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INTRODUCCTION
ANTECEDENTES GENERALES

Trypanosoma cruzi, sistema bioclégico de nuestro interés,
es un protozoarib hemoflagelado que parasita al hombre. El
padecimiento que origina es la enfermedad de Chagas o Tripanose
miésis americana. Este padecimiento constituye en Centro y Suda
mérica un serio problema de Salud Pblica {1). La situacién en
México no ha sido lo suficientemente estudiada para comprender
la magnitud del problema {2), pero cabe enfatizar que por lo
menos en 15 Estados de la Repfiblica se han localizado los insec-

triatomineos vectores infectados.

El pardsito completa, tanto en el hombre como en el in-
secto vector, un ciclo de vida complejo que incluye divisi6n ce
lular y diferenciacién a estadios infectivos morfolbgicamente
identificables. El tripomastigcte que es la forma sangufnea del
par&sito, identificable por la emergencia del flagelo en posi-—
ci6n anterior al nficleo, es el finico estadio competente en la
infeccibn (1). Esta célula no se divide, y en este sentido es

terminal, a menos que siga uno de los siguientes caminos:




a) La infeccifn de alguna cé&lula del hospedero mamifero,
dentro de la cual adopta las formas replicativas y secuenciales
de amastigote y epimastigote. Estos estadios son morfolbgicamen
te identificables por tener la emergencia del flagelo en posi-
cibn posterior al nGcleo de la cflula. El ciclo en esta linea
se cierra con la diferenciaci6n intraceclular de epimastigote a
tripomastigote, l1sis de la c@lula y liberacidn al torrente san

gufneo de nuevas formas infectantes.

b} La transferencia al triatoma hemat6fagc por medio de
la picadura de hospederos infectados. El pardsito, en la luz in
testipal del vector, se multiplica y presenta una serie de trans
formaciones que producen un nuevo tripomastigote. Las formas
infectivas asf{ generadas se denominan tripomastigotes metacfcli-~
cos por completar, en el vector, un ciclo posterior al del hospe

dero mamifero,

La transmisién del padecimiento se realiza cuando a con-
secuencia de una nueva ingestidn sanguinea, el vector infectado
defeca in situ tripomastigotes metaciclicos. Si por alguna razbn
extraparasitaria, estas formas alcanzan conjuntivas, mucosas, o
el torrente sanguineo, los ciclos de infeccibn - 1lisis celular

se llevar8n a cabo, y la parasitosis se establece,



La fisiopatologfa del padecimiento reside cn el tipo de
tejido destrufdo. En este sentido mencionaré cque existe un tro-
pismo positivo del par8sito hacia diferentes tejides musculares:
msculo esquelético, mfisculo liso de tubo digestivo y msculo
cardiaco. Cuando la 1lfsis celular alcanza tejido de conduccién
se presenta pérdida de la tonicidad y de la relajacién del orga
no afectado (mega es6fago, mega cardias y mega colon) originan-
do asi transtornos digestivos vy arritﬁias cardiacas respecti-

vamente.

La respuesta inmune del hospedero, solo es capfz de con
trolar la infeccifn aguda ya que los anticuerpos, aglutinantes
y protectivos contra algunas cepas (3}, son eficizmente evadi-

dos cuando el protozoario alcanza la fase intracelular.

Por otro lado, es interesante que a pesar de que el pa-
résito es morfolbgicamente similar, las caracterfsticas del pa-
decimiente en lo que se refiere a la intensidad y tipo de teji-
do afectado, varfa dependiendo de la localizacibn geogrifica
donde es aislado (4,5). Asf se tiene que mientras en Brazil las
parasitosis se presentan con problemas digestivos y cardiacos,
en Venezuela predominan los cuadros clinlicos con alteraciones

cardiacas (5). Estas manifestaciones diferentes de la enfermedad



de Chagas pueden corresponder a diferencias en los enfermos y/o

a diferencias en el parésito. Considerando la primera posibilidad,
diferencias entre los pacientes, cabe mencionar que cepas diver-
sas de ratones son diferencialmente sensibles al tripagosomati-
deo Leshmania donovani, y que esta sensibilidad estd determina-
da genéticamente (0). En lo referente a la posibilidad de dife-
rencias entre los parfsitos, mencionaré que a trav€és de anali-
zar el patr6n electroforético de algunas isoenzimas de T. cruzi,
fue posible su clasificacidén en grupos o zimodemas. Considera-
mos interesante que dichos grupos se encuentren diferencialmen-

te distribufdos en Venezuela y en Brazil (5).

Debido a que c¢n el programa morfogenético de desarrollo
el parfsito adquiere, en un estadio particular, la capacidad de
infectar, y que el fenotipo diverso de patogenicidad pudiera
residir en la expresifn de sccuencias nucleotfdicas distintas,
consideramos no solo interesante sino necesario el estudioc de

genes nucleares en T. cruzi.

A diferencia de los tripanosomas africancs, donde se
han estudiado extensamente la organizacibn y la expresibén de

los genes que codifican para los antfgenos variables de super-



ficie {7}, el Tripanosoma cruzi no ha sido estudiado mole-

cularmente en ninguno de sus genes nucleares. Por las razones
gue se mencionan a continuaci6n se escogi6 al sitema DNA ri-
bosomal - RNA ribosomal como ¢l prototipo inicial de estudio

de gencs nucleares en T. cruzi.

1. La abundancia del transcrito y la repetividad génica
encontrada en diversas especies (8,9) 1o convierten en un sis-

tema de fdcil acceso.

2. Dado que se trata de un gen esencial, con su expre-
sién asociada a crecimiento celular (10}, su estudic experimen-~
tal presenta ademds ¢l interfs funcional de regulaci6én. Debido
a que en el ciclo de vida de T. cruzi se incluyen estadios re-
plicativos y no replicatives, consideramos que la sintesis de
ribosomas puede estar regulada en el programa morfogenético de

desarrollo.

3. Considerando que se trata de un sistema conservado en
la evoluci6n biol6gica (8), similitudes y diferencias en la
organizaci6n y secuencias de sus elementos podrdn ser utiliza-

dos como criterios taxonémicos para la clasificaci6n de T. cruzi.



OBJETIVO

El objetivo de esta tesis es analizar el arreglo de las
secuencias de DNA que codifican para el RNA riboscomal en T. cruzi.
Como el epimastigote es la forma cultivable del pardsito, a este

estadio se referirdn los datos encontrados.




ANTECEDENTES PARTICULARES

Antes de senalar el trabajo realizado en este estudio,
comentaré en los siguientes pdrrafos las caracteristicas mas so
bresalientes de los genes ribosomales en varios organismos; en
forma tal de presentar una visi6n general del conocimiento ac-

tual sobre cste sistema.

Los ribosomas de cucariotes contiencn especies molecula~
res de RNA de gran (especies mayores) y pequefla (especies meno=~
res) masa molecular: 185 y 26- 285, y 5.85 y 58, respectivamente.
Las tres primeras especies (18, 28 y 5.85) son codificadas den-

tre de upa unidad de transcripeidn comGn, y la dltima (58},

por lo general, se sintetiza en genes repetidos independientes (63},

Asf pues, ha sido aceptado el denominar a los RNA tipos 185, 28S

y 5.85 como RNA ribosomal (RNAr) y al tipo 55 como RNA 5S.

El RNAr es sintetizado por la enzima RNA polimerasa I
{11) como un precursor que despufs es procesado, en varios pa-
sos (evento nuclear), para dar asf las moléculas maduras 185,

285 y 5.8S5 (12).

Como habfa sido comentado el gen ribosomal es un gen re-



petido en todas las cflulas hasta ahora estudiadas {8). Asf

se tiene que en Echerichia coli se encuentran 7 copias (13)
mientras que en eucariotes varfa aproximadamente de 56 a 500 co
pias por genoma haploide. Al comparar la multiplicidad de los
cistrones ribosomales con el tamafio del genoma en distintos or-
ganismos, es interesante que, de manera general, en la evolu-
cib6n filog6nica estos dos pardmetros hayan aumentado en forma

paralela (8).

En los cromosomas de cucariotes superiores los genes
ribosomales se localizan agrupados en los sitios organizadores
del nucleolo ({visualizados como regiones densas de nficleos en
interfase o constricciones secundarias de los cromosomas en me-
tafase). Dichas agrupaciones presentan una organizacifn pecu-
liar en la que las unidades repetidas de transcripeibn , se en-
cuentran alternadas con secuencias espaciadoras no transcritas.
Este arreglo particular fue descrito inicialmente por Miller y
Beatty (14) mediante la observaci6n al microsceopio electrénico

de cromatina nucleolar extendida de ovocitos de Xenopus laevis.

El tamafio de la unidad de transcripcifn del RNAr precur-
sor tiene, en la mayorfa de los eucariotes, un tamafio aproxi-~

mado de 8 kilobases (Kb}, En este grupo se incluye a levaduras



{15}, insectos {16}, y sapos (17). Sin embargo, se ha reportado
un tamafio de 10.5 Kb en aves (18) y de 13 Kb en los mamiferos

(193 .

La transcripcién del gen ribosomal siempre se realiza
en el siguiente sentido (5' ~3'): extremo no conscrvado - RNA
185 ~ espaciador interno - RHA 28S (20~ 22)., Dicha polaridad
es universal, e incluye tante a bacterias {23) como a la mayoria

de los genes ribosomales de mitocondrias (24).

En la gran mayorfa de organismos, los genes ribosomales
se encuentran integrados en los cromosomas. Sin embargo en algu
nos eucariotes sencillos dichos genes se encuentran como molécg
las libres extracromosomales. Ejemplos de ambas situaciones se

comentardn por separado.

Genes Cromosomales

La relacién que guardan entre sf las unidades de trans-
cripcién en los cromosomas de eucariotes consiste, en la genera
i1idad de los casos, en una repeticin en tandem: “cabezasg con

colas y colas con cabezas”. Acetabularia sxigua presenta un

arreglo cromosomal excepecicnal, donde las unidades se repiten
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en forma palindr6mica: cabezas con cabezas y colas con colas

(25).

En los genes ribosomales se distinguen dos tipbs de se
cuencias espaciadoras. Las ya mencionadas no transcritas que
alternan repetidamente con las unidades de transcripeci6n, y las
transcritas que separan las regiones codificadoras del RNA 1885,
5.85 y 285. Estas filtimas estén contenidas en el precursor pri
mario de RNA, pero al ser separadas con el procesamiento del
transcrito, se hacen evidentes al ubicar ffsicamente las molé-
culas de RNAr maduras sobre la unidad fundamental de transcrip

cibn.

En la Figura 1 se muestran los arreglos fisicos de los

genes ribosomales en ¥. laevis y Drosophila melanogaster, que

constituyen a este respecto, los sistemas mejor estudiados. En
ambos casos, la molécula ribosomal 5.85 se localiza en el espa
clador transcrito entre las regiones codificadoras de las éspg

cies mayores 185 y 28S.

Unidades génicas del tipe similar a X. laevis se han re
portado en varios Phyla: Leshmania donovani (26€); erizos de mar

(27); los insectos Chiromonus tentans (28) y Bombyx mori (29);

polle (30); ratén (31, 32) ganado vacuno (33) y humano (34).
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Figura 1. Mapas de las unidades génicas de repeticifn ribosomal
de: a) X. laevis y b) D. melanpgaster,
Las regiones codificaderas se esquematizan como barras
llenas, y los espaciadores transcritos, externos {ETE)
e intexnos (ETI), como barras vactas. En b} se sefiala
el punto donde algunas de las regiones codiflicadoras,
de la especie 285, son interrumpidas (INS). Debido a
gue las inserciones son de tamafio variable se represen
tan con una porcibén de lfnea discontfnua. Los espacia~
dores no transcritos (ENT) estfin representados también
como léneas discontfnuas, Tomado de Long, E.D. y Dawid,
I.B. (68).
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Como ya fue mencionado anteriormente el tamafio de 1las
unidades de transcripcidn entre oxganismos es variable. La lon
gitud y heterogeneidad de los espaciadores no transcritos es
causa de una variabilidad atGn mayor. En este sentido }esalta
el gran tamafio de las unidades de repeticién {aprox. 40 Kb) =~

presentes en ratbn y humano.

Por otro lado, al analizar la organizacibn del gen ri-
bosomal en D. melanogaster (Fig. 1 b), resalta como elemento
novedoso la presencia de una secuencia intermedia en la regibn
codificadora del RNA 285 presente en mis de la mitad de las
unidades de repeticién {3%, 36). Dichas seccuencias, llamadas
también intrones, constituyen un conjunto de secuencias con
distinta longitud (0.5 - 6 Kb) (35); vy han sido clasificadas en

dos grupos:

Insercifén tipo I: presenta en su mayorfa una longitud de
0.5, 1, 6 5 Kb, Comparten reglones de homologfa y se localizan

exclusivamente en el organizador del nucleolo del cromcsoma X.

Insercifn tipc I1: difiere en secuencia a la insercién
tipo I; es de tamafio variable {1-6 Kb) y se localiza tanto en el

cromosoma X como en el cromosoma Y.
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Esta distribucién sugiere que en la evolucién del DNA
ribosomal (DNAr) de D. melancyaster se haya permitido el inter
cambio de genes entre cromosomas, con la restriccién del movi-
miento o inestabilidad de la inserci6n tipo I al cromosoma Y.
Por otro lado es interesante el hecho que secuencias hom6logas
a la insercifn tipo I se encuentran a su vez representadas en

miltiples copias fuera del organizador del nucleolo (37).

Entre los metazoarios, solamente en los insectos dfipte-
ros se han descrito dichas secuencias interruptoras en el DNAr.
Asf, se tienc que probablemente en todas las especies de

Drosophila (38), Calliphora (39) y Sciara (40) tengan una par-

te de sus genes ribosomales interrumpidos y otra contfnuos. Sin
embargo, y en contraste, en el diptero Chironomus tentans (28)

no se encontraron secuencias interruptoras.

En levaduras las unidades repetidas en el cromosoma con
tienen ademis del RNA 18S, 5.8S y 28BS, la regién codificadora
para el RNA 55 (41). Sin embargo, en este caso la transcripcibn
del RNA 55 se lleva a cabo en la otra cadena de DNA. En este sen

tido representa una unidad separada de transcripci6n (42).
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Genes Extracromosomales

El ejemplo de genes ribosomales extracromosomales, gqui-
z& mas antiguo, estf dado por los huevos de anfibios. Estas cé-
lulas multiplican selectivamente su DNA ribosomal (43). El meca
nismo mas aceptado para generar las nuevas copias extracromoso-
males involucra la utilizacidén de un templado de DNA ribosomal
del cromosoma (44}, asf como la participacién de estructuras de
replicacifn del tipo circulo rodante (45). Quisiera enfatizar =
que este fen6meno se presenta en un estadio particular en la gé
nesis del huevo (46), y las copias adicionales resultantes, se
diluyen 6 degradan despues de la fertilizacién en las divisio-

nes celulares del embrion (43).

Entre los eucariotes sencillos, se han descrito varios

casos de extracromosomalidad de genes ribosomales:

El micronticleo (nficleo genético) de Tetrahymena contiene
solo una copia integrada del gen ribosomal {47), mientras que el
macronticleo (ndcleo metab6lico) contiene varias copias de DNAr
extracromosomal y estd organizado como moléculas palindrémicas
{48) que contienen dos unidades de transcripeién (Fig. 2). La -

transcripci6n de estos genes se realiza a partir de un punto cen
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Figura 2. Mapa del DNA ribosomal extracromosomal de Tetrahymena.
se trata de una molécula palindrSmica, y su centro de
gimetria se esquematiza en la Figura. En las dos uni-
dades de transcripcién, el RNA precursor se sintetiza
con la polaridad 5'+3' de adentro hacia afuera y en
cadenas opuestas. Se sefiala también el sitlo de iInser
ci6n descrito para algunas especies., La presencia de
barras vacfas y llenas sefala los espaciadores trans-
critos y las regiones codificadoras respectivamente.
Tomada de Long, E.D. y bawid, I.B. (68).
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tral en el palindrome y avanza hacia los extremos en la ya mep
cionada polaridad 5'-+3' para cada una de las cadenas de DNA,

En algunas de las cepas de Tetrahymena se han reportade la pre
sencia de secuencias interruptoras (Fig. 2) (49-51). Estas se-
cuencias son trascritas como parte del RNAr precursor y subse-

cuentemente eliminadas por corte y unifn.

En Physarum policcphalum las moléculas palindrbmicas,

de aproximadamente 60 Kb de longitud, presentan las regiones -
codificadoras en posicién cercana a los extremos (52-55). Este
DNAr se distingue por la presencia de dos inserciones en la re-

gibn codificadora de la especie ribosomal 265 (52,55).

El cuarto ejemplo de DNAr extracromosoma estd dado por

Dictyostelium discoideum (56). También en este caso el palindro

me es muy largo (88 Kb) y presenta las unidades de transcrip-
cibén hacia los extremos. Otra situacifn particular es el hecho
de que en este palfndrome se encuentre un gen 55 por cada gen

ribosomal,

Las unidades de repeticién ribosomal en Paramecium
tetraurelia son moléculas lineales y circulares extracromosoma=-

les, y difieren de lo escrito en los ejemplos anteriores en que
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no se encuentran organizados en forma palindr6mica. En este ca

so se trata de unidades repetidas en tandem (57).

Como un caso particular de DNAr extracromesomal mencio
naré el caso del ciliado Stylonichia. Este organismo constitu-
ye una situaci6n especial puesto que todo el DNA de su macrong
cleo se encuentra fragmentado en tamahos relativamente peque-

fios (v 10 Kb).

Procesamiento del Precursor

La estructura tfpica del precursor rihosomal eucarifti-
co contiene un espaciador transcrito localizado en el extremo -~
5', la secuencia de la especie 185, un espaciador interno que -
contienc al RNA 5.85 y por filtimo la secuencia de la especie
285, Dicho precursor es cortado en sitios espec{ficos durante -
el procesamiento. De esta forma se generan intermediarios nuclea
res gque finalmente producen las moléculas maduras ensambladas -
en los ribosomas. El tipo de moléculas de RNA nuclear que hibri-
dan en experimentos tipo Northern con diferentes secuencias ribo
somales clonadas sugiere que en mamfferos existen mds de un pa-
tyén posible de procesamiento (58). Los datos de ratén y de Hela
indican que por lo menos existen 3 (Fig, 3 A, B, €} y 2 (Fig. 3

A, B) vias, respectivamente.
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Figura 3. Patrones posibles de procesamiento del RNA ribosomal
precursor, Tomado de Bowman, L.H. y col. (58).
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ANTECEDENTES EN Trypanosoma cruzi

Clementina Castro y Col. {59), han reportado las carac
terisgicas genecrales de aislamiento de las especies mayorcs ri
bosomales en T. cruzi, asf como la caracterizacién parcial de
los mismos. Se encontrS que la especie molecular mayor, con -
coeficiente de sedimentaci6n de 245, contiene una ruptura in-
terna; y que dependiendo de las condiciones desnaturalizantes
utilizadas en su purificacién puede obtenerse intacta o como
dos fragmentos, alfa y beta, con tamafios de 3.999, 1.666 y 2.08
Kb, respectivamente. La evidencia experimental indica que dicha
ruptura se lleva a cabo in vivo probablemente como un evento
tardfo en el procesamiento. La especie ribosomal 18S, conserva-
da en la mayorfa de eucariotes, tiene un tamafio de 0.8 x 10% dal
tones, que es similar al de otros protozoarios pero a su vez ma-

yor al resto de eucariotes.

Por otro lado, experimentos mfos de hibridaci6n cuantita
tiva a saturacién del DNA nuclear total con las moléculas 18S y
alfa y beta, indican que el genoma nuclear, cuantificado quimica

mente, contiene alrededor de 114 copias del gen riboscmal (59).
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TRABAJO REALIZADO

En estn tesis s¢ describen los siguientes datos obteni-

dos de epimastigotes de T. cruzi:

1. Los procedimicntos de purificacién y caracterizacitn

parcial de las especies ribosomales de bajo tamafic molecular.

2. Un andlisis restrictivo de las regicnes codificado-
ras de las especies mayores 185, a, 8 y de las especies menores

ml’ Myr Myp My Y mS,

3. El comportamiento en densidad de flotacidn en CsCl

neutro y CsCl actinomicina del DNAr.
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MATERIALES Y METODOS

La cepa utilizada fue aislada en la Cruz, Jalisco por el
grupo del Dr. Jorge Tay, Departamento de Ecologfa Humana, Pacul-
tad de Medicina, UNAM. Los cultivos se realizaron en medio de In
fusidén de Hfgado y Triptosa suplementado con suero bovino fetal

al 10%; y se mantuvieron en agitacifn a 28°C (60).

EXTRACCION DEL RNA RIBOSOMAL

Como se describe en {59),los cultivos celulares fueron
cosechados en la fase media del crecimiento logarftmico, por cen
trifugaci6n a 10 000 g durante 10 min a 4°C (temperatura manteni
da a lo largo de toda la purificacifn). Posteriormente las célu-
las fueron lavadas en: Tris-HCLl 30mM (pH 7.0), KC1l 100mH, CaCl2
3mM, acetato de magnesio 5mM y heparina 1 mg/ml y guardadas co-
mo precipitado durante 12 h a =-70°C. El paquete celular fue re-
suspendido en relacién lg:1ml {peso hGmedo) en la misma solucitn

del lavado, pero con heparina 4 mg/ml.

La 1fsis se llev6 a cabo mediante la adicifn de NP40 al
0.3%. Este material se centrifugd primero a 10 000 g 10 min, -

después a 20 000 g 10 min y por Gltimo 2 h a 120 000 g, El mate
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rial ribosomal recogido del 6ltimo precipitado, fue desproteini
zado con 2 ml de LiCl ZM, urea 4M, Tris-HCl 20mM (pH 7.0} y he-
parina 4 mg/ml. Después de centrifugar a 20 000 g 20 min, el -~

precipitado sc resuspendié en aproximadamente 1 ml de ﬁgua tra-
tada con dietil pirocarbonato y fue lefdo en el espectrofotfme-

tro a 2806, 260 y 230 nm.
PURIFICACION DE LAS ESPECIES RIBOSOMALES

Tanto la purificacibn de las especies mayores (185, a y
A} como la de las menores (my-m), se llev6 a cabo mediante elec
troforesis del material ribosomal, El sistema utilizado para las
especies mayores fue el de agarosa 1.5% en Tris 10.8 g/1, 4deido
bSrico 5.49 g/l y EDTA 0.93 g/1 (TBE). La muestra {(aprox. 200 pg
por gel de un solo frente) fue disuelta en TBE/glicerol 20% y ca
lentada a 60°C durante 3 min antes de su aplicacién., La corrida
en geles de 4 mm de espesor se llev6 a cabo durante20h a 60 V y
4°C, El segundo sistema, para electroforesis de RNA de baijo peso
molecular, fue en geles de acrilamida al 3.5% y bis acrilamida .
al 0.15% en TBE/urea 7 M. La muestra disuelta en TBE/7 M urea/
glicerol 20% fue igualmente calentada antes de su aplicvacibn. Los
geles de 1.5 mm de espesor fueron precorridos durante la noche a
20 V. La electroforesis se llev6 a cabo a 40 V durante 8 h a tem—

peratura ambiente. Bl material de ambas electrxoforesis se visua-
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1i26 mediante la transiluminacién con luz ultravioleta de onda
corta de los geles previamente tefiidos en bromuro de etidio -
3 ug/ml. Las bandas de interés fueron recortadas y el RNA elec

troelufdo en TBE durante la noche a 4°C,
FOSFORILACION DEL RNA

El RNA fue fosforilado in vitro, de acuerdo al método
de Maizels (61), mediante la enzima c¢inasa del fago T4 que
transfiere el fosfato gamma del ATP (en este caso 32?) a los -
extremos 5' hidroxilos del RNA. Con el objeto de generar extre-
mos - 5'0H, las especics mayores ribosomales fueron parcialmen-
te hidrolizadas en Tris 25 mM (pH 9.5} a 90°C durante 30 min.
Las moléculas pequefias fueron a su vez desfosfatadas mediante
la enzima fosfatasa alcalina en Tris-HCl 10 mM (pH 8.0¢) durante
una hora a 37°C y posteriormente extrafdas con fenol/cloroformo
(l1:1). La reaccién de fosforilacién se llevS a cabo con 0.5 -~
1.0 ug de RNA, 10 U de cinasa y 200 nCilazPYIATP (>7 000 Ci/
mmol) en 50 yl de Tris-HC1 10 mM (pH 9.5}, DTT 10 mM, MgCl2
10 mM y espermina 10 mM, La reaccién fue detenida en acetato de
amonio 1 M y el RNA fue recogido en el volumen de exclusifn de
una columna de Sephadex G-25 (1 x 20 cm) equilibrada y eluida
con Tris-HC1l 10 mM (pH 7.0}, NaCl 100 mM y EDTA 10 mM. La ra-
dioactividad especifica obtenida por este procedimiento y conta-

da en toluenoc en un contador de centelleo lfquido fue de 106 -
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107 cpm/ug de RNA,
PURIFICACION DEL DNA

Los cultivos fueron cosechados igual que para la puri-
ficaci6n de RNA, lavados dos veces con Tris-HC1 20 mM {pH 7.8),
KCl 100 mM, CaC122 mi y MgCl, 5 mM (solucién N) y guardados co
mo precipitado a ~70°C. De acuerdo a reportes previos (59, 62),
este material fue descongelado a 4°C, para resuspenderlo en so
lueidn N a una densidad de 109 ctlulas/ml. Las c@liulas fueron
lisadas con NP40 al 1% ¢ inmediatamente centrifugadas a 15 000
g durante 20 min a 4°C. El precipitado fue resuspendido en un
mismo voelumen de NaCl 150 m¥, citrato de sodio 15 mM SSC y EDTA
10 mM. Posteriormente, s¢ adiciond Sarkosyl para obtener una -
concentracién final de 1% y se incub6 a 37°C por 15 min. La in
cubacifn fue continuada por 2 h mis con pronasa de Sigma Chem.
{preincubada 1 h a 37°C} a una concentracién de 1 mg/ml. Después
de adicionar perclorato de sodic a 1 M final, los &dcidos nucléi-
cos se extrajeron dos veces con una mezcla de cloroformo/alcohol
ispamilico (24:1) y se dializaron contra 100 volGmenes y 3 cam-
bios de SSC. La purificacifn continu6 mediante un tratamiento -
con ribonucleasa I de Sigma Chem. {precalentada 10 min a 85°C)
100 wg/ml durante 30 min a 37°C. Finalmente, se extrajo con clo-

roformo/iscamflico y se dializ6 exhaustivamente contra SSC 0.1 X.
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La preparacién de DNA, asi obtenida, se ley6 en el espectrofo-
témetro a 230, 280 y 260 nm y fue guardada hasta su uso sobre

unas gotas de cloroformo a 4°C.

DIGESTIONES CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las endonucleasas de restricci6n Bam HI, Eco RI, Hae II,
liha I, Hind III, Kpa I, Pst I, Sal 1, Sma I, Sst I, Xba Iy
xho 1, de Bethesda Rescarch Laberatories fueron tituladas en las
condiciones recomendadas por la casa comcrcial de origen (63),
considerando que una unidad de actividad es aquella cantidad de
enzima que digiere totalmente 1 g de DNA control (en este caso
fago A o Adz) a 37°C {(cn la mayorfa de los casos) en una hora.
Las digestiones de DNA de T. cruzi se realizaron en un exceso de
5 a 10 veces y la digestién total fuc corroborada mediante la in
clusién de un sustrato control (A o Adz) a la mezecla de reaccidn.
Las reacciones de digestién, en 20 ul, fueron detenidas con 5 pl

de urea 0.6 g/ml y azul de bromofenol al 0.05%.
ELECTROFORESIS DE DNA RESTRINGIDO
El DNA fue fraccionado por electroforesis en placa de aga

rosa 0,8% en TBE. Los geles de 5 mm de espesor fueron corridos a

450 (Volts horas). Las bandas de DNA fueron visualizadas en bromu
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ro de etidio 1 pg/ml 10 min y transiluminadas con una fuente de
luz ultravioleta de onda corta. El tamafio de los fragmentos de
DNA fue calculado a través de calibrar los geles con los frag-
mentos restrictivos del DNA de fago A digerido con las.endonu-

cleasas Hind III o Eco RI (63}.
TRANSFERENCIA E HIBRIDACION DEL DNA DIGERIDO Y FRACCIONADO

£l DNA digerido con endonucleasas restrictivas y frac-
cionadas con base en las diferencias de tamaho, fue transferido
de acuerdo al método descrito por Southern (64) a filtros de ni-
trocelulosa. Los filtros, secados a temperatura ambiente y hor-
neados con vaclo a 65°C por 4 h, fucron hibridados con 1l - 5 x
108 cpm de RNA|32P] en 10 ml de formamida 50%, EDTA 10 mM, SDS
0.2%, fosfatos de sodio 120 mM (pH 7.0) y SSC 1 X durante 24 h
a 37°C. El lavado de los filtros se llevé a cabo en 3-~4 ciclos
que incluyen: enjuague con SSC 2X e incubacibén en 50 ml de solucién
de hibridaciém a 37°C durante 4 h. La autorradiocgraffa se llevs
a cabo sobre una placa de rayos X (X OmaFt RP Kodak) en presen-

cia de una pantalla intensificadora durante 5-10 dfas a -70°C,
GRADIENTES DE DENSIDAD

El DNA total (125 ug por gradiente de 3 ml) fue centrifu
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gado en CsCl 3,75 g y SSC 0.1 X, con un indice de refraccifn -
inicial de 1,3998, ¥ en CsCl 3.40 g, Tris-HCl 10 mM (pH 8.4),
EDTA 1 mM y actinomicina 50 ug; con un Indice de refraccién ini
cial de 1,3890, Las soluciones se centrifugaron en el rotor -
SW-50.1 Beckman a 150 000 g durante 40 h a 20°C. A continuacidn
inmediata de la centrifugacién los gradientes fueron fracciona-
dos manualmente en voltimenes de tres gotas. En las fracciones
intermedias se determiné fndice de refracci6n por medio de un
refractémetro Bauch and Lomb, y la transformacién a densidad -
por medio p25°C = (10.8601 x I.R.) 13.4974 (65). El resto de -
las fracciones fueron llevadas a 0.5 ml con SSC 0.1 X y lefdas
en un espectrofotbmetro Zeiss a 260 nm. La identificacifn del
DNA de las fracciones correspondientes con |3H|RNnr, marcado

in vivo con 10 yCi/ml de cultivo de uridina |'H| siguiendo meto-

dologfas comunes ya reportadas (59, 62}.
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RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacifn de RNAr de T. cruzi

Las especies maycres ribosomales, ya caracterizadas por
Castro y Col. (59), fueron purificadas en un sistema de electro
foresis preparativa en geles de agarosa al 1.5% {(Material y Mé-
todos). En la Fig. 4 se mucstra uno de los geles preparativos que
fueron utilizados para recortar, electroelufr y fosforilar por

separado las especies 188, £ y «a.

Las especies menores fueron, a su vez, analizadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desna-
turalizantes (Material y Métodos). Como se muestra en la Fig. 5,
de los ribosomas de T. cruzi se obtienen 6 moléculas de bajo peso
melecular. Debido a que la molécula menor comigra con el RNA de
trangferencia de levadura y 'de ratén, pensamos que también lo sea
en T. cruzi. Esta suposicifn necesita, sin embargo, de trabajo ex
perimental futuro para su comprobacién. La existencia de por lo
menos 5 moléculas de bajo peso molecular en T. cruzi contrasta
con la presencia de solamente dos (5,85 y 55) en la generalidad
de eucariotes. Con el objete de distinguirlas de las especles
mayores (188, B y ¢) y de identificarlas entre sf, decidimos lla~

marlas en orden decreciente de tamafio my, My, My, M, Y mg.



29,

kit
‘

Figura 4. Gel preparativo de agarosa al 1.5%, Perfil en bromuro
de etidio de las especies 185, B vy a.
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Figura 5, Gel de poliacrilamida desnaturalizante. Patrfn en bro-
muro de etidio del RNAr de T. cruzi (a) 30 pg, (b) 20
ug, {c) 10ug, (d) 5 ug, (e} 107Wg de RNAr de ratén.
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Tabla I
Especies Longitud de la Cadena
{nuclebtidos)

de

) ;b : [
RNAT T. cruzi T. brucei C. fasciculata
my 261.4 ¢ 3.5 215 238
™, 217.2 ¢+ 3.0 190 193
my 197.4 * 2.6 180 176
m, 140.6 2.2 125 135
Mg, 109.9 * 2.4 115 120

4 Los valores representan la media aritmética * la desviaci6n
standard de 5 geles independientes. Las moléculas de RNA to
madas como marcadores fueron; el fragmento a del RNAr de
T. cruzi de 1661 nuclebtidos (59), y los RNAs de ratén 5.88
de 159 nucle6tidos (66) y 55 de 121 nucleStidos (67). La

linea que representa el ajuste de minimos cuadrados fue

L = 2276.7 - 1.386" {coeficiente de correlacién r = 0.9%999).

P romada de Cordingley y Turner (70)

€ Tomado de Gray (72)
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El tamafio de estas 5 moléculas pequefias (Tabla I) fue cal
culado por medio de la calibracifn de los geles con las especies
55 y 5.85 de rat6n, asf como la especiec « de T. cruzi (59). Las
especies 185 y B no se utilizaron como marcadores debido a que
se pilerde la linearidad log tamafio = f(distancia migrada) en esa
zona del sistema de electreoforesis utilizado. En la Tabla I se
muestra también ol tamafio de las moléculas equivalentes recien-

temente reportados para T. brucei (70) y Crithidia fasiculata (72).

La molécula 5.838 de cucariotes se encuentra asociada por
puentes de hidrégeno a la especie mayor tipo 28S. Con el objeto
de investigar asociaciones an8logas en las moléculas ribosomales
de T. cruzi, las diferentes especies ribosomales contenidas en
la preparacifn de RNAr total fueron separadas en condiciones no
desnaturalizantes a través de un gradiente isocinético de sacarosa
5~ 20%, El material recogido de las fracciones correspondientes a
la regifn soluble, a la especic 183 y a la 248, fue apalizado en
el sistema de acrilamida desnaturalizante. Como se muestra en la
Fig. 6 las especies my, m,, M, y m; se encuentran en la regifn
soluble del gradiente; lo que indica gue su asociaci6n al riboso
ma es por lo menos dependiente de la existencia del complejo ri-
bonucleoproteico. La especie my copurifica con la molécula 24S,

y se independiza al desnaturalizar el material. Es por este com
portamiento bioqufmico particular, que pensamos gue la molécula
my constituye la especie anfiloga o equivalente a la molécula 5.8S

de eucariotes,
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Figura 6, Fraccionamiento del RNAr de T. cruzi en gradientes
de sacarosa no desnaturalizantes (A) Yy en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (B). Los corchetes
horizontales indican las fracciones del gradiente
aplicadas a los geles., (a) RNA 0-6S, (b) RNA 185,
(c}) RNA 245 y (4) RNAr total aplicade al gradiente.
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Debido a que en algunos gradientes se identificé en
proporcifn pequefia y variable la presencia de m, en la re-
gi6én de 185 y recordando que por lo general ésta se encuentra
contaminada con los fragmentos o y § (que conforman 24S), pensa-
mos que de preparacibnus parcialmente desnaturalizadas que hi-
cieran evidentes a« y B podrfa recuperarse mq. Por experimentos
de electroforesis en agarosa al 1.5%, donde se resuelven las
tres especies mayores, hemos identificado en una segunda dimen-
5i6n en geles de poliacrilamida desnaturalizante, que la molé-

cula m, se asogia al fragmento 8 (Fig.7}
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Figura 7. Gel de poliacrilamida desnaturalizante. (A] RNAr

total, (B} RNAr previamente fraccionado en geles

de agarosa no desnaturalizantes. El RNA presente

en las bandas del gel de agarosa fue analizado en
el sistema de acrilamida desnaturalizante. (a) RNAr
total, (b} RNA de la especie a, (c) RNA de la espe-
cle B, (d) RNA de la especie 245.
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DNA Satélites de Densidad

BEn varios eucariotes el DNAr tiene una densidad, en gra-
dientes de CsCl a equilibrio, mayor a la de la masa principal
de DNA (8). Debido a ello ha sido posible su enriquecimiento
en una forma sencilla. Con ¢l prop6sito fundamental de purifi-
car o enriquecer el DNAr de T. cruzi, se fraccion6 DNA total en

gradientes de CsCl.

La hibridacifén con RNAr a lo largo del gradiente indica
que en estas condiciones de fraccionamiento el DNAr no se sepa-

ra del pico principal de DNA (Fig. 8).

En un segundo intento por aumentar la diferencia en den~
sidad de regiones de DNA ricas en pares AT vs GC, se adicioné
actinomicina-D como intercalante preferencial de GC. El gradiente
de CsCl/actinomicina-D, mostrado en la Fig. 9 revela la presen-
cia de satflites cripticos de baja densidad (supuestamente ri-
cos en GC en estas condiciones) no resueltos en gradientes de
CsCl neutro, Sin embargo el perfil de hibridacibn con RNAr in-
dica que el D¥Ar, si bien asimétricamente distribufdo no se sepa-

ra como un pico independiente de la masa principal de DNA.
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Anglisis por endonucleasas de restriccibn

Con intensiones de analizar el arreglo de las secuencias
codificadoras del RNAr, el DNA total fue digerido con varias en=
donucleasas de restriccifn. Los fragmentos resultantes fueron so
metidos a electroforesis en agarosa y transferidos a nitrocelulo
sa. En una b@squeda inicial de fragmentos de DNATY, se hibrids el
DNA asf{ fraccionado con una mezcla de las especies mayores ribo-

32P (Material y Métodos). El auto-

somales marcadas in vitro con
rradiograma post-hibridacifn de algunas de estas digestiones se

muestra en la Fig. 10,

En la Tabla Il se presenta el resfimen de una clasifica-~
ci6n de las endonucleasas probadas basada en el nlmere y tamafo
de los fragmentos de hibridacién ribosomal por ellas generados.
Debido a que el tamafio de las especies 185, o« y B suma alrededor
de 6.4Kb, consideré que los fragmentos generados por las endo-
nucleasas Hind IIT y Sst I resultaban adecuados para iniciar un
anflisis de la regién codificadora. En la Fig. 11 se muestra el
autorradiograma resultante de la hibridaci6n del RNA 185 + 248

con el DNA digerido con Hind III y con Sst I,
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Figura 10. Autorradiograma de la hibridacitdn ribosomal 185 + 24§
de DNA de T. cruzl. Experimento tipo Southern de DNA
digerido con endonucleasas de restriccifn,
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TABLA I1X

Grupo Enzima Resultados

I Eco RI Banda Gnica que comigra con
Xba I DNA sin digerir (v~ 30 Kb).
Sal 1

II Kpa I Una banda que comigra con DNA
Bam HI sin digerir y presencia de ban
Sma 1 das tenues adicionales (10-20
Xho I Kb}, ’

I1T Sst I Dos bandas intensas entre 1 y
Hind TII 20 Kb.
Pst I

v Hae II No se encontr® material de hi-
fha I dacién,

Clasificacién por grupos de las endonucleasas probadas.

El sistema de electroforesis fue agarosa 0.8% y el RNAr utiliza

do en la hibridacién fuec una mezcla de 185 y 248,



42,

Sst t / Hind Iil.

3

” - a8gs QT2

‘ onlbd  —se0: 8

7 —374+.08

— 170 + 09
=168+ 009

185+245

Figura 11, Autorradiograma de la hibridacifn ribosomal de DNA
digerido con Hind III y con Sst I. El tamafio de los
fragmentos fue calculado con base a su posicifn rela
tiva a los de DNA del fago lambda digerido con Hind
III (marcador interno no mostrado) y corresponde al
promedio aritmético de por lo menos 7 determinacio-
nes independientes.
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La relacién y homologfa que guardan entre sf dichos
fragmentos fue investigada a través de realizar digestiones
dobles y de hibridar por separado las B diferentes moléculas
de RNA ribosomal (tres especies mayores y cinco menorés). Los
resultados de estos experimentos se muestran en las Figs. 12
y 13. Y de manera condensada se presentan en la Tabla ITI.

En la Discusibn se desglosan las alternativas y consideracio-
nes por las que se infiere el arregle fIsico de las regiones
codificadoras. Este arreglo se esquematiza en la parte inferior
de la Tabla III, Ademds de las bandas consideradas en la Tabla
III, he encontrado bandas tenues adicionales generadas por
Hind IIT y hechas ecvidentes con RNA 185 (6-10Kb} y con la es-
pecie m, (L0Kb) . Estas bandas adicionales pudieran ser la
consecuencia de heterogeneidad en la regién, que por analogfa

a otros sistemas, corresponde al espaciador no transcrite .
Dichos cortes se han representados en el mapa con una "H" de

menor tamafio.

Los fragmentos de hibridacién obtenidos con las especles
W, ¥ mg difieren de aquellos presentes en el resto de las sondas

y son mostrados en las Figs. 14 y 15.
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Figura 12. Autorradiograma de la hibridacifn tipo Southern
con las especles: R({A}, 185 (B) vy a(C).
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Figura 13. Autorradiograma de la hibridacifén tipo Southern
con las especles m, (A}, =, (B}, MJ(C,'
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TABLA III

ESPECIES Rind III Sst I Sst“ir/‘;illirlléllll 8st I/Hind III Sst I Sst I/Hind III
RIBOSOMALES 20 Rb 9.88 Kb 5.60 Kb 3.74 Kb 1.70 Kb 1.68 Kb.

18s + + + + - -

B - + + - - -

o + + + - + +

my - + + - - -

my + - - - + +

my - Ty + - - -

m, - - - - - -

mg - - - - - -

Mapa construfdo con la Hibridacibn independiente con las especies ribosomales de T. cruzi
del DNA digerido con Sst (S) y/o con Hind ITI (H).
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Figura (4. Autorradiograma de la h1br1dac16n tipo Southern
con la especie ribosomal my.
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Figura |5. Autorradiograma de la hibridacidn tipo Southern
con la especie ribosomal LI%
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Sitio para Eco RI

La hibridacibn obtenida con Eco RI (banda que comigra
con DNA sin digerir) 4l igual gue la obtenida cen el resto de
las endonucleasas de su grupo (Tabla II)}, sugiere que la enzi-
ma no corta dentro de la unidad fundamental de transcripei6n,
Debido a la existencia en varios Phyla { ver Discusifn) de un
sitio para Eco RI localizado en el extremo 3’ de la regién gque
codifica para la especie 185 , que es una regifn especialmente
conservada y que se aparea con una secuencia en el extremo 5'
del RNA mensajero (69), pensamos que su ausencia en T, giggi
resulte interesante. Con intensiones de acumular evidencias en
este sentido, se realiz§ un experimento de hibridacién donde
el DNA fue digerido con Eco RI en digestifn sencilla y doble
con Sst T y con Hind III, enzimas que demostraron cortar dentro
de la regidn codificadora. El hecho de que Eco RI muestre hi-
bridacién que comigra con DNA sin digerir y que esta enzima no
modifigue el patrén de corte obtenido con Sst I y con Hind III
(Fig 16) sugiere fuertemente que Eco RI no corta dentro de la

regi6n codificadora de estas especies ribosomales.



S0.

Hind W

Sst |
Eco R 1/ Hind Wt

Eco R4/ Sstd

vi 79 X — 20
o9y — o988

— 580

18S+2485

Figura 16. Autorradiograma de la hibridacifn ribosomal (18S + 24S)
del DNA digerido con la endonucleasa Eco RI indepen-
diente y combinada con Hind III y con Sst I.
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DISCUSION

ESPECIES RIBOSOMALES MENORES.

Los datos que se presentan en este trabajo indican que en
los ribosomas de T. cruzi se encuentran 5 moléculas de bajo pe-
so molecular (100- 300 bases). Esta situacién difiere con la ge-
neralidad de eucariotes, los cuales contienen s6lo dos molécu-
las pequefias (55 y 5.85). Esta discrepancia sugiere, como primera
posibilidad que la presencia de 5 moléculas en T. cruzi pudiera
deberse a un problema de degradacifn. Los argumentes gque sSe men-
clonan a continuaci6n reducen de manera importante esta posibili-
dad y en consecuencia sustentan el concepto de que se trata de

moléculas nativas en el ribosoma de este protozoario:

1. Se tuvo gran precaucifn de no contaminar el material de labo-
ratorio ni el A&rea de trabajo con ribonucleasa comercial, asf
como de inactivar (150°C) cualgquier actividad enzimitica pre-
sente en dicho material,

2. Todas las soluciones para la purificacifn y manejo del RNA
fueron previamente esterilizadas en precencia de inhibidores
de ribonucleasa.

3. La electroforesis del RNAr aislado, da bandas nftidas y re=~

producibles. Si fueran producto de degradaci6n se esperaria
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encontrar un barrido.

4. Las moléculas se encuentran en cantidades equimclares con un
un patrén electroforftico constante en purificaciones indepen
dientes,

S. En el complejo polisomal el RNA mas suceptible a degradacién
¢s el mensajero. En las preparaciones ribosomales utilizadas
de encuenhtran polisomas con la existencia de 5 o 6 monosomas
{5%). AGn mas, el RNA polisomal purificado dirige, en un siste-
ma libre de células, la sintesis de protefnas de clevado peso
molecular (0.2 x 1066a1t0nes), lo que significa la existencia
de mensajeros de gran tamafio molecular (59).

6., La existencia de 5 moléculas pequefias de RNA de tipo riboso-
mal ha sido reportada recientemente en otros tripanosomatfdeos
(70-72) y sus tamafios tienen gran sgimilitud a los determinados

en este trabajc (Tabla I).

En lo que se refiere a la localizacién y tipo de asociaci6n
de estas moléculas a los ribosomas de T. cruzi, quedé demostrado
que m, es recuperable al desnaturalizar la especile ribosomal 248
(Figs.6, 7) y por lo tanto se localiza en la unidad ribosomal ma-
yor. Adem&s my hibrida en el fragmento que, por analogfa a otros
sistemas, pudiera contener al espaciador transcrito del cistxfn

ribosomal. Dadc gque estos comportamientos son clisicos de la mo-
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lécula 5,85 de cucariotes, consideramos que Wy constituye el
componente anflogo en los ribosomas de T. EEEEEF Debido a que las
especies My, My, My ¥ Mg Se encontraron en la regifn soluble

del gradiente, su asociacibn depende por lo menos del complejo
ribonucleoproteico. En estos experimentos no hemos determinado

la asociacifn de estos RNAs al ribosoma. Sin embargo se ha des-
crito en T. brucei que las moléculas equivalentes a My, My

me se liberan de ribosomas tratados con EDTA (70), lo que consti-
tuye el comportamiento bioquImico de la especie 55. Por otro
lado, aquellas equivalentes a m, Y My fueron recuperables de la
unidad ribosomal mayor 508 (70), Por filtimo, la asociacién exclu-
siva de la molécula que corresponde a my a la especie 245 des-
proteinizada coincide con lo descrito en este trabajo. Dadas
estas razones se antoja muy probable que la asociacién de my .

My, My Yy Mg A los ribosomas de T. cruzi sea similar.

El perfil de las especies pequeiias ribosomales pequeilas
encontrado en T. cruzi es similar al reportado para T. brucei

(70), Chritidia fasiculata (72) y Leshmania tarclentolae (71).

Debido a que no existen hasta nuestro conocimiento, reportes
en otros Phyla con estas caracter{sticas, puede considerarse a
esta particularidad como un criterio que re@ne a los tripanoso-

matfdeos en un grupo distinto al resto de eucariotes.
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Dadas estas caracterfsticas resulta plausible pensar que
la funcién de los ribosomas de tripanosomatfdeos patfgenos sea
diferente a la de los hospederos mamfferos. De resultar cierta
esta hip6tesis, la maquinaria de traduccibn en T. cruzi pudie-
ra ser un objetivo para el disefio de f&rmacos especfficos o pre

ferenciales al metabolismo del pardsito.

DENSIDAD RELATIVA DEL DNA RIBOSOMAL

La posicién del pico de hibridacifin del DNA ribosomal
observado en los gradientes de CsCl neutro indica que el ‘conte-
nido promedio de G C cn el contexto de secuencias que incluye
al DNAr es similar o ligeramente mayor al de la masa genfmica.
Desgraciadamente, con fines de purificaci6n, la diferencia no
es suficiente para conseguir un satélite ribosomal, ni afin en
presencia de actinomicina-D que apenas acentfia la pequena dife-
rencia. He de mencionar que debido al interés de estudiar frag-
mentos grandes de DNA, que incluyeran por lo menos toda la
unidad de repeticién ribosomal, este no fue roto previamente
a tamafios menores. Es posible dque las pequefas diferencias de
densidad insinuadas en estos experimenros, sean aumentadas u-

tilizando fragmentos de DNA de menor tamafo.

Como se muestra en el perfil de AZGO (Fig 9), el antibig

tico intercalante separa por lo menos 3 satélites cripticos
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ligeros. Estos serdn motivo de futures estudios para determi-
nar la repetitividad de secuencias y homologfa con transcritos

celulares.
ANALISIS POR ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Antes de discutir el mapa construfdo, quisiera comentar
que la existencia de pocas bandas de hibridaci6n con RNAr (Fig.
10, Tabla II) nos sugirif desde un principio, que los cistrones
ribosomales en T. cruzi se cncuentran en un contexto fundamen-
talmente hemogéneo de secuencias. El hecho de que en las diges-
tiones con Hac II y con Htha T no se haya encontrado material de
hibridacién, puede explicarse si recordamos que estas enzimas
reconocen solo 4 pares de bases a diferencia de 6 pares de ba-
ses que reconocen el resto de las endonucleasas probadas.

El pequefio nfimero de bases reconocido por estas endonucleasas pu-
do haberse traducido como la digestién del cistr6n ribosomal
en tamafios pequefios ( < 500 bases) no analizados en las condi-

ciones de electroforesis utilizadas.

A continuacién se discuten las hibridaciones independien-
tes de las diferentes especies ribosomales con los fragmentos
generados por Hind 1II y Sst I (Figs. 11- 15) cuyos resultados

se encuentran condensados en la Tabla III.
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Utilizando las especies 185 y 24S como sondas, el frag-
mento de 9.9 Kb generado por Sst I desaparece en la digestién
doble con Hind III (Fig 11) y concomitantemente se encuentra
uno menor que comigra con el de 5.6 Kb de Hind III. Esto in-
dica que el fragmento de 5.6 Kb producido con Hind III esta con
tenido en el de 9.9 Kb de st I. La aparicién de un fragmento
en la digestidn doble con tamafio de 1.68 Kb, ligeramente menor
al fragmento de 1.70 Xb generado por Sst I, aunado al hecho de
que estos dos fragmentos presentan el mismo perfil de hibridacién
con las especies ribosomales a y my (Tabla III), sugiere que el
fragmento de 1.68 Kb proviene del de 1,70 Kb por efecto de un
corte con Hind ITI. Un tercer fragmento de 3.74 Kb proveniente
de la digestidn doble, es de tamafio similar al esperado para la
diferencia de 9.9 Kb y 5.6 Kb, que es de unas 4.3 Kb. Es facti-
ble que exista un fragmento extra de unas 600 bases pero este
tendrfa que ser silencioso a la hibridaci6n ( sin secuencias
representadas en las especies ribosomales), pues no se encontré
material de hibridacién mayor a 200 b en geles de agarosa al 1.2%

y adem8s sobreexpuestos en la radiograffa.

Con estos datos existen 2 posibilidades para el posible

arreglo de estos cinco fragmentos de DNA:
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Sstl 29 Kp Sstl o Sst|

{ 1 od

Hindlii 16 Hinddlt %74
L 1 y 168 Sat|
2,

st N Ssti 10 Sstl

1 d .|

ar4 Hind | 58 Hind
1 i 188 Ssil
[u I

El hecho de que la especie o hibride con los fragmentos de 5.6,

1.68, y 1.70 Kb indica que el arreglo ndmero 2 es el correcto.

La hibridacién observada con el resto de las sondas
ribosomales sitGa a las diferentes regiones codificadoras en

la siguiente manera:

18s: En los fragmentos 3.74 (Hind III/Sst I) y 5.6 (Hind III
o Hind III/Sst I) (Fig 128 Tabla III).

B En el fragmento central 5.6 Kb (Fig 12A y Tabla III).

a e En el fragmento central 5.6 Kb abarcando los fragmentos
1.68 (Hind III/Sst I, 1.70 (Sst I) y 20 Kb (Hind III)

(Fig 12 ¢ y Tabla I1II1). La banda tenue intermedia a las
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de 5.6 y 1.68 de la digestién doble en la Fig. 12C
disminuye especifica y considerablemente cuando la
hibridacién de « es competida con 20 veces de 185 que
hibrida fuertemente con ecse fragmento (Fig. l2ﬁ). Por
lo tanto, dicha banda tenuc representa contaminacién

de 185 en mi preparacidn de u.

En el fragmento central de 5.6 Kb (Figs. 13A, C y Ta-

bla I1I). Este fragmente contienc ademds: aproximadamen-
te el 50% (2 Kb} de la regi6n 185 (Fig. 12B), la totali-
dad {2 Kb) de la £ (Fig, 12A) y la mayor parte (< 1.6 Kb)

de la a (Fig. 12C). La especie m, bioguimicamente se

3
comporta como la 5.8S de cucariotes y podrfa ubicarse
por analogfa a otros sistemas entre las secuencias de 18§
y 245 (8 con este caso). La demostracién de esta suposi-
cién y la localizaci6n de my requieren de un mapeo mas
fino en e¢sta regién, El hecho que 188, §, o, m oy my hi
briden con el fragmento de 9.9 Kb generado por Sst I

(Figs. 12, 13 y Tabla III) apoya el arreglo hasta ahora

construfdo,

En los fragmentos 1.70 (Sst I), 1.68 {Hind III/Sst I}
y 20 Kb (Hind III) (Fig. 13B). Esto lo sitfia vecino a

la regifn que codifica para «.
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Las especies 185 y Myr ubicadas en las regiones extremas
de la unidad de transcripcién, hibridan con un fragmen-
to de 20 Kb, y en menor intensidad con otros de 6~ 10 Kb
y 10 Kb respectivamente, generados por Hind IiI (Figs.
128 y 13B). Estos pudieran indicar la cxistencia de es-
paciadores no transcritos heterogéneos en secuencia y/o
en longitud.

m4y

Mg Las especies my ¥ mg son codificadas en un contexto de
secuencias diferentes al de las especies mayores. Para
m, los datos sugieren la existencia de varios loccei;
mientras que para g, los datos son acordes con una a-
grupacif6n de las regiones codificadoras (Figs. 14 y 15).
Ambas situaciones se han descrito para los genes de RNA
55 de varios ecucariotes (68). Por esta y por otras si-
militudes como lo son su asociacifn al ribosoma depen-
diente de protefna y su tamafio molecular, consideramos a

las molécula m, y/o m. como entidades anflogas al RNA

5
58 de eucariotes.

Con intensiones de situar la informacién obtenida, re-
ferente a la organizacién de secuencias codificadoras de las
especies ribosomales de T. cruzi, en el contexto de otros sis-

temas, considero conveniente enlistar primero aquellas caracte-



risticas comunes vy aquellas no comunes de los genes ribosoma-

les en la generalidad de eucariotes.

Datos comunes a todos los eucariotes

1. Se trata de genes repetidos (50- 500 copias por genoma
haploide) .

2. Se encuentran agrupados.

3. Las unidades de transcripcidn se encuentran separadas por
regiones de DNA no transcritas.

4. Las unidades de transcripcifn contienen espaciadores trans=
critos en el RNA precursor y al ser eliminados en el proce-

samiento del mismo separan las regiones codificadoras.

Datos que difieren entre gucariotes

1. Existen cistrones extracromosomales en algunos protistas
de vida libre (48- 56).
2. Todos los cistrones ribosomales cromosomales, a exepcién de

Acetabularia exigua (25), presentan un arreglo en tandem

"cabezas con colas y colas con cabezas", Protistas de vi-
da libre (48~ 56} presentan sus genes ribosomales como mo-
léculas libres extracromosomales organizados en forma pa-

lindrémica.



La unidad primaria de transcripeifn es de tamafio variable
(8- 13 Kb} (15- 19).

Los espaciadores no transcritos pueden ser homegéneos (29)
o heterogéneos en longitud {73) y/o en secuencia (31}.

En la gran wayorfa de eucariotes, la regifn cedificadora
de la especie 55 no se encuentra ligada a la unidad fun-
damental de transeripcidn 185 y 24-28S. D.discoideum (56},

Sacharomyces cerevisae {(41) y Euglena gracilis (74) cons-

tituyen casos exepcionales,

BEn varios Phyla se ha conservado la secuencia en el extremo
3' de la especie 185, que incluye un sitic de corte para

la enzima Eco RI. Tal es el caso de 8. cerevisae (41},

D. discoideum (56), Oxytricha fallax {(75), Lytechinus varia-
gatus (76}, D. melanogaster (35), Sciara coprophila (40},

Calliphora erythrocephala (39), Bombyx mori (29), rat6n (31),

hamster chino (77), ternera (78) y hombre {32).

Entre los organismos que no contienen esta secuencia se
encuentran tanto protistas de vida libre: Physarum poli-
cephalum (54}, Tetrahymena pyriformis (79}, E. gracilis

{74), como metazoarios: Neurospora crassa (80}, el nemd-

todo Caencharbditis elegans (81), Artemia (82) y cereales (B3).
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Datos en T. cruzi

El mapa construfdo se encuentra representado en la parte

inferior de la Tabla III., La localizacifn de los sitios de

restricci6n dentro de las regiones codificadoras ecs aproximada,

pues estd basada en la intensidad relativa de hibridaci6n obte

nida con las especies ribosomales independientes. La informa-

cibn obtenida como producto de este andlisis puede resumirse

en los siguientes puntos:

(5]
.

Las unidades de repeticidén contienen las regiones codifica-
doras para las especies : 185, &, a, my, My ¥ ma.

Presencia de espaciadores no transcritos de gran longitud
{por lo menos 20 Kb) muy probablemente heterogfnes en se-
cuencia y/o en longitud.

Consideramos un tamafo de aproximadamente B8Kb para la regidn
codificadora.

Tomando en cuenta los dos puntos anteriores, estimamos que
el tamafic minimo de la unidad de repetici6n es de aproxima-
damente 28 Xb. Desconocemos, por el momento, si esté o no
integrada al cromosoma; asi como también la sitvacién de
polaridad (tandem o palfndrome) de las unidades adyacentes,

De ser similar a la encontrada en L. donovani (26) se tra-

tarfa de un tandem.
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5. No sabemos si m, My, ym forman parte del RNA precursor,

3
o bien se codifican en la otra cadena de DNA.
6. La ausencia de la secuencia reconocida por la endonucleasa

Eco RI cn la reqif6n codificadora de las especies 185 y 24S

puede resultar de relevancia filogenética y funcional.

Consideramos que nuestro conocimiento y manejo actual
del sistema DNAr- RNAr, nos permitird en un futuro proéximo
investigar sobre la organizacién fina, la transcripcién y el
procesamiento de las diferentes especies de RNA ribosomal en

T. cruzi.
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