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Se construyó una genoteca de Plasmodium falciparum en el fago lambda 
EMBL-4. Se aislaron 28 clonos con insertos entre 14.000 y 23.000 pares de 
bases (pb) que hibridizan con la secuencia PFCOL69, utilizando como sonda 
el plásmido recombinante pUCl8  que contiene un fragmento de DNA corres- 
pondiente a una nueva secuencia repetitiva del parásito (PFCOL692). Se 
describe la metodología usada para la construcción de la genoteca y para e l  
aislamiento de los c lonos y se discute su importancia en el estudio de la 
biología molecular del parásito. 

Para estudios epidemiológicos de malaria se 
ha venido intentando desarrollar técnicas que 
permitan el manejosimultáneo de un gran núme- 
ro de muestras y el diagnóstico especifico para 
cada una de las especies de Plasmodium. Una 
estrategia ha sido la utilización de sondas de 
DNA construidas con base en secuencias repe- 
titivas dentro del genoma (1) y en RNA ribosomal 
(2); sin embargo, ningún estudio ha aportado 
resultados definitivos de manejo de muestras, 
sensibilidad y especificidad. 

Hasta el momento el estudio de las secuen 

genoma del parásito (datos no publicados), se 
encuentra en 13 de los cromosomas (5)  y es 
diferentealassecuencias repetidasde Plasmod~um 
falciparum reportadas (1, 6, 7, 8 y 9). La identi- 
ficación de la secuencia se llevó a cabo en una 
genotecaconstruida utilizando el plásmido pUC18; 
con el estudiodeclonosobtenidosdeunagenoteca 
en elfago lambda EMBL-4 que permite laclonación 
de fragmentos de mayor tamaiio, conocere- 
mos mejor la estructura y la localización y se 
podrán plantear hipótesis sobre la función del 
PFCOL692. 

MATERIALES Y METODOS 

cias repetidas en el Plasmod~um ha sido orien- AislamientodelDNAdePlasmodiumfalcipar~m 
tado con fines diaqnósticos, nada se ha ~ubl ica- 
do sobre su funcrón. Trabajos en el G;U~O de Seaislóel DNAapartirdeuncultivoasincrónico 
Bioquimicadel Instituto Nacional de Salud (3,4,5) de la cepa FCB-2 con parasitemias entre el 5 y 
han llevado al aislamiento de un fragmento de 10% (10). Se liberó el parásito de los eritrocitos 
DNAde 1384 pb quecontienedos copiasde una mediante lisis con saponina (1 1). Se lisó el pará- 
secuencia de 692 y se repite 60 veces en el sito incubando en un buffer que contiene: Tris 10 
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mM, EDTA pH:8 25 mM, SDS 0,5% y proteinasa 
K 0,2 mglml durante 12 horas a 50°C (12). Se 
purificaron los ácidos nucleicos mediante extrac- 
ciones orgánicas suaves con fenol y cloroformo 
y diálisis durante 24 horas contraTE (Tris pH:7,5 
1 mM, EDTA pH:8 0,l mM). La concentración de 
DNA se determinó espectrofotométricamente a 
260 nm y el estado del DNA después de la 
extracción se visualizó mediante electroforesis 
en gel de agarosa (AGE) en presencia de bromu- 
ro de etidio e iluminando con luz ultravioleta de 
302 nm de longitud de onda. 

ligasa (BRL) (15, 16); se ensayaron ligaciones 
con relaciones (PIP) vector: DNA de parásito de 
10:1, 5:l  y l :5 ,  según lo recomendado (13). La 
reacción de ligación se hizo con 5 unidades de 
ligasa por ug de DNA durante 4 horas a 16% en 
un buffer50 mM deTris pH:7.5,10 mM de MgC12, 
10 mM de Ditiotreito1,l mM de ATP, 5% de 
polietilenglicol y 500 uglml de albúmina sérica 
bovina . 

El DNA ligado fue empacado en las cabezas 
y colas del fago, se utilizaron extractos de empa- 
ouetamiento obtenidoscomercialmente (PROME- 

Digestión parcial Y separación por tamaño GA); se agrego el DNA producido por la reacción 
del DNA de Plasmodium falciparum de ligación al extracto de empaquetamiento y se 

Se utilizaron brazos del fago lambda-EMBL-4 
digerido con Bam HI (AMERSHAM) (13); se 
seleccionó laenzimaSau3AI(PROMEGA), isoes- 
quisómero de la enzima Bam HI, que reconoce y 
corta en la secuencia GATC. Se probaron con- 
centraciones de enzima entre 0,05 y 0,5 unida- 
des por ug de DNA y tiempos entre 5 y 20 
minutos. Se hizo digestión parcial de 50 a 100 ug 
de DNA. Las condiciones de digestión escogidas 
fueron aquéllas en las cuales una tercera parte 
del DNA digerido tenía un tamaiio superior a 
23.000, una tercera parte inferior a 14.000 y la 
otra entre 14.000 y 23.000 pb, esto le confiere 
una alta representatividad al DNA seleccionado 
para la clonación. 

incubó durante 2 horas a 20" (17). Se hace 
infección de bacterias de la cepa NM538 de E. 
colimezclando diluciones de los fagos con bac- 
terias e incubando 30 min a 37°C. La cepa NM 
538 se creció en un medio que contiene 0,2% de 
maltosa parainducir laexpresión en las bacterias 
del receptor para maltosa el cual es utilizado por 
el fago para la infección (1 8). Se tomó la suspen- 
sión de bacterias infectadas, se mezcló con 
Top-agarosa (medio LB, 0,2% de maltosa, 0,7% 
de agarosa y 10 mM de MgS04), se esparció 
sobre cajas de LB-agar al 1 % y se incubó toda la 
noche a 37°C. Al día siguiente hubo crecimiento 
de un césped bacteriano con áreas de lisis co- 
rrespondientes a fagos recombinantes; estas 
áreas (placas o clonos) fueron contadas y se 

EI DNA se separó por tamano mediante ten- estableció el número de placas por ug de DNA 

trifugación en gradientes de sacarosa del 10 al 
40% a 85.000 g, 30 horas y 20% (14). La capa- 
cidad del oscila entre 9,000 y 23,000 pb; Filtros réplica de la genoteca e hibridización 

se seleccionaron las fracciones del gradiente la secuencia PFC0L692 

que contenían fragmentos de DNA entre 14.000 Se hizo crecimiento de 5,000 placas de fago 
y 23.000 pb; el DNA de cada fracción se observó recombinante en una caja de petri de 40 mm de 
mediante AGE; se fragmentos de diámetro, fueron transferidas a membranas de 
tamaño inferior a t4.000 pb para evitar eventos 

nylon (filtros réplica) (19), Se hicieron filtros por de recombinación entre segmentos separados 
en el genoma. duplicado de cada caja, se denaturó el DNA 

transferido colocando los filtros (con el lado por 

Ligación, empaquetamiento del DNA e donde se encuentra el DNA hacia arriba) sobre 

infección y crecimiento de los fagos un papel humedecido con una solución 0,5 N de 

recombinantes NaOH y 1,5 M de NaCl durante 5 minutos. Se 
neutralizaron colocándolos de manera similar 

La ligación del DNA del vector (EMBL-4) y del sobre un papel con una solución 0,5 M de Tris 
DNA de parásito se hizo utilizando la enzima T4 pH:7,5 y 3 M de NaCl por 5 minutos y se hizo un 
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lavado en la misma forma con 2x SSPE (20x 
SSPE: 3M NaCI, 0,2M de Na2HP04.H20 y 
20mM de EDTA pH:8,0). Se fijó el DNA expo- 
niendo la membrana durante 5 minutos a luz 
ultravioleta. 

Como sondase utilizóel plásmido recombinante 
pUC18 con un fragmento de 1384 pb que contie- 
ne 2 copias de la secuencia repetitiva. Se hizo 
marcación de la sonda utilizando el método de 
random primer (20) utilizando ATP marcado en 
el fosfato con 32P. 

Se hizo prehibridización de los filtros incubán- 
dolos una hora a 40% en una solución 6x SSPE, 
formamida al 50%, Denhardt's 5x (Denhardt's 
100x: 2% plv de ficoll, 2% piv polivinilpirrolidona 
y 2% piv de albúmina sérica bovina fracción V), 
sulfato de dextrán al 5%, SDS 0,1% y DNA de 
esperma de salmón 100 uglml; se agregó la 
sonda denaturada por calentamiento a 100 "C, la 
concentración desondafuede 1 a2ng/ml(106cpm/ 
ml), se incubó 18 horasa40". Se hizo un lavado 
en6xSSPE-O,l%SDS, unoen2xSSPE-0,1%SDS 
y 2 en 0, lX SSPE-O,1% SDS, cada uno de 15 
minutos a 42OC. Se seleccionaron los clonos que 
produjeron señal por duplicado; se resuspendie- 
ron en 500 ul de SM (10 mM de Tris pH:7.5, 10 
mM de MgSO,, y 0,01% de gelatina) y se alma- 
cenaron a 4%. A partir de las suspensiones 
preparadas en SM, se hizo infección y crecimien- 
to de tres de los clonos aislados y se reconfirmó 
por hibridización su homología con la secuencia 
repetitiva. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Extracción del DNA 
de Plasmodium falciparum 

Se obtuvo DNA de alto peso molecular libre 
de RNA (figural). Se observa que el DNA 
extraído presenta una movilidad electroforéti- 
ca inferior al marcador de tamaño de 24.000 
pb, el tamaño exacto es difícil de establecer 
debido a que en el sistema utilizado el compor- 
tamiento del DNA extraido lo presentan frag- 
mentos que tienen un tamaño que oscila entre 
millones a 30.000 pb. 

Figura 1. El carril 1 muestrael marcador detamaño producdo 
por ladigestión del fago lambdadigerido con laenzma Hind 
lil. El carril 2 de la fotografía de la electroforesis muestra el 
DNA del parásito luego de la diáiss. 

En este protocolo no se utilizó precipitación 
etanólica para evitar la ruptura del DNA. Durante 
la extracción de DNA no fue necesario realizar 
procedimientos para separar el RNA (tratamien- 
to con RNAsa o gradiente en CsCI). Durante el 
período de incubación para que ocurra la lisis de 
los parásitos, el RNA se degrada completamen- 
te, lo cual ~ 0 d r i a  ser debido a una actividad de 
RNAsa basa1 alta. Aunque durante el desarrollo 
asexual no ha sido descrito, el parásito en su 
diferenciación del estadio sexual al asexual hace 
un recambio completo del RNA ribosomal para lo 
cual utiliza una alta actividad de RNAsa. 

En lavaloración espectrofotométrica se obtu- 
vo un índice de densidad óptica a 260 nm sobre 
280 nm de 2, l ;  éste es un dato que difiere del 
dato reportado como criterio de pureza para 
DNA, 1,8 (13), la diferencia debe ser atribuida a 
que el contenido en bases adenina y timina del 
parásito es superior al 80%, y la adenina es la 
base que presenta el mayor coeficiente de extin- 
ción molar a 260 nm incrementando de esta 
manera el valor de la relación de densidad óptica 
de 260 sobre 280 nm. Para DNA de Plasmodium 
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falciparum esta relación se obtiene de rutina en el 
laboratorio incluso utilizando métodosdeseparación 
tan estrictos como gradientes de cloruro de cesio. 

Digestión parcial de DNA de Plasmodium 
falciparum y su separación por tamaño 

El sistemade clonación utilizael vector EMBL-4 
el cual es un derivado del fago lambda. Para 
poder empaquetar un DNAadecuadamente den- 
tro de las cabezas y colas es necesario que tenga 
un tamaño que oscile entre el 85 y 105 % del 
tamaño del lambda natural (48.000 pb), los bra- 
zos del EMBL-4 utilizados en este trabajo pre- 
sentan tamaños de 14.000 y 9.000 pb, esto 
permite insertarfragmentos que tengan un tama- 
ño entre 9.000 y 23.000 pb. Laselección defagos 

recombinantes se hace por que solo crecerán 
aquellos fagos que recibieron un DNA del pará- 
sito del tamatio adecuado. Para evitar problemas 
de recombinación interna entre fragmentos de 
DNAdel parásito distantes en el genoma, sólo se 
seleccionaron para la ligación fragmentos entre 
14.000 y 23.000 pb. La selección de estos tama- 
ños nos permite tener una representatividad del 
99% del genomaen 6.000 placas, si incluyéramos en 
la clonación los fragmentos de tamaño inferior a 
14.000 pb se necesitarían 9000 placas. Se seleccio- 
nó la digestión con 0, l  unidades de Sau 3AI por ug 
de DNA y un tiempo entre 12 y 20 minutos (figura2) 

Para obtener el DNA con un tamaño entre 
14.000 y 23.000 pb se seleccionaron las fraccio- 
nes 14-16 del gradiente de sacarosa (figura 3). 

por ug durantes. 12 y 20minutosrespectivamente; carr i les67y8. digestión con0.1 unidades~orugdurante5.i2y20minutos 
respectivamente: carriles 9. 10 y 11, digestión con 0,2 unidades por ug durante 5, 12 y 20 minutos respectivamente; carriles 
12, 13 y 14, digeston con 0.4 unidades por ug durante 5, 12 y 20 minutos respectivamente 

i 2 3 4 5 6 i 8 9 10 1 ' 1 2 1 3  
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Ligación DNA y empaquetamiento y 
crecimiento de los fagos recombinantes 

De las proporciones (plp) DNA de vector: 
DNA de parásito ensayadas el mayor título fue 
producido por laproporción 10: l  con 1xlO6fagos 
por ug de DNA empaquetado, para las otras 
estuvo entre lo4  y 1 05. Este hecho muestra cómo 
la utilización de una cantidad de DNA de parásito 
a clonar mayor de 1110 (plp) con relación a la 
cantidad de DNA de vector produce eventos de 
recombinación entre fragmentos del parásito y 
debido a que se producen tamaños superiores a 
14.000 pb, el DNA de fago tendrá un tamaño 
superior al 105% del tamaño natural disminuyen- 
do la eficiencia de empaquetamiento. 

Hibridización de las réplicas de la genoteca 
con la secuencia PFCOL692 marcada Figura 4. Fotografía correspondente a una autorradiogratia 

radioactivamente de uno de los clonos de PFCOL692 aislado y reconfirmado. 
Todas las placas de la caja corresponden al mismo clón. 

En los ensayos de hibridización de los filtros 
réplicacon la secuencia PFCOL692 fueron iden- 
tificados 28 clonos que daban señal por duplica- 
do. Con los clonos aislados (figura 4) se podrán 
iniciar estudios de mapeo de restricción, hibridi- 
zación y secuenciación que permitan conocer las 
secuencias vecinas a PFCOL692 en el genoma, 
conocer mejor la estructura y plantear hipótesis 
sobre la función de esta secuencia repetitiva. El 
hecho de que 28 clonos de 5.000 evaluados 
presenten homología con PFCOL692 nos permi- 
te afirmar que aproximadamente el 0,56% del 
genoma del parásito está constituido por esta 
secuencia; estos datos son parecidos a los obte- 
nidos según el número de copias por genoma 
(60) donde el porcentaje sería del 0,52% (datos 
no publicados). 

Debido a que la enzima utilizada para diges- 
tión del DNA sólo reconoce cuatro pares de 
bases (GATC), a las condiciones de digestión 
utilizadas y teniendo en cuenta que el vector 
seleccionado nos permite la clonación de frag- 
mentos de DNAentre 14.000 y 23.000 pb, en una 
genoteca de las características de la construida, 
se garantiza alta representatividad del genoma 
del parásito, 99% en aproximadamente 6.000 
fagos (1 5), facilitando en gran medida la manipu- 

lación. El hecho de que se clonen fragmentos 
grandes de DNA nos permite la clonación de 
genes incluyendo sus secuencias codificadoras 
y reguladoras. Todo lo anterior hace de lagenoteca 
construida una herramienta Útil en el estudio de 
la biología molecular del parásito. 

SUMMARY 

A Plasmodium falciparum genomic library 
was constructed in the vector EMBL-4 Lambda 
phage. Itwasscreened with REP692aPlasmodium 
falciparum repetitive fragmentwhich waspreviously 
cloned in plasmid pUC18. Twenty eight clones 
were isolated. The methodology both for 
construction of the library and for isolation of 
clones are described, and the irnportance of the 
library for further studies of the parasite's DNA 
structure is discussed. Keywords: Plasmodium , 
repetitive DNA , PFCOL692 . 
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