGCC GT/\'I'CGT(!TG CGGCGCGl\CC TTC1'T1'TTGG CTCA'ITGGTC 
481 AGTGAGGTI'r ATAATAAAGT GGATCATTTG GGTI'TTTGGC CCTTTGCGGC GCACCCGCGG 
541 AATGGGGGAG GGATTTTC/\T ATAATTGTAG 'J'GTACAC/\TT G'l'GTG1'GGGT CGCAAAATGT 
601 QiTI¡_CCQTGT GCAATGTTTA TTTGCGTGCT GTGCGTGTCC Tr1'1'GTGATT CCACCACTTG 
661 TGTGTATTTT ACCTTATCGT CTCTCCCTCG CGTTGGCTGT GCGTGAATTG TCTGTCGCAT 
721 TCGTGGG/\AA TCAAAAGGGG AATCA/\CGTG TTCTTTTTTT TTCAGAAGGG GAGTCAAAGC 
781 GCCGTGTGGA 'I'GCCAAGTCT GTGCAAGAGT TA/\CTATTAT TACTACCACT ACTGCTGCTG 
841 C'l'GCC/\CTCC CTACA1'ATGC GCACAAGTAC ACACACATA'l' ATA'l'/\TATAT /\1'GCGAATAC 
901 ACCTGTGTGT ATTATGCT/\T GTGTG1'GTCT GTG1'GTGTG'I' AGGTGATGGG GTAG1'AGTTG 
961 TATT/\TAGTA T/\GT/\T/\TAT T/\GTAGT/\TA CGGC/\1\/\1\GG CAAAGACACA AGCACGGCG/\ 

1021 GTACGACG/\/\ CAA/\CCCATT TC/\CAC/\TG/\ GTGTGCGCCA CACACGCGGC TGCTCCTTTT 
1081 'l'TTTCTGCCT TTGCC/\CACC CCATATGT/\T ATT/\TA'l'/\T/\ TA/\GGGTGTG TGTGTGGTGA 
1141 GAGA/\1\1\CTG G/\A/\TG/\TTG CGTGTGTG'l'C GCCGCCACG/\ /\CC'l'GTCAG/\ TGCTT!'CTTA 
1201 CGGT/\1"1'1'TG TTGC/\TGCAC CCGCGT/\CAC /\C/\/\TATAT/\ C/\C/\CACAAA /\AAAAACACC 
1261 GATATG/\TGG CG/\GTGTGCG /\TTC'l'CC1'1'T T/\T1'GTC'l'T'I' TTCCTCTTT'I' TCTGTGCTCT 
1321 GC1'G'l'GTGCC AATA/\1\1\CAC /\CG/\GAGTAG AGA/\ACGGGG GAAA/\AGTAG TAAATAAA'I'G 
1381 Gl>.GG/\CTGCT TCGCAGCTGC CCTGCCGCAC TGTTTTTGCT GCTGGGTTCG CMCGCGATG 
14 41 CTG.Z\AGAGAG TG/\AATCGCG TC/\CAA/\/\GC ACCCTC/\G/\C TGGTGTGAAG 1'GTGA/\G'l'/\T 
1501 GTGTAC/\/\AT GCGTG1'GTGT GTGT/\T/\C/\C ATTGACGATA GC/\'!'/\CCAGG GAAZ\AAAGG/\ 
1561 GG/\CAC/\/\AC M/\C/\1\1\/\GG AATTGTGTGC GTG'l'GTGTCC TCTCTT'l'CGT GCGTGCTG/\/\ 
1621 CTCTGTGTGT GTGTGCTGCC GTTTTGTTTG CAGCTTG/\M TGCTTGGTTG /\TAG/\AATCG 
1681 GTACTTGATT GT'l'GCCGCAT TTCGAGGJ,A'I' TTC/\TCC/\AA ;IA/\/\AAAG/\G GTC/\/\C/\AC/\ 
1741 ACCAACTG1IC AAACTTTGTG TTGGACCTGT CTATGTGGTG GTGTGGTGGG GGMGAGA/\A 
1801 CACACACAC/\ G.O.CAAAAAC/\ C/\/\ACACCAT GTC/\TTTTGG CA'fGCGTG1'G CGTGCGTGTG 
1861 CGTGCGTTGA AT/\TCCTCCA CAC/\CAAAT/\ 'l'A'I'/\TATAT/\ TATATATAAT ACC/\CAACAA 
1921 C/\TTTCAMG G/\TCATCMT GTGTGTGAG/\ CGTG1'GCGTT TGTAGCGTGT GTAT/\TGTG'I' 
1981 GTTTTGTGTG TTGTG1'GG1'G T/\ATGTGTGT GTGTGTGTCG TTCGTGCATA TAC/\CCTTA'l' 
2041 AC/\CAC/\CAC ACACACGTA/\ TAT/\ATACAC AC/\CAGCGAA CGCCGCGGTC CAACAACTTG 
21 ll l /\G/\TCT 



Localización del sitio de inicio de la transcripción de la 

unidad de RNA riboaomal. 

Como paso inicial en la localización del sitio de 

inicio de la transcripción de la unidad de RNAr. fue necesa­

rio reproducir en el laboratorio una técnica de extracción 

de RNA total que nos permitiera la obtención de precursores 

de RNAr del tamafto de la unidad de transcripción completa 

(aproximadamente 10 Kb). Las mejores preparaciones de RNA 

se obtuvieron con la técnica que emplea tiocianato de guani­

dina e hidrocloruro de guanidina (sección 1.2 de materiales 

y métodos; McDonald et al .. 198'7). Como se aprecia en la 

flgura 7, las preparaciones de RNA asi obtenidas presentaron 

abundante material de alto peso ;nolecular. 

La localización del sitio de inicio de la transcrip­

ción de la unidad de RNAr de I~uzi se llevó a cabo 

mediante experimentos tipo Northern. ensayos de protección 

con nucleasa Sl y análisis de "extensión del primero". Los 

experimentos tipo Northern se llevaron a cabo con 15 µg de 

RNA total, utilizando como sondas fragmentos de DNA marcados 

con 32p. por "random primer". Los fragmentos 4. 9. 7 y ·1-::i 

hibridaron predominantemente con moléculas de RNA de 

aproximadamente 4.::l y 6.8 Kb (figura 8), aunque a mayores 

tlempos de exposición fue evidente la µresencia de bandas de 

tamano superior a 9.j Kb. Al hibr1dar con el 1nserto pHTC20 

se obtuvo seftal con la molécula d~ RNAr 188 madura (2.4 Kbl 
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Figura 7. Perfil e 1 ectrot oret l co de RNA total de 'L_....9.:.4:<;.i . 

Se utilizó un gel de agarosa al 1% y tormaldeh1do al 

6~. Carril 1: HNA marcador de tamaHo. Carril 2: 15 

ug de RNA total de T. cryz1. 
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Figura 8. Localizac1ón del sitio de inicio de la 

transcripción por medio de experimentos tipo 

Northern. A) Autorradiografla de la hibridación 

tipo Northern de RNA total de T. cru;zi con 

fragmentos de DNA marcados con 32p. B) Mapa físico 

del extremo 5' de la unidad de RNAr de I._,__gxuzi. Se 

seftala la posición de los fragmentos de DNA usados 

como sonda. 
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y con el fragmento de 4.3 kb (figura 9); a mayores tiempos 

de exposición también se presentó seftal con el fragmento de 

6.8 Kb. Esto nos indicó que la molécula de 4.3 Kb es un 

precursor del RNAr 188 que contiene el espaciador transcrito 

externo. Los fragmentos mayores de 9.5 Kb probablemente 

sean transcritos primarios jntegros de la unidad de RNA 

ribosomal. El fragmento 8-2 hibridó débilmente con la 

molécula de 4.3 Kb, mientras que con el tragmento 8-3 no se 

presentó seftal alguna (figura 8J. Estos datos indicaron que 

el sitio de inicio de Ja transcripc1ón está contenido en el 

inserto 8-2. 

Como siguiente paso en la localización del sitio de 

inicio de la transcripción, se realizaron ensayos de protec­

ción con nucleasa 81, con los fragmentos 9. 7 y 8-2. Como 

se observa en la figura 10, despues del tratamiento con nu­

cleasa Sl los fragmentos 9 y 7 fueron totalmente protegidos, 

mientras que el inserto 8-2 fue reducido a un fragmento de 

aproximadamente 170 pb. Esto nos indicó que el sitio de 

inicio de la transcripción se localiza a aprox1madamente 170 

pb "r1o arriba" del extremo 3' del fragmento 8-2. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos en los experimentos 

tipo Northern (figura 8). 
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Figura 9 

Sor1da pRTC 20 

4.3 kb 

RNAr 188 
- ( 2.4 kb ) 

4'7 

Autorrad1oc¡ra!lo de un experimento t1po Norlhern 

en el que RNA total de I.c __ l:"_r_q?.i_ fue hlbridado c0n el 

inserto pRTC2ü. 



Figura 10. Ubicación del sitio de inicio de la 

transcripción mediante ensayos de protección con 

nucleasa Sl. Al Autorradiografia de experimentos de 

protección con nucleasa 81 llevados a cabo con los 

insertos 8-2. 7 y 9. Carril C: experimento control 

con 40 µg de RNAt de lL..sol i. Carri 1 T: Ensayo 

realizado con 40 µg de RNA total de :I_,_cruzi_. 

Carril I: inserto marcado, sin tratarse con nucleasa 

Sl. Carril M: marcador de tamatto. pBR322 digerido 

con Hinf I. Bl Mapa de restricción de la región 

espaciadora del extremo 5' de la unidad de RNAr de 

'.L_ cruzi. 
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Cabe seftalar que, además del fragmento totalmente 

protegido, en la autorradiografia se aprecian bandas de 

menor tamafto (figura 10); con el inserto 8-2 se observa una 

banda de alrededor de 90 pb. mientras que con el inserto 7 

se presentan fragmentos de 460, 370, 340 y 130 pb. En el 

experimento con el inserto 9 se observan varias bandas, 

principalmente una de poco menos de 900 pb y otra de 700 pb. 

Estas bandas menores pueden ser resultado de Ja protección 

de moléculas de RNA precursoras ya procesadas, o degradadas, 

aunque también pueden deberse a la presencia de 

heterogeneidad en la localización del sitio de inicio de la 

transcripción entre las diversas copias de la unidad de 

RNAr. 

Finalmente, con el objeto de determinar con exactitud 

el primer nucleótido transcrito de la unidad de RNAr de T .. 

cruzi, se procedió a realizar un ensayo de "extensión del 

primero''. Para este experimento se utilizo un oligonu­

cleótido de 30 bases complementario a la secuencia 

localizada a aproximadamente 100 pb del sitio de ln1c10 de 

la transcripción ubicado en el experimento con nucleasa Sl 

(figuras 6 y 10). El producto de este ensayo se anal1zo en 

un gel desnaturalizante de poliacrilamida, junto con una 

reacción de secuencia del fragmento 8-2, usando el m1smo 

oligonucleótido como prímero (figura 11). El resultado de 

este experimento indicó que el sitio de inicio de la 

transcr i pe i ón de 1 a un l dad de RNAr de T. cruz_l_ corresponde a 
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Figura 11. Identificacion del primer nucleótido transcrito 

de la unidad de RNAr por "extensión del prímero". 

Al Análisis de "extensión del pr:ímero" llevado a 

cabo con un oligonucleótido de 30 bases (ver figura 

6) y 40 ug de RNA total de J. crl!..~. (carril 1). 

Carriles G, A, T y C: reacciones de secuencia. Bl 

Secuencia nucleotídica alrededor del sitio de inicio 

de la transcripción. En la parte superior se 

presenta el mapa del extremo 5' de la unidad de 

RNAr, y se esquematiza el oligonucleótido empleado y 

el producto de extensión (rectángulo y flecha, 

respectivamente). En la parte interior s~ presenta 

la secuencia que rodea al sitio de inicio de la 

transcripción (+1). Esta secuencia es 

complementaria a la que se lee en el panel A. 
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una G (C en la secuencia complementaria) ubicada a 1768 pb 

del extremo 5' de la región codificadora del RNA 188 

(figuras llB y 6). El espaciador transcrito externo del 

extremo 5' de la unidad ribosomal de I..,___~ruzi (1768 pb) es, 

por lo tanto, casi 600 pb más grande que el espaciador 

análogo en T. brucei, y casi 800 pb mayor que el mismo 

espaciador en C. fasciculata. 

Comparación de la región promotora de RNAr en 

tripanoaomatidioa. 

Con el objeto de identificar posibles elementos 

conservados en los promotores para la RNA pol I en 

tripanosomatidios, fueron alineadas las secuencias de los 

promotores de RNAr de T. cruzi, T. brucei y C. fasciculata, 

de los nucleótidos -150 a +20, consjderando como +1 el 

primer nucleótido transcrito (figura 12). No se encontraron 

bloques de secuencias conservadas, usualmente presentes en 

los promotores de RNAr de organismos emparentados (Balzi et 

al .. 1985). Del total de 170 bases comparadas, hubo 

identidad entre las tres especies en 30 nucleótidos, 

distribuidos a lo largo de toda la secuencia, sin agruparse 

en alguna región en particular. Resultados similares se 

obtuvieron al comparar·. por separado. la secuencia de r .. 
~ con la de T. brucei. y T. cruzi con f.,__t_asciculata 

(datos no mostrados). 

51 



Figura 12. Alineamiento de las secuencias de las reg1ones 

promotoras de la transcripción de la unidad de RNAr 

de T. cruzi (TCl. º-.,__fascicuJ_~J-ª- (CF) y J_,__br_IJ.9!!.i 

(TB). La región analizada abarca de los nucleótidos 

-150 a +20. Con asterisco se se~ala Ja identidad do 

una base entre las tres secuencias, y con punto se 

indica que hay identidad entre dos secuencias. La 

primera base transcrita, en cada promotor. se seftala 

con letra más obscura. 
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-150 

CF CCAAC------GGCATGCCCGCGAGCCCAGTGGGCCGTG----GGCTAGG 
TC GGGGCTTATTTGGTGTGTTGGATTTTTAATTTTTTGATGATTCGGAGGAA 
TB G---CTT--TTGACATGTTAGATATAATATGTTTTATTGTAAAGTCAATA 

* *•. ·**·. *·... *·..... ** *• •.• 

CF CCCCAGCCCTAGGGAAAGGGCAGTGGCCGAGCACACATACGCGAATTCTA 
TC TTTTTTGCAATT------TTTGGGTACCCCTAAAAAAATTTTGGAGTTTC 
TB CAACACACAATAGGATAATAATGATAAAGTTAAAAAAGTATATATAGTAA 

* ... *•••••••*•U·~~••••••••• 

CF TGGA-------CGATTGTGGGCATATTTTA-CGCACATCGCCCGCGCAGG 
TC CGGGGTTCGATCCAACTTGTGCTTTTTTAACCGTCCATTTGTGTCTAGTA 
TB TAGAAATATATCTTATATAGGAAAGATTAAGCAGT-AAAAGTAGCGCTTA 

CF 
TC 
TB 

.. *. 

CGCTGTTTTGCTAAAACTCGTGTCTG-AGACAAGCAGCC 
CA-------TCAT------GGAGCGGTATTCTCTCCGGT 
CG-------GCGTA----CGGAGCAGGAGA-GCAACTG-
*. . * . +20 



En cuanto a su composición de bases. los promotores 

de RNAr de los tripanosomatidios también presentaron 

diferencias. El promotor de T. cruzi es rico en T y pobre 

en e (T• 41.8%, C= 15.9%, G~ 23.5% y A- 18.8%), mientras que 

el promotor de T. brucei es rico en A y pobre en C (A= 

42.4%, C= 10%, G- 19.4% y T= 28.2%). En C. fasciQulat~ esta 

región es rica en G y e (G• 30.6%, C= 30%, A= 21.8% y T-

17. 6%). 

Análisis del grado de heterogeneidad en la región promotora 

de RNAr de '.I'J cruzi. 

Se ha reportado que regiones de DNA funcionalmente 

importantes son muy conservadas, mientras que regiones que 

aparentemente no llevan a cabo alguna función son altamente 

polimórficas (Clarl-;, 1987). En el caso de la unidad 

ribosomal. las regiones codificadoras de las moléculas de 

RNAr son muy conservadas. mientras que las secuencias de los 

espaciadores son muy variables: mediante el anál1s1s de 

sitios de restricción en espaciadores intergén1cos. en el 

extremo 3' de la unidad ribosomal de T cruzi. se encontró 

que hay heterogeneidad entre las diferentes cop1as del 

cistrón ribosomal (Martínez-Calvil lo, 1990). y que también 

existe variabilidad entre diferentes cepas de T. cruz1 

(Zavala-Castro et al .. 1992). 
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Con el objeto de determinar el qrado de 

heterogeneidad en la región que rodea al promot0r de RNAr de 

T. cruzi, se procedió a realizar un análisis de sitios de 

restricción de Hinf I en esta región. tanto en la cepa C4. 

como con las cepas Yuc H4, Perú y S1Jvio. El análisis se 

realizó mediante un experimento tipo Southern, utilizando 

como sonda una región de DNA que contiene secuencias de Ja 

región promotora (inserto 8-2>. Como se observa en la 

figura 13A, con las cepas C4, Yuc H4 y Pera se presentaron 3 

bandas, de 150, 270 y 420 pb. mientras que con la cepa 

Silvio se presentó únicamente la banda de 420 pb. De 

acuerdo al mapa de restricción de Hinf I de la clona 

genórnica pRTC19 (figura 1381 se esperaban las bandas de 150 

y 270 pb. El fragmento de 420 p~ resulta de la ausencia de 

un sitio de Hinf I en algunas copias de la unidad de RNAr. 

En el caso de la cepa Silvio. este sitio de Hi~t l no se 

presenta en ninguna de las copias del cistrón ribosomal, lo 

que dá corno resultado la presencia de sólo una banda. Estos 

resultados nos indican que existe poca variabilidad en la 

región identificada corno probable promotor de la unidad de 

RNAr de :L_~r:.µzi, lo que sugiere que esta región del genoma 

es funcionalmente importante. 
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Figura 13 Análisis de s1tios de restr1ccion de ªinf 1 en 

la región que rodea al promotor de RNAr. AJ 

Experimento tipo Southern en el que DNA total de 

cuatro cepas de :L___J;rQzi tue d1ger·1do con j:J.;i_!Jl. l, e 

hibridado con el fragmento 8-2. B) Mapa de 

restricción de !:Ltn.t I de la región espaciadora del 

extremo 5' de la unidad de RNAr de J~rUZJ.. La 

flecha indica el sitio de inicio de la transcripción 
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Generación de la estructura secundaria del espaciador 

tr·anscrito externo del extremo 5' de la unidad de RNAr. 

Con el programa "RNA-fold" de ZuJ<er (1981), se obtuvo 

la estructura secundarja del espaciador transcrito externo 

del extremo 5' (ETE-5') de la unidad de RNAr de T. cruzi 

(1768 bases). Una limitación de este programa es que sólo 

analiza moléculas de RNA pequeftas (no mayores de 400 bases). 

Por el lo. el espaciador fue dividjdo en varias partes: los 

primeros 200 nucleótidos transcrjtos (posición 334 a 534, de 

acuerdo a la numeracjón de la figura 6), fragmento 7-3 

(nucleótidos 502 a 8141, fragmento 9-4a (nucleótidos 809 a 

10121. fragmento 9-4b (bases 1013 a 1.218), fragmento 9-5a 

tnucleótidos 1213 a 1473), fragmento Y-5b (bases 1474-1736) 

y fragmento 4 (bases 1731 a 2106). Como puede apreciarse en 

las figuras 14A y 15. todo el espaciador forma regiones 

altamente estructuradas. Los valores de energia libre 

negativos obtenidos indican que las estructuras secundarias 

son muy estables. Cabe seftalar que si se pudiera obtener la 

estructura secundaria del ETE-5' completo (en lugar de en 7 

partes) tal vez se presentarian modificaciones en algunas 

regiones de la estructura secundaria que aqu1 se presenta. 

En ningun otro tr1panosomatidio se ha secuenc1ado 

totalmente el ETE-5' de la unidad ribosomal y, por lo tanto. 

no hay reportes de estructuras secundarias en esta región. 

Con ayuda del programa "RNA-told" obtuvimos la estructura 
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Figura 14. Estructura secundaria de los µrimeros 200 

nucleótidos del espaciador transcrito externo del 

extremo 5' de J,3 unidad de RNAr de: Al LsnL:z_,j_. B) 

I. bn1cei y C) C, fascj_c1,1j_g_Ui_. En ¡,, fiqura de]:..,__ 

=z.i se presenta un mapa de restr1cc1ón en el que 

se senala la región analizada. 
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B Trypanosoma ~ 

Nucleótidos +1 a +200 del transcrito primario del· RNAr 

Energía: -76.6 Kcal 

1 

L. __ ¡ 



e Crithidia fasciculata 

Nucleótidos +1 a +200 del trascrito primario de RNAr 

Energía: -85.4 Kcal 

• u 
e u 
'1 e A 



Figura 15. Estructura secundaria del espaciador transcrito 

externo del extremo 5' de la unjdad de RNAr de L.. 

cruzi: A) fragmento 7-3, B) fragmento 9-4a, C) 

fragmento 9-4b, Dl fragmento 9-5a. EJ fragmento 9-5b 

y FJ fragmento 4. En cada caso se señala en el mapa 

de restricción la región analizada. 
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secundaria probable de los primeros 200 nucleótidos trans­

critos de la unidad de RNAr de J. brucei. (figura 14B) y C., 

f..g_~~~!J..lFta (figura 14C), encontrándose que al igual que en 

T. cruzi (figura 14A) esta zona es altamente estructurada. 

Sin embargo. resulta necesario comparar estructuras secun­

darias de regiones más grandes, para tratar de encontrar 

regiones comunes entre los tripanosomatidios, que pudieran 

ser importantes en el procesamiento del transcrito primario. 
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D I S C U S I O N 

Estructura primaria y secundaria del espaciador transcrito 

externo del extremo 5' de la unidad de HNAr. 

En esta tesis se localizó el sitio de inicio de la 

transcripción de la unidad de RNllr de I.~.i:ru~i. y se 

identificó una probable región promotora de la transcrip­

ción. El primer nucleótido transcrito fue ubicado a 1768 pb 

del extremo 5' de la región codificadora del RNAr 188, lo 

que indica que de la región espaciadora secuenciada (2101 

pb), 333 pb corresponden al espaciador intergénico, y 1768 

pb corresponden al espaciador transcrito externo del extremo 

5'. (ETE-5') de la unidad de HNAr. En L__Q.r..vs_gj_ y .C~ 

.Ú!ª-9~cu.1Q.t.Q el ETE-5' tiene un tamafto aproximado de 1.2 y 

1.0 Kb, respectivamenle (White et al .. 1986; Grondal et al.. 

1990). En algunos anfibios, como Xenopus laevis y .lL_ 

12.o.~ ha sido secuenciado totalmente el ETE-5' (Furlong et 

al., 1983), encontrándose que su tamano es menor que el de 

los tripanosomatidios f712 y 612 pb, respectivamente). En 

mamíferos, el ETE-5'de la unidad de HNAr es más grande, 

teniendo un tamafto de 3658 pb en humano (González et al., 

1990), y 4006 pb en ratón (Bourbon et al .. 1~88). 

Comparaciones de la secuencia del J::TE-5' entre 11urna110 

y ratón indican que en la región cercana al sit10 de inJc10 

de la transcripción oc presenta cierta identidad (figura 

67 



16), mientras que en otras regiones no hay similitud en la 

secuencia; sin embargo, a pesar de las diferencias en la 

secuencia, algunas partes del espaciador de humano y de 

ratón forman estructuras secundarias muy similares 1Gonz4lez 

et al., 1990). Las estructuras secundarias reportadas en 

humano y ratón son muy estables, como sucede en T. cruzi 

(figuras 14A y 15). En los tripanosomatidios, sólo en I.,_ 

crtL?i se ha obtenido la secuencia completa del ETE-5'. por 

lo que no es posible determinar si a nivel de estructura 

secundaria hay similitud en este espaciador, entre este 

grupo de protozoarios. El análisis estructural del ETE-5' 

de la unidad de RNAr de I-'---ºLuz_:¡_ perm:itir4 futuros estudios 

tendientes a determinar posibles funciones de esta reqión. 

como su participación en la formacion y transporte de 

particulas pre-ribosomales. 

La composición de bases del ETE-5' de T. cruzi es la 

siguiente: G- 25.1%, A• 24.8%, T- 30.4% y C- 19.5%. El 

contenido de A+T es del 55.2%, siendo éste un valor 

relativamente bajo, considerando que los espaciadores 

transcritos internos de 1 a unidad de RNAr de 'L__c;_ruzi_ t J enen 

un contenido de A+T del 64% (Gómez, 1990), En la parte 

secuenciada del espaciador intergénico la composición de 

bases es muy similar a la del ETE-5' tG= 24.9%, A- 18.6%. T= 

32.1% y C= 24.3%). 
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Comp~ración de la secuencia que rodea el sitio de inicio de 

la transcripción en la unidad de RNAr. 

El alineamiento de las secuencias que forman la 

región promotora del RNl\r en :L. ___ cruzi. I. brucfil y º_._ 
fa~;_~icul,_at_g reveló que no existe similitud en esta región 

entre los tripanosomatidios Ctigura 12). Este hecho resultó 

interesante, dado que existen reportes que indican que entre 

organismos emparentados se presenta cierta similitud en la 

secuencia de la región promotora del RNAr (Balzi et al., 

1985; Somrnerville, 1984). Al comparar, especificamente, la 

región que rodea al sitio de inicio de la transcripción (de 

los nucleótidos -20 a +101 se observa que entre diferentes 

grupos de organismos. como mamíferos, anfibios y levaduras, 

se presentan bloques de secuencias conservadas, mientras que 

entre los tripanosomatidios no se presentan éstos (figura 

16). De las 30 bases analizadas, entre humano, ratón y rata 

se presenta identidad en 18 posiciones (60%). Entre las 

tres especies de ~~D.QRll~ hay identidad en 23 posiciones 

(76.6%), y en las levaduras las bases idénticas son 20 

(66.6%). Entre los tripanosomatidios sólo hay identidad en 

3 posiciones (10%). 

Recientemente rue reportado que al comparar una parte 

de la secuencia del extremo amino de la histona H4. entre 

varios organismos, se observa un mayor numero de dilerencias 

entre L_sruzi y I.,__brucn. que> entre humano y erizo de mar 

.. 
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Figura 16. Comparación de la secuencia que flanquea el 

sitio de inicio de la transcripción de la unidad de 

HNAr de, (1) mamíferos: Humano (Financsek et al., 

1982), rata (Rothblum et al., 1982), ratón 

(Financsek et al .. 1982); (2J anfib1os: X. laevis 

(Sollner-Webb y Reeder, 1979), x.,_poreªlis (Furlong 

et al .. 1983), X. clivii (Bach et al., 1981); (3) 

levaduras: S. cerevisiª~ (Bayev et al., 1980), .::L. 

rose i ( Verbeet et al . , 1983 J , K. 1 act_j_f?. (Ver be et et 

al., 1984): y (4) tripanosomatid10EJ: C:::~ _ _f_<ul_c;js.1!.litta 

(Grondal et al., l:i~O}, T. brtJ_g_<;j_ (White et al., 

1986), T. cruzi distal (este trabajo} y L____Qru;¡;;j_ 

proximal (Dietrich et al., 1993). La secuencia 

comparada abarca de los nuvleót1dos -20 a +10. en 

relación al sitio de inicio de la transcripción 

(+1). Los nucleótidos ldént1cos entre las tres 

especies de un grupo particular se encierran en un 

rectángulo. Las similitudes entre los promotores 

distal y proximal de T. cr~~! se lndican con un 

asterisco. 
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AGTACATCAT 

TGTGTGTCAT 

* .. * * * * 

ATGCGAA!>.GC 

ATGCGAAAGC 

ATGCGAAAGC 

CGT~,..TCTGAG 
ACGGAGCAGG 

GGAGCGGTAT 

G e T G T G T G e A 

* 



(Hecker. 1993). Esta observación, junto con datos obtenidos 

al analizar secuencias de moléculas maduras de RNAr 

(Hernández et al .. 1990: Gómez et al .. 1991) y del gen de B­

tubulina (Amorim et al .• 1993), sugieren que los 

tripanosomatidios son un grupo de organismos que durante la 

evolución se separó tempranamente del resto de los 

eucariontes, y que dentro de la familia Tripanosomatidae se 

incluyen organismos genéticamente muy distintos, a pesar de 

ser morfológicamente muy similares. 

Los resultados obtenidos en este trabaJo apoyan las 

observaciones realizadas con la histona H4. las moléculas de 

RNAr y el gen de B-tubulina. Estas diferencias en 

secuencias de ácidos nucleicos y proteínas, se suman a las 

diferencias fisiológicas y parasitológ1cas observadas entre 

I_,__f..:ruzi y T. __ :Qru~fil. lo que indica que la validez del 

género Ir_yg_anosoma debe ser reconsiderada (Gómez et al .. 

1991: Hecker, 1993: Amorim et al., 1993). 

Retomando los resultados presentados en la figura 16. 

tenemos que entre mamíferos, anfibios y tripanosomatidios se 

presenta una T en la posición -1 y una G en la posic1on +4. 

En las levaduras estas bases se encuentran desplazadas una 

posición (T en -2 y G en +3). En todos los casos. excepto 

en Q_~c;liJJ.l.<Lli\. una purina es el pr1mer nucleót1do 

transcrito. Se ha demostrado que mutac1ones en los 

nucleótidos -1 y +1 pueden disminuir drásticamente la tasa 
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de transcripción (Zomerdijx et al., 1991; Rudenko et al., 

1991). El papel de la G en la posición +4 no ha sido 

determinado, aunque la conservación de esta base 

probablemente refleje su importancia funcional. 

lDos regiones promotoras en la unidad de RNAr de T. cruzi? 

Durante la preparación de este trabajo, fue publicado 

un estudio análogo llevado a cabo con la cepa CL de T. cruzi 

<Dietrich et al .. 1993). El sitio de inicio de la 

transcripción propuesto en ese reporte se ubica 270 pb "r1o 

abajo" del sitio de inicio aqui presentado (figura 6J; esto 

indica que el sitio de inicio localizado en la cepa CL 

podría en realidad ser un sitio de procesannento, aunque la 

presencia de dos promotores no puede descartarse. 

Convenimos en denominar promotor distal al identificado en 

este trabajo, y promotor proximal al localizado por D1etrich 

et al. (1993). 

Las pr1meras 814 bases de nuestra secuencia (figura 

6) claramente se alinean con la secuencia homóloga de la 

cepa CL. La comparación de las dos secuenc1as de T_,__g:Q~) 

indicó la presencia de 88 inserciones o deleciones y 83 

substituciones. Estos cambios se distribuyeron a lo largo 

de toda la secuencia. sin concentrarse en alguna región en 

particular. Al comparar la secuencia que tlanquea a Jos dos 

probables sitios de inicio de la transcripción, se encontré• 
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que la secuencia -4TCATGNNG+4 se presenta tanto en el 

promotor distal como en el proximal (figuras 6 y 16). Esta 

región podria ser funcionalmente importante. dada su 

conservación, y el hecho de que incluya el nucleótido +1. 

Ademas, se localizó otra región en la que se presenta 

similitud entre los dos promotores, ubicada en el promot.1r 

distal entre las bases -22 a -Jl, y el promotor proximal 

entre los nucleótidos -17 a -4: 

Promotor distal -22c-CA-TTTGTGTCT-11 

Promotor proximal -17cACAATTTGTGTGT-4 

El papel tisiológico de estas secuencias debera ser 

analizado en un sistema de transcripción j_IL.vitro, o en 

células transfectadas con genes reporteros bctJo el control 

del promotor aquí propuesto. 

Nuestros datos no descartan la funcionalidad del 

probable promotor proximal. En el ensayo de protección con 

nucleasa Sl (figura 10) se observa un fragmento abundante 

cuyo tamafio aproximado podr1a corresponder a un transcrito 

derivado del promotor proximal (banda más cercana al 

fragmento 7 to ta ]mente protegido. figura 10, pane 1 2 ¡ . Se 

plantea la posibilidad de que los dos promotores sean 

funcionales. baJo similares o diferentes condiciones 

fisiológicas. 



Evidencias que sugieren que la región promotora de la unidad 

de RNAr descrita en este trabajo es funcional. 

Para probar que 1 a r·eg i ón promotora del RNAr de L.. 

~ruzi caracterizada en este trabajo es activa, son necesa­

rios ensayos de transcripción in ~itro. o transfecciones con 

genes reporteros. Sin embargo, la evidencia experimental 

presentada en este reporte, y que a continuación se comenta. 

sugiere que el sitio de inicio de la transcripción aqu1 

localizado es un sitio real, y que la región promotora es 

funcional: 

ll Los resultados obtenidos en los experimentos tipo 

Northern (figura 81 claramente muestran que con el fragm0nto 

8-3 no se presenta ninguna sefial de hibridación. ni siquiera 

a tiempos de exposición muy prolongados. Esto nos indicó 

que el fragmento genómico 8-3 no se transcribe, sino que la 

transcripción comienza dentro del fragmento 8-2. 

2) La distancia entre el sitio de inicio de la tronscripción 

y la región codificadora del RNAr 188 en J._.f_r'.\1.ll y L 

br~fil es similar (1768 pb y aproximadamente 1200 pb, 

respectivamente). En ambos casos la ubicación del sitio de 

inicio se llevó a cabo mediante ensayos de protección con 

nuc 1 e asa S:l. En I_,__J2.:c1,!f.tl ya se han 11 evado a cabo 

transfecciones con genes reporteros (Rudenko et al .. 1991). 
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encontrándose que la región promotora identificada es 

funcional. 

3) Al analizar los sitios de restricción de Hinf I en la 

región que rodea al probable promotor de RNAr (figura 13), 

se encontró que en las cuatro cepas de r. cruzi estudiadas 

existe poca variabilidad en esta región, lo que sugiere que 

esta parte del genoma es funcionalmente importante. 

4) La presencia de secuencias conservadas r-4TCATGNNG+4 y 

-22c-CA-TTTGTGTCT-ll¡ entre los dos probables promotores de 

I.~~_r_uzi (distal y proximal) sugiere la relevancia funcional 

de estas regiones. 

5) En la mayoría de los organismos estudiados se han 

localizado secuencias repetidas en los espaciadores 

intergénicos de la unidad de RNAr. los cuales tuncionan como 

activadores de le transcripción (Reeder. 1984). Se ha 

encontrado que generalmente el sitio de inicio de la 

transcripción se localiza a aproximadamente 200 pb "río 

abajo" del último elemento repetido del espaciador (Kuhn et 

al., 1990; Putnam y Pikaard, 1992). Los datos reportados 

por Dietrich et al. 11993) y observaciont·s realizadas en el 

laboratorio del Dr. Hern~ndez (no publicadas). indican que 

en el espaciador intergénico de L_c;ru~.i- se presentan 

elementos repetidos de aproximadamente 170 pb; el último de 

estos elementos repetidos se ub1ca a 146 pb "río arriba" del 
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sitio de inic10 de la transcripc1ón localizado en esta tesis 

(de los nucleótidos 17 a 187 de la secuenc1a presentada en 

la figura 6). 
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APENDICE. 

- Aga1· suave: peptona 0.8%, extracto de levadura ü.8%, NaCl 

0.5% y agar 0.5%. 

Buffer de fosfatos de sodio: Na2HP04/NaH2P04 0.025 M, pH 7 

- Medio de infusión de higado y triptosa (LIT): infusión de 

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

0.04%. Na2HP04 0.8%, glucosa 0.2%. suero 

bovino fetal 10% y hemina 0.0025%. 

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

1% y agar 1.5%. 

- Medio YT: peptona 0.8%, extracto de levadura 0.8%, NaCl 

0.5% y agar 1.5%. 

- PBS: NaCl 0.13 M. KCl 2.68 mM. Na¿H~04 10 mM, KHzP04 

l. 7 mM, pH 7. 4. 

- SE: NaCl 150 mM, EDTA 100 mM. pH 8.0 

- Solución Denhardts lX: Ficoll 400 0.02%, PVP-40 0.02% 

y albumina sérica bovina 0.02%. 

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

- Solución neutralizadora: NaCl 8.7Y6 y 'l'ris-HCl tí.tí%, pH 7. 

- SSC lX: NaCl 150 mM y citrato de sodio 15 mM. 

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

- TE: Tris-HCl 10 rnM (pH 8.0) y EDTA 1 mM. 

- TNE lX: Tris-HCl 0.01 M tpH 8.0), NaCl 0.1 M y EDTA l mM. 

pH 8.0. 

- 6,6.0.2 : Tris-HCl 6 mM tpH 7.4). NaCl 6 mM y EDTA o.;, M. 

87 


	Portada
	Contenido
	Introducción
	Objetivo General
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía
	Apéndice



