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cinco minutos en una microcentrifuga Tomy HF-
120 a temperatura ambiente. Al scbrenadante se
le hizo extracciéon fendlica y precipitacion
alcoholica. EIADN se recupero por centrifugacion
durante 1 hora a 14.000 rpm y 4 °C en una
microcentrifuga Eppendorf; se lavo con 1 ml de
etanol al 70% pararetirar sales; se seco al vacio
durante 10 minutos y se resuspendid en buffer
TE. La cantidad de ADN recuperado se cuantifico
en geles de agarosa al 1%.

Mapeo de restriccion

Digestion enziméatica del ADN. Se realizaron
digestiones simples con las enzimas EcoRI
(Promega), Haelll (BRL), Hincll (BRL) y
digestiones dobles con las combinaciones EcoRl/
Haelll, EcoRI/Hincll y Haelll/Hincll. Las
condiciones de reaccion fueron las recomendadas
por el fabricante de la enzima. En las digestiones
simples, se cortaron 200 ng de ADN de cada clon
y se utilizaron 10 U de enzima por cada reaccion
en un volumen final de 10 yl. Para las digestiones
dobles, se tomaron 400 ng de ADN; de cada clon
se hizo la primera digestion, luego se tomo una
alicuota de esta reaccion, que contenia 100 ng de
ADN para hacer control de la eficiencia de corte;
el volumen restante de la reaccion se completo a
100 ul con TE y se hizo una extraccion fendlica
para retirar la enzima. Después, se hizo una
precipitacion etandlica y el ADN se resuspendio
en 8 yl de TE y sobre éstos se realizo la segunda
digestion en las mismas condiciones utilizadas
para el primer corte. Se corrio una electroforesis
de los productos de la reaccion enzimatica de
cada uno de los clones en gel de agarosa al 1%
para visualizar los resultados; el gel se reveld con
una solucion acuosa (0,5 pg/ml) de bromuro de
etidio durante 30 minutos y se observé bajo luz
UV de 302 nm.

Transferencia de ADN a membranas de nylon (29).
Se transfirio el ADN de cada clon digerido
enzimaticamente a membrana de nylon (Hybond)
mediante vacio en una unidad de transferencia
(LKB); el gel se orientt adecuadamente para evitar
burbujas y el ADN se depurind por tratamiento con
0,25N HCI; seguidamente, se trato con una
solucion 0,5N de NaOH y 0,15M NaCl para
denaturar el ADN durante un tiempo similar al que
se necesitd en la depurinacion. La neutralizacion
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se realizé por tratamiento con una solucion 1M
Tris, pH 7,5, 1,5M NaCl durante el mismo tiempo.
La transferencia se hizo con 20XSSC (17,5% NaCl,
8,8% de citrato de sodio, pH 7,0). La membrana
se sumergio durante 10 minutos en una soluciéon
20XS3C a temperatura ambiente con el fin de
eliminar residuos de agarosa; se dejo secar a
temperatura ambiente y el ADN se fijo por
exposicion a luz UV de 254 nm durante un minuto.

Reconocimiento de la presencia de secuencias
subteloméricas y teloméricas en los insertos
mediante hibridacion con sondas radiactivas de
ADN. Para establecer en cada clon cuales de los
fragmentos de digestion contenian la repeticion
PFCOLE92 y si existia alguna relacion entre esta
secuencia y las regiones teloméricas y
subteloméricas de los cromosomas del parasito,
se marcaron radiactivamente las sondas
PFCOL692, la sonda pRep20, ampliamente
utilizada como marcador del subtelémero en
numerosos estudios (17-18, 30), que proviene de
una cepa de Tanzania de P. falciparum y tiene
una longitud de 1,5 Kb, y la sonda telomérica
pTB4.1(1-2,30), que proviene de P. berguei, que
contenia varias copias de la secuencia especifica
del telémero (TTT/CAGGG) para el género Plas-
modium y tiene una longitud de 500 pb. Para
detectar las secuencias homologas presentes en
los insertos, por hibridacion se marcaron
radiactivamente las sondas por el método Ran-
dom Primer, utilizando el sistema Prime-a-gene
Labeling System (Promega). Se marcaron 100 ng
de ADN de cada sonda a 500 ng/ml, en presencia
de 20 uM d (G,C,T) sin marcar, 333 nM [**S]adATP
1.000 Ci/mmol (ICN), 26 A, unidades/ml de
hexanucleotidos en el buffer de marcacion (250
mM Tris-HCI, pH 8,0; 25 mM MgCl,, 10 mM DTT,
1M Hepes pH 6,6), 400 ug/ml de BSA y 100 U/ml|
de ADN polimerasa |, fragmento Klenow. La
reaccion se llevé a cabo durante toda la noche a
37 °C; se detuvo por enfriamiento a 4 °C y se
determind el porcentaje de incorporacion (29).

Se utilizaron 2 x 10® cuentas por minuto de la
sonda para detectar los fragmentos homaologos
por Southern blot; se hizo una prehibridacion en
BXSSC (5,25% NaCl, 2,64% de citrato de sodio,
pH 7.,0), 10X Denhardt (0,2% ficoll 400, 0,2%





















