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En cualquier caso, en estas cromatografias es
critico tener soluciones libres de ARNasas,
cuando se hace la seleccion de poli A*. Esto es
debido a que en la mayoria de aplicaciones se
necesita intacto el extremo 5 del mARN. Por
consiguiente, no se puede tolerar ninguna rup-
tura entre los extremos 5" y 3’ del mARN. Un
segundo aspecto critico es que el tamafo de la
columna sea proporcional a la cantidad de ARN
que va a ser seleccionado. El tamafio de la co-
lumna determina el volumen en el cual se eluye
el ARN poli A* (5).

Recientemente se han desarrollado otras tecno-
logias para obtener mARN a partir de ARN total,
que eliminan la necesidad de usar columnas de
oligo dT celulosa y sus problemas asociados.
La fraccion de mARN poly A* se puede aislar
libre de todos los otros acidos nucleicos conta-
minantes, de modo que es aceptable para todas
las aplicaciones de biologia molecular, incluyen-
do traducciéon in vitro y sintesis de cADN. El
sistema usa un iniciador (primer) oligo dT
biotinilado para hibridizar en solucion a la regién
3’ poly A* presente en las especies de mARN
eucariéticas maduras. Los hibridos se capturan
usando estreptavidina acoplada a particulas
magnéticas. Se ha sugerido que mediante este
procedimiento se obtienen mensajeros intactos
de gran longitud (6).

En este estudio se compararon el rendimiento y
la calidad del mARN de Plasmodium falciparum
obtenido por dos métodos de separacién:
cromatografia de afinidad en columnas de oligo
dT celulosa y captura por hibridacién en solu-
cion del mARN con un primer oligo dT. La cali-
dad del mARN obtenido se evalud
espectrofotométricamente para los dos tipos de
preparaciones y por la busqueda de la
representatividad de una poblacion de mensaje-
ros en una genoteca de cADN construida a par-
tir del mARN obtenido por el método de
cromatografia de afinidad en columnas de oligo
dT celulosa.

Materiales y métodos
Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN total se siguid un
protocolo previamente estandarizado (7), basado
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en la extraccion de ARN con sales de guanidina
(que inhiben la accion de ARNasas) y su sepa-
racion de ADN y proteinas a través de un col-
choén de cloruro de cesio. Este método inicio
con cultivos de parasitos en el estadio de
trofozoitos maduros (36 horas) asincronicos.
Los parasitos se liberaron del eritrocito median-
te lisis con saponina 0,15% en HBS (8). Se re-
colectaron por centrifugacion a 5000 g, 10 min,
4°C y se hicieron dos lavados con la misma
solucién.

Para extraer el ARN se partio de 2 x 10° parasi-
tos, los cuales se lisaron en una solucion 4 M
de isotiocianato de guanidina, 25 mM de citrato
de sodio pH 7, 0,5% de sarcosilato de sodio y
0,1 M de b mercaptoetanol. La suspension se
homogeneizé y se extrajo con una mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 V/
V). La fase acuosa (3,5 mL) se adiciont sobre
la superficie de un colchon de 5.7 M de cloruro
de cesio y 10 mM EDTA (1,5 mL) y el ARN se
sedimentd por centrifugacién a 120.000 g
(RPS65T swing rotor, Hitachi) por 20 horas a
20°C. El ARN se resuspendié en 10 mM Tris pH
7,4, 5 mM EDTA, 0,1% SDS. Luego, se precipi-
t6é con 2,5 volimenes de etanol y 0,3 M de
acetato de sodio. Después de la precipitacion
etandlica se hizo un lavado con 70% de
isopropanol, se secé al vacio y se resuspendio
en agua tratada con dietil pirocarbonato (libre de
ARNasas) (7).

Separacion de ARN mensajero por croma-
tografia de afinidad en columnas de oligo dT
celulosa

Para este protocolo, se usaron columnas de
oligo dT celulosa preempacadas (Marca BRL),
cuya capacidad de union es el equivalente a 6
unidades de absorvancia a 260 nm, es decir,
aproximadamente 200 mg de mARN.

Antes de cargar la muestra en la columna, se
hizo un lavado con 0,1 M NaOH y se equilibré
con buffer de union (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1
mM EDTA, 0,3 M NaCl y 0,1% SDS). El ARN
total resuspendido en la misma solucion, se
denaturo a 70°C por 5 minutos, se cargo en la
columna y se lavo con buffer de union para eluir
otras especies de ARN. El mARN unido a la
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mM KCI, 5 mM MgCl,, 10 mM (NH,),SO,, 0,15
mM b-NAD"), 1,2 mM DTT, 250 mM de tres de
los dNTPs, 10 mCi de a P-dATP, 65 u/mL de
ADN ligasa, 250 u/mL de ADN polimerasa | y 13
u/mL de ARNasa H. La reaccion se incubé a
16°C por 2 horas, luego se adicionaron 10 u de
T,ADN ligasa y se incubé 5 minutos mas a
162C. Se hizo extracciéon fenol/cloroformo y
precipitaciéon con 3,5 M de acetato de amonio y
3 volimenens de etanol absoluto, a temperatura
ambiente. El ADN de doble cadena se recupero
por centrifugacién a 14.000 g, 20 minutos a
temperatura ambiente y se lavo con 70% de
etanol. Se hizo control electroforético de los
tamafios de cADN sintetizados en la primera y
segunda cadena, en geles de agarosa al 1%,
los cuales fueron visualizados por tincion con
bromuro de etidio y por autorradiografia. Para el
control electroforético de la sintesis de primera
cadena, se hizo una reaccion paralela bajo las
mismas condiciones de la reaccion principal,
excepto que se adicioné 1 mCi de a *P-dATP.
Para el control electroforético de la sintesis de
segunda cadena, se tom¢ una alicuota de la re-
accion principal, que habia sido marcada con 10
mCi de a ¥*P-dATP. Después de la sintesis de la
segunda cadena, se ligaron los adaptadores que
contenian un sitio de restriccion para la enzima
Sal 1. Para esto, se agrego al ADN recuperado
de la segunda sintesis el buffer T, ADN ligasa
(50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, 1 mM
ATP, 1 mM DTT, 5% (p/v) PEG 8000), 200 mg/
mL de adaptadores Sal | y 200 u/ml de T,ADN
ligasa. Posteriormente, el cADN de doble
cadena, se digirio con Not 1 de tal manera que
las moléculas de cADN quedaron con extremos
cohesivos diferentes, lo cual permitié obtener
clones con insertos direccionados. La reaccion
de digestién con Not | se llevé a cabo en
presencia del buffer de la enzima (50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl) y
1.200 u/mL de Not |. Se incubd por 2 horas a
37°2C; se hizo extraccién fenol/cloroformo y
precipitaciéon etandlica. Luego, se hizo un
fraccionamiento del cADN por tamanfnos para
eliminar cADN de tamafio pequefio, adaptadores
no ligados y fragmentos de primer-adaptador.
Para esto, se hizo una cromatografia de
filtracion por gel, usando una matriz de

SEPARACION DE RNA MENSAJERO DE P. FALCIPARUM

sephacryl 5-500, previamente equilibrada con el
buffer de resuspension del cADN (10mM Tris-
HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 25 mM NaCl). La
muestra se cargd en la columna y se
recolectaron 18 fracciones de elucion con el
mismo buffer. Se hizo una lectura directa en un
contador de centelleo (Liguid scintilfation
counter, Wallac 1409) de cada fraccién y para
aquellas que dieron valores por encima de 1 x
10* cpm; se calculé la cantidad de cADN.

Los fragmentos de cADN de las fracciones 7 a
12, se clonaron en el plasmido pSPORT1 pre-
viamente cortado con Not1 y Sal 1, con una re-
lacion molar vector a inserto de 1:2. En la reac-
cion de ligacion, 25 ng de cDNA (0,5 ng/mL) se
ligaron con 50 ng del vector (2,5 ng/mL), en pre-
sencia del buffer de la T,DNA ligasa (50 mM
Tris HCI pH 7,6, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 5%
(p/v) PEG 8000, 1 mM DTT) y 50 u/mL de
T,ADN ligasa, en un volumen final de reaccion
de 20 mL. La reaccion se incub6 toeda la noche
a 4°C. Se prepararon bacterias DH5a competen-
tes por lavados sucesivos de 500 mL de cultivo,
con agua fria y resuspension final en 10% de
glicerol. El volumen de la reaccion de ligacion
correspondiente a 2,5 ng de cADN, se introdujo
en las bacterias competentes (~3 x 10'° células)
por electroporacién (pulsos de 2,5 KV, 25 mF y
200W, Gen Pulser Bio-Rad 1652076) vy
finalmente se llevo a 1 mL con medio SOC (2%
bacto-triptona, 0,5% extracto de levadura, 10
mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSO,, 20 mM glucosa). Se buscé el titulo de
la genoteca sembrando diluciones decimales
(107a 10®) de la reaccion de electroporacion
diluida en medio SOC en cajas LB-agar con 100
mg/mL de ampicilina como marcador de
seleccion de los transformantes. Finalmente, la
genoteca se sembré a una densidad de 2 x 10*
colonias recombinantes/caja (éste es el nimero
minimo de clones requeridos para garantizar
secuencias de baja abundancia). Posteriormen-
te, se obtuvieron filtros réplica de la caja por
transferencia de las colonias a filtros de
nitrocelulosa c-extra y crecimiento por 8 horas
a 37°C en cajas LB-agar-ampicilina, seguido
por un crecimiento toda la noche a 37°C en
cajas LB-agar con 170 mg/mL de cloranfenicol.
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