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INTRODUCCION 

La generalidad de los organismos vivientes mantienen su 

información genética en las secuencias del ácido desoxiribon~ 

cléico. En el genoma de procariotes la mayoría de las secue!!_ 

cia~ se encuentran representadas una sola vez, únicamente al-

gunos genes como los que codifican para tRNA, rRNA y secuen-

cias de inserción se han encontrado en copia multiple. Sin -

embargo, los organismos eucariotes que tienen genomas mayores 

poseen secuencias nucleotídicas en cñferentes niveles de mul-Q 

tiplicidad y por supuesto algunas que sólo se encuentran una .. ' 

vez en el genoma haploide (1), La cantidad de DNA copia mul

tiple varía: en los diferentes· grup·os, por ejemplo: el genoma 

de_ la mayor: parte de los hongos primitivos (2 ,3) y de algunas 

algas (4) está formado básicamente de secuencias únicas y só

lo del 2 al 1si está formado de secuencias repetidas. En el 

DNA nuclear de organismos de un orden taxonómico más alto, - . 

ya sea en plantas o en animales, el porcentaje de DNA repe.a

do es mayor, por ejemplo en las angiospermas es del 40 al 85% 

y en vert:ebrados e invertebrados superiores del 25 al 60\ 

(5-8). 

La presencia de las secuencias repetidas en el DNA se -

demostró al reas ociar las hélices sencillas (1 ,9), Comúnmen-
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te el avance del proceso de reasociación es graficado contra 

el producto de la concentración del DNA y el tiempo en el 

cual se realizó la reacción (se abrevia Cot). La reasocia 

ción total del DNA bacteriano se lleva al cabo en 2 órdenes -

de magnitud del Cot; la interpretación de esta observación es 

que la mayoría de las se,cuencias de dicho DNA reasocian a una 

velocidad común y de segundo orden, determinada únicamente -

por' la concentración (ésto mismo sucede con los polinucleóti

dos sintéticos) de todas las secuencias que se encuentran en 

un número unitario de copias en el genoma. Sin embargo, al -

renaturalizar el DNA de becerro o el de salmón se di·stinguie-

ron 2 fases separadas •por una fase "lag" durante la cual casi 

no hay reacción (1) (gráfica A). Est'ii demostró que en euca--

... 1 ri9tes, algunas secuencias, se encuentran en mayor concentra-. 

i¡ 

ción que otras, y debido a esto se·aumenta la probabilidad de 

que se encuentren las cadenas complementarias. Sin embargo, 

con frecuencia, las copias multiples de una secuencia no son 

idénticas, y ésto da origen- a las "familias" o secuencias 'si

milares en los genomas de eucariotes. 

El proceso de la "rcmaturalizaci6n del DNA" 

La renaturalizaci6n del DNA puede seguirse de diferen-

tes formas, una de las usadas desde los inicios es espectro

fortométricamente, o sea midiendo la disminución de la absor-
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ción óptica (a 260 nm) del DNA desnaturalizado a medida que -

se forma la doble hélica. El DNA desnaturalizado presenta u

na mayor exposición de sus bases nitrogenadas, y por la tanto 

muestra una mayor absorción óptica, (hipercromicidad), al for 

marse los dobletes, la absorción óptica disminuye y es por e~ 

to ~be la reacción puede seguirse. Debido a su sensibilidad 

este método es fte gran utilidad para identificar las secuen-

cias repetidas. Otro método usado es el de la hidroxiapatita 

(HAPA). La hidroxiapatita es una forma cristalina del fosfa

to de calcio que une preferencialmente DNA doble hélice en de 

terminadas concentraciones de am~rtiguador de f0sfatos. El -

DNA unido puede ser eluído con amortiguador de fosfatos pero 

en diferentes concentraciones. La especificidad de algunas -

nucleasas (como S1) sobre el DNA de una hélice también ha.si

do _usada~ por supuesto posteriormente :deben un:i!rse los duplex 

resistentes a hidroxiapatita ó a filtros de DEAE ó precipita~ 

se con TCA. 

En algunos casos, un DNA marcado radiactivamente "el - -

trazador de la reacción" se pone a reasociar con un exceso de 

DNA sin: marca "el conductor de la reacción", la marca radioac 

tiva facilita el seguir la reacción con cualquiera de los mé-.,. 

todos anteriores. 

La reacción de reasociación del DNA es bimolecular. y de 
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forma ideal sigue cercanamente una cinética de segundo orden. 

Por lo que la reacción puede ser descrita con la siguiente e-

cu ación: 

de 
- at (1) 

integrado entre los· límites C0 en T=O y C en un tiempo t 

(1 + -1 k • C0 t) (2) 

En donde e es la concen~ración de DNA que permanfjce como 

hélice sencilla en el tiempo t. 

C0 es la concentración total de DNA. 

C0 t es el pr:oducto del total de la concentración del DNA 

(en moles de nucleótidos por litro) y tiempo (en segundos). 

(1 O) . 

y k es la constante de la velocidad para la reacción 

u 
Desde hace varios años se conoce que la veloc~1ad de rea 

sociación de las hélices complementarias del DNA depende de v~ 

rias condiciones experimental~s, por ejemplo la temperatura de 

incubación, que produce un máximo de velocidad a ZOºC por aba

jo del punto de fusión del DNA (11 ,12). El aumento de longi-

tud de las moléculas de DNA acelera la reacción en proporción 

a la raíz cuadrada de la longitud del DNA (11). En reacciones 

• 
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"Trazador-conductor" se han visto efectos similares para reac

ciones de DNAs hom6logos con tamaños iguales en el ''Trazador" 

y el "conductor" (13,14). En reacciones de "Trazadores";lar-

gos y ·~onductores'' pequeños, la velocidad de reacci6n es di-

rectamente proporcional a la longitud del "conductor" (13, 14). 

En algunos casos· de reacciones con "conductores" largos, Cham-

berlin y Col. (14) encontraron un retraso en la velocidad de -

reacci6n. El aumento en la concentraci6n de sales aumenta la 

velocidad de reasociaci6n con un máximo en aproximadamente de 

0.6 M de NaCl, (10,11). Un aumento en la viscocidad del sol--

vente disminuye también la velocidad de reacción (11). 

Complejidad del DNA. 

La complejidad de un DNA se define como la cantidad to-

tal de pares de nucle6tidos en secuencias distintas que conti~ 

ne el DNA. Por lo tanto para leidos desoxiribonucléicos bacte 
... 

rianos donde todas las secuencias se preséntan una sola vez en 
\ 

el genoma, la complejidad es igual al tamaño del genoma en pa

res de nucleótidos. Para secuencias repetidas, la complejidad 

' es la suma de los pares de nucleotidos en una copia de cada u

na ·de las diferentessecuencias repetidas. La constante de la 

reasociaci6n del DNA, cuando todos los parametros experiment! 

les están fijos, es proporcional a la complejidad del DNA. Se 
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ha demostrado que ~sta relación es cierta en un gran rango de

comp lej idades, desde poli dA-dT hasta secuencias únicas de 

DNAs de memíferos (1). 

Por 'lo tanto, este método puede usarse parar
1
estimar la' -

complejidad desconocida de una muestra de DNA comparando su --

' constante de velocidad de reasociaci6n con la complejidad de -

un DNA conocido como el de Escherichia coli. 

La forma ~omún de graficar la renaturalizaci6n del DNA, 

es usando la fracci6n que se encuentra sin reaccionar (fsr) -

contra .el logaritmo del C0 t dando como resultado una curva sig_..G' 

·moidal (1). (Gráfica B). El valor del C0 t cuando la fsr = O. 5 

se llama C0 t 1 /2 y es el inverso de la. constante de la veloci

dad de reacción. Substituyendo en la ecuación 2 

1 
KCa t 1 /2 

así que C0t 1 /2 = t (3) 

Cuando un genoma contiene secuencias que caen en más de -

un rango de repetición, cada grupo de secuencias con repeticio

nes similares se define como un componente cinético. Cada com-
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ponente tiene una constante de velocidad particular (k) en la -

renaturalización del DNA total. Como cada componente cinético 

se diluye con el resto de las secuencias del genoma, la consta~ 

te de reacción no da directamente su complejidad; por lo que k 

debe ser dividida por la fraccióa que representa éste componen

te en el genoma. Esta segunda constante es, ahora proporcional 

a la complejidad del componente. La complejidad de las secuen 

cías únicas es igual a la masa del genoma haploide. La k de 

las secuencias únicas es modificada en proporción de su frac 
0 ción en el DNA total. Por lo tanto el C0 t 1/2 de las secuen·-

cias únicas dentro de la reacción del DNA total da solo una es-

timación del tamaño del genoma haploide y no la complejidad del 

componente de secuencias únicas (1 ,15). El índice, de la cons

tante de velocidad del componente repetido en la reacción del -

DNA total y de la constante para el componente tínico en la mis

ma reacción, da la frecuencia de reiteración del componente re-

pet:blo en el genoma. 

,La velocidad de renaturalización del DNA se modifica, si 

se produce un mal apareamiento de las.bases, al formarse los hí 

bridas de la doble hélice. Este efecto ha sido examinado en de 

talle por Bonner y Col. (12). Se ha demostrado que la constan

te se reduce 2 veces por cada 1oi de mal apareamiento de las ba 

ses. Esta corrección es especialmente importante cuando se es-
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tima la complejidad de secuencias repetidas en genomas de euca

riotes, puesto que las copias multipl~s de estas secuencias fr~ 

cuentemente no son idénticas y contienen cierto grado de substi 

tución de nucleótidos en varios miembros, de cada familia. Se 
:".I 

ha reportado que con un ·~al apareamiento'' del 1 al 1S\ decaé -

el punto de fusión 1ºC. • 

Muchas de las condiciones experimentales usadas durante -

la reasóciación, afectan las propiedades de los dobletes produ

cidos. McCarthy y McConanghy (16) demostraron que cuando los -

DNAs de mamiferos se reaso~ian a bajas temperaturas se forman -

dobletes muy inestables. Esto ocurre porque muchas copias desi 

· guales de las secuencias repetidas pueden reasociarse. A temp~ 

raturas de incubación mas altas (condiciones mas restringidas), 

solo las moléculas muy similares pueden reaccionar, y por lo -

tanto el ·'mal apareamiento·' es menor. La restr_icción del crite 

rio se define como la diferencia entre el punto de fusi6n del -

doblete nativo y la temperatura de incubación durante la reaso-

ciación. 

El método usado eniel ensayo de la renaturalización del 

DNA puede afectar la cin~tica de la reacción. Por ejemplo la 

digestión con la nucleasa S1 rompe las hélices sencillas que se 
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encuentran sin reaccionar y por lo tanto se mide únicamente la

fracción de los dobletes. Para éste método, la reacción de ve

locidad de la reasociación del DNA se modifica. Smith y Col. -

(17) han demostrado que la reacción no puede ser descrita si --
1.1 

guiendo un segundo orden sino de la siguiente manera: 

S/C0 {1/(1+C
0

t}n 

n O. 45 

En donde S es la concentración de DNA sensible a nucleasa • 
81. 

Esta explicación por· supuesto se convierte en la ecuación 

2 cua'ndo n = 1 . 

- Para el ensayo con hidroxiapatita, el-exponente en la e-
o 

cu~5ión se ha demostrado que es igual a 10 (17). 

Tipos de secuencias repetidas. 

Las secuencias repetidas se: han clasificado de acuerdo 

con su frecuencia de reiteración. Se han encontrado secuencias 

con 105 a 10 6 copias por genoma haploide, estas se denominaron 
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secuencias altamente repetidas y se encuentran en gran variedad 

de vertebrados e invertebrados. Las unidades básicas de estas 

secuencias se repiten en tandem, de manera que se forman gran-

des bloques de secuencias~' En algunos casos, estos bloques pu~ 

den separarse del total del DNA en gradientes de densidad como 

CsCl o cs 2so4 debido a que su composición de bases es substan-

cialmente diferente. 

Estos fragmentos de DNA con diferente densidad se han de

nominado satélites. En•algunos DNAs satélites de humano (22), 

de la mosca de la fruta (18), de rata (Í 9) y de rata canguro 

(20) , se han encontrado unidades repetidas de secuencias muy 

cortas entre 6 y 20 pares ·de bases de longitud. En otros casos 

de bloques de secuencias altamente repetidas, como en el del m~ 

no verde africano (23), en el de humanos (22), en el de ternera 
-

(21) y el de mosca de la fruta (24), la unidad de repeticióri --

tiene una mayor complejidad de secuencia, (150 - 300 pares de -

bases). 

Mediante hibridaciones. in situ de cromosomas en metafase 

se han localizado bloqueide secuencias altamente repetidas en -

heterocromatina centromérica (25,26), en regiones orga~izadoras 

del nucléolo (26,27), en el cromosoma Y (27), y en eucromatina 
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_(26). La función de este DNA se desconoce, sin embargo se -

propone que puede ser un instrumento en la unión de las fi

bras del huso (28) o en el apareamiento meiótico. No se co

nocen·i regiones que codifiquen los satélites y su baja com

plejidad ha dificultado la especulación sobre s4 función. 

Los genes para el SS RNA se encuentran en varias es

pecies en más de 24,000 copias (29) mientras que las que c~ 

difican para rRNAs están presentes en varios cie~tos de ve

¿es130). Estas secuencias, interdispersas con secuencias e! 
.')' 

paciadoras que no codifican, también están organizadas en -

·bloques. 

Muchas de las especies de eucariotes estudiadas, también 

contienen una variedad de secuencias que se repiten entre 10 y 

10,000 (secuencias medianamente repetidas). 

Otra clase de secuencias repetidas son las palindrómi

cas que están compuestas de secuencias repetidas invertidas 

en la· misma cadena y no pueden ser separadas al desnaturalizar 

el DNA. Los sitios de palindrome en los genomas haploides de 

plantas y animales están en el rango de 10 5 a 106 (32-35). Se 

ha demostrado que estas secuencias se encuentran entre las se-
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c~encias únicas de Xenopus y se ha sugerido que pueden ser 

translocadas en una frecuencia muy alta a varios sitios en el 

genoma. Esta movilidad de secuencias se había demostrado an

teriormente en los genomas de plantas y bacterias (36). 

Arreglo de las secuencias repetidas ~ el genoma. 

Los primeros trabajos con respecto a la localización de 

las secuencias repetidas en al genoma, fueron realizadas por

Davidson y Col. (37), en el anfibio Xenopus y se descubrió que 

el DNA repetido tenía una longitud de ZOO a 400 nucleótidos y 

se encontraba interdisperso entre las secuencias únicas que -

tienen una longitud de 1 ,000 a 2,000 nucle6tidos. Este patr6n 

se ha encontrado en.la mayoría de los genomas de eucariotes, en 

crust~ceos (31), moluscos (38,39), algunos insectos (40,41), 

vertebrados(42) y varias angiospermas (5,6). Este arreglo s«ciha 

denominado como ''periodo corto de interdispérsión" ,<:")y subsecue!!_ 

temente se confirmó por microscopia electronica (42-44). En con .-
traste, al examinar algunas especies muestran un patr6n cuanti

tativamente diferente en donde las secuencias únicas y las rep~ 

tidas tienen muchos miles de nucleotidos en longitud y raramen

te se encuentran en el mismo fragmento. Este último patrón se 

llam6 " el périodo largo de interdisperci6n " y se ha demostr!!_ 

do en algunos insectos, como Drosophila (45), Chironomus (46) y 
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Apis (40), en un nemátodo (47) en un hongo de agua (3) y en el 

Hámster sirio (48). 

En organismos que poseeen el período corto de interdispe!. 

ción, se han encontrado también, fragmentos largos de DNA repe

tido y se les ha denominado "repetidos largos" (49). Los frag

mentos interdispersos largos y cortos pueden separarse por cro

matografía de las secuencias repetidas purificadas en geles de 

agarosa. El tamaño promedio de las secuencias cortas y largas 

es de 30d1 y 1,SOO nucleótidos respe~ctivamente (49 ,SO). 

En estudios realizados para la caracterización del DNA r~ 

peÚdo iargo, se ha encontrado que los dobletes de este. DNA en 

el genoma de Xenopus tienen mayor estabilidad térmica (y por lo 

tanto escaso mal apareamiento), que los dobletes repetidos cor

.tos provienen de familias con mieIDbros no "idénticos, y que po- -

seen diferencias que originan híbridos c(;n malos apareamientos 

después de la reasociación. 

Efectuando una caracterización más detallada de estos dos 

tipos de secuencias repetidas en erizo de mar, se concluyó que 

los repetidos largos' forman aproximadamente un tercio del total 

de DNA repetido y que existen secuencias que se sobreponen en-

tre los 2 tipos de secuencias repetidas (SO). 
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Organización génica en T. cruzi. 

Trypanosoma cruzi, y en general los parásitos intracelul! 

res han sido un modelo dificil de estudiar, debido a que hasta 

recientemente ha sido posible crecer algunos de eilos en·medios 

de cultivo, y con esto obtener mayor cantidad de células. En -

nuestro laboratorio podemos crecer a I· cruzi en un medio libre 

de células y tenemos en fase logaritmica unos 60 millones de e

pimastigotes (forma de diferenciación de I· cruzi casi exclusi-
-~ 

va en estas condiciones) por mililitro. Esto nos ha permitido 

aislar suficiente DNA para realizar los estudios sobre la org1;t-
1
_
7 

~ización del genoma. Este estudio resulta de gran interés en -

T. éruzi debido a que actualmente, su mecanismo de división, s~ 

lo- se. describe con el término de "fisión binaria", sin que se -

conozca ningún mecanismo por el que las células hijas conservan 

· cantidades equitativas de material génico. No se ha ~emostrado r. 

tampoco la existencia~de cromosomas, no se conoce su ploidia y 
1:) 

únicamente por estudios realizados por nuestro grupo (51) (y o-

tro parcial en Brasil) {52) se han identificado histonas y nu--

cleosomas. 

Por otro lado debido a que ~. cruzi presenta caracterist! 

cas tan especiales como ser un parásito intracelular y tener va 

ríos estadios de diferenciación, resulta importante el conocer 
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la complejidad cinética del genoma y la regulación de la expre-

si6n génica. 

La renaturalizaci6n de las hélices sencillas del DNA es -

una metodologia que nos da una muy buena visión general del g~ 

noma pues nos permite conocer: 

(a) La presencia de secuencias repetidas y el porcentaje del 

DNA total que éstas forman. 

(b) 

(e) 

jo. 

La complejidad cinética del genoma, por medio de la c~al 

y teniendo un estándard.conocido, es posible determinar -

el tamaño del genoma haploide del org-anismo y por lo tan

to inferir su ploidía. 

El arreglo de las secuencias repetidas (si existen), to-

mando como modelo el patrón com6n de secuencias interdis-

persas de 300 pares de bases (tipo Xenopus) o el arreglo 

én grupo (tipo Droshphila). 

Este tipo de datos serán discutidos en el presente traba-
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Gráfica A.- Cin6tica de reasociacion de <i'INA de timo de ter 
() 

nera. Reacci6n medida con HAPA . 

-Pueden verse las 2 poblaciones de DNA, clar~mente separadas 

por una fase en la que no hay renaturalizaci6n. 

Los datos fueron tomados de Britten y Col. (1). 
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Gráfica B.- Curva sigmoidal que muestra la ~inetica de 

Reasociación de ~· coli. Reacción medida con HAPA. 

Los datos fueron tomadós de Bridten y Col. (1). 
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S U M M A R Y 

Trypanosoma cruzi total DNA was analyzed by DNA:DNA 

reassociation kinetics. The nonlinear least-squares computer 

solution could reasonably be fitted to three second-order 

kinetic components. The highly repetitive, middle repetitive, 

and single copy components comprised 9, 35, and 49% of the 

genome, respectively. The single copy sequences showed a kinetic 

complexity of approximately 4 times that of Escherichia coli and 

of sorne 11 000 average-sized structural genes. The repetitive 

sequences presented the long-period pattern of interspersion· 

with a modal single stranded length of 7 800 bases in an 

amount of sorne 6 900 repetitive sequences. The kinetic 

complexity of total DNA was compatible with a value of at least 

a diploid genome per cell • 

KEY WORDS 

Trypanosoma cruzi DNA,. Kinetic complexity, Long period 

interspersion, Ploidy number. 
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I N T R O D U C T I O N 

Trypanosomes do not form discrete chromosomes and 

chromatin as a whole becomes more disperse during nuclear 

division 111. Recently, the chromatin of two isolates of 

3 

~rypanosoma cruzi has been found to be arranged in a subunit 

structure 12, 31. The nuclear genomes of two species of 

Leishmania and that of Trypanosoma brucei have been shown to 

contain repetitive and single copy DNA components \4-61. Other 

intracellular parasites also show these two components [7[. 

Nevertheless, information on specific sequence organization is 

lacking. We have continued our work on T. cruzi nuclear DNA 

and have analyzed its sequence complexity and component 

organization by reassociation kinetics. The results of this 

study, reportea here, show that !· cruzi nuclear DNA presents 

the long-period pattern of repetitive sequence DNA interspersion 

and that the value for the total kinetic complexity amply allows 

a.diploid genome. 

Abbreviations: C
0
t, initial DNA concentration (mol/literl x time 

(s)¡ K, reassociation second-order·rate constant (M-l s-1); 

NPB, neutral phosphate buffer. 



! •.. lt 

·1 
¡ 

.J 

j 

4 

MATERIALS ANO METHODS 

Growth of cells and isolation of DNA ----

The T. cruzi isolate, the culture of !· cruzi and 

Escherichia coli cells, and the preparation of total DNA have 

been described earli~r 191. Briefly, !· cruzi isolated in 

la Cruz, Jalisco, Mexico, was grown at .28 •e with agitation in 

roller bottles containing liver infusion/tryptose liquid rnedium 

supplernented with 10% heat-inactivated fetal calf serurn. The 
. o ' • 

cells were collected by centrifugation at about the rnid-log 

phase of growth (~ 99% epimastigote forros). The DNA was prepared 

using pronase, pancreatic ribonuclease, and chloroform/isoamyl 

alcohol. !· ~ total DNA was labelled in vivo by growing 

'200 m1· cultures for 84 h with 1.4 rnCi af·l·3Hlthymidine (New 

England Nuclear). The specific activity of the isolated DNA 

was apptoxirnately 90 000 cprn/µg. 

11 

Escherichia coli· B DNA (Sigma Chernical Co.) ·was used as 

• the kinetic standard for the optical reassociation experirnents. 

E. coli cells, American ·Type Culture Collection 25922, were grown 

·1 in rich medium containing 10 'µCi of l 3H 1 thymidine for one 

i duplication time <~ SO min) •. iThis DNA, about 16 000 cprn/µg, was 

the standard utilized f or the tracer-driver analyses on 

hydroxyapatite. 
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Shearing and sizing of DNA 

The preparations of DNA were sheared in a Virtis 60 K 

homogenizer to various fragrnent lengths and the DNA fragments 

were further purified by binding to hydroxyapatite, washed 

" according to the 'perchlorate/urea/phosphate' procedure, eluted, 

dialyzed, and ethanol-precipitated as described elsewhere llOI. 
Purified DNA showed the following characteristics: A2601280 

1.8, A2601230 = 2.3, melting point = 86.4 ºC in 0.12 M NPB, 

·and 27% hyperchromicity as percentage of final absorbance. The 
o • 

si'ngle-stranded length of DNA was determined on denaturing s~ab 

gels containing 1% agarose/30 rnM NaOH/2 rnM EDTA. Electrophoresis 

was carried out at 1.5 V/crn far 20 h at 4 ºC. HindIII digests 

af A DNA were used as markers. Slab gels were stained in the 

dark with 0.005% 'stainsall' (Eastman)/50% formamide. The 

fractionated DNA in each individual track was then scanned with 

an Instrument Specialties Ca~ UA-5 monitor equipped with an -,, 
optical u~it type 6. The est.tirnates for the average fragment size 

are given in the variaus experiments. 

Reassociation analysis 

DNA:DNA reassociation experiments were run at criterion 

conditions 25 ºC below melting paint adjusted for salt 
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concentration. Those experiments involving total DNA were 

analyzed by optical absorption. Samples were melted in a 

jacketed quartz cuvette and reassociation at 65 ºC' in 0.41 

M NPB was followed by changes in A260 with a Beckman Acta II 

spectrophotometer llll. The reactions of radiolabelled repetitive 
1 ~ 

and single copy tracers with total DNA were assayed by binding 

duplexes to hydroxyapatite 1101. DNA fragments were 

reas~ociated with driver quantities (1:500) of unlabelled total 

DNA to the desired C
0
t. In all cases, equivalent C

0
t values were 

calculated to standard salt conditions of 0.12 M phosphate 
~ 

buffer. The curve fits to the data and the,rate parameter values 

were calculated using a nonlinear least-squares computef ,rogram 

obtained from W.R. Pearson. The half-time equation fer a second-

arder reaction, t 112 = 1/KC
0

, was used to calculate C
0

t-i12 . 

C
0

t 112 ·of pure component is C
0

t
112 

times the component-corrected 

fraction, and the reiteration fréquency is C
0

t
112 

of single copy 

cornponent aivided by C
0

t 112 .of repetitive component (see Table I). 
' t> 

q 

Renaturation and digestion with Sl nuclease 

DNA sarnples to be treated with single-strand specific 

51 nuclease (Sigma Chem.-· Co.) were dissolved, melted, reassociated, 

and digested to an estímate of approximately 0.99 as described ---
elsewhere 1111. After digestion, the samples were washed with 
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0.12 M NPB on hydroxyapatite at 60 .ºC and. eluted with 0.41 M 

NPB. The gross size distribution of the resistant duplexes was 

analyzed on a column (100 x 2.6 cm) of agarose A-50 (Bio-Rad). 

The gel bed was poured on siliconized glass beads, and the 

material was eluted and collected in fractions of 5 ml. This 
a 

column was previously calibrated with long and short repetitive 

DNA sequences from sea urchin sperrn 1111. 

• # .. 
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R E S U L T .S 

Total cellular DNA frorn T. cruzi epirnastigotes, sheared 

to fragments 380 base pairs in length, was subjected to C
0

t 

analysis. A representative optical reassociation curve with the 
·tl 

best least-squares computer solution for the data is shown in 
' . 

Fig. la. The analysis revealed that the genome can be described 

by .three second-order kinetic components which we refer to as the 

highly repeti ti ve, rniddle repeti ti ve and single copy DNA s'equences 

(the computer tracings for only the last two cornponents are 
1 o 

depicteq for graphic clarity). Additional experirnents were 

perforrned with highly éñriched single copy and repetitive 

... sequi:n,ce DNA fractions isolated by reassociation of radiolabelled 

shea:r:ed total DNA to-appropriate e t values (see legend to Fig. 1), • o . 
,• -

followed by fractioJ'.aUon on hydroxyapat:\. te.. These two isola.ted 

kinetic cornponents were then reassociated with a 500-fold excess 

of unlabelled- sheared total DNA, and hybrids were identifieéf 'by 

binding to hydroxyapatite. Both tracer fractions reassociated 

as single second-order components (Fig. lb). 

The analysis of data frorn the experirnents shown in Fig. 1 

is sununarized in Table I. The low recovery of duplexes . (O. 591 

and 0.593) in the tracer fractions rnay;be due in part té the 
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fact that duplexes shorter than 100 base pairs have a decreased 

affinity fer hydroxyapatite. The calculated value fer the tQtal 

genome size of !· cruzi is 3.21 - 3.87 x 107 base.pairs, using 

the reassociation of E. coli DNA as a kinetic stan~ard, with a 

complexity of 4.2 x io 6 base pairs 1121. Thus, !· cruzi 

possesses a complexity 8 - 9 times greater than that of !'._ •. coli, 

although, as shown in Table I, the single copy component would 

be only 4 times that of E. coli. This figure indicates an upper 

limit in the coding capacity of about 11 000 average-sized 

(1 500 base pairs) structural genes. The values reportea for the 
! () • 

percentages of the kinetic components, the reiteration frequency 

of Jlliddle repetitive DNA, and the complexity of single copy DNA 

in!· brucei 171 are similar to our data fpr T. cruzi. Since 

T. cruzi kinetoplastic DNA, which has been shown to reassociate 

-1 ·before C
0

t 10 jl3j, was not removed from the repetitive tracer 

fraction, the sequences that reassociated before this e t:value o 
probably represent kinetoplastic DNA and perhaps other !fighly 

repetitive sequences 
1l' 

as well (Fig. lb, lower curve). Ribosomal 
1 q 

RNA genes constitute less 
~ 

comatise a·minor~fraction 
.."'1:~ 

. ~~ 

than 1% of T. cruzi DNA 191 and thus· 

• of the middle repetitive sequence DN~, • 

T. cruzi ONA was tben analyzed in regard to, the length 

and organization of the repetitive sequences. J!or 'this purpose 

to.tal DNA was sheared to an average of 13 500 base pairs, and the 
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fragments were melted and reassociated to C
0

t 2.5. Under these 

conditions, 97% of the repetitive DNA would be expected to have 

reassociated with about 221 contamination by singl€ copy 

sequences (see legend to Fig. 2). The samples were subsequently 

treated with Sl nuclease, specific for single-stranded DNA, to 
1 ~ 

a digestioh estima te of approximately O. 99 l 11 J. 'The resistant 

duplexes were isolated by binding to hydroxyapatite ~nd 

fr.actionated according to size by chromatography on agarose A-50. 

As Fig. 2 shows, the Sl-resistant repetitive duplexes eluted 

as a single peak with the excluded volume of the agarose column, 

corresponding to sizes of >1 000 base pairs. Duplex material with . 
a length of about 300 base pairs, characteristic of shq~t-period 

interspersed repetitive DNA, was not detected. In comparison, sea 

urchin sperm DNA, used as a size standard, has been resolved by 

the ag·arose column into these two sizes l 11 I. The single-strand~d 

1~~- .of. the !· cruzi DNA in the repetitive duple?_tes recovered 
.. ,... . ·~ . 
from'tlie-agarose column was determined by electrophoresis·on 

o 
denaturing agarose gels. Agarose column fractions 8 and 9 

<'.) 

<~ 80% of the total DNA) and fractions 10 to 12 <~ 20% of the 

' total) were concentrated by ethanol piecipitation, redissolved, 

and applied to agarose gels (Fig. 2, Inset b ande). The majority 

·Of the repetitiv~ sequences (fractions B and 9) rnigrated as a 

class of fragmentis with a modal single-stranded length of 7 800 



11 

bas~s (Inset, b). The trailing one~fifth of the agarose colurnn 

peak (fractions 10-12) displayed a smear of a wide range of 

lengths, from about 9 000 to 230 bases (Inset, e), The short 

fragments are probably due to fragment overlap which results 

from the reassociation of randomly-sheared fragments rather than 

to the reassociation of repetitive seguences with an actual 

length of about 300 bases. The trailing fraction also contained 

three conspicuous bands (the first two in a doublet) with 

lengths of 1 400 - 1· 000 bases. The band of greatest length may 

correspond to kinetoplastic DNA .jl3I and the others to 'restriction 
1 o o 

satellites' of extrachromosomal DNA with high AT content since 

similar bands are seen in electrophoresis of total DNA restricted 

and unrestricted with endonucleases with GC recognition sites 

(unpublished data). 

Repetitive sequence DNA, in fragments of 380 base pairs., 

was almost completely reassociated by-et 2.5 (Fig. 1). When large 
o 

' ' t;> 

fragments of radiolabelled total DNA, 13 500 base pairs long, r q 

were reassociated with a 100-fold excess of repetitive sequence 

DNA, 380 base.pairs long, to 
f 

of the· C
0

t 2.5, as much as half 

long radiolabelled f ragments remained single stranded (data not 
-

shown). This indi~ates that about ~0% of the single copy 

sequences are not within 13 500.base pairs of a repetitive 

seguence. The average expected quantity of single copy sequence 
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linked to repetitive sequences was·calculated from the 

relationship Y = LN/G, where Y = fraction of the genome in 

single copy sequences linked to repetitive sequences, L 

fragment.length, N =total number _of interspe~sed sequences, 

and G = genome size in base pairs l 15 I. By subtract~¡ig our_ 

reportea value of 15% for kinetoplastic DNA 191 from the chemical 

estimate for total DNA, we derived a value of about 15.37 x 

107 base pair.s for the nuclear genome. The·value for the 

fract:¡.on of middle repetitive DNA (0.35, see Table I) indicates 

that there wou~d be ~bout 6 900 repetitive sequences with an 

average length of 7 800 bases. Assuming that all oí' these are 

' 

interspersed with long single copy sequences, 4.5% of the genome 
6 . 

(6.9 x 10 bases)would be composed of fragments 1 000 bases in 

length containing middle repetitive sequences linked to single 

copy.;iDNA (1 000 x 6 900/15.37 x 107"=.0.0448). In turn,11% 

(6.9 x 1a6/6.9 x 10 6 + 53.7 _x 10 6 ) of the middle repetitive DNA, 

1 000 bases long, would consist of single copy DNA. 
t> 

q 

• . J.t 
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D I S C U S S I O N 

The above data indicate that short repe~itive seguences 

are virtually absent in !· cruzi DNA, and that the repetitive 

sequence DNA is arranged in clusters of very large sizes. This 
1 el 

protozoan can therefore be added to a iengthening list of 

examples of living entities having a long-~eriod interspersion 

pattern of repetitive DNA, although there are guantitative 

differences in the specific sequence lengths: Drosophila 

melanogaster 1161, Apis mellifera 1171, Chironomus tentans llBI, 
Achlya bisexualis 1191, Aspergillus nidulans 1201, Neurospora 

' . 
~ l 21 I, Schizophyllum commune l 22 I, Ga'llrJls gallus _l 23 I, 
Caenorhabdi ti.s elegans l 24 I , Syrian hamster l 25 I, and flax 

1261. This increasirig number qf organisms with an undetectable 

amount of short-period interspersion of repetitive DNA is 

important in view of the role attributed to thi:l? kfod of DNA in 
,; 

~- ·t.he regulation of transcriptioh l 27 I. 
i;i 

The computer fits given in Fig. 1 permit the estimation 

·of the genome ploidy number of T. cruzi. The chemical quantity 

of total DNA per cell, 18. 2 x ·10 7 base pairs "l 9 I , di vided by the 

kinetic complexity of total DNA (3.2 - 3.9 x 107 base pairs, see 

Table I),· gives a value of 4.7 - 5.6 copies of the genome per 

cell. Nevertheless, in all these experiments the trypanosome 
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cells have been harvested from th~ mid-log phase of an 

actively dividing asynchronous population. Although we lack 

inforrnation on the length of the phases of cell division, this 

type of population could be expectetl to possess an average of 

1.5 times the amount of DNA as is present in cells traversing 

" G1 • Consequently, the ·chemical amount of DNA per cell, when 

corrected by this factor, 'gives an estimated ploidy numb~r of 

3.1 - 3.8. Solari ¡2a¡ has reportea the existence of ten dense 

plaques in dividing nuclei of T. cruzi. lf these plaques 

represent kinetochores, the presence of te~ chromosomes would 
10 

restrict the ploidy number to 1, 2, 5, or 10. lt follows that 

our . calculated figure of 3' -.q4 is compatible wi th the diploid 

and pentaploid possibilities. A recent study by Tait 1291 on 
.; ·¡ ~ 

polymorphic isozymes· and genotype freguencies in T. brucei 

:brucei indicates that this species also contains .at least one 

diploid set of chromosomes. since the kinetic data tend to 

un'derestimate-the single copy fraction, we think'that trypanosomes 

are likely to be diploid, although more direct evidence must be 

offered, and that the mechanism .for chromatin distribution to 

daughter cells in'the absence of. a high ploidy number remains an 

;i.nteres.ting subject. 
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Kinetic analysis of I: cruzi DNA reassociation 

DNA r••a.;ted Components 

rotal x total Highly repetitive 

rotal x total Middle repetitive 

rotal x total Single copy 

•Fepetitive x total Middle repetitive 

~ingle copy x total Single copy 

rraction 

0.180 

0.315 

0.442 

0.591 

0.593 

Corrected 
fractionª 

0.089 

0.350"' 

0.491 

.. 1 

K Cotl/2 

>62.08 <0.016 

o.r,22•1 1.5 

o. 0?•11 ltl .14 

0.11381 2.3 

0.0302 33.1 

___ J - - j 

e t 
o 1/2 

of purc Co1nponen l 
c:omponent _ c0mplex'Ítyl' 

0.564 

20.33 

-~~- --···-

ll.37 X 10
5 

7 
1.58 X 10 

- ·-· 1 

T<'>tal 
,.., •m¡>l.exi tyc 

.l . .'l X 10? 

1, 8'i X 10
7 

Reiteration 
frequency 

>2 500 

26 
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: a In optical reassociations there is a decrease in UV absorbance that is due to the reduction in tcmpcrature to obtain condit i,;1, 

~avorable fer reassociation. This is refcrred to as hyperchromic collapse and does not reflect the fon•·· 1 i •>n of stiJLle Dll/\: DN/\ du1 
: ' 
~lexes. Reassoc.iations of T. cruzi repetitive DNA, free of contamination with kinetoplastic DNll (frac1·ion::; 8 iJnd 9 of l'iJ?.· 2), :,¡,.~ 

~~- ' 
1 

:hat hype1'chromic collapse accounts fer approximately 10% of the total change in A
2

GO that is prod11cecl during re<'issociation of 

C· 
rhe5e samples. Thus, the fractions were corrected by subtracting 0.1 from the highly repetitive com¡'<'l•é'nl and dividing all fr·:1oc-

!ions by ü. 9. The fraction of DNA in the first component Cincluding the highly repetitive DNA) wr.1s f jx0d '3t 0.180 fer the com¡;uterj 

1rog1·am since the program does not recognize the kinetics fer hyperchromic collapse. 

b üpt ical reassociation of E. coli D!IA was used as a kinetic standard and yielded a e l 
12 

e[ ~. 11 ~· ( ,.,_, ,¡ mean squarc of o. <1'/'.l.). ___ · ol 

'he component complexity refers to the total length in base pairs of different' nucleotide sequence:; cr.111..dned in a speci~ic 

omponent wi thin the genome·. 

e For c¡:>tical reassociations, the total genomic complexity was calculate<l .,s above exr.epl that the C 1 / for siu~le copy co1111•·i-
. " 1 2 

Pnt DllA dri·,en by total DNA was utilized, rather than the .c
0

t
112 

far the pure component. .!:'._· coli Drl/\ rc·association was a.lso '"''!.•· 

ia tracPr-driver hybridization follewed by analysis en hydroxyapái'ite, yielding a C0~i- 112 of 3. 59 (root m0,,n square of 4. 08'1;). 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. Reassociation kinetics of T. cruzi DNA sheared to 380 

() 

Fig. 2. 

base pairs·modal fragment length. (a) Reassociation of 

total DNA followed by changes in the absorbance at a 

wavelength of 260 nm. The solid line represents a best 

least-sguares computer solution (root mean sguare of 

0.66%) to the data points (e) with three second-order 

components. The two dashed lines represent the single 

copy and middle repet\tive components. (b) Radiolabelled 

single copy (seguences remaining single-stranded at C0 t 

B in reassociations of total DNA) and repetitive seguence 

(seguences reassociated by e t 2) DNA fragments reas
º 

sociated with driver guantities (1:500) of unlabelled total 

DNA were assayed on hydroxyapatite. e, single copy tracer 

(root mean sguare of 1.76% for computer fit to a single 

'component); O, repetitive tracer (root mean sguare of 

'"' 2. Bn for a fit to cj single componentl. 

~ 

Profiles of T. cruzi repetitive DNA duplexes resistant to · 

Sl nuclease. Fragments, 13 500 base pairs long,were 

melted and reassociated to C t 2.5. After adjustment for 
o 

rate enhancement dueto fragrnent length j14¡, this C
0

t 

value is corrected to approximately 14.9 for fragments 
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w~ich average 380 base pairs. From data of Fig. la and 

Table I, approximately 97% of repetitive and 28.7% of 

single copy sequences may have reassociated by C
0

t 14.9 

and .therefore approximately 22% of this repetitive 

seguence preparation actually represents single copy 

seguences. After reassociation, the preparation was 

digested with Sl nuclease, washed on hydroxyapatite, and 

chromatographed on. ágarose A-50 as described under 

Materials and Methods. The fractions collected from the 

column were read at 260 nm. The arrows indicate the 

elution positions of long and short repetitive DNA from 

sea urchin sperm. Inset: composite sean of DNA fragment 

sizes present in !· cruzi repetitive duplexes resistant 

to Sl nuclease. The single-stranded length of DNA ~as 

determined by electrophoresis on denaturing agarose gels 

(Materials and Methods). (a) Bacteriaphage ;l. DNA digested 

with HindIII used as size standard; ·the fragment lengths 

are 22.2, 9.3, 6.2, 4.3, 2.2, 1.9, and 0.65 kilobases. 

(b) T. cruzi DNA (~ 5 µg) from pooled fractions 8 and 9 

of the agarose A-50 column. (e) '.!:_. cruzi DNA (~ 10 µg) 

from .pooled fractions 10-12 of the same column. 

-'' ··~. :' 
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DISCUSION 

Los resultados obtenidos, en este estudio de T. ~ 

pueden resumirse en dos. El primero, es la complejidad del ge

noma de este organismo; por medio de la cual fue posible infe-

rir su ploidia. Como muestran los resultados, y aunque estos -

datos no son precisos, (ver discución del artículo) es induda-

dable que por lo menos, nos encontramos con un organismo diploi 

~. y esto nos abre nuevasºposibilidades respecto a su recombi

naci6n génica. El segundo fue el arreglo de las secuencia~ re

petidas, que resultaron estar agrupadas en regiones con un pro-

. medio de 7 ,800 pares de bases, lo que situa a I· cruzi en el -

grupo de organismos que carecen de DNA repetido corto. Con res 

pecto a esto es importante decir que este grupo de organismos -

no estarían incluidos en el modelo de regulación para eucario-

tes, propuesto inicialmente en 1,969 por Bri tten y Davidson, y -

en el que se sugiere qu~unas regiones del DNA sensibles al con 

trol por señales externas podrían :ctuar como promotores de la 

transcripción de genes integradores. Estos serían elementos de 

control positivo y permitirían la expresión de varios genes es

tructurales en grupo. Este modelo se basa en la redundancia de 

los genes integradores o receptores o ambos (53). Los modelos 

se han modificado mucho hasta la fecha y tienen gran cantidad -

. 1 , 
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de datos que los apoyan; sin embargo la ausencia de las secuen-

cías únicas, en algunas especies ha sido utilizada como un arg~ 

mento en contra de su papel en la regulación génica por lo me-

nos en esos casos específicos (54). 
(J 

El manejo de esta m'etodología nos abre nuevas posibilida

des pues la renaturalización puede también ser usada en la com

paración de secuencias del DNA para conocer la divergencia evo

lutiva entre los organismos. Esto resulta de especial interés 

en'.!:.· cruzi, debido a que los aislados de diferentes regiones -

de América presentan diferencias en patogenicidad, ·ca~acterísti 

cas de infección y patrones de isoenzimas lo RUe nos permite -

pensar en la existencia de subespecies. Como puede verse las -

características conocidas son fenotípicas y los resultados que 

se obtendrían con el estudio del DNA serán referentes al genoti 

po. La posibilidad de clonar secuencias de un aislado y renat~ 
. ()> 

raqizarlas con DNAs de otros aislados nos permitiría tener, un 

mecanismo de comparaci6n de secuencias especificas identifican
• 

do aquellas que comP.arten y las que no son comunes. 
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