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CARACTERIZACION DE ESPECIES MENORES NUEVAS 

DE RNA RIDOSOMAL DE TTrpanosoma cruzi. 
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1 
I ro vertebrado como en el insecto vector. En el hospede-

ro vertebrado, T. cruza se multiplica discontinuamente, 

' 

	

	en el estado intracelular (forma ainastigote), prolifera 

por divisi6n binaria, luego cambia a la forma tripomasti 

gote que no se divide, la cual surge de los tejidos afec 

tados hacia el torrente sanguíneo, donde ésta circula --

por un período variable de tiempo, antes de penetrar nue 

vamente a la célula a reanudar su ciclo de vida. 

I,os tripomastigotes, que son la forma infecti-

va del protozoario, pueden penetrar en un amplio rango - 

de células hospederas, no obstante, las células de glia 

y musculares parecen ser más frecuentemente parasitadas 

(2). 

II 
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Por esto es comprencible que en algunos pai--

se s donde se detecta la enfermedad, ésta sea suhestima-

da o tratada con negligencia, y por lo tanto no se le - 



1• 	 4 

1 
La población de !4Cxico no esta exenta de esta 

enfermedad, y en 15 estados de la república se han loca-

li?..ado casos de tripanosomiasis. Por datos aportarlos --

por el Centro de Investigaciones Ecológicas de Sureste - 

se sabe que en estos estados la incidencia de la enferme 

dad en el hombre varía del 1.2% al 50%, lo cual indica - 

I que tenernos un serio problema de salud al que no se le - 

' 	tia dado la importancia que merece. 

1 	Aspectos Particulares 

¥• 	C 	 altamente El ribosorna e s una estructura 	espc-- 

' 	 cializada y compleja, en la cual se da el intrincado pro 

ceso de la síntesis de proteínas. 

1 
Las c6lulas cucariotas contienen varios sitios 

i donde se da la síntesis proteica: el citoplaia y la mi-- 

' 	tocondria y, en el caso de las plantas, en el cloroplas-

to; en donde cada uno de esos compartimientos celulares 

1 	usa sus propios ribosomas (25). 

Los ribosomas de todos los organisnos estan -- 

1 	compuestos de dos subunidades ribonucleoproteicas que di 

fieren en tamaño y que estan asociadas reversiblemente - 

1 	durante la síntesis de proteínas, cada subunidad C011tie- 

1 • 
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ne una especie de TINA de alto pe..o molecular y varias --

proteinas (en cucariotes hay de 70 a 80 y en procariotes 

55). 

La más grande de las dos subunidades contiene 

además una especie de RNA de bajo peso molecular, RNA --

SS. En cucariotes, la subunidad mayor del ribosoma cito 

p1¥5smico contiene tambión otro componente, RITA 5,8S. Es 

ta especie surge de la segmentación del precursor del --

RNA ribosomal de alto peso molecular, y a diferencia del 

RNA SS está unido en la unidad ribosomal al RNA 28S por 

puentes de hidrógeno. Ningcn RNA de tal tipo (5.8S) ha 

sido encontrado en las ribosomas de los organismos proca 

notes, por lo cual, se le puede considerar como caracte 

ristico de eucariotes (28). 

Organizaci6n de los Genes Ribosomales.- Fn la 

mayoría de los eucariotes, los genes que codifican para 

los RNAs ribosomales (RNAsr) estan organizados en varios 

cientos de copias codificadoras, las cuales estan agrupa 

das en "tandem" (extremo 3' de un gen unido al extremo --

5' del siguiente) en uno 6 varios sitios cromosomales. - 

Las unidades de repetición ribosomal (DNAr) contienen --

los genes que codifican los RRNAsr. 18S, 5.85 y 205, trans 

criaos en este orden como un gran precursor (fig.1). 

II 
II 

1 
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las 	5.8S 	28S 	 18S 	5.85 	28S 5, 3. 

1 
Fig. 1.- Unidad de repetición ribosomal 	(DNAr) 

1  

Los genes que codifican para el RNA 5S se en-- 

cuentran generalmente en otro loci. 	En Saccharomyces -- 

1 cerevisiae estos genes están localizaclos dentro del DN1r; 

no obstante, aun en este caso el RNA 5S se transcribe in 

dependientemente del precursor mayor del RNA ribosomal - { que contiene a las otras tres secuencia,. 

1 De las proteina7 ribosomales solo muy pocos che 

nos estructurales son conocidos en eucariotes, de los -- ' cuales hay cierta evidencia de que no se encuentran en - 

grupos tal como en el caso de Cscherichia cola 	(25) 

1 Biosíntesis de los Ribosomas.- La estructura, 

función y biocj6nesis de los ribosomas de procariotes es- 

1 ahora bión documentados, especialmente en E. coli; - 

mucho menos es conocido de éstos en eucariotes, no obs-- 

Cante los mayores pasos en la biosíntesis de ribosomas - ' han sido identificados en diferentes eucar.iotes, los cua 

s 
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1 
les son similares desde los protistas hasta los mctazoa--

ríos superiores. 

Tres de las cuatro especies de RNA ribosomal - ' (RNAr) 	surgen de sucesivos cortes de un c;r.an precursor. 

La transcripción, procesamiento y modificaciones quimi-- 

I cas de los RNAsr ocurren en el nucleolo. 	Las proteinas ' ribosomales son sintetizadas en el citoplasma; la mayo-- 

ría, si no todas ellas, tienen que migrar hacia el nu--- 

1 donde 	el eleolo 	son necesarias para 	correcto procesamien 

to de los RNAsr y, para la formación de las partículas - p 	proteínas no ribosoma-- reribosomales en asociación con ' les. 	Entonces estas subunidades ribosomales son transfe 

ridas al citoplasma, donde su maduración final origina - 

1 las 	maduras 40S 	GOS 	(33). partículas 	y 

Aunque los rasgos generales de esta vía han si 

do conocidos por muchos anos, los mecanismos moleculares 

involucrados en cada conjunto de reacciones permanecen -

oscuros. Se desconoce como los componentes moleculares 

son ensamblados y como el gran número de subunidades ri-

bosomales son transferidas a través de la membrana nu---

clear (25) . 



lo 
	

1 

II 

recta al funcionamiento o papel que desempeñan los RNts 

de bajo peso molecular, se ha sugerido su partici.pacidn 

en la unión al Rt¡1+. de transferencia (RNAt) (19) , así co-

¡no a la asociación de la nubunidadcs r.ibosomales (1,32) . 

Pescientes resultados demuestran la participación del - 

RN11 5S y complejo proteico en la activiclac1 del factor de 

elongación 2 (EY'-2) dependiente de rTPasa de los r. iboso- 

mas cucariotes (21). 

De tal !'orina es de Asumirse que los RN11s 5 .8S 

y SS e ,tán localizado y cerca o en el centro ne¡)ticlil --- 

trinsferasa del ribosorna cucariote (31,29) . Por estos -- 

antececiente_s; nos percatamos que estas mola culis :,orl de - 

importancia en la síntesis de protc incl:s. 

Al analizar algunos miembros [ame la familia try 

nanosomatidac se hacen patentes diferencias por, lo czue - 

respecta al natrón 2"i¡)osoma1 general; entre estas se en-

cuentra cruc la e I)OCie r.iho:ao?tia1 245 se disocia en clon -

fragmentos al analizarse ésta en condiciones clesnaturali 

zantes (3,11); pero el caso mis llamativo es crue en --- 

Crithidia fasciculata (1.1) y `l¥rypanosoma br.ucei (5) se -

han hallado 5 moléculas ¿te RNAr de bajo peso molecular - 

que oscilan en un rango de 100 -• 300 nucleótidos, la --

existencia de estas cinco moléculas se ha sugerido tam-- 

111 
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It  c111TERI? LES Y MÉTODOS 



Cuadro I 

Cultivo 

40-60X$07  celulas G  8000g 
15 min, 

G 	10000 g 
10 min. 

Precipitado celular 

12 hrs. a - 70 °C 
No,iidet al .3% 

l 
Ruptura celular 

10000 g 

Q lOmin. 
20000g 

(O mm. 

Sobrenadante Mitocondria 1 

O {0000 g 
120 min. 

Precipitado Microsoma 1 
des pro teinar 

20000 g 
1 30min. 

1 RNAr 1 

1 Esquema del Proceso de Extracción y Analisis del RNAr 

1 
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1 
CaCl 3mM 

1 1mg/nil 

' 

fleparina

• Estas c6lulas .¡ y a res 	s 	¥- u l enclidaa sc. centrifugan 

$ nuevamente, pero ahora a 10000 X g por 10 m.in. 	a 	4°C, 	- 

el precipitado obtenido de esta manera se guarda a 	--- 

' -70°C. 

Posteriormente se resuspende el precipitado - 

' en la solucitin anterior y ya estando bien resuspendido 

se le agrega Noniclet NP 40 al .3% 	final, 	y se verifica - 

1 al microscopio la ruptura celular. 

Se centrifuga a 10000 X c 	por id min. 	a 4°C y 

$ 10 ruin. mas a 20000 X g a 4°C. 

' r El sobrenadante se centrifuca a J 100000 X c 	-- J  
por 2 hrs. 	a 4°C; del precipitado resultante se obtiene 

la fuente de r' ibosoma 	(3) . 

Los ribosomas son desproteinados con 2 rnl de: 

LiCl 2M 

Urca 4M 

1 
Heparina 4mg/ml 
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1 
Tris pUI 7.0 	20mM 

esta mezcla se guarda durante la noche a 4°C, después es 

ta se centrifuga a 20000 X g por 30 min. a 4 °C de cuyo - 

' precipitado se obtiene el RNAr. 	El precipitado se resus 

pende con agua tratada con dietilpirocarbonato y leido - 

en un espectrofotómetro Zeiss a 280, 260 Y 	nm para ara - 

determinar su pureza. 	11 este material en adelante lo -- 

tratará como el RNA del precipitado de 100000 X g. 

1 
Geles Desnaturalizantes 

El RNA es analizado en geles de placa de polia 

crilamida al 	3%, 	disuelta en solución '1'13E 	(15,22) : 

w 

I 

¡ciclo bórico 	2.75 g. 

L'DTA 	0.465g.   	 E l I. 	¥fl 	8.2 

Tris 	5.4 g. 

a la solución se le agrega 	7M 	desnatura urea 	como agente 

lizante 	(5,15). 

U 
El gel se precorre a 20V durante la noche para 

quitar los iones adicionales contenidos en el gel 	(22). 

El reservorio superior de la camara de electroforesis se 
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llena con soluci6n TI3E/urea, mientras que en el inferior 

U 	solo con solución 1.1I3E. 

Las muestras se corren a 30V durante 8 hrs. - 

Los geles al final de la corrida son lavadoscon agua bi 

destilada y teñidos con bromuro do etidio a una concen-tración de 3 .iq/ml y 
ti Celes no DobnaLuLallzanLes 

Los goles se preparan con aqarosa al 1 . 5 en - 

solución Tris boratos: 

Ac. Bórico 
	

2.74 9. 

EDTA 
	0.465 cj. 1L agua tratada con 

DPC 

Tris 
	5.40 g. pU 8.3 

Las placas previo a su uso se hornean a 150°C 

durante la noche. La clectro.foresis se efectua durante 

4.5 hrs. a 4°C y 100V. 

Gradientes de Sacarosa 

El RNA precipitado de 100000 X g se corre en 
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de sacarosa al 20% en el recipiente de mezclado y 12 ml 

de sacarosa al 5% en el dep6sito. La sacarosa se disuel 

ve en la siguiente soluci6n: 

Tris 

EDTA 

LIC1 

Sarkosyl 

IIe par ina  

10 mM pit 7.0 

1 mM 

50 mM 

0.1 % 

1 mg/ml 

La soluci6n se filtra y esteriliza en autocla- 
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1 
RESULTADOS 

Elcctro£or.esin en Celes DesnaLurali.zante , cic Polizcrila- 

1 
1 

7 
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ra (fic3.3). 

En esta electrotoresi; 

instancia que las moléculas mnl, 

' 	 19 

los ya reportarlos?. Para contestar esta pregunta y cono 

riendo la relación lineal que existe entre el logaritmo 

del tamaño molecular y la movilidad de la molécula 	(15), 

se procedió a determinar el tamaño de estas moléculas de 

gran movilidad. 

1 

	

	
Así pues, una muestra del precipitado de 100000 

X g se sujetó a coelectroforesis con marcadores de peso 

molecular conocido, como lo son los RNAs de ratón 5S y - 

5.85, así como con RNA de transferencia (RNAt) de levadu 

1 
1 
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1 
C í' referencia 1 ].n1: J\:: de rata)n y ni }'rílnr;hllt:o1 o. de]. 

1  TA tic T. cru'/.J. (eJY<`li 1.C:1 1) , (Ir., 1.a cll:l1 se o}1t i.t_':?C, una - 

ro(.:t:ía que se nlur;La 	hiun a ci! f)i !')iint or; 

1 2 3 4 5 

i¡ 	3 - 	1 ' c tro:0:`(`.., s del. 	'Ar de T 	cr11'i con mareado 
ros d tinco no.lec.ui,1y, `onoe.'_d . ,fin l.cNs rtrr1!e; 1 V Si ie 
r1Uostra iAr (Jr' ratón con 3O y 20 tic' rer reir ' i 1 rosnec ti  
vmt¥nte (.n ln:, car:•ilc,.S 2 v 5 ;o oi - serv;l 	;Ar de T. crú 
l.i con 30 `; 20 1Sn rol` carril re nee 1V.1; ,:.,ii y en P.I. e, - 
2.2'l a. 3 r,e Vt:11 10 	de P',!At de 	1 ev?ldlilrl . 

1-li .i.encin real. i...aclo r.s t.a cor.r.¥laci.(ítl e i.nt:er-►no- 

lando nuestros puntos a. discernir, obtuvt:' 	:4? las :;!oln-cu 

las en Cuestión, oor In que respecta a 1' 	'), son sim.l- 

1. ices Z las reportadas para 	lo:; dcin 	s 	Tl. 

tnilia 'i'rypnnosmmat iclrle (Tabla 1) 

as do la fa- 
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_ 2.5 
°¥ 1 m 

m2 
ó 

m35.es 

t 
2 .0 

5s 
mmó 

2 	a 	6 8 	to 	cm. 

Distancia 
Migrado 

Gráfica 	1.- Relación 	del 	logaritmo del 	peno molecular vs 
1.a distancia migrarla 	de 	la 	e1.ectroforesis del 	precipita- 
do de 	100000 X 	g 	de 	T. 	cru•r,i 	y 	los marcadores 	de 	peso mo 
lecular conocido (fif;.3) 	en 	goles de 	poliacri.larnida/urea 

Determinación de Asociaciones InLermoleculares 

I.- Gradientes de sacarosa 

Ya establecida la longitud en nucleokiclos de -

las moléculas menores, se procedió a determinar las aso- 

Di 

¡le 

II 

e 
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1 
1 

tes isocinCtico s do sacarosa bajo condiciones que minimi 

taran la disociacicin de fr.acjmentos de R;71 asociados de - 

forma no covalente. Bajo estos parámetros, se deposita-

ron 200µg el precipitado de 100000 X 9 en la parte supe- 

1 	rior de un gradiente ele sacarosa del 5 - 20% de 12 nil. 

ciaciones que pudieran existir entre estas nlol5cu1an y - 

las especies ribo somale s l 35 y 24S. 

Tara aclarar esta duela, se prepararon gradien- 

1 
1 

RNA ' ribosomal 

ml 

m2 

1 m3 

m4 

ms 

TABLA 1 

Peso molecular 

(X 106  ) 

0.087 

0.072 

0.062 

0.046 

0.036 

Longitud ele la cadena 

(r.ucleotidos) 

22G5*8 (4) 

219±5 (4) 

1.9 0±10 (4) 

142±7 (4) 

111±4 (4) 

• La longitud de la cadena fu determinada mediante d cc-- 

.I 

	

	
troforesis en geles de poltacrilamida bajo condiciones - 
desnaturalizantes, asumiendo una relación lineal entre - 
la movilidad y el logaritmo del peso molecular. Las molé 
culas de RNA tomadas como marcadores fueron: el fragmen-
to ce del RNAr de T. cruz_i y los RNAs de ratón 5.85 y 55 
de 1661 nucleótidos (3), V15o nucleóticios (10) y 121 nu-'-
cleótidos (9) respectivamente,-  
Los valores enlistados se dan en promedio t la desvía--- 
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c16n e:,tand¥lr y, el nliTnero entre pir%ntesis representa -
el n►imero de determ.inziciones. 

El perfil. obtenido al analizar el gradiente --

por espcctrofotometr.la (gráfica 2) muestra dos picos muy 

conspicuos los cuales corresponden a las especies riboso 

males 24S y lOS ya caracterizadas por Castro y colabora-

dores (4) , además, en la región ligera se observa un pi-

co pequeño que en primera instancia se le puede conside-

rar contenedor de por lo menos una de las molCculas de -

bajo peso molecular.. 

Después de haber caracterizado espectrofotome-

tricame.nte al gradiente, se concentraron las fracciones 

que contenían a los picos correspondientes a las espe---- 

cies ribosomales 245 y 18S así como aquel pequeño pico -

de la región ligera. Para esto se formaron conjuntos co 

rrespondientes a cada pico. agregándoles 1/10 de volumen 

de acetato de potasio y 2 volumenes de etanol; se guardó 

a 20°C durante la noche, se centrifug6 y los precipita-

dos de alcohol se resuspendieron en un volumen mínimo de 

solución de corrida T13E/urea . 

Las muestras correspondientes a cada pico se -

analizaron en geles de placa de poliacrilamida (fig.4). 



1 	 24 

No. de fracción 

Gráfica 2.- Perfil (lei. grad¡en. .isoeln,1tico (lo sacarosa 
de 5 - 20, mostrando la distribución del material que -
absorve en ultravioleta, durante lit fraccionación del. --
precipitado de 100000 X g de T. cruz!. 

El resultado de la ulectroforesis muestra en -

el carril correspondiente al pico de la rcrli6n ligera so 

lo cuatro bandas (nil, m2, ir4 y in5) de bajo peso molecu-- 

lar, faltando la banda correspondiente a la mol6cula m3; 

en el carril asignado a la especie ribosomal 18S solo se 

observa a ésta contaminada con la especie 2445; por últi- 

80 

U 

a0

60  

O 

20 
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a los picor, 1 OS, 211S y RHAr de bajo peso molecular fue-
ron en cantidades eguimolares. 

II.- Geles no desnaturalizantes 

Habiendo constatado que la mol6cula m3 se en--

cuentra ligada a la especie ribosomal 24S y sabiendo que 

la especie mayor ribosomal se disocia en los fragmentos 

ecy P, se plantea la interrogante ¿la molécula 6 especie 

ribosomal m3 se encuentra asociada al fragmento 0:6 al - 

Para solucionar esta pregunta se procedió a -- 

analizar una muestra del precipitado de 100000 X g en ge 

les no desnaturalizantes y posteriormente reanalizar es-

tas bandas mediante geles analíticos desnaturalizantes. 

El hecho de seguir esta metodología se debe a 

que en los geles no desnaturalizantes se dan las condi--

ciones para mantener unidos aquellos fragmentos asocia--

dos de forma no covalente, no obstante se sacrifica la - 

resolución por lo que deben recromatografiarse las molé-

culas en geles de poliacrilamida para obtener mejor reso 

1 
i1 

1 
1 

De tal modo se procedió a correr muestras de ¥- 



24S 
13S 

f)S L do 5.8S 
¡)eudo 5 S 

1 UAr en c¥c 1c i de arf„i: o..a a 1 .1.. S't (f .ic1 .5) . 

27 

Í p. 5.- Liectrofor.s-:i en geles pi,ex)7rativon, de iigílrosa 

al 1.5% de R Ar de T. cr'ui. Los s;41eu futiron en placa -
con una longitud de 20 cin. y con espaciadores de 3 mm. 

l u estos geles se ven primoi:d.ialmarit:c dos gru-

pos de bandas, uno de poca movilidad y otro do gran moví 

lidad; en el caso del primero Vistas corresponden a la es 

pecie 24S completa, a la especie 1135 y otras dos corres-

pondientes a los fratjmurito:s de la mayor; por lo que res- 
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pecta al segundo, se ven dos bandas que por ser de RNA - 

asociado a ribosomas se le "podría" considerar como las 

especies S.BS y 55 de Tr. panosoma.  

Este conjunto de bandas se recortaron y se --

transfirieron a un gel analítico y dcsnaturalizante de -

poliacrilarnida en el cual se incluyó un carril con mues-

tra del precipitado de 100000 :{ g como indice de correla 

ción (tices. 6 y 7) . 

En estos celes se observa que en el carril don 

de se transfirió .la banda que podría considerarse 5S, se 

da una mejor resolución y se definen las bandas corres---

pondientes a las moléculas m4 y m5. Por lo que corres--

ponde al carril donde se colocó lo que podría ser la es-

pecie 5.QS, se resuelven las molecuias m]. y m2, como era 

de esperarse falta la banda m3. 

Pasando al carril donde se colocó el fragmento 

o, no se observa más que la banda correspondiente a ésta. 

Por ultimo, los carriles donde se transfirieron las ban-

das b, 18S y 245 se aprecia a la especie 18S contaminada 

con los fragmentos cc y 73, y a la 2,1S contaminada con la 

18S, observandose en estos carriles una banda no muy --

bien definida en la región correspondiente a la molócula 
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1 
1)ISCU.C;XON 

Castro y colaboradores 	(4) 	han mostrado que el 

IlNAr citopltismico cle T r. yranosoma cru i consta de do , com 
1 ponentes de alto peso molecular, nue son las especie 	ri 

bosomales 24S y .t8, 	las que tienen un peso molecular, de 
1 1.3 X 106  y 0.8 :C 106  respectivamente. 	Tambi6n, que la 

' especie mayor se disocia en dos componentes que tienen -- 

pesos moleculares de 0.69 y 0.56 X 10G. 	Los resultados ' r.iostrados aaui adicionan cinco moléculas de RNA asocta-•- 

das permanentemente nl r. ibosom'la y una más nue podrSa es-- 
tar asociada tr.anuitotiariente a este, o sea el posible - 4 
RNA de transferencia. 

1 El hecho cle que este organismo presente cinco 

moléculas de RNAr de bajo peso molecular en lugar del 

par de moléculas característico de la gran mnyorla de or. 

ganismos cucar.iotes, 	lleva a pensar que estas se deban a 

productos de dcgrndlci6n de las especies mayores del 	-- 
1 Esto es bastante improbable ya que de haber e:tis- 

tido degradación, ésta se hubiese manifestado al variar 

la abundancia relativa de las mol(culas así como por pa- 

tronos electrofordticos diferentes, los cuales se han re ' 
portado en otros sistemas 	(7 y 14) , pero que en este ca- 

1 so no se presentan. 
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II 
II 
	 DISCUF,IOil 

Castro y colaboradores (4) han mostrado que el 

RNJAr citopl¥ismico (lo Tr.ypanosoma cruri consta do c10 conm 

ponentes do alto peno molecular, croe son las especies ri 

bosomales 24S y l8, las que tienen un peso molecular. do 

1.3 x 10 y 0.8 x 106 respectivamente. Tambi6n, que la 

especie mayor se disocia en dos componentes que tienen - 

pesos moleculares de 0.69 y 0.56 x 106 . Los resultados 

mostrados acruí adicionan cinco rto1fculas de RNA asocia-- 

cías permanentemente al r.ibosoria y una mas aue podría es-

tar c1:ioc oda transitoriamente a este, o sea el posible - 

RNA de transferencia. 

El hecho de que Cste organismo presento_ cinco 

moléculas de RNAr de bajo puso molecular en lugar del -- 

par de moldculas característico rde la gran mayoría de or 

ganismos eucar.iotes, lleva a pensar que estas se deban a 

productos de clegr.aclaci6n de las especies mayores del --

R^JAr. Esto es bastante improbable ya que de haber exis-

tido degradación, á ,tn se hubiese manifestado al variar 

la abundancia relativa de las mol6culns así como por pa-

trones electrofor.6ticos diferentes, los cuales se han re 

portado en otros sistemas (7 y 1.4), pero que en este ca- 

II 
1.l 

II 
II 
II 
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le 
le 

son acordes al 

con el mostra-- 

Los resultados obtenidos por mi 

patr6n electr.ofort¥-tico de estas mol culas 

vio por Simpson y S.impson en heinhmanta 	tar.entola-ae y su* - 

tamano es muy parecido con el reportado para T. 	brucci y 

C. 	faasciculata. 

No. de bases en !  

Moldcula 	T. brucei• C. 	fasciculata T. cruz¡ 

m1 215 239 263 

m2 190 193 21.9 

m3 180 176 190 

m4 125 134 142 

m5 115 120 111 

le 

II 
le 

II 
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pregunta uno, ¿cual de ellas en la homóloga a la molóeu-

la 5S de la mayoría de los organismos eucar.iotes? 

Una cle las formas en que se puede distinguir a 

la molécula 5S es tratar al ribosoma con ED't'J1 6 con al--

tas concentraciones de iones monovalentes, lo cual provo 

ca la liberación de ósta; en T. brucci  al tratar al ribo 

soma con NDTt , se libera la molécula que en mi sistema - 

considero la m2, de tal modo que operacionalmente es la 

m2 la queso comporta como la molócula SS. Otro aspecto 

que nos puede ayudar para determinar a la molécula 5S, - 

es su tamaño, y si tomamos en cuenta este, parnmetro, se 

puede ponderar que la molécula en cuestión es la m5, --

pues Gray tia demostrado que la correspondiente a esta mo 

lócula en C. fasciculata comigra con el RWAr SS de trigo, 

ademó s de que por. secuencia (17) , su homología es muy --

grande con la de otros protozoarios (6). 

Ya que la abundancia relativa de los RNAs meno 

res entre sí y con las especies ribosomales 105 y 24S es 

cualitativamente similar (Fig.4), es muy probable que ós 

tas moléculas esten asociadas exclusivamente con los ri-

bosomas en cantidades equimolares. 

Por lo que se refiere al problema de determi-- 
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1 
nar con cual de los frarjmenton cx o j) nc encuentra asocia__ 

da rn3, se tuvieron olla f-O recargar los geles de a cerosa 

para poder visuaii ar las moléculas menores en el riel -

desnaturalizante cde poliacrilainicla (figs. 4, 5 y G) . Da 

' 

	

	jo estas circunstancias se perdi.6 la resolución entre el 

fragmento j3 y la especie l s, por tal motivo, estas se 

transfirieron al gel de poliacr. ilamida en un solo carril, 

por tanto, a pesar de que la molécula m3 anarece en el -

carril donde se haya la especie 135, se deduce que tal --

molécula esta asociarla al fragnionto j3, pues en el cc (que 

no esta contaminado) no so observa tal mohucula, ade'n is 

de que al .znali •r.ar a len especie 1.85 obtenida del cjr.adien 

te do sacarosa, no se detecta a la molicula m3. 

Los resultados obtenidos mediante los gradien-

tes de sacarosa, sugieren fuertemente oue la especie ri-

bosomal 245 es un acrregaclo molecular formado por tres mo 

i culis de RNA, dos de las cuales son los fragmento, cc y 

, y la tercera es la molécula m3. Las tres mal6culas -

de RNAr parecen estar asociadas debilmente por regiones 

limitadas ele uniones no covalente , posiblemente enlaces 

de puentes de hidrócjeno (3 , 5, 7 , 23 y 27) . 
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1 
considerar homóloga con la especie ribosomal 5.8S, acle--

mtis de que por datos aún no publicados se ha encontrado 

II 

	

	
que esta molticuia esta coclif i.cicla dentro clel gen riboso- 

mal, tal como sucede con la especie 5.8S (16). 

En el caso de 1.as molCcula , m1, m2, m4 y m5, -

las cuales en preparaciones libres de proteinas r.ihosoma 

les no presentan asociación aleTuna a especie r.ibosomal - 

(grtifiea 2 •- fiel. 4) , y que a partir, do la desproteina--

ción del precipitado de 100000 X q vía se encuentran li-- 

tires, es de suponerse que si estas molécula i interactuan 

con otro ac:i(lo ribonucleico clel r..i.bosoma, tal inter,ac--- 

ción debe: ser de una estabilidad  baja, la cual puede es-

tar mediada o estnlbilizacla por proteinas ribosom les (20) . 

De las cinco moléculas de bajo peso molecular 

presentes en los ribosomas de T. cru_:i suree la pregunta 

¿cómo se originan estas molécula,? ¿resultan de la exnre 
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ralamente y fuera de dicho cjen; lo que indica trua mil y --

m5 son el producto (te la expresión clo nenes in.lepenrlien--

tes, siendo uno cic estos un cien nuevo; en el caso de m1, 

m2 y m3 es posible que surjan del procesamiento del gen 

ribosomal. 

Concluyendo, se ha mostrado que los ribosomas 

de T. c.ruzi contienen cinco molFculcts de ?2N11 de bajo pe- 
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