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l. 

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

ANTECEDENTES GENERALES 

Trypanosoma cruzi, sistema biol6gico de nuestro interés, 

es un protozoario hemoflagelado que parasita al hombre. El 

padecimiento que origina es la enfermedad de Chagas o Tripanos~ 

miasis americana. Este padecimiento constituye en Centro y Sud~ 

m~rica un serio problema de Salud Pública {1). La situaci6n en 

M~xico 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 República se han localizado los insec­

triatom!neos vectores infectados. 

El parásito completa, tanto en el hombre como en el in­

secto vector, un ciclo de vida complejo que incluye divisi6n e~ 

lular y diferenciaci6n a estadios infectivos morfol6gicamente 

identificables. El tripornastigcte que es la forma sanguínea del 

parásito, identificable por la emergencia del flagelo en posi­

ci6n anterior al nGcleo, es el Gnico estadio competente en la 

infecci6n (1). Esta c6lula no se divide, y en este sentido es 

terminal, a menos que siga uno de los siguientes caminos: 
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a) La infección de alguna célula del hospedero marn!fero, 

dentro de la cual adopta las formas replícativas y secuenciales 

de arnastigote y cpimastigotc. Estos estadios son morfol6gicarne!: 

te identificables por tener ln emergencia del flagelo en posi­

ci6n posterior al núcleo de la c~lula. El ciclo en esta línea 

se cierra con la difcrcnciaci6n intracelular de epimastigotc a 

tripomastigote, l!sis de la célula y liberación al torrente sa~ 

gu!nco de nuevas formas infectantc5. 

b) La transferencia al triatoma hematófago por medio de 

la picadura de hospederos infectados. El parásito, en la luz i~ 

testinal del vector, se multiplica y presenta una serio de tran~ 

formaciones que producen un nuevo trípornastigote. Las formas 

infectívas asr generadas se denominan tripomastigotes metac!cli­

cos por completar, en el vector, un ciclo posterior al del hosp~ 

dero mamífero. 

La transmisi6n del padecimiento se realiza cuando a con­

secuencia de una nueva ingesti6n sangu!nea, el vector infoctado 

defeca ~ situ tripomastigotcs metac!clicos. Si por alguna raz6n 

extraparasitaria, estas formas alcanzan conjuntivas, mucosas, o 

el torrente sangutneo, los ciclos de infecci6n - l!sis celular 

se llevarán n cabo, y la parasitosis se establece, 
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La fisiopatolog!a del padecimiento reside en el tipo de 

tejido dcstruído. En este sentido mencionar~ que existe un tro­

pismo positivo del pnrtísito hacia diferentes tejidos musculares: 

masculo csqucl6tico, músculo liso de tubo digestivo y masculo 

c.:irdiaco. Cuando la lísis celul.~r alcanza tejido de conducci6n 

se presenta p6rdida de ln tonicidud y de la rcl.:1jaci6n del org~ 

no afectado (mega c.sófago, mega c<:irdias y mega colon} ori']inan­

do así transtornos digc9tfvos y arritmias cardiacas respecti­

vamente, 

La respuesta inmune del hospedero, solo es cap5.z de co!l 

trolar la infccci6n aguda ya que los anticuerpos, aglutinantes 

y protectivos contra algunas cepas (3), son efic:ízmentc evadi­

dos cuando el protozoario alcanza la fase intracelular. 

Por otro lado, es interesante que a pesar de que el pa­

rásito es morfol6gicamente similar, las características del pa­

decimiento en lo que se refiere a la intensidad y tipo de teji­

do afectado, varía dcpendien<lo de la localizaci6n geográfica 

donde es aislado (4,5), Así se tiene que mientras en Brazil las 

parasitosis se presentan con problemas digestivos y cardiacos, 

en Venezuela predominan los cuadros clínicos con ultcraciones 

carcliacas (!)). Estas manifestaciones diferentes de la enfermedad 
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de Chagas pueden corresponder a diferencias en los enfermos y/o 

a diferencias en el parásito. Considerando la primera posibilidad, 

diferencias entre los pacientes, cabe mencionar que cepas diver­

sas de ratones son difcroncialmcntc sensibles .:il tripanosomatí­

deo Lcshmania donovani, y que osta scnsibilid.J.d está determina-

da genéticamente (G). En lo referente a lu posibilidad de dife­

rencias cnt~o los parásitos, mcncionnr6 que a trav6s de anali-

zar el patrón electrofor6tico de algunas isocnzimas de !· cruzi, 

fue posible su clasificación en grupos o zimodcmns. Considera­

mos interesante que dichos grupos se encuentren difcrcncialmen-

te distribu!dos en Venezuela y en Or<izil {5). 

Debido a que en ·el programn rnorfogenético de desarrollo 

el parásito ndquicrc, en un estadio particular, la capacidad de 

infectar, y que el fenotipo diverso de patogenicidad pudiera 

residir en la expresión de secuencias nuclcot!dicas distintas, 

consideramos no solo intcresan~c sino necesario el estudio de 

genes nucleares en '.!:_. cruzi. 

A diferencia de los tripanosomas africanos, donde se 

han estudiado extensamente la organización y la expresión de 

los genes que codifican para los antígenos variables de super-
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ficie (7}, el Tripanosoma ~ no ha sido estudiado mole­

cularmente en ninguno de sus genes nucleares. Por las razones 

que se mencionan a continuación se escogió al sitema DNA ri­

bosomal - RNA ribo.soma! corno el prototipo inicial de estudio 

de genes nucleares en T. cruzi. 

l. La abundancia del transcrito y la rcpctividad génica 

encontrada en diversas especies (8,9) lo convierten en un sis­

tema de f~cil acceso. 

2. Dado que se trata de un gen esencial, con su expre­

si6n asociada a crecimiento celular (10}, su estudio experimen­

tal presenta además el intcr6s funcional de regulaci6n. Debido 

a que en el ciclo de vida de !· cruzi se incluyen estadios re­

plicativos y no rcplicativos, consideramos que la síntesis de 

ribosom<Js puede estar rcgulad<J en el programu morfogenético de 

desarrollo. 

3. Considernndo que se trata de un sistema conservado en 

la evoluci6n biol6gica (8), similitudes y diferencias en la 

organización y secuencias de sus elementos podrán ser utiliza­

dos como criterios taxon6micos para lñ clasificación de !· cruzi. 
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OBJETIVO 

El objetivo de esta tesis es analizar el arreglo de las 

secuencias de DNA que codifican para el RNA ribosomal en !· cruzi. 

Como el cpimastigote es la forma cultivable del parásito, a este 

estadio se referir6n los datos encontrados. 
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ANTECEDENTES PARTICULARES 

Antes de señalar el trabajo realizado en este estudio, 

comentar~ en los siguientes p~rrafos las características mas s~ 

bresalicntes de los genes ribosomalcs en varios organismos; en 

forma tal de presentar una visión general del conocimiento ac­

tual sobre este sistema. 

Los ribosomas de cucuriotcs contienen especies molecula­

res de RNA de gron (especies mayores) y pequeña (especies meno­

res) masa molecular: 185 y 26- 285, y 5.85 y 55, respectivamente. 

Las tres primeras especies {18, 28 y 5,85) son codificadas den­

tro de una unidad de transcripción coman, y la altirna (SS}, 

por lo general, se sintetiza en genes repetidos independientes (69). 

As! pues, ha sido aceptado el denominar a los RNA tipos 185, 285 

y S.BS como RNA ribosomal (RNAr) y al tipo SS como RNA SS. 

El RNAr es sintetizado por la enzima RNA polimerasa 

(11) como un precursor que después es procesado, en varios pa­

sos (evento nuclear), para dar así las moléculas maduras 185, 

28S y S.BS (12). 

Como había sido comentado el gen ribosomal es un gen re-
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petido en todas las células hasta ahora estudiadas (8). Así 

se tiene que en Echerichia coli se encuentran 7 copias (13) 

mientras que en eucariotcs varía .:i.proximudamcnte de so a 500 ca 

pi as por genoma haploide. Al comparar la multiplicidad de los 

cistroncs ribosomales con el tamaño del gcn0mc1 en distintos or-

ganismos, es interesante que, de manera general, en la evolu­

ci6n f ilog6nica estos dos par~metros hayan aumentado en forma 

paralela (8). 

Bn los cromosomas de cucariotcs superiores los genes 

ribosomales se localizan agrupados en los sitios organizadores 

del nuclcolo {visualiz.:idos como regiones densas de n(foleos en 

interfase o constricciones secundarias de los cromosomas en me­

taf asc}. Dichas agrupaciones presentan una organizaci6n pecu­

liar en la que las unidades repetidas de transcripci6n , se en­

cuentran alternadas con secuencias espaciadoras no transcritas. 

Este arreglo particular fue descrito inicialmente por Miller y 

Beatty (14) rnediílntc la obscrvaci6n al microscopio electr6nico 

de cromatina nucleolar extendida de ovocitos de Xenopus laevis. 

El tamaño de la unidad de transcripci6n del RNAr precur­

sor tiene, en la mayoría de los eucariotes, un tamaño aproxi­

mado de 8 kilobases (Kb}, En este grupo se incluye a levaduras 
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(15), insectos (16), y sapos (17). Sin embargo, se ha reportado 

un tamaño de 10.5 Kb en aves (18) y de 13 Kb en los mamíferos 

(19) • 

La transcripción del gen ribosomal siempre se realiza 

en el siguiente sentido ( 5' + 3'}: cxtrerno no conservado - HNA 

185 - espaciador interno - RNA 295 (20- 22). Dicha polaridad 

es universal, e incluye tanto u bacterias {23} como a la müyor!a 

de los genes ribosomales de mitocondrias (24}. 

En lu gran mayoríu de organismos, los genes ribosomales 

se encuentran integrados en los cromosomas. Sin embargo en ulg~ 

nos eucariotes sencillos dichos genes se encuentran como moléc~ 

las libres cxtracromosomulcs. Ejemplos de ambas situaciones se 

comentarán por separado. 

~ Cromosomales 

La relación que guardan entre s! las unidades de trans­

cripción en los cromosomas de eucariotes consiste, en la gener~ 

lidad de los casos, en una repeticí6n en tandem: "cabezas con 

colas y colas con cabezas". Acetabularia exigua presenta un 

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

(25). 

En los genes ribosornales se distinguen dos tipÓs de s~ 

cuencias espaciadoras. Las ya mencionadas no transcritas que 

alternan repetidamente con las unidades de transcripci6n, y las 

transcritas que separan las regiones codificadoras del RNA 185, 

5.BS y 28S. Estas últimas est~n contenidas en el precursor pr~ 

maria de RNA, pero al ser scparadc:1s con el procesamiento del 

transcrito, se hacen evidentes al ubicar físicamente las. molé­

culas de RNAr maduras sobre la unidad fundamental de trilnscrie_ 

ci6n. 

En la Figura 1 se muestran los arreglos físicos de los 

genes ribosomalcs en!· lacvis y Drosophila mclanogaster, que 

constituyen a este respecto, los sistemas mejor estudiados. En 

ambos casos, la mol~cula ribosomal 5.85 se localiza en el esp~ 

ciador transcrito entre las regiones codificadoras de las esp~ 

cies mayores 185 y 285. 

Unidades génicas del tipo similar a ~· laevis se han re 

portado en varios Phyla: Leshmania donovani (26); erizos de mar 

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

pollo (30); rat6n (31, 32) ganado vacuno (33) y humano (34). 



11. 

ETE 185 ETI 26 s EHT 
Q ----------0 

5.85 

ETE ETI 285 EHT 
b -! • ----------(} 

li8S ~ 
IHS 

o 4 6 • 10 

Figura l. Mapas de las unidades g6nicas de repetición ribosomal 
de: al J!.. ~y b) ~· melanoqaster. 
Las regiones codificadoras se esquematizan como barras 
llenas, y los espaciadores transcritos, externos (ETE) 
e internos (ETI), como barras vacías. En b) se señala 
el punto donde algunas de las regiones codificadoras, 
de la especie 285, son interrumpidas (INS). Debido a 
que las inserciones son de tamaño variable se represen 
tan con una porción de línea discont!nua. Los espacia~ 
dores no transcritos (ENT) están representados tambi~n 
como líneas discont!nuas. Tomado de Long,. E.O. y Dawid, 
I.B. (68). 
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Como ya fue mencionado anteriormente el tamaño de las 

unidades de transcripci6n entre organismos es variable. La lo!! 

gitud y heterogeneidad de los espaciadores no transcritos es 

causa de una variabilidad aan mayor. En este sentido resalta 

el gran tamaño de las unidades de repetición (aprox. 40 Kb) -

presentes en rnt6n y humano. 

Por otro lado, al analizar la organización del gen ri­

bosomal en Q• mclanogastcr (Fig. 1 b), rosaltn como elemento 

novedoso la presencia de unn secuencio intermedia en la rcgi6n 

codificadora del RNA 285 presente en mtis de la mitad de las 

unidades de repetición {35, 36). Dichas secuencias, llamadas 

tmnbi~n introncs, constituyen un conjunto de sccuencins con 

distinta longitud (0.5 - 6 Kb) (35); y han sido clasificadas en 

dos grupos: 

Inserción E.!.E.2. I: presenta en su mayor!a una longitud de 

0.5, 1, 6 5 Kb; Comparten regiones de homología y so locülizan 

exclusivamente en el organizndor del nucleolo del cromosoma X. 

Inserción ~ .!!.= difiere en secuencia a la inserci6n 

tipo I; es de tamaño variable (1-6 Kb) y se localiza tanto en el 

cromosoma X como en el cromosoma Y. 
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Esta distribución sugiere que en la evolución del DNA 

ribosomal (DNAr) de Q. melanogaster se haya permitido el inte~ 

cambio de genes entre cromosomas, con la restricci6n del movi­

miento o inestabilidad de la inserción tipo I al cromosoma Y. 

Por otro lado es interesante el hecho que secuencias homólogas 

a la inserci6n tipo I se encuentran a su vez representadas en 

maltiplcs copias fueru. del org.:mizu.dor del nucleolo (37). 

Entre los mctazoarios, solamente en los insectos dípte­

ros se han descrito dichas sccucncids interruptoras en el DNJ\r. 

Así, se tiene que probabler.1entc en todilS las especies de 

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

te de sus genes ribosomcJ.les interrumpidos y otra contínuos. Sin 

embargo, y en contraste, en el díptero Chironomus tentans (28) 

no se encontraron secuencias interruptorus. 

En levaduras las unidades repetidas en el cromosoma co~ 

tienen además del RNA 18S, 5.BS y 28S, la región codificadora 

para el RNA SS (41). Sin embargo, en este caso la transcripción 

del RNA SS se lleva a cabo en la otra cadena de DNA. En este se~ 

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

El ejemplo de genes ribosomales extracromosomales, qui­

zá mas antiguo, est§ dado por los huevos de anfibios. Estas cé­

lulas multiplican selectivamente su DNA ribosomal (43). El mee~ 

nismo mas aceptado para generar las nuevas copias e:xtracromoso­

males involucra la utilizaci6n de un templado de DNA ribosomal 

del cromosoma (44), as! como la participación de estructuras de 

replicaci6n del tipo circulo rodante (45). Quisiera enfatizar -

que este fen6mcno se presenta en un estüdio particular en la g~ 

nesis del huevo (46), y las copias adici.onales resultantes, se 

diluyen 6 degradan dcspues de la fertilizaci6n en las divisio­

nes celulares del embrion (43). 

Entre los euc~riotes sencillos, se han descrito varios 

casos de extracromosomalidud de genes ribosomales: 

El micronGclco (nGcleo gen~tico) de Tetrahymena contiene 

solo una copia integrada del gen ribosomal (47), mientras que el 

macronacleo (ndclco metabólico) contiene varias copias de DNAr 

extracromosomal y est~ organizado como mol~culas palindr6micas 

(48) que contienen dos unidades de transcripción (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 mo16cula palindr6mica, y su centro de 
simetría se esquematiza en la Figura. En las dos uni­
dades de transcripción, el RNA precursor se sintetiza 
con la polaridad 5'~3' de adentro hacia afuera y en 
cadenas opuestas. Se señala también el sitio de inser 
ci6n descrito para algunas especies. La presencia de­
barras vacías y llenas señala los espaciadores trans­
critos y las regiones codificadoras respectivamente. 
Tomada de Long, E.D. y Dawid, I.B. (68). 
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tral en el palíndrome y avanza lu.1cü1 los extremos en la ya me!!. 

cionada polaridad 5'·~3 1 para cada una ele las cadenas de DNA. 

En algunas de las cepas de Tetrahymcna se hnn reportado la pr!':. 

sencia de secuencias interruptoras (Fiq. 2) (49-51). Estns se­

cuencias son tru.scri tas como pllrtc del RNAr precursor y subse­

cucntcmcntc eliminadas por corte y unión. 

En Physarum policcph.Jlum llls moléculas palindr6micas, 

de aproximadamente 60 Kb de longitud, presentan l.Js regiones -

codificadoras en posición cercana n los extremos (52-55). Este 

DNl\r se distí nguc por la presencia de dos inserciones en la re­

gión codificadora de la especie ribosomal 26S (52,55). 

El cuarto ejemplo de DN/\r cxt.racromosoma está dado por 

Dictyostelium discoideum (56). También en este caso el palindr~ 

me es muy largo (88 Kb) y presenta las unidades de transcrip­

ción hacia los extremos. otra situación particular es el hecho 

de que en este pal1'..ndrome se encuentre un gen 55 por cada gen 

ribosomal. 

Las unidades de repetición ribosomal en Paramecium 

tetraurelia son mol~culas 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 e~ 

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

Como un caso particular de DNAr extracromosomai menci~ 

naré el caso del ciliado Stylonichia. Este organismo constitu­

ye una situación especial puesto que todo el DNA tle su macron~ 

cleo se encuentra fragmentado en tamaños relativamente peque­

ños (o, 10 Kb). 

Procesamiento del Precursor 

La estructura típica del precursor ribosomal eucari6ti­

co contiene un espaciador transcrito localizado en el extremo -

5', la secuencia de la especie lBS, un espaciador interno que -

contiene al RNA s.ns y por último la secuencia de la especie 

288. Dicho precursor es cortado en sitios específicos durante -

el procesamiento. De cstn formn se generan intermediarios nuclea 

res que finalmente producen las molóculas maduras ensambladas -

en los ribosomas. El tipo de mol6culas de RNA nuclear que hibri­

dan en experimentos tipo Northcrn con diferentes secuencias rib~ 

somales clonadas sugiere que en mamíferos existen más de un pa­

tr6n posible de procesamiento (5B). Los datos de ratón y de HeLa 

indican que por lo menos existen 3 (Fig. 3 A, D, C) y 2 (Fig. 3 

A, D) v1as, respectivamente, 
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Figura J, 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 cara~ 

terís~icas generales de aislamiento de las especies mayores r~ 

bosomalcs en !· cruzi, así como la caracterización parcial de 

los mismos. Se encontró que la especie molecular mayor, con -

coeficiente de sedimentación de 245, contiene una ruptura in­

terna; y que dependiendo de las condiciones dcsnaturalizantes 

utilizadas en su purificaci6n puede obtenerse intacta o como 

dos fragmentos, alfa y beta, con tamaños de 3.999, 1.666 y 2.08 

Kb, respectivamente. La evidencia experimental indica que dicha 

ruptura se lleva u cabo .!..!!_ vivo probablemente como un evento 

tardío en el procesamiento. La especie ribosomal lBS, conserva­

da en la mayoría ele eucnriotcs, tiene un tamaño de O. 8 x 106 dal 

tones, que es similar al de otros protozoarios pero a su vez ma-

yor al resto de cucariotcs. 

Por otro lado, experimentos míos de hibridación cuantit~ 

ti va a sa turaci6n del DNA nuclear total con las moliéculas lBS y 

alfa y beta, indican que el genoma nuclear, cuantificado químic~ 

mente, contiene alrededor de 114 copias del gen ribosomal (59). 
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TRABAJO R E A L I Z A D O 

En esta tesis se describen los siguientes datos obteni­

doo de epimastigotes de !· ~: 

1. Los procedimientos de puri (icuci6n y caructcrizaci6n 

parcial de las especies ribosomalcs de bajo tamaño molc:!cular. 

2. Un análisis restrictivo do las re.qiones codificado­

ras de l.:is especies mayores !SS, a, t3 y de las especies menores 

m1 , rn2, rn3, m4 y m5 . 

3. El comportamiento en densidad de flotaci6n en CsCl 

neutro y CsCl actinomicina del DNAr. 
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M A T E R I A L E S y METO DOS 

La cepa utilizada fue aislada en la Cruz, Jalisco por el 

grupo del Dr. Jorge Tay, Departamento de Ecoloq!a Humana, Facul­

tad de Medicina, UNAM. Los cultivos se rcali·zaron en medio de I!! 

fusión de Hígado y Triptosa suplementado con suero bovino fetal 

al 10%; y se mantuvieron en ngitaci6n n 2BºC (60). 

EXTRACCION DEL RNA RIDOSOMAL 

Como se describe en {59) ,los cultivos celulares fueron 

cosechados en la fase media del crecimiento logar!tmico, por ce!! 

trifugaci6n a 10 000 ~durante 10 rnin a 4ºC (temperatura manten! 

da a lo largo de toda la purificaci6n) . Posteriormente las c~lu­

las fueron lavadas en: Tris-HCl 30mM (pH 7. 0), KCl lOOmM, CaC12 

3mM, acetato de magnesio SmM y heparina 1 mg/ml y guardadas co­

mo precipitado durante 12 h a -70°C. El paquete celular fue re­

suspendido en relación lg:lml (peso húmedo) en la misma solución 

del lavado, pero con heparina 4 mg/ml. 

La lisis se llev6 a cabo mediante la adición de NP40 al 

0.3%. Este material se centrifugó primero a 10 000 9:. 10 min, -

después a 20 000 9:. 10 min y por altimo 2 h a 120 000 i• El rnat~ 
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rial ribosomal recogido del Gltimo precipitado, fue desprotein! 

zado con 2 rnl de LiCl 2M, urca 4M, Tris-!!Cl 20mM (pH 7 .O) y he­

parína 4 rng/ml. Después de centrifugar a 20 000 ~ 20 rnin, el -

precipitado se resuspendi6 en aproximadamente 1 ml de agua tra­

tada con dietil pirocarbonato y fue leido en el espectrofot6rne­

tro a 280, 260 y 230 nm. 

PURIFICACION DE LAS ESPECIES RIBOSOMALES 

Tanto la purificaci6n de las especies mayores {185, n y 

S) como la de las menores (m
1

-m
5
l, se llev6 a cabo mediante ele~ 

troforesís del m"terial rlbosomal. El sistema utilizado para las 

especies mayores fue el de agarosa 1.5% en Tris 10.8 g/l, ácida 

b6rico 5. 49 g/l y EDTA O. 93 g/l ('TBE). La muestra (aprm<. 200 µg 

por gel de un solo frente) fue disuelta en TBE/glicerol 20i y ca 

lentada a 60ªC durante 3 min antes de su aplicaci6n. La corrida 

en geles de 4 mm de espesor se llev6 a cabo durante 20 h a 60 V y 

4°C. El segundo sistema, para electroforesis de RNA de bajo peso 

molecular, fue en geles de acrilamida al 3.5% y bis acrilamida . 

al O .15% en TDE/urea 7 M. La muestra disuelta en TBE/7 M urea/ 

glicerol 20% fue igualmente calentada untes de su aplicaci6n. Los 

geles de 1.5 mm de espesor fueron precorridos durante la noche a 

20 V. La electroforesis se llevó a cabo a 40 V durante h a tem-

peratura ambiente. El material de nmbas electroforesis se visua-
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lizó mediante la transiluminaci6n con luz ultravioleta.de onda 

corta de los geles previamente teñidos en bromuro de ctidio -

3 µg/ml. Las bandas de intcr6s fueron recortadas y el RNA eles 

troeluído en TBE durante la noche .:i 4°C. 

FOSFORILACION DEL RNA 

El RNA fue fosforilado l.!! vitre, de acuerdo al método 

de Maizels (61), mediante la enzima cinü.sa del fago T4 que 

transfiere el fosfato gamma del ATP (en este caso 32P} a los -

extremos 5' hidroxilos del RNA. Con el objeto de generar extre-

mos - S 1 0H, las especies mayores ribosornalcs fueron parcialmen-

te hidrolizadas en Tris 25 mM (pll 9.5) a 90°C durnnte 30 min. 

Las moléculas pequeñas fueron a su vez dcsfosf atadas mediante 

la enzima fosfatasa alcalina en 1'ris-11Cl 10 mM (pi! B.O) durante 

una hora a 37ºC y posteriormente extraídas con fenal/cloroformo 

(1:1). La reacci6n de fosforilaci6n se llev6 a cabo con 0.5 -

1.0 µg de RNA, 10 U de cinasa y 200 µCi\ 32 Py\ATP (>7 000 Ci/ 

mmol) en 50 µl de Tris-llCl 10 mM (pll 9.5), DTT 10 mM, MgC1 2 

10 mM y espermina 10 mM. La reacci6n fue detenida en acetato de 

amonio 1 M y el RNA fue recogido en el volumen de exclusi6n de 

una columna de Sephadcx G-25 (1 x 20 cm) equilibrada y elu1da 

con Tris-llCl 10 mM (pll 7, O), NaCl 100 mM y EDTA 10 mM. La ra­

dioactividad especifica obtenida por este procedimiento y conta­

da en tolueno en un contador de centelleo líquido fue de 106 -
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107 cpm/µg de RNll. 

PURIFICACION DEL DNA 

Los cultivos fueron cosechados igual que para la puri-

ficaci6n de RNll, lavados dos veces con Tris-llCl 20 mM (pH 7 .8), 

KCl 100 mM, Cac1 22 mM y Mgcl 2 5 mM (solución N) y guardados c~ 

mo precipitado n -?OºC. De ncucrdo n reportes previos (59, 62), 

este material fue descongelado a 4ºC, para resuspendcrlo en 52_ 

lución Na una densidad de 10 9 c6lulas/ml. Las c~lulas fueron 

lisadas con NP40 al 1% e inmediatamente centrifugadas a 15 000 

~durante 20 min a 4°C. El precipitado fue rcsuspendido en un 

mismo volumen de Na.Cl 150 mM, citrato de sodio 15 mM SSC y EDTA 

10 mM. Posteriormente, se adicionó Sarkosyl para obtener una -

concentraci6n final de l't. y se .incub6 a 37ºC por 15 min. La i!!. 

cubaci6n fue continuada por 2 h mtis con pronasa de Sigma Chem. 

(preincubada 1 h a 37°C} a una conccntraci6n de mg/rnl. Despu~s 

de adicionar perclorato de sodio u 1 M final, los ácidos nucléi-

cos se extrajeron dos veces con una mezcla de cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1) y se dializaron contra 100 volúmenes y 3 cam-

bies de SSC. La purificaci6n continuó mediante un tratamiento -

con ribonucleasa I de Sigma Chern. {precalentada 10 min a 85°C) 

100 µg/ml durante 30 rnin a 37ºC. Finalmente, se extrajo con clo-

roformo/isoamflico y se dializó exhaustivamente contra SSC 0.1 X. 
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La preparaci6n de DNA, as! obtenida, se leyó en el espectrofo­

t6metro a 230, 280 y 260 nm y fue guardada hasta su uso sobre 

unas gotas de cloroformo a 4ºC, 

DIGESTIONES CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION 

Las cndonucleusas de restricci6n Bam HI, Eco RI, Hac II, 

Hha I, llind III, ~ I, Pst I, ~ 1, Smn I, Sst I, Xba I y 

Xho I, de Bethesda Rcscarch Laboru.tories fueron tituladas en lt1s 

condiciones recomendadas por la casa comercial de origen (63), 

considerando que una unidad de uct i vid ad es ague l lu can ti dad de 

enzima que digiere totalmente 1 µg de DN!I. control (en este caso 

fago A o Ad
2

) a 37ºC (en la mayoría de los casos) en una hora. 

Las digestiones de DN!\ de !_. cruzi se realizaron en un exceso de 

5 a 10 vec~s y la digesti6n total fue corroborada mediante la i~ 

clusi6n de un sustrato control (A o AU 2) a lu mezcla de reacci6n. 

Las reacciones de digesti6n, en 20 µl, fueron detenidas con 5 ul 

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 ag~ 

rosa 0,8% en TBE. Los geles de mm de espesor fueron c1Jrridos a 

450 (Volts horas). Las bandas de DNA fueron visualizadas en brom~ 
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ro de etidio 1 µg/ml 10 min y transiluminadas con una fuente de 

luz ultravioleta de onda corta. El tamaño 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 l!ind III o ~ RI (G3). 

TRANSFERENCIA E HIBRIDACION DEL DNA DIGERIDO Y FRACCIONADO 

El DNA digerido con cndonuclcasas restrictivas y frac-

cionadas con base en las diferencias de tumaño, fue transferido 

de acuerdo al ml!todo descrito porSouthern (64) a filtros de ni-

trocclulosa. Los filtros, secados a temperatura ambiente y hor-

ncados con vac!o n 65ºC por 4 h, fueron hibridados con - 5 X 

106 cpm de RNAI 
32rl en 10 ml de formamida 50%, EDTA 10 mM, SOS 

0.2%, fosfatos de sodio 120 mM (pll 7.0) y SSC 1 X durante 24 h 

a 37ºC. El lavado de los filtros se llevó a cabo en 3-4 ciclos 

que incluyen: enjuague con SSC 2X e incubaci6n en SO ml de soluci6n 

de hibridaci6n a 37ºC durante 4 h. La autorradiograf!a se llev6 

a cabo sobre una placa de rayos X (X Omatt RP Rodak) en presen­

cia de una pantalla intensificadora durante 5-10 d!as a -70ºC. 

GRADIENTES DE DENSIDAD 

El DNA total (125 µg por gradiente de 3 ml) fue centrif~ 
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gado en CsCl 3.75 g y SSC 0.1 X, con un indice de refracción -

inicial de 1.3998. Y en cscl 3.40 g, Tris-HCl 10 mM (pH 8.4), 

EDTA 1 mM y actinomicina 50 µg; con un índice de refracción ini 

cial de 1.3890. Las soluciones se centrifugaron en el rotor -

SW-50.1 Deckman a 150 000 ~durante 40 h a 20ºC. A continuaci6n 

inmediata de la centrifugación los gradientes fueron fracciona-

dos manualmente en volGmenes de tres gotas. En las fracciones 

intermedias se detennin6 índice de refracción por medio de un 

refract6metro Bauch and Lomb, y la transformación a densidad -

por medio p25ºC = (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 leídas 

en un espectrofot6mctro Zeiss a 260 nm. L~ identif icaci6n del 

DNA de las fracciones correspondientes con 1
3nlRNAr, marcado 

~vivo con 10 µCi/ml de cultivo de uridina ¡3ul siguiendo meto­

dolog1as comunes ya reportadas (59, 62). 



28. 

R E S U L T A D O S 

Aislamiento z caracterización ~ RNAr de !· cruzi 

Las especies mayores ribosomales, ya caracterizadas por 

Castro y Col. (59), fueron purificadus en un sistema de electr~ 

foresis prepara ti Vil en geles de agarosa al 1. 5% (Material y Mt'.5-

todos). En la Fig. 4 se muestra uno de los geles preparativos que 

fueron utilizados para recortar, clcctroeluír y fosforilar por 

separado las especies 185, e y n. 

Las especies menores fueron, a su vez, analizadas por 

electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desna­

turalizantcs (Material y Métodos). Como se muestra en la Fig. 5, 

de los ribosomas de !· cruzi se obtienen 6 rnollkulas de bajo peso 

molecular. Debido a que la mol6cula menor comigra con el RNA de 

transferencia de levadura y "de rat6n, pensamos que tambi~n lo sea 

en !· cruzi. Esta suposici6n necesita, sin embargo, de trabajo e~ 

perimental futuro para su comprobación. La existencia de por lo 

menos 5 moléculas de bajo peso molecular en !· ~~ contrasta 

con la presencia de solamente dos (5,85 y SS) en la generalidad 

de eucariotes. Con el objeto de distinguirlas de las especies 

mayores (185, B y o) y de identificarlas entre sí, decidimos lla­

marlas en orden decreciente de tamaño m1 , rn2 , m3, m4 y m5• 



1as­
I!­
a;.... 

29. 

l 

Figura 4. Gel preparativo de agarosa al 1.·5%. Perfil en bromuro 
de etidio de las especies lBS, 6 y a. 
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Figura S. Gel de poliacrilamida desnaturalizante. Patrón en bro­
muro de etidio del RNAr de T. cruzi (a) 30 µg, (b) 20 
µg, (e) 10µ9, (d) 5 µg, (e)-10-¡¡q<Je RNAr de rat6n. 
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Tabla I 

Especies Longitud de la Cadena 
(nucle6tidos) 

de 

RNl\r T. cruziª T. bruceib c. fasciculatac 

ml 261. 4 3.5 215 

m2 217. 2 3.0 190 

m3 197.4 2.6 180 

m4 140.6 2.2 125 

m5 109. 9 2.4 115 

Los valores representan la media aritmética ± la desviación 

standard de 5 geles independientes. Lns moléculas de RNJ\ t9_ 

madas como marcadores fueron: el fragmento u del RNAr de 

!· cruzi de 1661 nuclc6tidos (59), y los RNl\s de rat6n 5.85 

de 159 nucle6tidos (66) y 55 de 121 nucle6tidos (67). La 

línea que representa el ajuste de mínimos cuadrados fue 

238 

193 

176 

135 

120 

L = 2276.7 • 1.386x (coeficiente de correlaci6n r = 0.9999). 

b Tomado de Cordingley y fürner (70) 

e Tomado de Gray (72) 
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El tamaño de estas 5 moléculas pequeñas ('fübla I) fue ca.!_ 

culado por medio de la calibración de los geles con las especies 

SS y 5.BS de ratón, así como lu. especie e~ de 'l'. cruzi (59). Las 

especies 185 y B no se utilizaron como marcadores debido a que 

se pierde la linearidad lag tamaño = f (distancia migrada) en esa 

zona del sistema de electroforesis utilizado. En la Tabla I se 

muestra tambi6n el tamaño de las mo16culas equivalentes recien­

temente reportados para!· brucci (70) y Crithidia fasiculata (72). 

La mol6culn 5.BS de cucariotcs se encuentra asociada por 

puentes de hidr6gcno a la especie mayor tipo 28S. Con el objeto 

de investigar asociaciones análogas en las mol6culas ribosomales 

de !.· cruzi, las diferentes especies ribosomales contenidas en 

la preparación de RNAr total fueron separadas en condiciones no 

desnaturalizantcs a través de un gradiente isocin6tico de sacarosa 

5- 20%. El material rccoqido de las fracciones correspondientes a 

la regi6n soluble, a la especie lBS y a la 245, fue analizado en 

el sistema de acrilamida desnaturalizantc. Como se muestra en la 

Fig. 6 las especies m1 , m2 , m4 y m5 se encuentran en la regi6n 

soluble del gradiente; lo que indica que su asociaci6n al ribos~ 

ma es por lo menos dependiente de la existencia del complejo ri­

bonucleoprotcico. La especie m3 copurifica con la molécula 248, 

y se independiza al desnaturalizar el material. Es por este co~ 

portamicnto bioquímico particular, que pensamos que la mol6cula 

m3 constituye la especie análoga o equivalente a la rnol6cula 5.BS 

de eucariotes. 
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Fraccionamiento del RNAr de T. cruzi en gradientes 
de sacarosa no desnaturalizañteii""1AT y en geles de 
poliacrilamida desnaturalizantes (B). Los corchetes 
horizontales indican las fracciones del gradiente 
aplicadas a los geles. (a) RNA 0-6S, (b) RNA 186, 
(c) RNA 245 y (d) RNAr total aplicado al gradiente. 
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Debido a que en algunos gradientes se identific6 en 

proporci6n pequeña y variable la presencia de m3 en la re-

34. 

gión de l~S y recordando que por lo general ésta se encuentra 

contaminada con los fragmentos rt y B (que conforman 248), pensa­

mos que de preparaciones parcialmente desnaturalizadas que hi­

cieran evidentes ti y 'B podría recuperarse m3 . Por experimentos 

de elcctroforcsls en agarosa al 1.5%, donde se resuelven las 

tres especies mayores, hemos identificado en una segunda dimen­

si6n en geles de poli.~crilamida dcsnaturalizante, que la mol6-

cula m3 se asocia al fragmento B (Fig.7) 
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m1 
m2 ; . -m3 ' 

m4 
m5 

tRNA - •··•j 

a b e d 

Figura 7. Gel de poliacrilruoida desnaturalizante. (Al RNAr 
total, (Bl RNAr previruoente 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. (al RNAr 
total, (b) RNA de la especi~ a, (el RNA de la espe­
cie a, (dl RNA de la especie 245. 
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DNA Satl!lites ~ ~ 

En varios eucariotes el DNAr tiene una densida~, en gra­

dientes de CsCl a equilibrio, mayor a la de la masa principal 

de DNA (B) . Debido a ello ha sido posible su enriquecimiento 

en una forma sencillo.. Con el prop6sito fundamental de purifi­

car o enriquecer el DNAr <le !· cruzi, se fraccion6 DNA total en 

gradientes de cscl. 

La hibridación con RNAr a lo largo del gradiente indica 

que en estas condiciones de fruccionamiento el DNAr no se sepa­

ra del pico principal de DN/\ (Fig. 8). 

~n un segundo intento por aumentar la diferencia en den­

sidad de regiones de DNA ricas en pares AT vs GC, se adicion6 

actinomicina-D como intcrculantc preferencial de GC. El gradiente 

de CsCl/actinomicina-D, mostrado en la Fig. revela la presen-

cia de sat6lites crípticos de baja densidad (supuestamente ri­

cos en GC en estas condiciones) no resueltos en gradientes de 

CsCl neutro. Sin embargo el perfil de hibridaci6n con RNAr in­

dica que el DNAr, si bien asim~tricamcnte distribuido no se sepa­

ra como un pico independiente de la musa principal de DNA. 
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~ ~ endonuclcasas de restricci6n 

Con intensiones de analizar el arreglo de las secuencias 

codificadoras del RNAr, el DNA total fue digerido con varias en-

donuclcasas de restricci6n. Los fragmentos resultantes fueron s~ 

metidos a electroforesis en agarosa y transferidos a nitrocelul~ 

sa. En una bdsqueda inicial de fragmentos de DNAr, se hibrid6 el 

DNA así f raccionndo con una mezcla de las especies mayores ribo­

somalcs marcadas !E_ vitre con 32
p (Material y Métodos). El auto­

rradiograma post-hibridaci6n de algunas de estas digestiones se 

muestra en la Fig. 10. 

En la Tabla II se presenta el resúmen de una clasifica-

ci6n de las endonucleasas probadas basada en el número y tamaño 

de los fragmentos de hibridaci6n ribosomal por ellas generados. 

Debido a que el tamaño de las especies lBS, a y B suma alrededor 

de 6.4Kb, consideré que los fragmentos generados por las endo-

nuclcasas Uind III y Sst I resultaban adecuados para iniciar un 

análisis de la región codificadora. En la Fig. 11 se muestra el 

autorradiograma resultante de la hibridación del RNA 185 + 245 

con el DNA digerido con Hind III y con Sst l. 
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Figura 10.Autorradiograma de la hibridación ribosomal lBS + 245 
de DNA de T, cruzi. Experimento tipo Southern de DNA 
digerido con endonucleasas de restricción. 
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TABLA 1I 

Resultados 

Banda Gnica que comigra con 

DNA sin digerir (~ 30 Kb). 

Unu banda que comigra con DNA 

sin digerir y presencia de ba~ 

das tenues adicionales (10-20 

Kb). 

Dos bandas intensas entre 1 y 

20 l<b. 

No se encontró material de hi­

dación. 

Clasificación por grupos de las cndonucleasas probadas. 

El sistema de electroforesis fue agarosa 0.8% y el RNAr utiliz~ 

do en la hibridación fue una mezcla de 185 y 245. 
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Figura ll. Autorradiograma de la hibridaciOn ribosomal de DNA 
digerido con Hind III y con Sst I, El tamaño de los 
fragmentos fue calculado oon base a su posici6n rela 
tiva a los de DNA del fago lambda digerido con Hina 
III (marcador interno no mostrado) y corresponde al 
promedio aritrn~tico de por lo menos 7 determinacio­
nes independientes. 
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La relación y homología que guardan entre si dichos 

fragmentos fue investigada a través de realizar digestiones 

dobles y de hibridar por separado las B diferentes mol6culas 

de RNA ribosomal (tres especies mayores y cinco menores). Los 

resultados tlc estos experimentos se muestran en las Figs. 12 

y 13. Y de manera condens.:i.da se presentan en la Tabla III. 

En la Oiscusi6n se desglosan lns alternativas y consideracio­

nes por las que se infiere el arreglo físico de las regiones 

codificadoras. Este arreglo se esquematiza en la parte inferior 

de la Tabla III. Además de las bnndas consideradas en la Tabla 

III, he encontrado bandas tenues adicionales generadas por 

llind IIT y hechas evidentes con RN/I lBS (6-lOKb) y con la es­

pecie m2 (lOKb). Estas bandas adicionales pudieran ser la 

consecuencia de heterogeneidad en la regi6n, que por analogía 

a otros sistemas, corresponde al espaciador no transcritc• 

Dichos cortes se han representados en el mapa con una "11" de 

menor tamaño. 

Los fragmentos de hibridaci6n obtenidos con las especies 

m4 y m5 difieren de aquellos presentes en el resto de las sondas 

y son mostrados en las Figs. 14 y 15. 
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Figura 14. Autorradiograma de la hibridación tipo Southern 
con la especie ribosomal m4•· 
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)20 Kb 

Figura 15. Autorradiograma de la hibridación tipo Southern 
con la especie ribosomal ms· 
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Sitio para Eco RI 

La hibridaci6n obtenida con Eco RI (banda que comigra 

con DNA sin digerir) al igual que la obtenida con el resto de 

las cndonuclcasas Ue su grupo (TaDla II), sugiere que la enzi­

ma no corta dentro de la unida<l fundamental de transcripci6n. 

Debido a la existencia en varios Phyla ( ver Discusión) de un 

sitio para Eco RI localizado en el extremo 3 1 de la regi6n que 

codif ic.:i para la especie 185 , que es una regi6n especialmente 

conservada y que se aparca con una secuencia en el extremo 5 1 

del RNA mensajero (69), pensamos que su ausencia en '.!'._. cruzi 

resulte interesante. Con intenRiones de acumular evidencias en 

este sentido, se rcaliz6 un experimento de hibridación donde 

el DNA fue digerido con Eco RI en digestión sencilla y doble 

con ~ I y con llind 111, enzimas que demostraron cortar dentro 

de la región codificadora. El hecho de que Ec~ RI muestre hi­

bridación que cornigra con DNA sin digerir y que esta enzima no 

modifique el patrón de corte obtenido con Sst I y con llind III 

(Fig 16) sugiere fuertemente que Eco RI no corta dentro de la 

regi6n codificadora de estas especies ribosornalcs. 
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Figura 16. Autorradiograma de la hibridaciOn ribosomal (18S + 24S) 
del DNA digerido con la endonucleasa Eco RI indepen­
diente y combinada con llind III y con Sst I. 
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D I S C U S I O N 

ESPECIES RIBOSOMALES MENORES. 

Los datos que se presentan en este trabajo 1.ndican que en 

los ribosornas de T. cruzi se encuentran 5 mol~culas de bajo pe­

so molecular {100- 300 bases). Esta situaci6n difiere con la ge­

neralidad de eucariotes, los cuales contienen sólo dos molécu­

las pequeñas (5S y 5.BS). Esta discrepancia sugiere, como primera 

posibilidad que la presencia de 5 mol~culas en !· cruzi pudiera 

deberse a un problem<l de dcgradaci6n. Los argumentos que semen­

cionan a continuación reducen de manera importante esta posibili­

dad y en con:.ecucncia sustentan el concepto de que se trata de 

mol~culas nativas en el ribosoma de este protozoario: 

l. Se tuvo gran prccauci6n de no contaminar el material de labo­

ratorio n.i el área de trabajo con ribonuclcasa comercial, as! 

como de inactivar (150ºC) cualquier actividad enzimática pre­

sente en dicho material. 

2. Todas las soluciones para la purificaci6n y manejo del RNA 

fueron previamente esterilizadas en precencia de inhibidores 

de ribonucleasa. 

3. La electroforesis del RNAr aislado, da bandas nítidas y re­

producibles. Si fueran producto de degradación se esperaría 
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~ncontrar un barrido. 

4. Las moléculas se encuentran en cantidades equimolares con un 

un patr6n electrofor6tico constante en purificaciones indcpe~ 

dientes. 

S. En el complejo polisomal el RNA mas succptible a degradación 

es el mensajero. En las prepur.1ciones ribosomales utilizadas 

se encuentran polisomas con la existencia de 5 o 6 monosomas 

(59). AGn mas, el RNA polisomal purificado dirige, en un siste­

ma libre de células, la síntesis de proteínas de elevado peso 

molecular (0.2 x 10 6daltones), lo que significa la existenciil 

de mensajeros de gran tamaño molecular (59). 

6. La existencia de 5 moléculas pcqueilas de RNA de tipo riboso­

mal ha sido reportada recientemente en otros tripanosomat!deos 

(70-72) y sus tnmaños tienen gran similitud a los determinados 

en este trabaje (Tabla I). 

En lo que se refiere u la localizaci6n y tipo de asociaci6n 

de estas moléculas a los ribosomas de !· cruzi, qued6 demostrado 

que m3 es recuperable al desnaturalizar la especie ribosomal 24S 

(Figs.6, 7) y por lo tanto se localiza en la unidad ribosomal ma­

yor. Además m3 híbrida en el fragmento que, por analogía a otros 

sistemas, pudiera contener al espaciador transcrito del cistr6n 

ribosomal. Dado que estos comportamientos son clásicos de lamo-
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l~cula s.es de cucariotcs, consideramos que m3 constituye el 

componente análogo en los ribosomas de !· ~· Debido a que las 

especies m1 , m2, m4 y m5 se encontraron en la regi6n ~oluble 

del gradiente, su asociilci6n depende por lo menos del complejo 

ribonucleoproteico. En estos experimentos no hemos determinado 

la asociación de estos RNAs al ribosoma. Sin embargo se ha des­

crito en !· brucei que las mol~culas equivalentes a m1 , m4 y 

m5 se liberan de ribosonw.s tratados con EDTA {70), lo que consti­

tuye el comportamiento bioquirnico de la especie SS. Por otro 

lado, aquellas equivalentes a m2 y m3 fueron recuperables de la 

unidad ribosomal mayor SOS (70). Por óltimo, la asociaci6n exclu­

siva de la mol6cula que corresponde a m3 a la especie 245 des­

proteinizada coincide con lo descrito en este trabajo. Dadas 

estas razones se antoja muy probable que la asociaci6n de rn1 , 

m2, m4 y m5 a los ribosomas de !· cruzi sea similar. 

El perfil de las especies pequeñas ribosomales pequeñas 

encontrado en !· cruzi es similar al reportado para !· ~ 

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

Debido a que no existen hasta nuestro conocimiento, reportes 

en otros Phyla con estas características, puede considerarse a 

esta particularidad como un criterio que reGne a los tripanoso­

matídeos en un grupo distinto al resto de eucariotes. 
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Dadas estas características resulta plausible pensar que 

la función de los ribosomas de tripanosomatídeos pat6genos sea 

diferente a la de los hospederos mamíferos, De resultar cierta 

esta hipótesis, la maquinaria de traducción en !· ~2:. pudie­

ra ser un objetivo para el diseño de fármacos específicos o pr~ 

ferenciales al metabolismo del parásito. 

DENSIDAD RELA~'!VA DEL DNf, R!BOSOMAL 

La posición del pico de hibridación del DNA ribosomal 

observado en los gr.:idientcs de CsCl neutro indica que el ·conte­

nido promedio de G C en el contexto de secuencias que incluye 

al DNAr es similur o ligeramente mayor al de la masa gcn6mica. 

Desgraciadamente, con fines de purificación, la diferencia no 

es suficiente para conseguir un satélite ribosomal, ni aan en 

presencia de actinomicina-D que apenas accntaa la pequeña 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 rcpetici6n ribosomal, este no fue roto previamente 

a tamaños menores. Es posible que las pequeñas diferencias de 

densidad insinuadas en estos expcrimcnros, sean aumentadas u­

tilizando fragmentos de DNA de menor tamaño. 

Como se muestra en el perfil de A260 (Fig 9), el antibi~ 

tico intercalantc separa por lo menos 3 satélites crf.pticos 
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ligeros. Estos ser~n motivo de futuros estudios para determi­

nar la repetitividad de secuencias y·homología con transcritos 

celulares. 

ANALlSlS POR ENDONUCLEASAS DE RES'rRICCION 

Antes de discutir el mapa construído, quisiera comentar 

que la existcnciu de pocas band<1s de hibridnci6n con RNAr (Fig. 

10, Tabla II) nos sugirió desde un principio, que los cistro11es 

ribosomales en !_. cruzi se cncucntr.:tn en un contexto fundamen­

talmente homogéneo a~ secuencias. El hecho de que en las diges­

tiones con 1JaQ 11 y con Hha I no se haya encontrado material de 

hibridación, 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 pequeño nGmero de bases reconocido por estas cndonucleasas pu­

do haberse traducido como la digesti6n del cistr6n ribosornal 

en tamaños pequeños ( < 500 bases} no analizados en las condi­

ciones de electroforesis utilizadas. 

A continuaci6n se discuten las hibridaciones independien­

tes de las diferentes especies ribosomales con los fragmentos 

generados por Hind 111 y Sst (Figs. 11- 15) cuyos resultados 

se encuentran condensados en la Tabla III. 
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Utilizando las especies 185 y 245 como sondas, el frag­

mento de 9.9 Kb generado por 5st I desaparece en la digestión 

doble con Jlind 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 co~ 

tenido en el de 9.9 Kb de Sst I. La aparici6n de un fragmento 

en la digesti6n doble con tumaño de 1.68 Kb, ligeramente menor 

al fragmento de 1.70 Kb generado por Sst I, aunado al hecho de 

que estos dos fragmentos presentan el mismo perfil de hibridación 

con las especies ribosomalcs (t y m2 (Tabla III), sugiere que el 

fragmento de 1.68 Kb proviene del de 1.70 Kb por efecto de un 

corte con llind III. Un tercer fragmento de 3. 74 Kb proveniente 

de la digcsti6n doble, es de tamaño 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 

tendría que ser silencioso a la hibridaci6n sin secuencias 

representadas en las especies ribosomales), pues no se encontr6 

material de hibridación mayor a 200 ben geles de agarosa al 1.2% 

y adem~s sobrecxpucstos en la radiografía. 

Con estos datos existen 2 posibilidades para el posible 

arreglo de estos cinco fragmentos de DNA: 
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'· Ssf I as K> s.tl 170 5&11 

Hildlll ~6 HindUI 374 
169 Sst 1 

u___¡ 

2, 
Sstl as Sstl t70 Sst 1 

l74 Hindlll 5Jl findl 
169 Sstl 

l..J....--l 

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

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

La hibridación observada con el resto de las sondas 

ribosomales sitCa a las diferentes regiones codificadoras en 

la siguiente manera: 

185: En los fragmentos 3.74 (llind III/Sst I) y 5.6 (llind III 

o llind III/Sst I) (Fig 12D Tabla III). 

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

a En el fragmento central 5.6 Kb abarcando los fragmentos 

1.68 (llind III/Sst I. 1. 70 (Sst I) y 20 Kb (Hind III) 

(Fig 12 e y Tabla III). La banda tenue intennedia a las 
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de 5.6 y 1.68 de la digestión doble en la Fig. 12C 

disminuye específica y considerablemente cuando la 

hibridación de n es competida con 20 veces de lBS que 

hibrida fuertemente con ese fragmento {Fig. 12B). Por 

lo tanto, dicha banda tenue representa contaminación 

de 185 en mi preparación de ti. 

m3 En el fragmento central de 5.6 Kb (Figs. !JA, e y Ta­

bla III). Este fragmento contiene además: aproximadamen­

te el 50% (2 Kb) de la región 18S (Fig. 12B), la totali­

dad (2 Kb) de la e (Fig, 12A) y la mayor parte (< l. 6 Kb) 

de la et (Fig. 12C). La especie m3 bjoqu!micamcntc se 

comporta como la 5.BS de cucariotes y podría ubicarse 

por analogía a otros sistemas entre las secuencias de 185 

y 245 (Ben este caso). La dcmostraci6n de esta suposi­

ción y la localizaci6n dC' m1 requieren de un mupeo mas 

fino en esta regi6n. El hecho que 185, l~, a, m1 Y m3 h!_ 

briden con el fragmento de 9,9 Kb generado por Sst I 

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

construído. 

m2 En los fragmentos l. 70 (Sst I), 1.68 (Hind III/Sst I) 

y 20 Kb (Hind III) (Fig. 13B). Esto lo sitúa vecino a 

la rcgi6n que codifica para a. 
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Las especies lBS y m2, ubicudas en las regiones extremas 

de la unidad de transcripción, hibridan con un fragmen­

to de 20 Kb, y en menor intensidad con otros de 6- 10 Kb 

y 10 Kb respectivamente, gcncrn<los por llind III (Figs. 

12B y 138). Estos pudieran indicar ln existencia de es­

paciadores no transcritos heterogéneos en secuencia y/o 

en longitud. 

m5 Las especies m4 y m5 son codificadas en un contexto de 

secuencias diferentes al de las especies mayores. Para 

m4 los datos sugieren la existencia de varios locci; 

mientras que para m
5

, los datos son acordes con una a­

grupación de las regiones codificadoras (Figs. 14 y 15). 

Ambas situaciones se han descrito par.:i los genes de RNA 

55 de varios cucariotes (68) . Por esta y por otras si­

militudes como lo son su asociación al ribosoma depen­

diente de proteína y su tamaño molecular, consideramos a 

las molécula m4 y/o m5 como entidades análogas al RNA 

SS de cucar.iotcs. 

Con intensiones de situar la informaci6n obtenida, re­

ferente a la organización de secuencias codificadoras de las 

especies ribosomales de !· ~' en el contexto de otros sis­

temas, considero conveniente enlistar primero aquellas caracte-
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rfsticas comunes y aquellas no comunes de los ~renos ribosoma­

les en la generalidad de eucariotcs. 

Datos comunes a todos los eucariotes 

l. Se trata de genes repetidos (50- 500 copias por genoma 

haploide). 

2. Se encuentran agrupados. 

3. Las unidades de transcripci6n se encuentran separndas por 

regiones de DNA no trilnscri tas. 

4. Las unidades de transcripci6n 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 cucariotes 

l. Existen cistrones extracromosomales en algunos protistas 

de vida libre (48- 56). 

2. Todos los cistrones ribosomales cromosomales, a exepci6n de 

Acetabularia exigua (25), presentan un nrreglo en tandem 

"cabezas con colas y colas con cabezas 11
• Protistas de vi­

da libre (48- 56) presentan nus genes ribosomales como mo­

l~culas libres cxtracromosomales organizados en forma pa­

lindr6mica. 
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3. La unidad primaria de transcripción es de tamaño variable 

(8- 13 Kb) (15- 19). 

4. Los espaciadores no transcritos pueden ser homog{!neos (29) 

o heterogéneos en longitud (73) y/o en secuencia (31) • 

• 5. En la gran mayorfc:i de cucariotes, lo región codificadora 

de la especie SS no se encuentra ligad.::i a la unidad fun­

damental de transcripci6n lBS y 24-285. _EJ_.discoidcum (56), 

Sacharomyces ccrevisac (41) y Euglcna gracilis (74) cons­

tituyen cilsos cxepcionolcs. 

6. En varios Phyla. se ha conservado la secuencia en el extremo 

3' de la especie lBS, que incluye un sitio de corte para 

la enzima Eco RI. Tal es el caso de~· ccrevisae (41), 

_El_. discoideum (56 l , Oxytrícha fallax (75), Lytechinus varia­

gatus (76), _El_. melanogastcr (35), Sciara coprophila (40), 

Calliphora erythroccphala (39), Bombyx mori (29), ratón (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 ~­

cephalum (54), Tctrahymena pyriformis (79), ~· gracilis 

(74), como metazoarios: Neurospora ~ (80), el nem~-

todo Caenoharbditis eleqans (81), Artemia (82) y cereales (83). 
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Datos en T. cruzi 

El mapa construído se encuentra representado en la parte 

inferior de la Tabla III. La localizaci6n de los sit'ios de 

restricci6n dentro de las regiones codificadoras es aproximada, 

pues está basada en la intensidad relativa de hibridaci6n obt~ 

nida con las especies ribosornales independientes. La informa­

ci6n obtenida como producto de este análisis puede resumirse 

en los siguientes puntos: 

1. Las unidades de repctici6n contienen las regiones codifica­

doras para las especies : 185, 6, a, m1 , m2 y m3• 

2. Presencia de espaciadores no transcritos de gran longitud 

(por lo menos 20 Kb) muy probablemente heterogénes en se­

cuencia y/o en longitud. 

3. Consideramos un tamaño de uproximadamente BKb para la regi6n 

codificadora. 

4. Tomando en cuenta los dos puntos anteriores, estimamos que 

el tamaño mínimo de la unidad de repctici6n es de aproxima­

damente 28 Kb. Desconocemos, por el momento, si está o no 

integrada al cromosoma: as! como también la situaci6n de 

polaridad (tandem o pal!ndrome) de las unidades adyacentes. 

De ser similar a la encontrada en ~· ~ (26) se tra­

tar!a de un tandem. 
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S. No sabemos si m1 , m2 y m
3 

forman parte del RNA precursor, 

o bien se codifican en la otra cadena de DNA. 

6. La ausencia de la secuencia reconocida por la endonucleasa 

Eco RI en ln regí6n codificadora de las especies 185 y 245 

puede resultar de relevancia filogenética y funcional. 

Consideramos que nuestro conocimiento y manejo uctual 

del sistema DNAr- RNl\r, nos permitirá en un futuro pr6ximo 

investigar sobre la organizaci6n fina, la transcripci6n y el 

procesamiento dC! las diferentes especies de RNA riboso_mal en 

T. cruzi. 
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