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RESUMEH

El     trabaJ.a    reallzadc)    preseDta         una    estr`ategia    de

cloneahiento     para     genes     de     Heurospc]ra     fraEsa     inedlante

ccixplenentacl6D      geDetlca      de      mutaDte6      de      Sa££haronyces

cerevisiae   y   la   traDsformaci6D   genetica   del   buesped  bom6lc)go

con   el   DHA   clonadci.

Para   el   cloDamiento   se   eligi6   el      marcador   geneticc]

(1nv)     el    cual    cc)dLif ica    para    la    exoenzina    inverta§a.     Tal

decisi6n  se   bas6   en  la  pcJslt)ilidad  de     dispoDer  de  genes  que

permitan         una    selecci6n    directa    de    lc)s    transformantes,
Aderfes   el   sistem   geDetlco   de   invertasa   es   interesante   ya

que    permitiria   estudiar       la   regulacl6n   de    la   siDtesis   y
excreci6n  de  una     exoenzlma.

Se     procedi6     a     construir     una          genoteca     de     Din

crc]ms6micc]   de   uDa   cepe   611vestre   de   HeurpspE)in  cL±La_Esa_   (74A)

en   el   plasmido   YRp7.    A   partir   de   esta   genoteca   se   aislarc]n

los     plasmidos     recc]nbinantes      (pHcl     y     pHC2),      capaces     de

cc]mplenentar   uDa   nutaci6n     clef iciente   en   inver`tasa   (sucC')   en

la  cepe  de  Elc_eharc)nryceE  c£.reviEiaE  ml7A.

El    analisis   de   restricci6n   y   de   bibridLaci6n   de    los

plasmidc)s    recc}nbinantes   muestra    que    pNcl    y   pNC2    1levan   un

lnserto  de   DHA  croms6micc]  de  Heuros.pc}m  er_assa  de   3.4   y  7.6

Kb  respectivamente.

Lc]6     experlneDtc)s     de     traD6formacl6D     de     Heurospara

er_assa_     cc]n      DHA      clc}Dadc)      muestran      que      ambos      plasnidc]s

iv



rest,at>1ecen   la   sintesls   de   invertasa   activa   en   la   cepa      de

Heurost>c]ra   c_r_assa    (Jz2v~)   clef lciente   en   la   actlvldad   de   dicha

exc]enzim.

Tantc]   el    anallsis   geneticc}   cone   inmunol6gicc>   sugiere

que   pNcl   es   pc)rtadc)r   de     un   gen   supresc)r   de   la   mutaci6n   jnv+

y  que  pNC2  cc}ntiene  el   gen  estructural   de   la  enzina.

La      traDsf ormcl6D     geDetlca     de     Heurospora     crassa

revela    diferente§    pc)sibilidades    para    el        destinc)    del    DNA

transformnte   en   la  celula  receptora.   Lc}s  resultadc]s  de  este

trabajc]  indican  que:

i)    La   integraci6n   clel    DNA      puede   ocurrir       ligada   al    lc)cus

jnv   en   el    grupc)   de    ligamieDto   V    .    a   tambien   en   forma       no

ligada,    insertandc}se   el   DNA   en      otrc}s  sitios   del   genoma   del

hc,ngc) .

ii)   1a   integraci6n  puede   iDcluir  al   vectc)r  de   clc]nado  a  bien

s61anente  al   fragmento  cromos6nicc)  pc)rtador  del   gen   jnv.

Los     transfc]rmantes     se     caracterizaD     per     una     baja

fertilidad,    1a   cual   se   denuestra   en   la   alta   prc)porci6n   de

productc}s     nei6ticos      inviables.      Este     becbo     podria     ser
consecuencia    de    mutacic}nes    cromos6micas    producidas    durante

el   prc]ceso  de   integraci6n  del   DNA  transformante.



SUMMARY

The    present    work   shows   a   cloning    strategy    I or

Heurc]sD.c]ra   crassa   genes   thrc)ugb   genetic   complementatic)n   of

SaccharDmvces           cerevi si ae           mutants           and           genetic

transformation  of   the   bc)mc)logc]us  best   by  the   I c]reign  DHA.

The   jnv  geDetic   marker,    ceding   for   tbe   iDvertase

exc)eDzyme ,        was       chc)sen       as       it       enat)1 es       a       direct

identif icatic}n    c]f    the    transfornant   cells.    Horec)ver,    tbe

invertase   genetic   system   c}pens   up   pc)ssibilities   for   tbe

study    of    tbe    syntbesis    regulatic)n   and   excretic)n   of    an

exc)enzyne .

Two    recombinant    plasmid,     pNcl    and    pNC2.     which

cc]mplemented     the     Saccharc]nyces     cerevl§iae     rml7A     (sucC')

strain,    (an  invertase  clef icient  mutaht)   were  isc]lated  from

a  Neurosoc]ra  crassa  74A  genomic   library.

Plasmid    restrictic)n    and    bybridization    analysis

showed     a     3.4      (pHC1)     aDd     7.6      (pHC2)     Kb     Heurc]spora     DHA

inserts.

Genetic    trasformation   witb   recc)mbinant    plasmids

restores    invertase    activity    in    Heurc)§Dc]ra    crassa    jDv~

"tants.
Genetic    and    inmunologic    analyses    suggested    tbe

presence     c)f     an     jz]v~    suppresc)r    gene     in    pNcl     and    tbe

invertase  structural  geDe  in  pHC2.



Dif ferent  alternatives  fc)r  tbe   integratic)n  c)I   tbe

transf orming    DNA    in    their    best    cells   are    suggested    t)y

NeurosDDra  cir`assa  transformation:

i)    DNA    integration   may   c]r   nay   not    be    linked   tc)   the    }nv

lc)cue,    in   linkage   group  V.

ii)    Tbe   plasmid   vector   may   c}r   may   nc}t   be   included   in   tbe

integratic)n  event.

Transformant       eel ls       presented       a       decreased

fer`tility  as  sbc)wn  by  the  presence  of  bigb  numbers  of  nc)n-

viable   melc]tic   prc)ducts.    Tbe   above   phenolnena  may  be   due   tc]

crc]mosomic      mutatic}ns      induced      during      tbe      integration

events.
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I.ISTA  DE  IuRCAI)ORES  GEFBTICus

Harcadc]res  GeDetlcos  de  E££_berlcbia  ciQli

Simbolc)  del   gel

thll
tbrl
leuB
tonA21
supE44
hdss20
recA13
aral4
proA2
1acYl
8alK2
rpsL20
xyl5
utll

Fenotlpo

auxcitrofia  para  tiamiaa
auxotrofia  para  treonina
Auxotrofia  para  leucina   {8-  isc)propilmlatc)  desbidr`ogeaasa
resistencia  a  fagos  T1,T5  y  /80   (receptor  de  ferr-1crom)
supr`esor  mutaci6a  anbar   (UAG)
especif ldad  de  buesped   (restrlccl6n-m±icaci6n  negatlva)
deficlente  en  recombimci6D  hom6loga   (proteiDa  RecA).
no  utiliza  arablnosa
auxotrof ia  para  proliaa   (¥-glutamil  fosfato  reductasa)
no  utiliza  lactosa   (galact6sido  perneasa)
nc}  utiliza  galactosa   (galactoquinasa)
r`esisteDcia  a  estreptonicina   (Prat.   ribos6mica  S12)
nc)  utiliza  xilosa
no  utiliza  maDitol

mrcadores  GeDetlcos  de  Saccharonyces  c£.revisia£

Simbctlc)   del   gel

trpl

leul
mlc'

FeD0tip0

auxc}trofia    para    tript6faDc)     (fosforit}osil  antraDilato
isonerasa
auxotrofia  para  leuciDa   (cl-isopropilmlatc)  deshidrogenasa)
Do    ferneDta    maltosa   (reguladc}r    de  la    siDtesis    de
cx-glucosidasa)
no  fermeata  sacarosa   (invertasa)
auxotrofia  para  lislna
auxotrofia  par`a  ]netionina   (bomocisteiDa  metiltraDsferasa)
auxotrofia  para  histidiDa   {bistidiDol  desbidrc]genasa)
resistencia  a  canavanina   (perneasa  de  arginiaa)
locus  de`  "IDating  type"    (alelo  A  y  a)

harcadc)res  Geneticos  de  NeurosDc]ra  crassa

Simbc)1o  del   gen

al3
inv
A-a

FeD0tip0

deficiente  eD  carotenoides  (geraDil  pirofosfato  slntetasa)
no  utillza  sacar`osa   (iDvertasa)
alelos  de  .'mting  type"

|X



PROPOSIT0   DE   LA   TESIS

En   eucaric)nt,es    es    esencial    tener    un    mayc)r    nunero   de

mrcadc]res    geneticc)s    aisladc)s        y    conc)cer    el     mecanismo    de

trans±erencia   genica,    pc)r   transfc)rnaci6n,    para   el   desarrollo

de   sistemas  de  clc)neamientcJ.

En   relaci6n   a   lc)   anteric)r   la   presente   tesis   tiene   comc)

c,bj et i vos ,

a)    Est,udiar   una   estrategia   que   haga   pc}sible   el   clc)neamientc]

de    genes    de    HeurosponBL   crassa    mediaDte    cc)nplenentaci6h    de

mrcadc]res  geneticc)s  de  Saccbaronyces  cerevlslae  y

b)    Determinar   algunas   de   las      caracteri§ticas   del   mecanismc]

de  transferencia  genetica  en  bc)ngos  filamentosos.

Especificanente  se  propc)ne:

-    Aislar   y   clc]nar   un   fragmento   de   DNA   gen6micc]   que    lleve   el

gel   J]]v'   de  H£]irospora.  crassa   (cepa  5ilvestre   74A).
-   Obtenci6n       de       transf ormantes       de       E§cherichia       £Q|i,

Saccharonyces    c}_ereviE51ae    y    Heurc)sppra    crassa    con    DHA    de

plasmidc]s  recc]mbinantes.
-    Estudiar   los   t+ansf c)rmantes   de   NeurosDora   crassa   mediante

bibridaci6n   de   DNA   y   analisis   de    ligamiento   ccin   tecDicas

geneticas  clasicas.
-   Determinar     algunas     caracteristicas  generales   del   prc]cesc)

de   tl-ans±ormaci6D  geDetica  de   Heurc]spc]ra   crassa.

X



Hip6tesis  de   trabaJCH

a)      La       cc]mplenentaci6n       de       mutacicJnes       de       SEleGbaronyces

cer  visiae    puede   ser   una   alternativa   metodc)16gica       par`a

el    aislamiento   de   genes   que   nc)   se   expresan   en   sistemas

ba c t e r` i a n D s .

b)      La    tr`ansf c]rmaci6n    de    NeurosDc)ra    crassa   cc)n   plasmidos   de

integr-aci6n      puede            ocurrir      pc)r      inserci6n      del      DNA

transf c]rmante         en    el     genc)rna     del     hongc],               tanto    en

regic)nes         que   tienen   una   relaci6n      de   bomolc)gia   con   el

DNA    que     se     incorpcJra,     coma    tambien     puede     ocurrir     en

regic]nes  que   carecen  de   dicba  bc]mc)logia.



I   I  T  R  0  I)  U  C  C   I   0  I

La   caracterizaci6n      fisica      y   genetica   de   genes

aisladc)s  mediante   clc}neamiento  molecular  es  una  alternativa

a     lc]s     rfetc]dos     geneticos     clasiccis,      particularmente     en

organismc}s   eucari6ticc)s   donde   el   mapeo   de   mutaciones   puede

ser   un   procedimieDto   muy      labc)rioso   c)   bien   impc}sible.          A

nivel    molecular    las   relacic)nes   de    ligamientc)    pueden   ser

estudladas   con   mayc]r   preclsi6n.    cc)mo   tambien   el    analisls

permite         distinguir        regiones    de    control     (pr`omotores,
reguladc]res)   de  genes  especificos.

Los     hongc)s  cc]nstituyen  un  sistema   muy  cc)nveniente

para     lcls    estudic]s    de    genetica    mc)lecular,     debidc]    a    que

cc)mparten   caracteristicas   con    los   eucaric)ntes   superiores

tanto   en   lc]   que      a   la   estructura   cromos6mica   se   ref iere

(c)rganizaci6n    nuclecJsomal    y    presencia    de    histonas)     ccimo

tambien         a     lc]s    mecanismos    basicc]s    responsables    de     la

expresi6n    genica    diferencial.     Sin    enbargc],     difieren    en

otros   aspectos   ya   que   los   bc)ngos,    en   general,    carecen   de

secuencias   ihtr6nicas,      como   tambien  carecen  de   abuDdantes

secuencias  repetidas  de  DITA   (Krummlauf  et  al,    1979).

El      desarrc)llc)      de      traD§f c)rmaci6n     genetica     en

hc]ngc]s ,        proporci c)na       un       rfetodo       exce lente       para       el

clc)neamlentc)   molecular   de   genes   eucari6ticc)s   que   Do   pueden
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ser     seleccic)nadc)s     pc)r    complementaci6n    en     bacterias.     En

particular     la    transfer-encla     intergenerica     de     genes    de

Feurospora      y      Saccharomyc£E            puede      cc)nsiderarse      uDa

aprc]ximci6n   valida   para   el   aislamientcJ   de   genes   fdngicos,

en   especial   aquellc]s   genes   que   requieren   un   procesamiento

mc)lecular  para  su   expr`esi6n.

Aunque         lc]s    estudic)s    de    genetica    mc]lecular    en

Neurost]ora     crassa     no     estan     tan     desal`rctlladcJs     cc)mc)     en

Saccharomvces   cerevisiae,    hay   evidehcias   de   transformaci6n

genetica    en    EL.     crassa    (Mishra,     1976;     1979;    Case       et   aJ,

1979;    Wc]otton   et   aJ,    1980).    Esta   evideDcia   esta   basada   en

i)     1a    demc)straci6n    que     el     DNA    dadcJr    cc)difica    para    un

productc]   genicc),    ii)   en   la   expresi6n   fenotipica   especifica

del     DNA    dador     y     la    presencia    I isica    del     DNA    en     los

transformntes   y    iii)    el    destine   del    DNA   despu6s   de   su

entrada  en  la  celula  receptcJra   (Kinsey   et  aJ,   1984:   Paietta

et   aj,1985b).

En            la      actual idad            se      ban      desarrol lade

netodologias    que    permiten        la        transfc)rmaci6n    genetica

funcic]nal   ya  sea     mediante   la  c)btenci6n  de  esferc)plastos  en

presencia    de    PEG-Cac12    (Case    et   aJ,     1979)    a    mediante    el

tratamientc)   de      conidios   germinados   coo   acetatc)   de   litic]

para     conseguir     la     conpetencia      (Dhailrale     et     aJ,      1984).

Alternativamente,     Buxtc)n    y    Radforcl     (1984)     desarrc)1laron

otrct    rfetodo    para    esferoplastc)s    miceliales.     No    obstante

todc]s    ellc]s    se    caracterizan    por    la    baja    frecuencia    de

transformci6n   (15-200  transformantes/Hg  de  DHA).
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Con    el    prop6sitc)    de    aumentar    la    I recuencia    de

transfc)rmci6n,           se   ban   bechc)   1ntentos   para   desarrc]11ar

vectores   de   replicacl6n  aut6noma     en  este   bongo.    Aunque   no

se    hah    encc]ntrado    plasmidc)s    simllares    al    de        2    r    de

levaduras     (Gunge,  .1983),         se    ha    descritc)    una    clase    de

plasmidc)  mitc}condrial,   en   la  cepa  silvestre   Mauriceville-1c

de   Neurc]sDora   crassa    (Colllns   et   al,    1981).    Este   plasmido

no    tiene    secuencias    de    bomc)1ogia    detectables    cc)n    el    DNA

mitocondrial     y     existe     cc]mc]     una     eerie     ciligorferica     de

moleculas  circulares  con  tamafio  molecular  de  3.6  Kb  para  el

mon6merc].   Stc)hl   et  aJ,    (1982)   baa   identificado     dos     nuevos

plasmidos    mitc]condriales     en    las    cepas    silvestre     P405-
LaBelle   y  Fiji   H6-6   de   Hfurospc)ri  lIlternedla   ccm   uD   tanafio

de   4.2   y   5.1   Kb   respectivameDte.    Estos   plasmidos   podrian

ser     de     gran     valor     en    el     ciesarrollo    de     vectores    de

cloneamiento     para     Neuros.DDra.      Stohl     y    Lambc)witz      (1983)

utilizarc)n    estos    plasmidos    para    construir    un    vector    de

repllcacl6n   aut6noma   en   Hfurospc]ra   y   a.    enll.    El   plasnldc]

recc)mbinante    (pALS1)    cc)nsiste   del    gen   qa-2th    de   H.    crassa,

del   plasnido   pBR322,    y   el   DNA   del   plasmidc]   mitc]cc]ndrial   de

la    cepa    P405-LaBelle    de    I.     1pterlpedla,.     SID    embargc],     el

plasmido       sufre       rearreglos       mc)leculares       duraDte       su

prc)pagaci6D  eD  Hfurc}spa|a.      Otro  plasmido  quinera  deslgnadc]

como  pl)V1001,   que   contiene  dc)s  genes  de   selecci6D  en  I.c2Q|i

y  el   gen  qa-2+  de  H.   cL2ra_ssa,   aparentemente  puede  replicarse

aut6nomnente  en  ambos  buespedes   (Hughes   et  aJ   1983a).   pero
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es   dif icil    recc)brar   el    plasmidc]   de    lc}s   transformantes   de

H.€rassa     (Hughes    et    al,     1983t)).     Hasta    abora,     tampocc)    se

dispc)ne      de      un     vectc)I-      cc]n      un      origen     de      replicacl6n

crc)mos6micc)   del   tipc)   ars   (autonomc)us   replicating   sequence)

que    sea    funcional    en    NeurosI>ora     (Suczi    et    aj.     1983).     La

mayoria   de   los   plasmidc)s   usados   para   transformar   H.    cr`ass_a_

se    integran   en   el    genc)rna    del    bongo    (Case    et   aJ,     1979)    c)

sufren    rearreglos    mcJleculares    durante    su    prc)pagacl6n    en

Heurc}spc}ra   (Stobl   et  aJ,    1984;    Paletta   et  aJ,    1985a:   Kuiper

et  aJ,1985).

Par    estas    razc)nes    al    aislamiento    de    genes    de

H.crassa   se   ha   logradc)   basicamente   por   cc}mplemeDtaci6n   de

mutaclc)nes   de   E§cberichia   eEli.    Hay   evldeDcias   que   el   gen

qa-2    que    codifica    para    la    quinatc)    desbidrc)genasa     (E.C.

4.2.1.19)   puede   ser   expresadc)   en   a.£Q|i  comc)  ccJmplementc]  de

la    mutaci6n    arc)D    de    la    bacteria     (Vapnek    et    aj.,     1977;

Hautala      et   aJ,1979).    Del   mismo   mc]dc)   ban   side   aislados   el

gen     trp-1      que      cc)dif ica      para      la     eDzima     fc]sforibosil

antranilato   isc)merasa   que   complementa   la   mutaci6n   trpc   de

a.   c2p|i  (Xeesey   et  aJ.,1982);   el   gen  nit-3  que  codifica  la

enzina  nitrate  reductasa   (Smarrelli   et  aj,   1982)     y  el   gen

estructural   de   la   orotidina   5'   fosfat,c}  carbc]xilasa   (pyr-4)

(Buxton   y   Radford   1983).    Sin   embargc),       esta   estrategia   de

cloneamientc]    tiene    sus    limitacicJnes    debidc)        a    la    baja

prc)babilidad     de     expresi6n     de          genes    eucari6ticos     en
Escbericbia  coli.
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Otrc]s   rfetc]dos,      comc)   1a   bibridaci6n  cc]n     sondas   de

DNA    marcado    se    ham    usadc)    en    el    aislamientc]    de    genes    de

H.crassa,    entre   ellos       el    gen   am+    que   codlfica   para    la

91utalnatc]   desbidrogenasa   dependiehte   de   NADP      (Kinnaird   et

aJ.,     1982)    y   lc)s   genes   de    las   bistonas   H3   y   H4    (Wc]udt    et

aJ,1983).    Tambien   se   ban   utilizados  genotecas   de   CDNA   y   el

aislamiento   se   ha   realizadc)   mediante   el   use   de   anticuerpc}s

contra   proteinas   especificas.    Este     metc]do  permiti6   aislar

el    gen    de    la    proteina    transportadora    que    catallza    el

intercambict     de      ADP     y     ATP     a     traves     de      la     memt>rana

nitocondrial    (Arends   y   Sebald,    1984).    Alternativamente,    se

ha     usado     uD     metodc)     de     clonamiento     mc)1ecular     mediante

enriqueclmiento   del    plasmido   pc)rtadc)r   de    la    mutaci6h   que

complementa     la    mutacl6n    en    estudic}.     Este    prc]cedimiento

puede    ser    aplicadc)    sin    la    necesidad    de    disponer    de    un

vectc]r   de   clonadc)   en   H.crassa    (Akins   et   aJ,1985;    Akins   et

aJ;    1986;    Vollner   et   aj,    1986)

En   el   pr`esente   trabajo   se   ba   considerado   que   la

cc]mplementaci6n    de    mutaciones    genicas    de        Saccharc]mvces

££|£_vi.slfie           es     una     estrategia     alternatlva     para     el

aislamiento       de       geDes       de        bongc)s       f i lamentc]sos.        EI

clctneamiento   de   genes   de   H.crassa     respc]nde   par   una   parte,

a     una     necesidad     de     disponer     de     un     mayor     ndnero     de

marcadores  geneticos  clonados     que  pueden  ser  usadc)s  ya  sea

cc)mo     genes     de     selecci6n     c}     sirvan     de     base     para     la

cc)nstruccl6n  de   vectores  de  expr`esi6n  eh  estc)s  bc)ngos;   cc}mo
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tambien   a   la   necesidad   de   caracterizar   mejcJr   los   sistenas

de  regulaci6n  de   la  expresi6n  genica  en  hc)ngos.

Log     genes     relacic)nados     cc)n          la     sintesis     de

exc]enzims  pueden     ser  buenos  candidatos  cc]mc]  marcadores  de

selecci6n,     come    tambi6n    pueden    facilitar    el    estudio    de

aspectc)s  regulatc)rios,   de   la  sintesis  y  excreci6n  de  dicbas

enzims.

UD    ejemplc)    de    estas    exc)enzimas    es    la    invertasa    de

Neurost>c]ra     sr`ass_a          (a-D-I ructofuran6sido-I ructc)hidrolasa

E.C.     3.2.1.26)    que    catallza    la    hidr6lisis   del    eDlace    a-

fruct6sidc)    en    una    varledad   de    sustratc)s   entre    ellos    la

sacar`c)sa,   generandc]   glucc)sa  y  fructc)sa   cc)mo  productcts  de   la

reacci6n.      Hetzenberg      (1963)      purific6     la     invertasa     de

H.erassa      y      caracteriz6      parcialmente      la      enzima.      Sus

resultadc)s    iDdican    que    la    enzima    existe    en    dc]s    fc)rmas

multiliiericas  act,ivas:   una  especie   de   mayor  tamafic]  de   10.3  S

y        otra    de        menor    tamaficJ    de    5.2    S     (Metzenberg,     1964).

Posteric]r`mente,     Meachum    et    aj     (1971)     infc)rmaron    que     la

invertasa   correspc)nde   a   una   glicoproteina   que   cc)ntiene   un

11%   de   manc)sa   y   un   3%   de   glucc)samina   cc]n   un   pesc]   molecular

de   210.000   y   con   una   estructura   tetramerica   cuya   subunidad

seria  de  51.500.

La      i nver`tasa      de      NeurosDora      crassa             esta

localizada   en   el   espacic)   intramural   y   su   distribuci6n   es

variable   durante   el   crecimiento  del   hcmgc).      La  enzima  esta

unifc)rnenente  distribuida  eD  la  periferia  de   los     conidic}s,

perc]    durante    el    crecimiehtc)   se    cc)ncentra   en   el    extrem



apical       de    la    hi fa.     Del    mismc}    mode   se    c)bserva    una   mayc)r

actividad   asc)ciada   a   los   puDtc)s   de   ramif icaci6n   de   nuevas

hi fas   (Harzluf   et  al,1967;   Chung   et  aJ.      1970).

La     mayc)ria     de      los     c)rganisnos     que     bidrollzan

sacarosa    lc)   bacen   sin   incorpc)far   el    disacaridc]   mismo.    La

existencia     de     un     mutante     de     n.crassa     que     carece     de

invertasa   funcic)nal    (1nvl    (SargeDt    et   aJ.        1969)    que   es

incapaz   de   crecer   en  sacarc)sa  cc}mo  dnica   ±uente   de   carbonct,

indicaria   que   la   hidr6lisis   es   una   reacci6n   eseDcial   para

la  utilizaci6n  de  la  sacarc)sa  pc)r  este  c)rganismc).

Se   ban   realizadc}   algunos   intentos   para   dilucidar

los  necanismos  geneticos  de   la  excreci6n  de  esta  exoenzima.

Gratzner   et   al       (1969,    1972)    describieron   un   mutante   que

exhibe    alteraciones    de    la    pared       celular    debido    a    una

mutaci6n        simple        asc)ciada        con        la        biperprc)ducci6n

extracelular   de   amilasa,   invertasa  y  trebalasa.    Trevitbick

y     MetzeDberg      (1966a,      1966b)      estudiaron     el     prc]cesc]     de

excrecl6n   de   lnvertasa   en   Heurc)spora   y   propusiercm   que   la

enzima  es  secretada  a  traves 'de  pcJrc)s  de  la  pared  celular.

En  relaci6n  a  la  regulaci6n  de  la  sintesis  de  esta

enzima,     1c)s    estudios    ban    mostrado    que    existe    un    cc)ntrol

cc)ordinado   con   la   sintesis   de   otras   excJeDzimas.    Metzent>erg

(1962)    descl-ibi6   una   mutacl6n   de   Heurospc)ra   que   afecta   la

represi6n     de     invertasa     y     trehalasa.      Cifuentes      {1981)

present6   evidencias   que   indican   que   la   biosintesis   de   la
lDvertasa   en   Heurospc]ra  esta   suJeta   a   represi6h  catab611ca

de   un   Dodo   similar   al   descrito   eD   levaduras   (Rc]driguez   et
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aj,    1978;    Chu    et   aj.        1980;    Hc)rmenec)   et   aj.       1982;    Carlson

et    aJ,     1982).     Sin    embargc),     los    mecanismc]s    que    contrc)lan

estos  procescJs  adn  se  descc)nocen.

Per      lc]      tantc),       el       cloneamieDto      de            genes

relacic)nadc]s    con     la         invertasa    pcJdria    prc)pc]rcic]nar    una

manera  mss  directa  para  estudiar  el   control  geneticc]     de   la

sintesis   y   excreci6n     de   la   enzima,         comc)   tambien  pc)drian

utilizarse    cc]mc)   IIiarcadc)res   geheticos   en   el    desarrollc)   de

vectores  de  Neurc]sDc)ra.



I  A  T  E  B   I   A  L  E  S       Y       I  E  T  0  D  0  S

I . -RATER I ALES

1.-Material   Biol6gico

1.1     Bacterias:     Esctherichia    £Q|i    cepa    C600     (F~,      tdij,

thrl,     1eu86,     1acY1,    tonA21,    supE44,    ^--.)     (AppLeyard,

1954);     cepa    HB101    [F~,     j]scZS20,      (rE:~,     :Pe~),     recA£5,

aral4,      prcJA2,      1acY1,      galK2,      I-psL20      (Sm'),      xyl5,

mtll,      supE44,      A-~1       (Boyer      et     al.,      19e9)      £ueron

utilizadas    para    los    experimentos    de    cloneanientc)

molecular   y   en   la   c)btenci6n   de   los   plasmidos   YRp7   y

sus  derivadcts.

1.2     Levaduras:       Sacchart]nyces      cerevislae      cepa      ml7A

(HATa,        trpl ,        1eul ,        malc',        sucC:.        1ys". ,        met6) ,

Sacch  rc]mvces    cerevisiae    cepa    Sc483     (JE4ra,     Jeu2.3,

Jeu2.JJ2,   j}js4,   canJ).   Las  cepas  de   levaduras  fueron

prc]porcionadas  pc]r   el   Dr.    Antonio   Jilrfenez   (Centre  de

Biolc)gia    Holecular,     madrid,     Espafia).      (Brc)acb.     J.R.

1981 ) .

1.3     NeurosDora    crassa:    Las   cepas   silvestres   74A    (StA4)

FGSC   #262    y   77a   FGSC   #3834   de   He.u.rpEpc]|i   cra§sa   y

los   siguientes   mutantes   del   mismo   bongor    lhv-A   FGSC

#1856,    inv-a   FGSC   #1857    (Sargent   et   aJ.,1969),    al-

3A    FGSC    #2082,     se    c)btuvierc)n    del    Fungal    Genetics

9
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Stock    Ceriter,     Arcata.     California,     USA     (Barrat     et

aj.,1982;    Perkins   et   aJ.,1982).

1.4     Enzimas:      Las     endc)nucleasas     de     restriccl6n     Aval,

8g111,     Pvull    se    obtuvieron    de    Bio.     Labs.     Inc.     USA.

Las      endonucleasas      de      restricci6n      BamHI ,       Ecc}RI ,

Hindlll,    Pstl,    Sail,    Xbc)I    y   las   enzimas   DNA   ligasa

del   bacteri6fago   T4,    DNA   Polimerasa   I   de   a.    c2p|i  y

desc)xirribc)nucleasa         (DNAsa)        se        obtuvierc]n        de

Bethesda    Researcb   Laboratories    lnc.     USA.     Fc)sfatasa

alcal ina     de     intestino     de     I)ovinc)     se     obtuvo     de

Bc}ebringer             Hannheim,              Alemania.               Lisozima,

Ribonucleasa      A      (RNAsa      A),       Proteinasa      K      y      8-

91ucurc)nidasa      tipc)      H2      se      c]btuvierc]n      de      Sigma

Chemical   Cc).    St.    Lc}uis,    USA.

1.5     Acidos     Desoxirribc]nucleicc)s:      DHA     del     bacteri6fago

Lambda    digeridct    cc)n    Hindlll    se    c)btuvc}    de    Betbesda

Researcb    Lat>c]ratories    lnc.     USA,     Dn-A    de    esperna    de

salm6n    tipc]     Ill    de    Sigma    Chemical    Cc].     St.     Louie,

USA.    DNA   del    plasmido   YRp7    (Tscbumper    et   al.,1980)

fue   obsequiado   pc)r   el   Dr.    Antt]Dic)   Jlrfenez    (Centre   de

Bic]logia  Hc]lecular,   Madrid,    Espafia).

1.6     La    preparaci6n   lnembranosa    de    a.£Q|i    (Fracci6D    P2)

que    se    utiliz6    para    obtener    anaerobic)sis    en    los
medic)s   de   cultivo   fue   gentilmeDte   prc)pc)rcionada   par

la  Dra.   A.   Carrasco.
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2. -Reactivc)s   Quimicos

De   Sigma   Cbemical    Cc).    St.    Louis   USA,    se   obtuvc):    Agarosa

(tipc]     V),      acrllamida,      H-h--metilenbisacrilamida,      acidc]

dinitrc)sallsillcc),    ampicilina,    BSA    (fr`acci6n   V),    bromurc}

de   etidlo,       clctruro   de   Cesic],    SDS,    DTT,    EDTA,    ficc]ll,    8-

hidroxiquilcJnina,         polivinilpirrolidc)na,         tetraciclina,

THIS,     TEMED,     TTC,         nucle6tidos     (dATP,     dcTP,     dGTP,     TTP),

aminoacidos:        bistldina,        leucina,        lisina,        prolina,

treonina   y  tript6faac).      De  Herck,   Darlimstadt,   Alemania  se

o`Dtuvo:      Acetatc)    de     sc]dic],     alcohol     isoanilico,          acidc]

t>6ricc],            acidc}      citrico,       areaa      de      mar      purificada,

clorc)fc]rmc),                 etaDc)i        absolutc) ,         fenol ,         formamida ,

gllcerc)I,      glucosa,      glicina,           metaDol,      persulfatc)     de

amc)nic),       sulfate      de      amcmic),       sulfatc)      de      maghesio      y

sacarosa.

Los  medios   de   cultivos:    triptona,    peptc)Da,   caldc)  base   cc)n

pdrpura,   extracto  de   levadura,   extractc)  de  malta,   base  de
nitr6geno    para     levaduras,     agar-agar    se    obtuvieroD    de

Difcc)  Laboratc)ries,   Detroit,   Hicbigan  USA.

I.I:;I.P-cxl     dATP    de    New   England   nuclear,     Bostcm,     Mass.,     fue

gentilmente   proporcionadc)   per   el   Dr.    Antcmic]   JlrfeDez   del

Centro  de  Bit)1c)gia   Molecular.      Madrid,   Espafia.

Papel    de   nitrocelulosa   de   Milllpc}re   Filter   Cc}rporation.

Papel  3m  de  lthatmaDD  Ltd. ,   Inglaterra.



I I . -RETODOS

1.-Cultivo  de  nicroorganismc]s
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1.1     Bacterias:     Escherichia    coli     se    creci6     eD    medio    de

cultivc]   LB    (apendice   H9    1).    Para   cultlvcts   s6lidos   se

agreg6    agar~agar    al    2%.     En    algunos    cases,     segdn    el

prc)p6sltc]   del   experimento,    1as   bacterlas   se   crecieron

en    ]]redio    minima    Vogel-Bonner     (Vogel     y    Bc)nner,      1956;

Davis     et     aJ.,      1980)       (apendice     H9      1).      Los     medlos

liquidc)a    lnc)culados   se    incubaron   a   37°    C   eD   agltadc}r

Kottermann   (130   rpm)

1.2     Levadur-as:    Lag  cepas  de   a.   cerevlslae     se   crecleron  eD

medic)    YEP    (ap6ndice    N9    1).     Para    cultivos    s6lidc)s    se

agreg6    agar-agar    al    2%.     Cuandc)    se    cultiv6    en    medic)

minimc]      se      us6      una            soluci6n      cc)n      la      siguiehte

cc)mpc)sici6n:    6.7   g   de   base   de   nitr6geno   para   levaduras

sin   aminoacidos,    20g   de   glucc}sa   cJ     sacarc]sa   (   segtin   el

prop6sito    del    experimento),     40    pg    del    requerimientc)

metab611cc)  de   la   mutante,   5   g  de  sulfato  de  amc)nic)  para

un      i itrc]      de      sc)1uci6n.       Los      medic}s      inoculado6      se

iDcubaron  a  30°   C  ccm  agitaci6n  cc]nstante   (130  rpm).

1.3     Neurosoc]ra   crassa:    La  cepa   silvestre   y   lag  znutantes  de

H.crassa   se   cultivaron  en  matraces  de   250   ml   cc)n  50   ml

de   nedio   minima   Vcigel    liquidc)    (Vogel,     1956)     (apeDdice

N9    1)    suplementadc)   con    0.5%   de    azdcar   comc}   fuente   de

carbonc)    (a   nenos   que   se   lndique   de   otra   manera).    Los
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nedlos    se    inDcularc)n   con    una    suspensi6n   de    conidios

suficientes    par`a    una    concentracl6n    final    de    2-5xl0€:.

cc)nidic}s/ml      de      media     y     se      incubarc)n     a     25.C     cc)n

agitaci6n   constante   a    130   rpm   en   agitador   Ko.tterlnann

nc)delc]      4010      per      el      tiempo      deseadc)      (Davis      y      De

Serres.1970) .

2.-Mantenci6n  de   las  cepas

Las    cepas    de    bacterias    se    crecieron    en    media    LB    a

saturaci6n.     Se    adicion6    el    antibi6tico    ampicilina    100

Hg/ml     cuando     las     bacterias     poseiaD     iin     plasmido     que

cc]nferia    resistencia    a    este    antibi6tico.     Un    ml        del

cultivo     se     mezcl6     con     uD     ml     de     gllcerc]1          al     80%

esterilizadc]    previamente     y     se     dejaron    a     temperatura

ambiente    pc)r   4   b   y   luego   se   guardar`c)n   a   -20°C.    En   est,a

situaci6n   las  c61ulas  se  mantuvieron  viables  pc)r  al   menc]s

6-7  meses.

Lag     cepas     de     levadura     se     cr`ecieron     en     medic)     YEP     a

saturaci6n    y    se    procedi6    de    igual    lnanera    que    con    las

cepas  bacterianas.

Lag   cepas   de   H.    crassa   se   cr`ecieron   en   tubc)s   con   medic]

completc]   s6lidct    (apeDdice   N9    1)    par   5   dias   a   25®C   y   se

dejaron   conidiar      mediante   exposici6n   a   la   luz   natural

por    24    b.         Los    tubc}s    se    guardaroD    a    4°C.     En    estas

condiciones   la   vlabilidad  del   cultivc)  se   mantuvci   por   3-4

neses  aproxlnadalBente.



14

3.~  Preparaci6n  de  extractos  crudos

3.1     Extracto     crudo      de      Heurc]sDora      crassa:       El      micelic)

cultivado      en      medic)      1iquidc)      se      cosech6      mediante

filtraci6n   al   vacic)   y   se   lav6   con   6   voldnenes   de   agua

destilada  para  eliminar  las  sales  y  el  azt]car  del  medic)

de  cultivc).      El   nicelio  hdmedo,   cc)ngelado  durante   1  I  a

-20®C,    se   mc]1i6   en   mc)rtero   cc)n           arena   de   mar   esteril

basta     c]btener     una     pasta     homogenea.      Para    ellc],     se

adicion6   tanp6n  acetato     de     sodlo     0.05H       pH  5.3,   en

una    relaci6n    de    3:1    con   respectc)   al    peso   bdmedc)   del

micelio.     El     bc)mogenizadc)    se    centrifug6     a    5000    x    g

durante    15   minutc)s   en   centrifuga   refrigerada   Sorvall

mc)delo   RC5-B.    El   precipitado   se   descart6   y   se   utiliz6

el   liquido  sot)renadaDte   para   la  detecci6n  de  actividad

enz i mat i ca .

3. 2     Extr`acto      crudc]      de      Saccharomvces      cerevisiae:       Las

levaduras   se   crecieron   en   media   miDimo   liquido   durante

96       b      a       30®C.        Las      celulas       se       colectarcin      pc]r

centrifugaci6n   a   7500   x   g   pcJr   10   nin,    se   lavarc)n   con

Nac1     10     mM.    esteril     se     centr`ifugarc]n     en     identicas

condiciones.         Al        sedimentc)        celular        se        agreg6

aproximadamente   0.3   ml   de   tamp6n   Tris-HCI   O.01M  pH   7.5

y  se   adicit]n6   aproximadamente   3   vc)1dmenes  de   bc]1itas  de

vidrio   de   0.5   mm   de   diametro.    La   mezcla   se   agit6   en

vortex  a   velc]cidad   maxima   durante   10   min   (1a  agitaci6n
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en   vortex   se   I-ealiz6   en      etapas,    un   min   de   agltaci6n

seguido   por  2   nin  en  hielc)).   Luegc)  se  centrifug6   a  6000

x     g     durante     15     min.          E1     1iquldo     sc}brenadante     se

transfiri6   a   un  tubc]  esteril.   Este   extractci  se   utiliz6

para    la    determinaci6n    enzimatica    y    para    lc]s    enzayos

inmunol6giccJs.

3.3     Extracto   crudc]   de   Escherichia   coli:    Las   bacterias   se

crecieron   en   Inedic)   minima   liquido   durante   18   h   a   37®C.

Para    c)btener    el    extractc}    crudo    se    utillz6    el    mlsliro

protocc)1c)  que  para  levaduras.

4.-Determinaci6n  de  prc]teinas

La    cctncentraci6n    de    proteiDas    se    determiD6         por    lc)s

siguientes  rfetc]dos:

a)   En   extractos   crudos,    se   utiliz6   el   rfetodc]   de   Lc]wry   et

aJ    (1951).    Cc]mc]  estandar  se   us6   albt]mina  de   bovinc].

b)    En    las   muestras   de    proteiDa   extracelular   y   en    las

muestras   de   las   diferentes   etapas   de   purif icaci6n   de   la

enzima,      se     midi6      la     deDsidad     6ptica     a     280     nm     en

espectrofot6netro    Sbimadzu    mc}delcJ    UV-150-02.     En    algunc)s

casos       se       aplic6    1a   siguiente   cc)rrecci6n    (Schleif    et

aJ.,      1981):      Cc)ncentraci6n     de     proteina     ng/ml=      1.5     x

D.0.=©o   -0.75   x   D.0.a.6ci.
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La   actividad   de   invertasa   se   determin6   por   el   metc]do   de

Bernfeld   (1955)   para  azucares  reductores.   La   lnvertasa  se

enzay6   utilizaDdc)   comc]   sustratc)   sacarosa   al    1%   en   tamp6n

acetatc]    de    sc)die   50    mM   pH       5.3.     A   un   ml    de    la   muestra

enzimatica   se   adicion6   un   ml   de   sustrato   y   se   incub6   a

37®C   pc]r   5   mih.    La   reacci6D   se   detuvc)   agregandc)   2   ml   del

reactivo    acido    3'-5'-dlnitrc]sallsilico.         La    mezcla    se

calent6   en   bafio   de   agua   a   ebullici6n   duraDte   5   min   y   se

enfri6   rapidamente.   Se  diluy6   ccm  20  ml   de   agua  destilada

y    se    ley6    1a    D.0.54c>    nm   en    espectrc)fc)t6netro    Shimadzu

modelc]   UV-150-02.    Una   unidad   de   invertasa   se   defirii6   cc]mo

la   cantidad   necesaria   de   enzima   requer`ida   para   producir

1   I:ng  de   azucares  reductc]res     pc]r   min  a   37®C.

6.-Purificaci6n  de   DNA

6.1     Purificaci6D    de    DNA    I)1asmidial:     EI    DNA    plasmidial    se

purif ic6    por    una    mc)dif icaci6n    del    rfetc]dc]    del    1isado

aclaradc]  descritc}  For  Clewell   et  aJ   (1969).    A  partir  de

uD   litrc)   de   cultivc)   efectuado   durante   la   noche      de   a.

cc]1i     en     medic]     LB     se     obtuvieron     las     celulas     par

centrifugaci6D   a   7000   x   g   For   10   min.    Las   celulas   se

resuspendieroD   en   10   ml   se   sacarosa   al   25%   en   Tris-HC1

50    ]nH    pH    8.     A    esta    suspensi6n    celular    se    agreg6

lisozima   y   EDTA   a   una   concentraci6n   final   de   500   Hg/ml
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y   75   nH   respectivamente.    La   mezcla   se   incub6   en   bielc)

durante   15   min.    Luego   se   agreg6   16   ml   de   mezcla   litica

(Trit6n    X-100    0.1%    en    Tris-HC150    inM   pH    8.0,     EI)TA   50

mM)   y   se   incub6   pc)r   15   min  en   bielc).

La   mezcla   se   centrifug6   a   45000   x   g   durante   90   mih   en

rc)tc]r     SS34,      Sorvall     RC5-B.      El     liquido     sobreDadante

obtenido    corresponde    al    lisado    aclar`ado    el    cual    se

desprc)teiniz6     mediante    la    adici6D    de    un    vc)lumen    de

fenol:clc]rofc]rmo       (Apendice      N9       2).       La      mezcla      se

centrifug6   a   8000   x   g   durante   5   min   y   se   recuper6   1a

fase  acuc]sa,      1a  cual  se  someti6  a  este  prc]cedimiento  2

veces  mas.   A   la   fase   acuc)sa   resultante   se   le  agreg6   un

volumen    de    clorofc)rmc):alcc]bc)1     isoamilico     (24:1)     .     La

mezcla     se     agit6          y     se     ceDtrifug6     en     identicas

condiciones.   Lc)s  acidc]s  nucleicos  se   precipitarc]n  de   la

fase   acuosa   mediante   la   adici6n   de   1/10   de   vc)lumen   de

acetatc)    de    sc)dio    3    H    y    2    vc)ldmenes    de    etanol    frio

(-20°C).    La   nezcla   se   dej6   a   -20°C   durante   60   min   y  se

centrifug6    a     10000    x    g    duraDte    40    min    a    0°C.         E|

1iquido  sobrenadaDte   se   elimin6.   Ei   precipitadc]  se  sec6

al   vacf c]   en  un   desecador   mediante   un  breve   trataniento

de     2-4     miD.      Los    acidc)s    nucleicos     preclpitados    se

resuspendiercm   en   tamp6n   TE    (Tris-Hcl    10   mM,    EDTA   1   mH

pH  8.0)   que   contenia   RNasa   A  a   una   concentraci6n  de   30

Hg / nl .
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6.1.1      Centrifugaci6n  en  gradientes  de  Clorurc]  de  Cesic]:

Ocasionalmente,     el     DNA    plasnidial    se    purific6    en

gradientes   de   clc)ruro   de   cesicJ.    Se   agreg61.05   g   de

Cscl   y   0.15   ml   de   una   solucl6n   de   brc)murc)   de   etidio

(4    mg/ml)    pcir   cada   ml    de    lisado   c)riginal    (Hetodos,

secci6n   6.1)    y   se   centrifug6   pc)r   46-48   b,    en   rotor

EPS    40,     a    38000    rpm    a    10®C    eD    centr`1fuga    Hitacbi

mc)delo      55P.       Las      bandas      de      DHA      plasmidial      se

visualizarc)n   con      luz   ultravic)1eta   y   se   extrajerc)n

directameDte    mediante    punci6D   del    tuba.    El    bromurc)

de   etidic]  se   ellmin6   mediante  extraccic)nes  sucesivas

con       i sc)prc)panel        (2       vol dmenes       de       una       Inezcla

isoprc)panel:agua     en     proporci6n    de     9:1).      La     fase

lnferic}r   que   contiene   el   DNA   se   diluy6   2   veces   cc)n

agua   y   se   agregarc]n  2   voldmeDes  de   etanol   enfriadc]  a

-20®C.    Se   deJc)   2   h   a   -20®C.    El   precipltadc]   se   obtuvo

centrifugandc)     por   20   min     a   17000  x  g.

El    precipitadc)    obtenido    se    disolvi6    en   un   vc)1umen

apropiadcj   de   tanp6n   TE   y   se   ciializ6   cc}ntra   el   mismo

tamp6n  a   4°C  durante   12   h.

6.1.2      Hetc]do   de   la   lisis   alcalina:    ED   el   anallsis   de   lc)s

plasmidos   recc]mbinantes   se   us6   el   Irfetodo   rapidc]   de

purif icaci6n       de       DNA       que       corresponde       a       una

modificaci6n   del   Irfetc}dci   descrito   pc]r   Birnbc]im   et   aJ,

1979.
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Las    colc)nias    t>acterianas    se    crecierc)n    en    placas    cc)n

medio   LB   que   cc)ntiene   el    antibi6ticc)   cc]rrespondiente.

Con   asa   esteril    se   extrajo   aproximadamente   2    cm='   de

cultivo   bacterianc)   y   se   resuspendi6   e.n   loo   Hl   de   una

sc]luci6D     de   lisc)zima   4   ng/ml   en   glucc>sa   50   nH,    EDTA   10

mM,    Tris-Hcl   25   mH  pH   8.0.    La   suspeDsi6n   bacteriana   se

incub6   5   min   a   temperatura   ambiente.    Luegc)   se   adicic}n6

ZOO   Hl   de         de   NaoH   0.2   N,    SDS   1./n       y   se   dej6   en   bielo

por`   5   min.    Luego  se   agreg6   150   pl   de   una   soluci6n   fria

de   acetatc)  de   pc)tasio  5   M.   El   tubc)  se   agit6   suavenente

y     se     dej6     en    hielc)     pc]r    5     miD    Has.      La    mezcla    se

centrifug6   durante  5  min  en  centrifuga  Eppendorf  a  4°C.

E1   1iquidc)  sc]brenadante   se   transfiri6   a  tuba  esteril   y

se      adicic)n6      un      vc)lumen      de      feDol:clorofc)rmo      (1:1)

(apendice   N9   2),    se   mezcl6   y  se     ceDtrifug6   par  2   min.

en  cen`trifuga   Eppendorf .   A   la   fase   acuosa   se   agreg6   un

vc)lunen   de   clorc]fc]rmo   puro.    Las   fases   se   separaron   par

centrifugaci6D.   A  la  fase  acuc)sa  resultante  se  adicion6

2    voldmenes   de    etanc)1    frio    (-20®C)    y   se    dej6    a   -20®C

par    30    min.     Lc)s    acidos    nucleicos    se    recc)brarc)n    pc]r

centrifugaci6n    durante    5    min   a    temperatura   ambiente.

El   precipitadcJ   se   sec6   en  uD  desecadc)r   al   vacic],    luego

se    resuspendi6    en    50    Hl    de    tamp6n    TE    pH    8.0        que

contiene   RNasa   A   a   uDa   ccmcentraci6n   de   30   Hg/ml   y   se

incub6   durante   15   nin  a  37®   C.
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6.2     Purificaci6n    de    DNA    crc)mc)s6miccJ    de    Neurc]st]c]ra    crassa:

Para   purif icar   el   DNA  se   cultiv6   1a   cepa   efl  estudio  en

500     ml     de     medic]     complete      (apehdice     N9      1).      EI     DHA

cromos6micc)   de   H.    crassa   se   purif lc6   a   partir   de   un

fr`acci6D   nuclear   cruda   de   acuerdo   al   lrfetodc)   de      Reicb

et   aJ,    1961.

El    sedimento    nuclear    obtenidc]    se    re§uspendi6    eD    una

soluci6n   salina    (HacI   0.15   H,    EDTA   0.1   H   pH   8.0   SDS   1%)

eD   una   relaci6D   de   0.5   ml   pc)r   gramc)   de   micelic)   btimedc).

Luego  se   agreg6   proteinasa  K  a   una  concentraci6fl   final

de   500   pug/ml.    La   suspensi6D   se   incub6   a   37°C   por   2   b,

1uegc)   se   11ev6   a   70°C     durante   15   miD   y   posteriormente

se   trahsf iri6   a   un   bafio   agua-bielc).    En   esta   etapa   se

agreg6   1/10   de   volumen   de   acetato   de   pc)tasic)  5   M     y  se

dej6    30    nin    en    bielc),     basta    formar    un    precipitadc)

blancc).   La  suspensi6n  se  centrifug6  a   12000  x  g  durante

10  min  y  el   liquido  sc)brenadante  obt,enido  se  tran§firi6

a    un    tube    esteril.     Se    agreg6    RNasa    A,     previamente

tratada   a   90°C   pc}r   5   min,    a   una   cc)Dcentr`aci6n   I inal   de

loo   Hg/ml   y   se   incub6   a   37°C     durante   1   b.    La   muestra

se   desproteiniz6   2   veces   con   un   vc}1unen   cle   una   nezcla

de        clorofc)rmo    :     alcc)hc]l        isoanilicc)    (24:1    v/v),    se

separarc)n  las  fases  correspc)ndientes  par  centrifugaci6n

a   3000    x   g   por   5    min.    La   fase   acuosa    (superior)    se

transf iri6   a  un  tubo  esteril   y  se  adicion6   2  voldlrenes

de    etanc)i    enfriado    a    -20°C.     EI    DNA    precipitado    se

colect6   medlante   ceDtrifugaci6h  a   12000   x  g  duraDte   40
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min.   El   preclpitado  se     resuspendi6   en  tamp6n  TE   (Tris-

HC110    mM,     EDTA    1    mM    pH    8.0).     El    exceso    de    sales    se

removi6   pc]r  dlallsls  contra   tamp6n  TE  a  4.C   (Hautala   et

aJ.1977).

6.3     Purificaci6n   del   DNA   tc)tal   de   Saccharcrmvces   c_er`evisia_e_:

Las  celulas   de   levadura   se   crecierc)n  en   40   ml   de   medic)

minimo    a    saturaci6n.     Las    celulas   se    recuperaron   per

centr`ifugaci6n  a  3000  x  g  per  5  min  y  se  resuspendierc]n

en    3    ml    de    sc)rbitol    0.9    H,    EDTA    0.1    M   pH       7.5.     A    la

suspensl6D      celular      se       adicion6       loo       Hl       de      P-

91ucur`onidasa   tipc)   H-2   y   se    lncub6   a   37®C   durante    10

min.   Lc)s  esferoplastc)s  se  obtuvierc)n  per  centrifugaci6n

a    1000    x   g   pc)r    5    miD,    se    resuspeDdleron   eh   5    ml    de

Tris-Hcl   50   mM   EDTA   20   mM   pH   7.4   y   se   agreg6   0.5   ml   de

SDS   10%.    La   mezcla   se    incub6    a   65®C   pc)r   30   nin.    Luego

se   adicic]n61.5   ml   de   acetate  de   pc)tasic]   5   M     y  se   dej6

en     hielc)     pc)r     60     nin.      El      liquidc)     sc]brenadante     se

transf iri6   a  uD  tuba  de  centrifuga  esteril   y  se   agreg6

2    voldmenes    de    etaac)i    eDfriado    a    -20.C.     Los    acidos

nucleicos   se   c]btuvierc}n   pc)r   centrifugaci6n   a   12000   x   g

clurante    40    min.     El    precipitadc)   se    sec6    al    vacic}       y

luego   se   resuspendi6   eD   3   ml   de   tamp6n   TE   que   cc)ntenia

30   pg/ml   de   RNasa   A.    En     estas   condiciones,    la   nezcla

se   incub6   a  37°C  durahte   15  min.
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7.1     Geles   de   agar`osa:    La   electrc)fc}resis   de   DNA   se   realiz6

eD   geles   de   agarc)sa      al   0.7'/.   (Jc)hnson   et   aj,1977).    La

agarosa   se   disc]1vi6   en   tamp6n   TEE    (Tris   0.089   H,    acido

b6ricc]    0.089    M,     EDTA    0.002    H   pH    8)    por    calentamiento

basta   ebullici6n.    Una  vez   enfriada  a  60®-65°C  se   agr`eg6

bromurcJ    de    etidict    a    una    concentraci6n    final    de    0.5

Hg/ml    (a   partir   de   una   sc}1uci6n   stc]ck   de   5   ng/ml).    El

gel    se    prepar6    en   placas   de   vidric)    (14.5   x    16.5   cm)

provista   de   una   peineta   cc)n   espaciadc)res   de   0.6   mm.    El

gel     se     cc]1oc6     en     una     camara     para     electrc)foresis

borizontal.   El   tamp6n  de  cc)rrida  utilizado     fue   TEE  que

cc}ntehfa   0.5   Hg/ml   de   bromuro  de   etidic).

Las     muest,r`as     en     un     volumen     i iDal     de     10-30     Hl     se

mezclaron   con   tamp6n   de   carga   6x    (I icoll   2'/a,    azul   de

bromc]fenol       0.25%,        glicerc)1       35%      en       TEE)       en       una

propc)rci6n    de    5:1.     Las    muestras    se    corrieroD    a    un

voltaje   constante   de   80   vcJlts   para   el   case   de   geles

grandes  y  a  40  volts  para  mini-gel   (5  x  6.5  cm).

7.2     Visualizaci6n   del    DNA   en   geles   de   agarosa:    Los   geles

que      no   cc]ntenian   brc]muro   de   etidic],    fueron   sumergidc)s

per    10-15   min   en   una   sc}luci6n   de   bromurcJ   de   etidio   1

Hg/ml   en  agua   destilada.    TraD§curridc)   este   tiempo,    1os

geles      se   lavarc)n   en   sulfatc)   de   magnesia   1   mM   pc)r   una
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bora  a  temper`atura  ambiente   par`a   elininar   el   brc)murc)  de

etidio     libre.      PcJst,eric)rmente     se     c)bservarc)n     en     un

transiluminador-   DESAGA   modelc)   UVIS  cc)n   luz   ultravioleta

de    onda    cc)rta.     Los    geles    se    fotogr.af iarc)n    con    una

camara   Pc]1arc}id   CV-5   utilizandc)   pelicula   Pc)larc)id   tipc]

55.

7.3     Curva   de   calibraci6n:    Para   determinar   el   peso   c)   tamafio

molecular  de   los  prc}ductc)s  de  digesti6n  del   DNA  con  las

distintas   endcmucleasas   de   restricci6n,    se   incluy6   un

patr6n   de   peso   molecular`   en   los   geles   de   agarctsa.    El

estandar   utilizadc)   fue   DNA   del   bacteri6fagc]   ^   digeridc)

con    la   enzima   de    restricci6n   Hindlll    (Hinter    et   al,

1982).    El   ndmero   de   fragmentos   y   lc)s   cc)rrespc)ndientes

pesos   mc]1eculares   de   estaDdar   estan   detalladc]s   en   el

apeDdice   H9  3.    El   procedimiento   consisti6   en   graficar

el    pesc)   mc]lecular    en   Kilc}base    (Kb)    de   cada   fragmento

del   estandar   contra   su   mc)vilidad  electroforetica   eD  un

papel   senilogaritmicc).    De   est,e   mode  se   c)btuvc)  una  curva

dc]nde   se   interpolarc}n   las   migracic)Des   electroforeticas

de   lc]s  fragmentos  probiemas   (Aaij   y  Borst,1972).

8.-     Extracci6n  de  DHA  de  geles  de  agarosa

EI   DNA   se   someti6   a   electrof c)resls   en   gel   de   agarosa   de

bajc)   puntc)   de   fusi6n   al   1%.    EI   DHA  se   extrajo  con  bromurc)

de  cetil-trimetil  amonio   (CETAB)    (Langridge   et  aJ,1980).
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La    agarosa    se    disc)1vi6    en    Tris-HC1     (pH    7.9)     40    mM    de

acetate   de   sc)dic)   5   mM,    EDTA   1   mM   y   bromuro   de   etidio   0.5

Hg/ml    La    electroforesis   se    realiz6    en   el    mismo   tamp6n.

durante    la    nc]che,     a    15    volts.     Una    vez    finallzada    la

cc]rrida   se   prc)cedi6   a   cortar   con   bistur`i    la   banda   de   DNA

que    interesaba.     El    trozc)    cle    agarosa    se    fundi6    a    65°C

durante   30   min.    A          la   muestra   se   agreg6   un   volumeD   de

una    sc]1uci6n    agua-CETAB    y    un    volunen    de    una    sctluci6n

butanc)1-CETAB    (apendice    N9    2).    Se   mezcl6   en   vc]rtex   y   se

centrifug6    en   una   centrifuga   Eppendorf   duraDte    1   min   a

37°C.    Se   extrajc]   1a   fase   butanol    (superic}r)   y   se      agr`eg6

1/4   de   vc)1umen   de   acetatc)   de   sodic)   0.3M.    La   suspensi6n   se

agit6      en      vortex      y      se      centrlfug6      en      las      mismas

condiciones.   Se   extrajc)   1a   fase   inferic)r     y   se   agreg6   un

volumen   de   clc)rc)formc),    Se   mezcl6   en   vc)rtex   y   se   dej6   en

bielc]  durante  5  nin.   La     suspensi6n  se  centrifug6   durante

1   min   a   4°C   y   se      recogi6    1a   fase   superior.    Lc]s   acidcts

nucleicos  se   precipitaron  agregandc)  2-4%   (v/v)   de  acetato

de   sodic]   3M   y   3   voldmenes   de   etanol   a   -20®C.    La   mezcla   se

coloc6     a    -20.C    durante    60    min    y    luegc)    se    centrifug6

durante          15     nin     en     centrifuga     Eppend.off     a     4.C.     EI

sedimentc)    se    sec6    al    vacic}    y    se    resuspendi6        eD       uD

vc]lumen  apropiadc]   (10-20  Hl   de  agua  esteril).
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9.-Determinacl6D  de   la   concentraci6D   de   DNA.

9.1     MedicioDes     de     densldad     6ptica:      Para     deter`minar     la

cc)nceDtracl6n    de    acidos    nucleiccJs    pr`esentes    en     las

muestras,    se   midi6   1a   densldad   6ptica   a   260   Din,    en   una

celda   de   1   ml,    en   un   espectrc)fot6metro   Shimadzu   mc]delo

UV-150-02.     Se    consider6    que    1    unidad    de    absorbancia

(D.0.)   a   260   nm  cc)rresponde   a   50   Hg/ml   de   DNA   de   doble

bebra     (Manlatis     et    aJ,     1982).     La    raz6n    entre     las

lecturas      de      densidad      6ptica      a      260      y      280      nn

(D0260/D0280)   propc}rcic)nan   una   estimaci6n   de   la   pureza

de    la    prepal`aci6n    de    acidc)    nucleico.     Se    utilizaron

preparaclc]nes  de   DNA  que   teDian  una   raz6n  de   1.8   c]  rfes.

9.2     Metc]dc]     del     mini-gel:      La     electrc]fc)resis    en    mini-gel

propc}rcic)na     una     manera     rapida     y     conveniente     para

cuantificar   el    DNA   y   analizar   su   estadc]   fisicc).    Para

ellc)  se   prepar6   un  gel   de  agarosa  al   0.7%  en  tamp6n  TEE

(MetDdDs,      secci6n     7.1)      que     cc)ntenia      0.5     Hg/ml      de

brc]muro    de    etidio.     Se    cc)loc6     10    Hl    de    una    scJluci6n

estandar   de   DNA   (30-loo   rig/H1).

La     cc]ncentraci6n     del     DNA     se     estim6     cc)mparandc]     la

intensidad     de     f luc}rescencia     de     la     muestra     de     DNA

pr`oblema,   con  las  muestras  de  la  soluci6n  estandar.
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10.1   Electrc]foresis     en     geles     de     poliacrilamida:      En     la

electrofc)resis      se   utilizaron   geles   de   pDliacrilamida

al   7%   (Hames,1981).    Los   geles     se   prepararc)n   a   partir

de       una       sc]lucl6n       nadre       de       acz-ilanida       :        N-N' -

metilenbisacr`ilamida   en   una   relaci6D   de   cc]ncentraci6n

de   30    :     0.8%.

I.a  electrc)foresis  se   realiz6   en  tubcis  verticales  de  80

x   6   rm,    utilizandc}   tamp6D   Iris-glicina   pH   9.05    (5.16

g/1   de   Iris,    3.48   g/1   de   glicina)   en  anbc]s   electrodos.

Las     muestras     se     cc)rrierc)n    a     4°C    a     uDa    corriente

constante   de   4   rnA   per   gel,    hasta     que   el   colorante   de

referencia    (azul    de   bromc}fenol    0.01%)    migr6    un   90-95°/.

del   largc]  tc]tal   del   gel.   La  preparaci6n  de  los  geles  se

realiz6   a  partir  de  una  mezcla  de  sc}iucic)nes  acuc)sas  en

la   siguiente   relaci6n   de   voldmenes   :    1A   :    28   :    1   H=:0   :

4   C.     (apendice   N9   6),    (Grossman   et   aJ.1979).

La  nezcla  se   solneti6  al   vacf c)  par  5  min  para  remover  el

aire    disuelto    en    ella.     Con    la    scJluci6n    se    llenaron

tubas  de  vidrio  previamente   lavados  cc}n  una  soluci6n  de

Agep6n      (Kodak)      diluido     ZOO     veces.      Despues     de      la

pc)1imerizaci6D     cada    gel     se     carg6     con     30-50     Hl     de

muestra   de   prc}teina  cc)n     azul   de   brc)mofenc)10.01%  p/v  y

91icerol   al   15%  cc)nceDtraci6n  final.

Los  geles  se   f ijaron  y  tifieron  cc)n  una  sc)1uci6n  de  Azul

Brillante   de   Coomassie   R   al   0.025%    (p/v),    disueltc}   en
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una    sc]luci6n    acuc)sa    de    metanol    al    45°/.    (v/v)    y    acidc]

ac6tico     al     9%      (v/v),      durante     3     h     a     temperatur`a

ambiente.   Los   geles   se   destlfieron   en   el   misnc]   solvente

durante   al   menc)s   1-2   b   y   se   cc)mplet6   el   destefiido   cc)n

acido   aceticct  al   10%   (v/v).

10. 2  Tinci6n       de       actividad       enzimatica       en       geles       de

poliacr`ilamida:    La   actividad   de   iDver`tasa   en   geles   de

poliacrilamida   se   revel6   mediante   la   tecnica   descrita

pc)r   Grc]ssmn    et   aJ    (1979).    Lc)s   geles   se   colocaron   en

una    sc]1uci6D    de    sacarosa    O.1M    eD    tamp6n    acetato    de

sodic]   O.05H   pH   5.3   a   37°C   par   30   miD.    Luegc),    se   lavarc)n

cc)n  agua  destilada  y  se  transf iriercm  a  un  tubc]  con  una

sc)luci6n    de    TTC    al    0.2%    en    HaoH    0.6    N.     Los    tubc)s    de

reveladct   se    colocaron   en   un   baficJ       de   agua    hirviendc]

basta  que  apar`ecieron  las  bandas  de  rcJjo  de  formazan.

11.-Hlt>ridaci6n   DHA:I)HA

Para    la    hibridaci6n   de   acidos   nucleicos   se    utiliz6    la

metc)dologi a         descrita         par         Sc)utbern          (1975).          La

electrofc)r`esis    eD    geles    de    agarosa    al     0.7%     (Metodc)s,

secci6n   7.1)   se   realiz6   cc)n   3-5   ug   de   DNA   crc)mos6nicc)   pc]r

canal   o   0.1   Hg   de   DNA   plasmidial   en   presencia   de   brc]murc]

de   etidic)   0.5   Hg/ml.    Para   desnaturalizar   el   DNA,    el   gel

se   trat6   con   una   sc)1uci6n  de   Hacll.5H,    NaoH   0.5H  duraDte

1   h  cc)n  agitaci6D  a  temperatura  ambiente.   Luegc)  el   gel   se
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neutraliz6    con    Tris-HC1    1M    (pH   8),    Nac,11.5    M   durante    1

h.    El   pH   del   gel   se   midi6   con   papel   indicadc)r.    EI   DNA   se

transfiri6    al    papel    de       nitrc)celulosa   de    la   siguiente

mnera:    A   una   cubeta   provista   de   un   puent.e   central,    se

agreg6   750   ml   de   SSC   lox   (apendice   H9   4).   Sobre   el   puente

se    cc)1ocaron    2    tiras    de    papel    SHH    cuyos    extremos    se

sumergierc]n  en  el   tamp6n  de   la  cubeta.   Sc]bre  el   papel   3rm

se   coloc6   el   gel   de   agarc)sa   neutrallzadc],    1uego   una     hoja

de   papel   de   nitrocelulosa   previamente   bumedecida   en   SSC

2X   de   iguales   dimensiones   que   el   gel,    eDcima   2   bc)jas     de

papel   3"  y  pc)r  bltimc)  varias  hojas  de  papel   filtro.   Para
facilitar   la   traDsfer`encia  se   cc)loc6   iin  peso  de  500  g.   En

estas   condicicJnes   se   dej6   que   ocurriera   la   transferencia

durante      la      nc)cbe      a      temperatura     ambiente.       Una      vez

I inalizada      la     transferencia     del      DNA,      el      papel      de

nitrc]celulosa   se    lav6   cc]n   SSC   3X   y   se      sec6   a   80°C      a|

vacic)   duraDte    2    b.    El    papel       de   nitrocelulosa   seco   se

trat6   con   una   sc]luci6n   de   prebibridaci6D   (Apendice   N9   4)

durante     18     h    a     42®C.      La     reacci6n    de    hibridacl6n    se

realiz6    pc)r   24   b   a   42°C.    La   sonda   radic]activa    (Metodos,

secci6n    12.3)    se   desnaturaliz6    durante   5-10   min   a   9o°C.

Finalizada   la   bibridaci6n,    el   papel   de   nitrocelulc)sa   se

sc]meti6   a   lc)s   siguientes   lavadc)s:    i)   Cc)n   una   sctluci6n     de

SSC    3X,     SDS    0.1%   durante    1    h   cc}n   agitaci6n   a    45®C,     ii)

Con   una   soluci6n   SSC   O.1X,    SDS   0.1%   calentada   a   45°C,    se

hicieron   3   cambios   de   soluci6n   cada   30   min.    Los   lavados

se      reallzarc)n      a      45®C     ccm     agltaci6h.       El      papel      de
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nitrocelulc]sa    lavado,    se    sec6    entre    papel    I ilt,ro   y   se

cut)ri6   con   papel   plasticc}   (Saran-V-rap).    Luegc)   se   expusc)   a

placas   autorradiograf icas   X-ray   I ilm  tipc]   R   con   pantalla

intensif icadc]ra.      La     expcJsici6n     se   realiz6   a   -70®C.      El

tiempc]         de         exposici6n              rue     variable     segdD         la

intensidad     de      la     marca     radiactiva.      Las     placas     se

revelarc)n  y  ±ijarc]n  mediante  procedimientc]  estandar.

12. -Ensayos  Enzimaticc]s

12.1   TratamieDtc)    del    DNA    ccJn    endonucleasa    de    restricci6n:

aproximdamente   0.5-1.0   Hg   de   DNA   plasmidial   y   2-4   Hg

de   DNA   crc]mc)s6micc)   se   incubaban   durante   3-4   b   con   6-8

unidades   de   enzima.    Lag   condicic)nes   de   pH,    temperatura

y   fuerza   i6nica   fuerc)n   las  recc)mendadas  pc]r   Maaiatis   et

aJ    (1982).    Las   reaccic)nee   se   realizarc)n   en   un   vc]lull}en

final   de  20   Hl.   La  reacci6n  se  detuvc)  pc)r   la  adici6n  de

EDTA    (pH   7.5)   a   una     concent.r`aci6n   final   de   10   mM.

CuaDdc]   1os   prc}ductc)s   de   la   digesti6n   se   analizaron   pc]r

electr`c]f oresis   se    agreg6    5    Hl    del        tamp6n   de    carga

(Hetodos,    secci6n   7.1).    Si    el    DNA   tratado-se   requer`ia

para   otra   reacci6n   enzihatica,   se   bizo   una   extracci6n
con        fenc)i : clc)rc)fc)rmc)        (1 : 1) ,         una       extracci6n       cc)n

clor`oformc)    y    luegc)    se    precipit6    cc)n    2    voldmenes    de

etanc]1   a   -20°C   (Metodos.    secci6n  6.1.2).
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12.2Reacci6n       con       DHA       llgasa       del        bacteri6fago       T4:

Aproximdamente     0.6    -     0.8     Hg    de     fragmentc)s    de    DNA

cromc)s6micc)   se   ligarc}n   a   0.6   Hg   de   DNA   del   vector   YRp7

o    de    su    derivado    pHC2,     previanente    liiearizado    ccin

endonucleasas    de    restricci6n.     Para    obtener    plasmidos

hibridos,    1a   nezcla  de   ligado  se   trat6   ccJn   0.5  U  de   DHA

ligasa   del   bacter`i6fagc)   T4    (Weiss   et   aJ,    1968)   durante

tc)da   la   nc)cbe   a   12°C.    en   un   volumen   final   de   20   Hl   de

Tris-Hcl    (pH  7.5)   66  ",   ngc1=   5",   DTT  5nH  y  rATP   lmH.

Despues    de     la     incubaci6n,      1a    mezcla    de     ligado    se

mntuvo   a   -20C:'C   hasta   el   nonento   de   la   transf ormaci6n

de   EjEcbericbiLEL  £Qli.

12.3  Reacci6n   de   "Nick   translation":    Lc)s   DNAs   plasmidiales

se       mrcarc)n      con      :3=L.p      par`a      usarlos      conc]      sondas

radic]activas      en      los      experimentc)s      de      hibridaci6n

DNA :  Dh-A .

Apr`oximdanente      150-ZOO      ng      de      DHA      plasnidial      se

incubaron   cc]n   10   U   de   I)HA   polinerasa   I   de   ELjL  c2a|i,    10

Hci   de   [cx-r=:i:P]dATP    (actividad   especifica   400   Hci/mmol),

3   Hl    de    sales       de    nick   5X    (apendice   N9    5),     1    Hl    de

DHAsa      (0.05     Hg/ml)     y     agua     basta     conpletar     15     H1,

durante     loo    Din    a    12°C.     FiDalizada    la    reacci6n    se

agreg6   5   Hl   de   EDTA   250   mM,       1   Hl   de   DNA   de   esperma     de

salm6n   10   Hg/ml      y  se   complet6   basta   loo   Hl   cc}n  tamp6n

TE   pH   8.0
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Para   separar   los  nucle6tidc)s  no   incorporados  al   DNA,   la

muestra   se   centrifug6   a   traves   de   una   pequefia   cc]1umna

de   Sepbadex   G-50   equilibrada   con   tamp6n   STE    (Tris-HC1

10   mM,    EDTA    1   m][,    Nac1100   mM   pH   8).    En   una   jeringa   de

1   ml   se   prepar6   una   cc)lumna   de   Sephadex  G-50   de   0.9   nl.

La   jeringa   se   cc)lc)c6   en  un  tut)o  y     se  centrifug6   a   1600

xg  durante   4   min.   en  rc}tor  HS  Sorvall.   Una  vez  empacada

la   columna   a   un   volumen   de   0.9   ml,    se   agreg6   0.1   ml   de

tamp6D    STE    y    se       centrifug6    en    iguales    cc)ndiciones.

Luego   se   agreg6   1a   muestra   de   DNA  en   un  volumen  de   loo

Hl   y   se   ceDtrifug6   a   la   misma   velocidad   y   tiempo.    Se

cc]lect6   loo   prl   del   ef luente   de   la  cc]lumna.    Los  dNTPs  no

lncc)rpc]radc]s   permanecen   en   la   ccJlumna.    EI    DHA   marcado

fue   cc]lectadc)   en  un  tube  Eppendc)r£    (Rigby   et   aJ.1977).

13.-Purificaci6D  de   la   invertasa  extracelular  de  NeurosDora

crassa

La     lDvertasa    de     la    cepa    sllvestre    74A    de     Heurc}spc}ra

crassa_     se     purif ic6     a     partir     del     medic]     de     cultivc].

Aprc]ximdamente       1800       ml       de       medic)      de       cultivo      se

concentrarc]n   en   un   sistema   de   f iltraci6n   AMICON   cc)n   una

nembrana   PM30   basta   un   vc)lumen   aproxlmado   de   300   ml.    La

sc]1uci6n   resultante   se   sc]meti6   a   3   fraccic]namientos   cc)n

sulfatc]      de      amc)nic),       segdn      el      rfetodc]      descrito      per

Metzenberg   (1963).
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El     suerc)    anti-invertasa    se     obtuvc)    mediante     inyecci6n

intr`amu:cular   de   dc)s   conejc)a   macbc)s,   de   aproxinadamente   3

meses   de   edad,    cc)n   1   ng   de   la   enzima   c)btenida   de   la   cepa

silvestre    de    H.     crassa    (74A)    purif icada    segrin    Hetodos,

secci6n     13.      Para     preparar     la     inyecci6n,      la     muestra

enzilnatica   se    dializ6    cc)ntra   Nac10.15M   durante    12    h   y

luegc]    1    qg    de    invertasa    se    mezcl6    con    cc]adyuvante    de

Freund   cc)mplet.c)   en   una   propc}rci6n   de   1: 1.    A   lntervalc)s   de

10-12   dias   se   cc)1c]carc)n   dc)s   nuevas   inyecciones   de   1   mg   de

enzina   en   identica§      ccJndicic)nes.    Transcurridos   10   dias

despues   de   la   bltima   iDyecci6D   se   cc)1oc6   una   nueva   dc]sis

mediante     inyecci6n     subcutaDea     en     el     vientre     y     sin

coadyuvante   de   Freund    (dosis   desencadenante).    Despues   de

10   dias   de    la   riltima   iDyecci6n,    se   obtuvc]   sangre   de   la

arteria   de    la   or`eja.    La   obtenci6n   del    suerc)   cctntrol    se

hizo    mediante    extracci6n   de    10    ml    de    sangre    antes    de

conenzar   la  inmunizaci6n.

Lc)s       suerc]s       contrc)1       e       i nmune       se       ot)tuviercm       por

centrifugaci6n   a   900   x   g   durante    15   Din   a   temperatura

ambiente  en  centrifuga  clinica,   despues  de  haber   incubado

la    sahgre    durante    2-3    b   a    temperatura    ambiente.     Ambc}s

suerc]s   se    mantuvieron   a   4®C   cc)n   azida   de   sodic)   al    0.1%

(JP/ V`)  .
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15.1   Inmunc)difusi6n    radial    doble:     Se    prepararc]n    geles    de

agarosa   al    1%   en   tamp6n   Tris-HCI    O.01M   pH   8   sobre   un

portac}bjetos   de   tamafio   .estandar.    Se   bicierc]n   orificios

de     1.5     mm    de     diametrc)     en     fc]rna     de     rc]seta.      En    el

orif icio   central   se   cc)loc6   5   Hl   de   antisuerc)   y   en   los

c]rificc]s    laterales    5    prl    cle    antigenc]         (Mufioz     et    aJ,

1971).      Las     placas     se      incubarc)n     durante      24      b     a

temperatura   ambient,e   en   camara   bdmeda.    Al   termino   del

peri c)do        de        incubaci6n        se        prc]cedi6        a        lavar

exhaustivameDte   ccm   NacI    O.15M   durante   24   h,    ccm   tres

canbios  de  sc]luci6n  salina  y  For  dltimc)  se   lav6   una  vez

cc)n  agua  destilada  durante  2  b.   Las  placas  se  secarc)n  a

37®C   y   se   tifiier`on      Azul   Brillante   de   CocJmassie   0.025%

para      prc)teinas      (Hetc}dos,       secci6n      10.1).       Luego     se

de§tifiier`c]n   cc]n   sucesivc]s    lavadc]s   en   acido   aceticc]   5%

v/v  mas  glicerina  al   5%  v/v.

15.2   IDmunc]electrc)foresis:       Los     geles     se      prepararoD     con

agarc]sa   al    1%   en   tamp6n   Tris-Hcl    0.01    M   pH   8   con   una

diluci6D   de   antisuero   de   1/ZOO,   en  placas  de   vidric)  de

5   x  6.5   cm.    En  el   extremc]  del   gel   se   bicierc)n  pocillos

de   2.5   inn  de   diametro.    Los   I)ocillos   se   cargarc]n  cc]n  20

Hl    de    muestra.     El    gel    se    coloc6    en    iina    camara    de

electro±c]resis    borizc)ntal.     El    tamp6n    de    cc]rrida    fue

Iris-HC10.01   H  pH   8.    La   electroforesis   se   corri6   a   6
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volts     cc]nstantes     hasta     que     el     color-ante     azul     de

bromc]fenc)1     (O.01°/a   p/v)    migr6    aprc)ximadamente   el    95%   de

la             longitud      del       gel.       Una      vez      terminada      la

electrofc)resis  se  pr-c)cedi6   a   iavar,   tefiir  y  destefiir  el

gel     de     igual     manera         que     la     indicada    en    Hetc)dc]s,

secci6n   15.1.

16. -Clc]neamient,o   mc]1ecular

16.10btenci6n   del   plasmidc)   pNC2.1:    EI   DNA   del   plasmidc]   pNC2

(0.6   ug)   se   digiri6   con   la   enzima   de   restricci6n   Xbc}I.

La    presencia    de    mc)leculas    liDeales    se    verif ic6    pc)r

electrofc)resis    en    gel     de    agarosa.     La         muestra    §e

desprc}teiniz6   con  fenc)1   :    clc)roformc)  y  se   precipit6   con

etanol   a      -20®C.    EI   DNA   precipitadc)   se   resuspendi6   en

15    Hl    de    agua    destilada    y    se    lig6    tie    acuerdc)    a    la

reacci6n  descrita  en  MetcJdc)s,   secci6n   12.2

16.2   0btenci6n   del   plasmido   pHC2.3:    EI   DNA  del   plasmido  pNC2

se   digiri6   con   la   endc)nucleasa   de   restr`icci6n   BamHI   y

se   sc]meti6   a   electrcJfc)resis  en  agarosa  de   bajo  puntc)  de

fusi6n  al      1%.    El   fragmento   correspondiente   al   inserto

de   DNA   crc]mc)s6mico   de   Neul`osDora,       se   extrajc)   del    gel

nediante   CETAB   (Metc)dos,    secci6n  8).    EL   DNA   obt,enidc)  se

resuspendi6   en      15   Hl   de   agua   destilada   esteril   y   se

trat6  cc)n  la     endc)nucleasa  de  restricci6n  8g111  durante

3   h   a   37®C.    La   muestra    se    desproteiniz6    con    fenc)1    :
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clorofc]rmc]   y   se    mezcl6    cc)n   aprc)ximadamente    0.4    Hg   del

plasmidc]    vector    YRp7    tratado    cc]n    la    enzima    BamHI.     La

r`eacci6n    de    ligadc)    se    realiz6    de    acuerdo    a    Metodc]s,

secci6n   12.2.

16.3   0btenci6n   del   plasmidc)   pNC2.5:    EI   DNA   del   plasmidc]   pNC2

(0.6   Hg)    se   trat6   con   la   endonucleasa   Xhc)I.    La   mezcla

de  digesti6n  se  someti6   a  electrc)f c)resis  en     agarc]sa  de

bajc]      punto      de      fusi6n      al       1°/..       El      fragmentct      Xbol

correspondiente  al   insertc)  cromc)s6mico  de   H.   crassa,   se

extrajc)   clel   gel      II}ediante   CETAB    (Hetodos,    secci6n      8).

La   muestra   se   desproteiniz6   cc)n   fenol   :   clc)rc}formc)  y  se

precipit6    cc]n    etanc)1    a    -20°C.     EI    DNA    precipitadc)    se

resuspendi6    en    10    Hl    de    agua    destilada    esteril.     La

reacci6D    de    liganiento  .entre    el    fragmentct    Xbc)I    y    el

vectc]r   YRp7   1inealiz.adc]   con   la   enzima   Sal    I   se   realiz6

en   un   volumen   I inal    de   20   Hl       segdn   Hetc)dos,    secci6n

12 .  2 .

16.4   Detecci6n   de    recombinantes:     Cc)n    los   pr-c)ductos   de    las

reacciones  de   ligamiento  se  tr`ansform6   Escberichia  £Q|i

cepa   HBIO1    (Metodos,    secci6n   17.1).    Lc)s   transfc]rmantes

se    seleccic)naron   pc]r   su    resistencia   a   ampicilina       y

sensibilidad   a    tetraciclina.    Para   verif icar   que    las

cc)lc)nias  bacteriaDas  contenian  insertos  en  el   vectc)r  de

clc)DeanieDtc)   se   procedi6   a   extraer   el   DNA      plasmidial

par   el   rfetodc]   de   la   li§is   alcalina    (Hetodc]s,    secci6n
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6.1.2)     y    se    6onetl6    a    electrofor-esis    en    geles        de

agar`c]sa        al        0. 7'/,         (Hetodc)s,         secci6n        7.1 ).         Las

caracter`isticas    del    insertc)    se    determinaron   mediante

analisis     por     electrc)foresis     de.1os     fragmeDtos     de

restricci6n  c]btenidc}s  para  cada  uncJ  de   lc]s  subclc)nes.

17. -Transformaci6n  geDetica

17.1   TraDsfc]rmacl6n   genetica   de   E§.chef.i.£Lij|  call:    Lag   cepas

C600     y     HB101     se     utilizarctn    cc)mc)    receptoras    de     DNA

plasnidial      en      lcJs     experinentos     de      transf c)rmaci6n

genetica.    Se   utiliz6   0.5   ml   de   cultivc)   crecido   durante

la   noche   para   inc}cular   20   ml    de   medic)   LB   y   se    iDcub6

con   agitaci6n   a    37°C   basta   que   alcanz6    uDa   densidad

6ptica   a   600   nm   de   0.5-0.6    (aprcJx.    2   x   10&   eel/nl).    EI

cultivo   se   centrifug6   a   7000   x   g   durante   5   Din   a   4°C.

Las    celulas    se    resuspendierc)n    en     1     vc]1umen    de    una

sc]1uci6D     de   Mgs04   10   mH  y   se   incubaron  en   bielc]   pc)r   30

min.    Al   f inal   de   la   incubaci6n  se   centrif ugarcm   a   7000

x    g    durant,e    5    min    a    4°C.     El    sedimentc)    celular    se

resuspendi6   en   1/2   vc)lumen   de   una   soluci6n   de   Iris-HC1

(pH   7.8)    10   mH,    Cacl=   50   mH    (tanp6n   de   competencia)    y

se  dej6   en  bielo  durante  20  nin.   Luego  se  centrifug6  en

las      mismas      cc)ndicic)nes      anteriores.        Las      celulas

cc]npetentes    se    resuspendieron    en    1/10    de    vc)lumen    de

tamp6n  de  competeDcia.   En  un  tube  esteril   se  mezcl6   0.1

ml   de   celulas  competentes,   5  Hl   de  DNA   (0.2-0.6  rg),   40
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Hl    de    tamp6n   TE   y   5   Hl    de   ngc1=.    loo   mM.     La    mezcla   se

incub6   en   bielc)   pc)r   30   min.    Luegc)   se   somet,i6   a   un   pulsc}

termlcc)   de   42°C   durante   2   min.    Luego,         se   agreg6   1   ml

de    medic]   LB   y       se       incubaron   a   37°C,   durante    1    b   con

agitaci6n.      Se     bicierc)n     diluciones     apr`c]piadas     y     se

sembrarc)n   en   placas   de   LB   sc)lidif icadc)   cc)n   agar   al   2'/„

que      cc]ntehia     adenfas     el      antlt)i6tico     de      selecci6n

cc]rrespc)ndiente    (Cc)ben  et   al.  ,1972).

17.2  TraDsformacl6D  geDetlca  de  Sacchjaronyfe§  cel`evisiae:   Se

us6   a.    cerevisiae     cepa   HR17A     cc)mo   levadura   receptora

de    lc]s    plasmidos    recombinantes    de    la    genoteca.     Las

levaduras   se   crecieron   en   20    ml    de    medic]   YEP   a   30°C

durante   la  noche.    loo   ml   de  media  YEP  se   inocularon  cc)n

10   ml   del   cultivci   de   levadura   y   se   incub6   a   30.C   cc)n

agitaci6n   basta   que   alcanz6   una   densidad   6ptica   a   650

nm   de    0.45-0.50.    El    cultivc}   se   centrifug6    a   7000   x   g

pc]r   5   miD   a   temperatura   ambiente.    Ei   sedimentc]   celular

se      lav6      2      veces     con      15     ml      de           sorbitc]1      1      M

centrifugandc)    en    las    misnas    condiciones.     Luego,        se

resuspendi6    en    10   ml    de   SED    (sorbitol    lM,    EDTA   25   mM,

DTT     50     mH)      y     se     incubar`cJn     a     30®C,     pc)r     10     Din     con

agitaci6n  suave   (60   r`pm).    Despues  de   la   incubaci6n,   las

celulas    se     lavar`c)n    ccJn        sorbitol     1M.     El    sedimento

celular  c}btenido  se  resuspendi6  en  10  ml   de  sc)rbitc)i   1H

que   coDtenia   ZOO   Hl    de    B-glucurc)Didasa    tipc]   H-2   y   se

incub6   a  37°C  par  1-2  brs.
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Lc]s  esf er`oplastos  se   centrif ugarc]n  a   1000   x  g  durante  3

min  a   temperatura   ambiente   y  se   lavarc)n   una   vez   con   10

ml     de    sorbitol     1     M    y    una    vez    con     10    ml         de    STC

(sorbitc]1        1H,        Tris-Hcl        10       inM       pH       7.5,        Cacli.)

centrif ugando   cada    vez    a    1000   x   g   durante       3   min   a

tenperatura     ambiente.      El      sedimento     resultante      se

resuspeDdi6    en    1    ml    de    STC.     Un    vc]1umen    de    0.2    ml    de

esferc)plastc)s    se     transf c)rmarc)n    cc)n    20-30     Hg    de    DNA

cuandc]   e§te   provenia   de   la   mezcla   de   la   genc]teca   o  con

1-3     Hg     de     DNA     cuando     se     trataba     de     uDa     especie

plasnidial  dnica.

La    mezcla    de     trans±-c)rmacl6n    se    deJ6     a    temperatura

ambiente    (25®C)    durante    15   min   y   luego   se   agreg6    PEG

(PEG   4000   40%,    Tris-Hcl    10   mt   pH7.5,    Cac1210   inM)    y   se

incub6    10    min    a    temperatura    ambieDte.     Despues    de    la

incubaci6n   lc]s   esferoplastos   se   ceDtrif ugarcJn   a   1000   x

g   durante   3   min   y   se   resuspendieron   en   150   Hl   de   SOS

(sc)rbitol     1    H,     YEP    O.3X,     Cacl=.    7    mM,     requerimientos

metab61icc)s    no    seleccic)nadc)s    25    Hg/ml,     r`equerimiento

metab6lico   seleccic}nado   10   pug/ml)    se   incub6   durante   20

min     a      30.C,       1uegc]      se      agreg6      6      ml      de      agar      de

regeneraci6n   (apendice   N®1).   Se   mezcl6   rapidamente   y  se

vaci6    sobre    placas    que    cc)ntenian    el    mismo    medic)    de

regeneraci6n   (Hinnen   et  aj.,1978).

17.3  Transfc]rmaci6n      genetica      de      NeurosDc]ra      er_assa:       1a

transformaci6n      genetica      se      realiz6      mediante      el
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trataniento    de     los    cc)nldios    cc}n        acetatc}    de    lltici

descrltc]    pc}r    Dhawale        et    aJ.     (1984/.    Cc)nidios   cle    7-8

dias   de    edad   se    germinaron   en   medic)   minimc)   Vogel    pc)r

150   Din   a   30®C   a   una   cc)ncentraci6n   apr`c)ximada   de   2-5   x

lc)-'   cc)nidic)s/ml.    Los   cc)nidios   germinadc)s   se   cc]1ectaron

pc)r   centrif ugaci6n   a   4500   x   g   par   10   min   y   se   lavaron

con    30    nl    de    Iris-HC1     10    nm,     EDTA    1    mm    pH    7.5.     Los

cc]nidios   lavadc)s   se   resuspendieron   en   una   sc]1uci6n   de

acetatc]   de    litio    0.1    H   a   una   densidad   de    1-2    x    10'

conidios/ul     y    se     incubaron    a    30.C    pc}r    30    nin    cc}n

agitaci6n.          Los         conidic}s         se         colect.arc]n         por

centrifugaci6n     a      4500      x     g           por      10      min      y     se

resuspendieron   en    un   vc)1umen   apropiado   de    acetatc7   de

litio      0.1H.      Un     tc}tal      de     5-8     x     10-'      ccmidios     se

transformron   con   8-10   ttg   de   DHA   en   un   volumen   de   0.4

ml   y   a   una   concentraci6n   I inal   de   acetate   de   litic]   de

O.1M.    La   mezcla   de   transformaci6n   se   incub6   durante   30

min   a   30®C   con   agitaci6n.    Luego   se   agreg6   4   ml   de   PEG

4o00   al   40°/a  en  acetato   de   litic)   0.1M  y   la   incubaci6n  se

continu6    pc]r    1    b    mas.     Despues    de    la    incubacl6n.     1c]s

conidios   se   calentaron  a  37ec  pc)r   5   nin,   se   colectaron

y    lavarc]n    una    vez    con    agua    destilada    ester`il    y    se

resuspeadieroD      en      agua      destilada.       Finalmente      lc)s

coniaic}s     se     plaquearon     en     nedio     selectivc)     a     una

cc]ncentraci6n  de   1-2   x   10`:;   cc]nidios  pc)r   placa   (15   x   loo

rm)       y      se       incubarc)n      a      30°C      par      5      dias.       Los

transf ormantes    ±ueron    re§embrados    en    el    mismc)    medic}
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selectivc)         (medic)        minimc)        Vc)gel        sin        citratc)        y

suplementadc]   cc)n   sacarosa   al   1%).

18.-Analisis  geneticc]

18.1   C,ruzamientc]s      de      NeurosDora      crassa:       Los     diferentes

cruzamientos   eDtre   las   cepas   estudiadas   se   realizarc)n

en   tubas   de   ensayc]s   (1.5   x   20      cm)   que   contenian   ]nedio

Westergaard   lx   (Westergaard     et  al. ,1947)   suplenentadc)

con    1%    de    glucosa    y    2%    de    agar-agar.     Los    tubc]s    de

cruzamientc]   se   incubarc)n  a   25°C  durante   12-15   dias   .   El

analisis     geneticc]     de     lc)s     cruzamientos     se     realiz6

mediante  el  aislamiento  de  esporas  al   azar   (analisis  de

cromatidas)   o  en  arden   (analisis  de   tetradas).   Para   la

activaci6n  de     la  germinaci6n  de   las  espc)ras  se  utiliz6

un   sbc>ck   termicc]   a   60°C   durante   30   miD.

La   c]btenci6n   de   micelic)s   dc)bles   mutaDtes   se   cc)nsigui6

mediaDte  el   cruzamiento  de   los  mutantes  simples.

Cruzamiento:   al3A  x  inv-a

Las   esporas   de   cada   cruzamientc)   se   caracterizaron   en

cuaDto     a     su     tipc)     de     apareamientc)      (A,a),      fenc)tipc)

morfc)16gico     (albino,     silvestre),     fenotipo    enzimaticc]

(mutantes   de    invert,asa).    Lc)s   micelic}s   dobles   mutantes

c)bter}idc]s   se   denominarc)n   :    inv-al3A,    inv-al3a.    Se   tuvo

especial      cuidado     en     elegir     mutantes     simples     que

comparten  el   mismo  fc)ndc)  geneticc)  que   la  cepa  silvestre
r7 4 A .



BESULTADOS

1.-Detecci6n     de     actividad     enzimfatica     de     invertasa     en

HeurosDora

La   actividad   enzinatlca   de   invertasa   se   nidi6   a

difereDtes    tlempo§    de    cultlvc)    del    hongc]     (Fig.1).     La

curva    Duestra    que    aproximadalnente    a    las    36    brs    de

cultivo   comienza   a   detectarse   actividad   de   iDvertasa   y

esta   se   increlnenta  a   medlda   que   disninuye   la   fuente   de

carbc)no  en  el   medic)  de  cultivc).

La   electrofc)re§is   ea   geles   de   pollacrllamida   de

extractos  crudos   y  concentradc)s  del   nedic]  de   cultivo  de

la  cepa  silvestre   74A  muestra  que   la  enzima  se  pre§enta

en     2     formas     mc]1eculares      (Fig.2     y     3).      El     analisis

electrc]foreticc]   nuestra   diferencias       cuantitativas   de

las     formas     liviana     y     pesada     de     la     enzima     tanto

intracelular   comc)   extracelular.    La   actividad   eflzlmatica

extracelular`    esta    princlpalmente    representada    pc]r    la

fc)rna        de        migracl6D        menor.         Pc)r        el        contraric) ,

intracelularmeDte     ant)as     especies     enzimaticas     tienen

igual  activldad.

En     la     tabla     1     se     muestraD     las     relaciones

porceDtuales        eDtre        la        enzima        intracelular        y

extracelular,     determinada     par     densitometria     de     lag

bafldas  en    geles  de  pc)liacrllamida.

41
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tiempo   (hr)

Figura   1

Curva  de,actividad  enzimatica  de  invertasa  extracelular
N.   crassa (74A)   se   cultiv6  en  medio  minimo  Vogel   suple-
mentado   con   0.5%   de   maltosa   a   25QC   con   agitaci6n.   A   log
diferentes  tiempo,   se  determin6  la  actividad  enzimatica
mediante  el  metodo  de  Bernfeld  para  azucares  reductores
Actividad  Especifica:   mg  de  azucares  reductores/min/mg
de  proteina  a  37QC   (.-.).   Azdcar  residual   (0---0).

42
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Figura  2:

Electroforesis     en     geles     de     poliacrilamida     de     la
invertasa    extracelular    de    Neurc]sDt]ra    c}rassa    (74A):    El
bongo   se   cultlv6   en  ]nedio   ninino  -Vc}gel   suplenentado  con
mltc]sa   al   0.5%   a   25C'C   ccm   agitaci6n.    A   los   diferentes
tiempos    se     tcrm6     una    muest,ra    del     medlc]    de    cultivo,
cc]rrespc]ndient,e   a   0.1   ng  de   prc]teina   total   y  se   soneti6
a   electrc)fc}resls   eri   geles   de   pollacrilamida   al   7%.    Los
geles   se   tifileron  para   activldad  de   invertasa   (Metc]dos',
secci6h   10.2).       A)    24   h,    a)    48   h,    C)    72   h,    D)    96   h,    y
E)    120   A.    de   cultivo.
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Figura  3:

Electrofc}r`esis     en     geles     de     pollacrilamida         de     la
invertasa    lntracelular    cle    Heurc)sDora   eras§a    (74A):    El
bc)ngo   se   cultiv6   en   meditJ   minima  -Vc)gel   suplementado   con
mltosa   al   0.5%   a   25C'C   ccm   agitaci6n.    A   lc)a   diferentes
tieapos    se     tom6         una    muestra    del     extracto    crudo,
correspondiente   a   0.1   mg  de   proteina  t,otal   y  se  sc)netl6
a   electrof oresis   en   geles   de   pc)llacrilanida   al   7%.    Lc)s
geles  se   tifiieron   para  actividad  de   ihvertasa   (Hetodc]s.
secci6n   10.2).       A)   24   h,       a)   48   h,       C)    72   i,    D)   96   h   y
E)   120  b  de  cultivo.
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Relaci6n     pc)rcentual      entre      lag      I c)rmas      moleculares      de
invertasa  intracelular  y  extracelular

Tienpc)
(boras)

Extrace i u 1 ar
Ill

36.2          63.8

82.9           17.1

84.5          15.5

92.7             7.3

97.5             2.5

I Dtrace i u 1 ar
Ill

53.1            46.9

51.1              48.9

68.5            31.5

44.1             55.9

43.3            56.7

reLng_pspora  c2±_  cepa   74A  §e  cultiv6  en  neciic]  ninlno  Vcigel
suplenentadc)   ccJn   mltc)sa  al   0.5%  con  agitaci6n.   Una   muestra
de   0.1   ng  de   prc)teina  tc)tal   extracelular  e   intracelular  se
scineti6   a   electroforesis   en   geles   de   poliacrilamida   y   lc)s
geles     se     tifiierc]n     para     actividad    enzimatica      (Hetodc]s,
seccl6n     10.2).      Lc]s     valc)res     pc)rceDtuales     de     las     fc}rmas
enzihaticas  se   c}btuvierc)n  per  densitometria  de   log  gele§  de
poliacrilamida     (lc)ngitucl    de    oDda    GOO    nm.).     La    relaci6a
entre       la       proteina       intracelular        (extracto       crudo):
extr`acelular  es   10: 1
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2.-Purlflcacl6n   de   la   lnverta6a   de   HeurosDora   crassa   cepa

74A.

La   purif icaci6n   se   realiz6   mediante   precipitaci6n

diferencial   cc)n  sulfato  de  amoDlo.

En     la     tabla     2     se     muestran     las     etapas     de

purif lcacl6D     de     la     enzima,     a    partlr     del     medic)    de

cultlvc].     La   enzima   extracelular    se    purlf lc6    25   veces

cob   una   actividad  especifica   de   14.69   U/mg   de   proteina.

La   homogeheidad   de   la   preparacl6D   se   conf lrm6   en   geles

de   poliacrilamlda  al   7°/..   La  dehsltonetria  muestra  que  a

la   baDda   de   proteina   (Fig.4A)    le   corresponde   una   banda

de  activldad  de  iDvertasa   (Fig.4B).

3.-Preparaci6n     de     un     suero     inmune     anti-invertasa     de

Neu rosDora .

Para   determinar   la   pre§encia   del   productc)   genicc]

del    geD    IEv  de   Heurospc]ra   craEsa   6e   utlllz6   un   lrfetodc]

inmunc}quimico.    Se   c)btuvo   un   suero   inmune   aDti-iDvertasa

usandc)       cc)mo       anti genc)       la       preparacl 6D       dLe       enz llna

extracelular`  proveniente  de  la  cepa  sllvestre  74A.

Medlante  iDmunodifusi6n  radial  doble  se  realizaron

log   cc)ntrc)1es   de   la   preparaci6n   de   suero   inmune.    ED   la

I igura   5A   se   muestra   el   suerc)   inmuDe       antl-1hvertasa

frente   a   antigeno§   purlficados   (a-amilasa   e   lnvertasa)

y    lrezclas    de    antigenos    (extractc]s    crudos).     El    6uerc]
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-Figura  4

•Densitometria  de  la  preparaci6n  de  invertasa  de  N.
(74A):   La  invertasa  extracelular  de  N. crassa  se

crassa
purific6

(Metodos,   secci6n   13)   y  se  analiz6  en  geles  de  poliacril-
amida  al   7%   (Metodos,   secci6n   10.1).   A)   Densitometria  del
gel  de  poliacrilamida  tefiido  para  proteinas  totales    con
Azul  Brillante  de  Coomas§ie,   8)   Densitometria  del  gel    de
poliacrilamida  tefiido  para  actividad  de  invertasa  con  2,3,
5-trifeniltetrazolio  cloruro.



_-T ,------------ Tf±i;I :+  .,,.;,I.:ieffffif=±'.I..I...```````[                        E]E]EE]E

49

Figura  5:

Inmunc]dLifusl6n   radial   dot)le   de   lc]s   sueros   prelhmunes   e
lrmuDes      aDtl-1nvertasa      de       He]]roEpc]ra      erassa:       L?
reacci6n   lnmunol6gica  se   realiz6   en  geles  de  agarosa  al
1%    en    taxp6n    Iris-HCI    0.0"   pH    8.0     (Itetc]dLcis.     secci6n
15.1).    En   lc)s   orificios   centrales   se   coloc6   5   pl    del
antlsuerc)     (A)    y    suero    coDtrol     (a).     En    lc)s    orl£icios
laterales  se   coloc6   5  Hl   de   las  sigulentes  muestras:    1.
Seroalbdmina      de      bc}vinct      0.5%;       2.       a-amilasa      de      all
subtilis   0.5%;    3.    Extracto   crudc)   de   H.    crassa   74   A;    4.
Invertasa   extracelular   de   H.    c2_rassa   74A    :    5.    Extracto
crudo   de   a.    cerevisiae   Sc   483;    6.    IDvertasa   purificada
de   H.    c±assLa   74A    (1   Hg).    Las   proteinas   se   tifierc}n   con
Azul   Brillante   de  Coomassie   0.025%   (p/v).
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antl-iDver`tasa   preclpit6   a   la   eazlna   purlf icada   y  a   la

prepar-acl6n    extracelular    e     intracelular    de     la    cepa
eilvestre.      En     la     I lgura     58     se     muestra     el     suerc)

prelDmune,    el   cual   no   muestra   reacci6n   cruzada   cc)n.log

difereDt,es  aDti genes  eDsayados.

En    la    I igura    6A   se    observa   que    el    suerc]    immune

anti-invertasa   precipita   todc)s   lc}s   aDtigeDos   ensayadc)a

dando      un      aDillc)      cc)ntinuo.       Esta      reacci6n      revela

ideDtidad    inmunol691ca    entr-e    los    aDtigenos    y    suglere

similitud     estructural     de     la    enzima     extracelular    e

intracelular    coma    tamblen    eDtre    la    enzima    del    tipc]

sllvestre   y   la  cepa  mutaDte.   ED  la  I lgura  68  se  muestra

el      cc]mportamieDto      del      suerc)      1Dmune      aDti-1Dvertasa

frente     a     los     antigenos     heter6lc}gos     com     son     log

extractos  crudos  de   levadura.   Es  de  especial   iDteres  el

coaportamientc}   del   suero   immune   frente   a   lc]s   aDtigeDo6

de   Saccharomvces   cerevisiae,    ya   que    la   cepa    rml7A   se

uti i iz6       comc]       receptor       en       lc)s       experimentos       dLe

tr-aDsfc]rmaci6D   genetica   que   permitieron   aislar   el   Sea

J]]v  de   Neurosi]or   .    La   cepa      HR17A   de   levadura   posee   el

alelo     sucC'     indicandc)    qiie     no    eg    capaz     de     utllizar

sacarosa    comc)    fuente    de    carbono.     La    cepa    Sc483    de

levadura    se    utiliz6    ccJmo    control    pc)sitivo.     En    amt}os

cast)s    no    se    observa    banda    de    preclpitaci6n     (Fig    6

pc}zuelos    2    y    3)     cc)n    el     suero    aDti-invertasa    cle    E.

er_a_sea,    1ndicando   que   no   hay   reacci6n   cruzada   con   los

antigenos  de  levadura.
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Flgura  6:

Inmunc]dlfusl6n   radial    dc)ble   ccm   el    suerc]    iDmune   aDti-
i nvertasa        de        NeurosTJc]ra        e_rassa :         La        reaccl 6n
inmunol691ca   se   reallz6-en   geles   de   agarc)sa   al    1%   en
tanp6n   Tris-Hcl   pH   8.0    (Hetodos,    secci6n   15.1).    En   log
orificic)s   centrales   §e   coloc6   5   Hl   de   suerc)   inmune.    En
los     orificios     laterales     se     colc}c6     5     Hl      de:       1A.
Invertasa    purlficada    de    H,     c_r_a_ssa    (1    rg);     2A.     nedio
extracelular   de   H.    c:rassa   lDv   A;   3A.   medic)   extracelular
de   EL  c±a_Eisa  74A;    4A.    1nvertasa   purif icada   de   H.    crassa
(1     rg)i      5A.      extracto     crudo     de     n    a_rassa     74A;      6A.
extracto    crudLo    de    I.    crassa    inv-A.    8:     18.     invertasa
puriflcacla   de    EL   c=rassa    (1    Hg);    28.    extracto   crudo   a.
=erevlElae    Sc    483:     38.     extractc)    crudc]    a.     cerevl§1|e
rml7A;    48.    invertasa   purificada   de   H  c2_I_assa    (1   Hg):    58.
extracto    crude    EL   crassa    74A;     68.     extractc]    crudc]    a.
crassa  inv-A.
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4.-Clc)neamlent.c}     del      gen      estructural      de      invertasa     de

Heurospor_a_  £.rassa.

Para     el    .cloneamlentc}     del     geD     estructural     de

inver.tasa  se   utlliz6   una     gencJteca  de   la   cepa  silve5tre

de    H.         elf_asca   74A.     La    genoteca    se    cc)nstruy6    en    el

plasrido  ¥Rp7      (Fig.7>.

Para   construir   la   genoteca   se   us6   1a   endc)nucleasa

de     restricci6n     BamHI,      la     cual          realiza     un     corte

endonuclec]liticc]     dentro     del      gen     de     resistencia     a

tetracicllna.     EI    DHA   cromos6mlcc]   de   H.    Qf_assa   tratadc]

parcialmente    con    la    misma       enzima   produce    fragmentc)s

discretc]s   de   DNA   que   poseen   extremc)s   conplemeDtarios   al

del    plasmidc]   receptc)r.    Los   plasmidos   recombinantes   se

seleccionaron     a     partir     de     los     clones     bacterianc]s

resistentes  a  anpicilina  y  sensibles  a  tetraciclina.   En

la   f igura   8   se   muestra   una   electrc]foresis   de   10   grupos

de   plasmidc)s  recombinantes  tratados  con   la   endonucleasa

de     restricci6n     BamHI.      Los     plasmidos     asi      tratados

generan      cc)mo      producto      de      la      reacci6n     una      banda

promineDt.e     de     5.8     Kb     ccJrrespc}ndiente     al     vector     de

clonado    y    una    serle    de    bandas    ae    distinto    tanafio

mc)1ecular   que   cc)rrespondeD  a   los   diferentes   lnsertc)s  de

DNA     ex6gench      Cada      unc]     de      los     grupos      (Fig.8     c-1)

repr.eseDta  aprc]ximadanente   BOO  clc}Des  diferentes.
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Figura  8:

Electrof c}resis    en    gel     de    agarosa    del     DNA    de         los
piasmidc]s    recc]mblnaDtes_  de   .1_a    ge,pp,t,ec`a    de       He±lr_PSPC]f?
Qz=a[=sa.:.     Los    DNA    (s)    obtenidos    (Hetc]dos,     secci6n   -6.1)
se   trataron   cc)n   la   endcmucleasa   de   restricci6n   BamHI   y
se  analizarc)n  par  electroforesis  en  geles  de  agarosa  al
0.7%    (Hetodos.    secci6D   7).    a)    DHA   del   bacteri6fagc]   ^   +
Hindlll,      b)      y     in)      DHA     del      plasmido     YRp7,      c)-      i)
corresponde   a   grupc]s   (designados  com   YR-74.1   basta   YR-
74.10)      de     aproximadanente     BOO     clc)nes     cada     unc]     que
llevan   plasmldc]s   recombinantes.    0=   c]rigen,    cc=   circular
cerradc),   1=  lineal,   ca=  circular  at>iertc).
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A      partlr      de      estc)s      10      grupos      de      plasmidos

recc]mbinantes   se    seleccic)n6    el    geD   de    lnvertasa   de   H.

£rassa   La   estrategia   de   cloneamiento   para   la   selecci6n

de   este   gen   esta   basada   en   la   cc)mplementaci6n   funcional

de   celulas   mutantes   de   a.       cerevisiae      cepa   ml7A   par

plasmidos  proveniehte§  de   la  genoteca  de  H.   eras_sa

En   la  tabla  3  se  muestran  los  resultadc)s  obtenidc)a

eD   la   traDsf c)rmcl6D   de   Saccharc)myces  cerevislae     ml7A

ccm   los   diferentes   grupos   de   plasnidos   de   la   genoteca

dent)miDadc)s      YR-74.1      -      YR-74.10.             Se      aislaron      22

transf ormantes   que   eran    lndepeDdientes   del    tript6fano

para   crecer   y   utilizaban   la   sacarosa   cc)mc)   tlnica   fuente

de   carbcJDc).

Con     el         DHA     total     de     lc)s     transf ornantes    de

SE±echarom,vces     cerevi§iae      (Sucrd-     TRplfy)      se     transfc)rm6

B_scher`icbia     ci£}|i.    C600     para     rescatar     el          plasnido

recc)mbinante.    En   la   tabla   3   se   muestra   que      se   ot)tuvo

dos        transf ornantes        bacterianos        resistentes        a

ampi c i 1 i Da .

4.2   Transfc]rmci6n      de      Escherlchia      £Q|i     C600      cc)n      DNA

plasmidial   recc)mt>iDante

EI   DHA  de   los  clones  resisteDtes  a  ampicllina     se

sc]neti6   a   electroforesis   eh   geles   de      agarosa   al   0.7%



TABLA   3
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Tr`ansfc]rmcl6n       de       SLaccharDn,vces       c2£reizisiae   MR17A     y
ESch.er`ichia   cif2J|  C600   cc)n  DNA  de   la   genc]teca.

DNA  de   la  genoteca a. cerevisiae
colonlas  sue+

I.   coli
cc)1onias   amp'`

YR-74.1
YR-74 . 2
YR-74 . 2
YR-74 . 4
YR-74 . 5
YR-74 . 6
YR-74 . 7
YR-74 . 8
YR-74 . 9
YR-74.10

La    cepa    de    SLaccharc]nyc.ea   cerevlFlae    ml_7A    (S¥F-,
trpl.i,   fue   usada  come  receptor  eD   la  transformaci6n.
La    cepa    ][R17A    i ue    tr`ansf ormada    ccJn    DHA    plasmidial
recc)mbinante    (Metc]dc)s,    secci6n   17.2)    preparado   de    10
grupc)a       de       clones.        Las       colcmias       sue+,        TRP1+
apareciercJD     aprc)xinadamente     a     los     10-12     dias     de
incubaci6n  a  30°C  en  medic)  minima-sacarosa.
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para   veriflcar   la   presencla   de   DNA      plasmidial.    En   la

I lgura    9    se    muestra    el    patr6n   de       migraci6n   de    log

plasmidc]s   r`ecombinantes   denominandolos   pHcl   al   de   nenor

tamfic]    (carril    b)    y   pNC2    (carril    a).    Ambos   plasmidos

son   de   mayc]r   tamafio   que   el   plas.midc]   vectc)r   YRp7.    Cc]n   el

objeto    de     verlflcar    que    el     DNA    plasmidlal     aislado

conteDia      el      DHA      del      vector      YRp7,       se      transform6

E§cherichia   all   C600,    sensible   a          ampicilina   y   se

seleccioD6   pc)r   resistencia   a   este      antibi6tico.    En   la

tabla   4   se   indlca   la   frecuencla   de   transfctrmaci6n    (N®

de      transf c]rmantes/ug      de      DHA)       con      los      plasmidos

recombiDaDte§   y   el    plasmido   cc]ntrol.    La   frecueDcla   de

transfc)rlnaci6D   se   reduce   con   el   increlnentc}  en  el   tamafic]

del  plasuldo.

4.3   Tran§formci6D    de    Sacchar`olnvces    cerevisiae    ml7A    con

DNA  plasmidial

Con   el    DHA   plasmidial    recc}mbinante    (pNcl    y   pNC2)

se  transf orfo   la   cepa  rml7A  de   a.Eiccharonyces  cerevlslae

y    se    seleccic)n6    per    prototrofia    par`a    trlpt6fano.     La
frecuencia   de   transformaci6a   se   indica   en   la   tabla   5.

Con    lc}s    resultados    obtenidc)s    se    demuestra        que    los

plasnidos  recombinantes  llevan   log  narcadores  geneticos
del   plasmido  YRp7.
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Figura  9:

Electrof or`esis     en     gel     de     agarosa     del     DHA     de     los
plasmidLos     reconblnaDtes          pHcl     y     pHC2:      Los     DHA     (s)
plasmidlales    se    ot)tuvierc)n    pc)r    mill    pr`eparacicmes    de
DNA       (Hetc]dos,       secci6D      6.1.2)       a      partir      de       los
transformDtes  de   EL  en|i  C600   Ampr.   EI   DNA  obtenido   (1
Hg)    se   aDaliz6   pc)r   electrofc)resls   en   geles   de   agarosa
al    0.7%    (Hetodos,    secci6n   7).    a)   DHA   de   pHC2.    t>)   DHA   de
pNcl   y  c)   DNA  del   bacteri6fago   ^   +   Hind   Ill.    0   =   c)rigen
del  gel.



TABLA   4
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Transf c]rmci6n  de  Escberichia  fqli  C600  cc)n  DNA  plasmidlal

DNA  plasnidial                      PH   (Kb)                   N9   transf/ug  DNA

sin   DNA

YRp7

PNCI

pNC2

0

5-8  x   104

5-6  x   |04

1-2   x   104

Escherichla  call  C600  se  transforms  ccm  0.2-0.4  ug  de
DHA        pla§midlal         (netodos,        secci6n        17.1).         Los
transfc)rmantes       se       se lecci cmaroD       eD       nedi c)       LB-
axpi C i 1 i na .



TABLA   5
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Transformci6D  de  EL  cerevislae  cepa  rml7A  cob  DNA  plasmidial

DHA   plasmidial              N9   transf .    Trpl..~/ug  DHA

sin   DNA

YRp7

PNCI

pNC2

La   cepa   ml7A    (trpl .-.. )   se   transf c)rm6   ccm   1-2   ug   de   DHA
plasmidlal.     Lc)s    transformantes    se    selecclc)naron    en
nedio   minimo   con   lc)s   suplementos   nutricic)hales   de   la
cepa   cc]n   excepci6n   del   tript6fano.    Las   colc)nias   Trpl`
aparecierc)n      aproximadamente      a       los      10      dias      de
incubaci6n   a   30®C.



5.-Car`acterlzacl6n  de  los  plasmldos  recombinantes

5.1   Determinaci6D  del   tamafio  clel   iD§erto
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Los     plasmidos    recc)mt)1nantes    rescatados     de     lc]s

tr.aDsf ormDtes     a"pr      de      EScberlcbla     call     C600     6e

sometleron    a    electroforesis    en    geles    de    agarosa    al

0.7%.    En   la   figura   10   se  muestra  el   patr6n  de   migracl6n

de   cada   uDc]   de   lc}s   plasmidos   dlgeridos   previameDte   con

la      eDdonucleasa      de      restricci6n      BamHI.       Ea      anbos

plasmidos      se      puede      reconocer      la      bandLa      de      5.8Kb

corre§pondieDte   al   vector   YRp7    lineal.    En   el   plasmido

pHcl   el   iDsertc]   de   DHA   de   Heurp6ppra   es   de   3.4   Kb   y   eD

el   plasmldc]   pHC2   el   insertc]  .cromos6micc]   tiene   un   tamafio

de   7.6   Xb.

5.2   Digestl6n        con       endonucleasas       de        rest,ricci6h       y

cc]D§truccl6n  del     mapa  fisico  de  los  plasmidc]s

Para    cc)nstrulr    un    Inapa    fisico    se    deternin6    el

tamfio   de   lc]s      fragneDtos   generadc)a  con   las   difereDtes

endoDucleasas     de     restricci6D     y     se     determin6      §us

relacic}nes  cc)n   la   regi6n  de   la   mc)1ecula  correspondiente

al  vector.

A.-p][£|:      Este     plasmidc)     es     sustratc]     para     todas     lag

endonucleasas  de   restricci6n  ensayadas.   En  el   fragnento

cromo§6 mi cc)       de       Heurc]st]ora       crassa       se       ehcuentran
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secueDcias       dnicas              para       lag       endc)nucleasas       de

rest,rlcci6n        Xhol     (Fig.11    carril    I)    y    Ava    I     (Fig.12

carril   d).    Las   c)tras   enzlmas   de   restricci6n   ensayada6

tlene.n  rig  de   uD  sitlo  de  corte  ccm  excepci6n  de   Pstl   y

Salt   qiie   no   cortan   en   el    inserto   cronc)S6mlco.    En   lag

I iguras     11     y     12     se     muestran     algunos     patrones     de

migr-aci6D     de      lc)a     productos     de     digesti6n     con     lag

dlferentes  endonucleasas.

8.-p][Q2.:      Este     plasmidc)     recombinante     lleva     el      iDsertc]

cromos6micc}  de   mayc)I   tamafio.    En   la   I igura   13   se   muestra

el   patr6n  de   migr`aci6D  de   los  fragmeDtos  producidos  ccm

alguna§    endc)Ducleasas    de    restricci6n.     En    geDeral    lag

enzlms     en§ayada§     recc)hocen     pocc}s     sltios     eD     este

pla§mldo.   En   particular  el   inserto  cronos6mico  nc]  pc]see

sltios   de   ccirte   para   las   eDdonucleasas   HIDdlll.    Pstl   y

Pvull.    Ent,re   lag   enzilnas   que   generaD   mss   fragnentos   se

encuentran     8g111,      Ecc}RI      y     Sail,      todas     ellas     con

secueDcia§   dLe    recc)nocimientc)   tafltc)   en   el       vector`   comc]

en  el   iDsertci   crc]mc]s6nicc].

Los     tanafios    mc)leculares    de     los     fraglnentc)s    de

restricci6n   estinaclos   pc)r   elect,rc)I oresis   se   resunen   en

lag    t,ablas    6    y    7.     La    informaci6n    obtenida    de    lag

digestiones     simples    y    dobles    de     lc]s     plasmidos    se

utiliz6   para   construir   un   napa   fisico   de   cada   uno   de

log  plasmidos  recc)mbinaDtes   (Fig.14  y   15).
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Figura   10:

Electrofc}resis    en    gel    dLe    agarosa    del    DHA    plasnidlal
digeridc]     con     Ba"I:      Los     DHA      (s)      plasmidiales     se
obtuvleron   pc]r   lisis   alcaliDa    (Hetodos,    secci6n   6.1.2)
a  partir  de   lc]s  traDsfc)rmaDtes  de   a.   en||  C600  Ampr.   EI
DNA    c)btenido    se     digiri6     con              la    endc]Ducleasa    de
restrlcci6n   BamHI    y   se   analiz6   per   electroforesis   en
gel   de   agarosa   al    0.7%    (Hetodos,    seccl6n   7).    a)    DNA   de
YRp7   +   Bamlll,    b)    DHA   de   pNC1    +   BanHI,    c)    I)NA   de   pHC2   +
BamHI   y  d)   DNA  del   bacteri6fago   ^+  HiDd   Ill
a  =     c]rigen  del   gel.   Las  flecbas  a  la  izquierda  lndican
las   posiciones   del    vector   YRp7   y   los   insertos   de   DNA
cromc]s6micc]  de  H.   c)rassa  en  cada  plasnidc).



a.b   c   d   e   f    g    h`i    i    '0-
kb

23.1-,
9.I- ,
6-.5---.4.4- 1 T=

2:3=  =

0.56-

- II
-=+-

64

Figura   11:

Electrc)for`esi§   en  gel   de   agarc)sa   de   lc]s  prc)ductc)s  de   la
dlgesti6n     del     DNA     de     pHcl     cc)n     algunas     eazinas     de
restrlcci6n:      EI     DNA     plasmidlal     purif lcado     (Hetc]dos,
secci6n   6.1)    se   trat6   con   difereDtes   endc]nucleasas   de
restriccci6n.       Los      prc)ductos      de      la      reacci6n      se
sonetierc)n   a   electrc)foresis   en   gel   de   agarcisa   al   0.7./„
a)    DNA    del    bacteri6fago    ^       +    Hind    Ill,     b)    BamHI.    c)
Hindlll,    a)   Pstl,    e)    EcoRI,    I)   Xbc}I.    g)   Salt,    b)   8g111,
i)   pHC2   +   Barml,    i)   DNA   del   bacteri6fago      ^   +   Hind   Ill.
c)=    c}rigen.     Las    I lecbas    indicaD    la    mlgraci6D    de    los
fragnentos     del      DNA     del      bacteri6fago     ^     +     HiDdlll
(Apendice   N9   3).
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Figura   12:

Electrofc]resis  eD  gel   de  agarosa  de   los  prc)ductc)s  de   la
digesti6n     del     DNA     de     pNcl     con     alguDas     enzimas     de
restricci6n:      EI     DNA     plasmidial     purif icado      (Metc]dcis,
secci6n   6.1)    se   trat6   coo   diferentes   endonucleasas   de
restricci6n.    Lc)s   prc}ductc)s   de   la  reacci6n  se   aDalizaron
pc]r   electrc]fc)resis   en   geles   de   agarc)sa   al   0.7°/..    a)   DNA
del    bacteri6fago   ^   +   Hihd   Ill,    b)    BamHI,    c)    Pvull,    d)
Aval,    e)    Salt.    i)    Ecc)RI,    g)    HiDdlll,    h)    BamHI    +   Pvull,
i)    Hindlll    +    Pvull,     i)    Hindlll    +    Xhol,     k)    Hindlll    +
Salt,    i)   Hlndlll   +   Bahill,    in)   Hindlll   +   Pstl,    n)   Hindlll
+   8g111,    a)    Ecc]RI    +   Pvull,    p)    Sail    +   Pvull,    q)    Pstl   +
Pvull,   r)   DNA  del   bacteri6fago   ^     +  Hindlll.   0=  origeh.
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Figura   13:

Electroforesis   en      gel   de   agarosa   de   los   productos   de
la    digesti6n    del    DNA    de    pNC2    ccm    algunas    enzimas    de
restriccl6n:      EI     DHA     plasmidial     purlf lcado     (Hetodos,
seccl6n   6.1)    se   trat6   cc)n   diferentes   ehdonucleasas   de
restricci6n.    Lc)s   prc}ductc)s  de   la   reacci6n  se   aDalizarc)n
par   electrc)fc)resis   en   geles   de   agarc)sa   al    0.7%   a)    DNA
del   bacteri6fagc]   ^   +   HiDd   Ill,    b)   Banll   I,    c)   EcoR   I.    d)
Xho    I,    e)    Sal    I,    I)    8g1    11.    g)    Pvu    11,    b)    Bamll   I    +   Xho
I,       i)   Pst   I   +   Xho   I,    j)   Hind   Ill   +   8g111,    I)   EcoR   I   +
Hind    Ill.    1)    Sal    I    +   Hind    Ill,    in)    Bamll    I    +   Ecc]R    I,    n)
Pvu      11     +     Bamll     I,      a)      Pvu      11     +     8g1      11,      p)      DHA     del
t}acteri6fago  ^     +  Hind  Ill.   0=  origen.



TABLA   6

Tamfict  molecular  de   lc]s  fr`agmeDtos  de  restricci6n  del   plashidct  pHcl
utillzados  para  la  cc)nstruccl6D  del   mapa  de  restricci6n.
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Enzlm(s)

Baml
Salt
Xhc) I
Pstl
Aval
Pvu I I
88111
Ecc}RI
HIDdl I I
BamHI        +   Pvull
Hlndlll   +  Pvull
Hindlll   +  Xhol
HIDdlll   +  Salt
Hindlll  +  Pstl
Hindlll   +  Earful
HiDdlll   +   88111
EcoRI        +   Pvull
pstl         +  Pvull
fall          +  BcoRI
Xbol           +  EcoRI
salt         +  Pvull
BanHI        +   Xhol
8g111        +Pstl
8g111        +Barml
BanHI        +  Pstl
Xhol          +  Pstl
XhDI           +  Salt

Tamafio  molecular   (Kb)

5.8        3.4
9.2
9.2
7.8         1.4
7.1         2.1
4.8        2.8         1.6
5.5        3.2        0.5
4.35     2.8         1.45      0.6
5.1         1.45      1.05      0.95      0.65
4.2         1.6         1.6         1.0         0.8
3.1        2.0         1.05      0.95      0.85      0.65      0.6
5.1         1.05      0.95      0.9        0.65      0.55
4.45      1.45      1.05     0.95      0.65      0.65
3.5         1.45      1.4         1.05      0.95      0.65
4.9        1.45     0.95     0.8        0.65      0.35
4.8        1.05      0.95      0.65      0.6        0.55
2.3        2.0         1.6         1.45      1.05      0.5
2.8         1.85      1.6         1.55      1.4
3.65     2.9        1.45     0.6        0.6
4.35     2.6         1.45     0.6        0.2
4.8         1.6         1.45      1.35
5.8        2.3         1.1
4.2         3.15      1.35      0.5
4.6         1.9         1.2         1.0         0.5
3.4         3.2         1.4         1.2
4.3        3.5         1.4
7.8         1.4



TABLA   7

Tamflo  mlecular  de  log  fragmentc}s  de  restrlcci6D  del  plasuldc)  pFC2
utllizados  para  la  con§trucci6n  del  napa  de  restrlcci6h

68

Enz 1 BLa ( s )

BaDHI
HiDdl I I
Pstl
88111
Xhol
EcoRI
Salt
Pvu I I
BaDHI   +   Xhol
Baml   +  EcoRI
BaqHI   +  Salt
Xhol      +   Eec)RI
Xhol     +  fall
Pstl     +  Xhol
8g111   +   Hlndlll
EcoRI   +  Hindlll
Salt     +  Hiadlll
BaH1   +  Pvull
Pvull   +   88111

7.6
12.7
12.0
7.2
9.6
6.2
7.6

Tanafio  II}olecular   (Kb)

1.5

2.25      1.45
1.7         0.8

13.4
5.8        3.8        3.2        0.6
3.95     3.5        2.3        1.8
5.5         3.3         2.1         1.4
4.6        2.25     2.25      1.55
7.5        2.2         1.1         0.9
4.4        3.8         3.8         1.4
6.25     4.7         1.5        0.7
6.2        3.5        2.25     0.85
4.5        3.3        2.35      1.7
7.6         4.1          1.7
7.2         2.8         1.9         1.5
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5.3   Identidad  geDet,ice  de   lc)s  plasmldos  recomblnantes

Lc)s    mapas    de    restricci6n    de    cada    unc]    de     los

plasmidc]s    indican    que    estas    dos    mc)1eculas    tleDen    en

comdn   solamente.   la   regi6n   del    vector.    Para   determlDar

si      bat)ia      regiones      de      homc}1c)gia      en      los      insertc)a

cromt]s6micc)s     se     reallz6     una     blbridaci6D     eDtre     lc)a

plasmidos.        En       la       i igura       16       se       muestra       una

autorradiografia    de    lc)a    DNAs    plasmldiales.     Se    puede

observar    que    la   sonda   radioactiva    (pHC1)    se   reconoce

asimism,     generaDdo    2    bahdas    de    bibridaci6n.     Una    de

ellas   corresponde   al   vector   YRp7   y   la   de   nenor   tamaflo

cc}rrespoDde  al   inserto  de   3.4   Kb   (carril   a).      Cuando   la

sonda    radlactiva    (pHC1)    se    prueba   cc}ntra    el    plasmldo

pNC2    digeridc}    con   BamHI     (carril    b)    hlbrida    s6lanente

ct]D   la   baDda   correspondiente   al   vector.    Este   resultado

indica   que   log   plasmidos   llevan   lnsertos   cronc)s6micos

dl I ereDtes .

5.4   PreseDcla     de      uD     lh6ertc]     cromo66nico     de     Heurc}§PC]ra

Crassa

Para  determinar  si   log  plasmidc)s  en  estudic]  llevan

iin   insertc)   de    DHA   crc)mDs6mlco   de   HeurDspora   er_assa   se

realiz6       una       bibridaci6n       DNA       cromos6micc)       :        DNA

plasmidial.    La    figura    17    muestra    la   autorradiografia
obtenlda         en       log       experlmeDtc)s    de     blbridacl6D.
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Flgura   16:

Autorradiografia    del    DNA   plasmidlal    blbridadc)   con   DNA
plasmidial     Inarcado    con         l=`=P-al     ATP:     EI     DNA    de     los
plasmidc]s   (0.2   Hg)   pNcl   y   pNC2   se   digiri6   con   la   ehzima
de    restricci6n    BamH     I     (Hetodos,     secci6n    12.1).     Las
zDuestras    se    sDDetleron    a    electroforesis    en    gel     de
agarosa     al      0.7%     y     se     traflsfirierc]n     a     papel     de
nltrocelulosa      pc]r      el      rfetodc)      de      Sc]utbern      (Hetodc],
secci6n    11).     EI    DNA    se    bibrid6    con    DNA    de.i    plasmidc]
pNcl   mrcado   con   32P.    a)    DNA   de   pNC1   +   Bamlll,    t})    DNA   de
pNC2   +   Earml.
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Figura   17:

Autorradlograf{a     del      DHA     cromos6mlco     de     H.eurQEpola
crassa   bibridado   con   DNA   plasmidlal   marcado   cc}n   132P-cx|
ATP:     EL    DHA   crc]mos6miccJ    (2-4    +1g)    de    Heurcispora    crassa
cepa   74A      y   el      DNA   de   pNC2   se   tratarc}n   coo-    1a   eDzima
de   restricci6D   Bamll    I.    Las   muestras   se   sc)metieron      a
electroforesis       en       gel       de       agarosa       0.7%-y       se
transf irieron  a  papel   de  nitrocelulosa  por  el   lrfetodc]  de
Soutbern    (Hetc]dos,    secci6n   11).    EI    DHA   se   hlbrid6    con
DHA      del       plasmidc]      pNC2       marcadc]      cc]n      :Sip.        a)       DNA
cromc)s6nlcc)    de    HeurosDDra    crassa    +    BamHI    y    b)    DHA   de
pNC2   +   Earful.
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El     plasmldo     pNC2     bibrlda     coo     un     I ragmeDtc]     de     DHA

crc]mos6micc]    de    7.6    Xb    que        cc}rrespc]nde    al    lnserto    y

ademas   se    revela   uDa   segunda   banda   de    hibridaci6D   de

nenor   tamafic]  de   3.9   Kb.

Para    el    plasmido   pHcl    se    observa    una   situaci6n

similar.     El    plasmido   IIiarcadc)   con   ='2`P   y   utllizaclc]   coma

sonda  recc]noce  dos  baDdas  de  bibridacl6n

6.-DetermiDacl6n    de     la     preseacia    del     gen     inv    eD     los

plasmidos  recomblnaDtes.

Los      plasmldos     recc}mbinantes     pNcl      y     pHC2      se

analizarcm     para     comprobar     la     presencia     de     gen(es)

relacionadc)(s)   cob  la  siDtesis  de  ihvertasa.

6.1   Comportamiento  de  lc}s  transformaDtes

A.-Escherichia    £Q|i:     A    partir    de         los    transformaDtes

bacterianc]s    resistentes    a    axpiclllDa    se        preparar-on

extractos   crudos   de   Escherlcbla   call   para   determinar

actividad     enzlmatica.      Los     r`esultadc}s     no     mostraron

actividad     de     lnvertasa     en     ningunc)     de     los     clones

ensayados.

a. -Sacch  ronvces       cerevisiae:        los       transfc)rmantes       de

levadura   trpl+   obtenidos   se   sometierc]n   a   un  regilnen  de

cultivc]    adecuado    para    determinar    su    capacidad    para
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utilizar   sacarc]sa   comc)   tlnica   fuente   de   carbono.    En   la

tabla    8    se    muestra    el     creclmientc)    de     las    colctDias

transformadas    y    la    cepa    receptc}ra    en    lc)s    medlos    de

cultivo.  dlferencial.      En     cc)ndiclones,      anaer6t>icas     el

creclmieDto    en    el    caldo    base    ccm    pdrpura  .  (Difco)    es

posible    si    el    microorganismo    fermenta    el    hidratc]    de

carbono  disponible  eD  el   medlo.

En   la   tabla   9   se   muestr`an   los   resultados   de   la

actividad   enzimatica   asoclada   a    las   celulas    intactas

(extracelular)      y      la      actividad      detectada      eD      lc)a

extractos   crudos    (iDtracelular).    Los   controles   con   la

cepa   HR17A   nc]   muestran   actividad   enzimatica   detectable

cc}n  el   eDsayc}  utilizado  en  este  estudio.

6.2      ADalisls   Iflmunol6gicc]

La     actividad     de     iDvertasa     detectada     en     log

transfc)rmaDtes   de    levadura   sugiere   que    lc)a   fragmeDtos

insertadc)s   pc)drian   llevar   el    geD   estructural    para    la

enzima    o    bieD    una    mutaci6h    supresora    que    afecta    los

genes   SUC.    Para   establecer   que   los   transf ornantes   de
levadura     siDtetizan     un     productc)     genico     similar     a

lnvertasa     de     HeurpspDra     Se     reallzaron     dos     en6ayc]s

inmunc]16gicc]s:        i )        IDmurlodifusi6n       radial       doble       e

ii)    inmunoelectroforesi§.    En   la   figura    18   se    muestra

que   el   suerc)   inm`me   anti-invertasa  precipitaantigeno(s)

presentes        en        los        extractc)s        crudos        de        1 c)s
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Crecimientc)   de    Saccharomvces   cer`evisiae   cepa    ml7A   en   media
selectivo

Cepa Medlo   ptirpuraT                   medic)   miDlno2
Anaerc)bicisis     aerot>ic]sis

ml7A

mi7AzyRp7

rmi7A;pHci

rmi7A;pHc2

1   =   Caldo       base       cc]n       pdrpura        (Dlfcc}) ,        para       determiDar
utllizacl6n   de   azucares   en   aDaerc)biosis   a   aerobic)sis.    Se
utiliz6     sacarosa    al     1%.     La    aDaerobiosis    se    cc)nslgui6
adiclonandc]    1a   fracci6D   P=   de   a.    a_c]li.    La   incubaci6n   se
realiz6   a  30°C  pc]r  96   b.

2  =   En    el    medic]    minimo    se    utlliz6    base    de    nitr6genc)    para
levaduras      (Difco),      suplementado     con     sacarosa     y     los
requerimientos   metab6licos   de   la   cepa   exceptc)   tript6fano
para  el  casc)  de   las  cepas  cob  plasmidc]
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TABLA   9

Actividad    de     invertasa    eD    lc)s    trans±ormantes     (SUC')     de
Sacchar-I)mvces  cerevisiae  con  DNA  plasmidial

Cepa                         Act.   extracelular
(U)

Act.   iDtracelular
(U)

ml7A

mi7A;yRp7

rmi7A;pHci

rmi7A;pNc2

Los   transforlnantes   se   crecleron   en   IBedio   ninlmo   sacarosa
por    48    h   a    30`:'C    cob    excepci6n    de    los    contrcJles    que    se
crecieron   eD   medic]   niDimcJ   glucclsa.    La   actividad   eDzimatica
extracelular  se  determin6  en  celulas  intactas.   Los  azucares
r`eductc]res   se   determinarcm  per  el   metodo  del   DHS.   U  =   mg  de
azucares  reductores/ml/b  a  37°C.
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Figura   18:

Inmunc]difusi6n   radial    doble   cc)n   el    suero    immune   anti-
i nvertasa      de      Neurc}sDora      crassa      74A :       La      reacci 6n
inmunc)16gica   se   realiz6   en   geles      de   agarosa   al    1%   en
tanp6n   Tris-HCI    O.01M      pH   8.0   .    En   el   orificic)   central
se     cc]1oc6    5     Hl     de     suerct     inmuDe.     En     los     orlficios
laterales     se     coloc6     5     Hl     de     1)     y     2)      invertasa
purlflcada   de    HeuroEpc]ra   crasEa    (1   rg);        3)    extracto
cr`udo    de    Saccharc]nyc-es    cerevisiae    ml7A     (pNC1)     y    4)
extractc]      crudc}      de      Saccharonvces      cerevisiae      ml7A
(pNC2 ) .
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traDsformantes    obtenldos    con    el    plasmidc)    pNC2.     Eh    la

I igura    19    se    muestra    una    lnmunoelectrc)foresis   de    los

extractos      crudos      de      Saccharqnyc£E      cerevl Elae      y

Escbericbia    fp|i   en    agarosa    al    1%.   en    presencla    del

suero   immune   anti-1nvertasa.    Lc)s   resultadc)s   indlcan   que

las    t>acterias    que    pc)I-tan    lDs    plasmidc]s    pHcl    y    pHC2

(carril   b  y  c)   no  dif ieren  del   control   con  YRp7   (carrll

a).    Este   resultado   sugiere   que   no   bay   productc]   genicc]

iDmunol6gicameDte         relacionadc)        cc)n        invertasa        de

EL. crassa .

Cuando     se     compar`an     lc}s     extractos     crudos     de

levadura   cc)n   sue   respectivos   controles   se   observa   que

los  transformantes  con  pNC2   (carril   b)   dan  una  banda  de

precipitaci6n    similar    a    la    c}bteDida    con    el    extractc)
cr`udci      de      Heurc]sDDra      crassa      74A       (carri 1       i ).       Log

transf ormantes    obtenidos    cc]n    pHcl    dan    una    baDda    de

precipitaci6n  similar  al   control   de   levadura  que     porta
el     plasnldo     YRp7      (carril     f).      La     cepa     cc}ntrc]l     de

levadur`a  utilizada  cone  receptor  en  lc)s  experimentos  de

transfc]rmaci6D      Do      muestra      baDda      de      precipitaci6n

(carrril   e).   Consis€entemente   con   lc)  esperado  esta  cepa

nc]        posee        un        productc)        geDi cc]        inmunc]1691calrente

relacic]nadc)   con   la   invertasa   de   EL.    crassa.    Coma   cc]Dtrc)1

pc)sitivo      del      ensayo      inmuDol6gicc)      §e      utillz6      una

preparaci6D    enzimatica    purificada.    ED   este    ensayo    la

migracl6h  de   la  banda  de  precipitaci6n  es  una  medida  de

la  concentraci6n  del  antigenc)  en  la  muestra.
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Figura   19:

Inmunc]electr`ofc)resis         de         extractc]s         crudos :
innunoelectrc)foresis   se   realiz6   en   geles   de   agarosa
1%    en    tamp6n    Tris-Hcl     0.01H    pH    8.0    eD    presencia
suero    inmune   anti-invertasa.    Log   pc)cillc)s   se   cargarc}n
cc)n   20   prl   de   extractcJ   crude   de:    1)   a.    c2q|i  C600    (YRp7),
2)     I.     £j2li   C600     (pNC1);     3)     E.     c2Qli   C600     (pNC2);     4)
invertasa     de     H.      crassa     purificada      (2     Hg);      5)     S.
cerevlslae   ml7A;    6)   a.    cer.e,vl§i]ai     ml7A   (YRp7);    7)   a.
£er.ej[tsla.e   rml7A    (pHC1);    8)    Ei.    ce.re.¥1Eiae   ]ffil7A    (pHC2);
e  9)   H.   crassa  74-A.
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La     cepa     nutante     de     Heurc}EPDra    crasEa     lz2v-    se

uti I iz6       come       receptor       en       lc)s      experlnentos       de

transformacl6n      ya      sea      con      I)HA      eronDs6micc)      c)      DHA

plasmidial .

Lc]s      transf ornantes      se      se leccionarc}n      par      su

capacidad   para   utillzar   sacarosa   coma   dhica   fuente   de

carbono.        ED   la   tabla   10       se   indican   los   valores   de

actividad    enzimatlca    c)btenidc)s    eD    log    traDsfornaDtes

cc]n     DHA     cromDs6micc)     y     eD     la     tabla     11     1os     valores

obtenldos    para    transformantes    con   DHA    plasmldlal.     En

todc]s     lc)s     casc>s     ensayados     la     actividad     eDzilnatlca

detectada   es   similar   a   la   obtenida   con   el   cc)Dtrol   74A,

cuando  las  colonias  son  bomc]cari6ticas.

Las   frecuencias   de   transf c)rlnaci6n   obteDidas   para

n.crassa   cuandc)   se   usa   DHA   crc}mos6mico   tc]tal   se   indican

en    la   tabla    12    y   DNA   plasmidial    recomblnante       en    la

tabla      13.       En      el      prilner      casc)      1a      frecuencia      de

transformaci6n   es   llgeram£Dte   super`ior   a   la   frecueDcia

de   reversi6D   de   la   nutaci6n   j]2v-   a   jnv+   por   lc]   tanto

las        col c)ni as        c}btenldas        pueden        correspc}nder        a

tr`an§fc)rmantes    o    revertantes.     Eh    el    segundc]    casc)    1a

frecuehcia   de   traDsformaci6n   es   superior   a   lc)s   valores

de   fr`ecueDcia  de  reversi6n.
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Actividad    de     invertasa    de     lc]s    transfc)rmantes     (inv..')     de
}!ej±jrospQra  £©  con   I)in  crc}mc}s6mico   de   la   cepa   silvestre
74A

Transformnte              Act.   Esp.1nvertasa                 ug  de  prot. /ml
U/ng  de  prc)teina

tn-1   A

tD-2   A

tD-3  A

tD-15   A

tD-16   A

tD-18  a

inv-A

r7 4- A

___-----____

1.50

1.51

1.69

1.69

1.62

1.54

0.00

1.68

Las    colt)nias    transfc)rmdas    se    senbrarc}n    en    medic}    minimc]
suplenentado  con  mltosa  al   0.5'/.  y  se  crecleron  par  72  h.   a
25°C.   La  actividad  enzirfetlca  se   dLetermin6   por  el   nftodo  Gel
DHS    para    azucares    reductores.     Una    unldad     (U)     =         nB    dLe
azucares  reductores/ml/br  a  37.C.
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Activ.idades    de     los    transformante§    homc]cari6tlcc]s     (1nv+)     de
Neurc]sDora  crassa     cc)a  DNA  plasmldial   recc)mbinaDte.

TransfcJrmante

TH   7.4a

TN   3.1a

TH  3.lla

TH   3.16A

TN   3.2a

TN   31.3a

74-A   (silvestre)

pNC2

pNC2

pNC2

pNC2

pNC2

pNC1

Act.   Esp.   invertasa
U/qg  de  proteina

1.69

1.58

1.74

1.72

1.69

1.54

1.68

Las     colonias     transformadas     se     sembrar.on     eD     medic)     hinimo
suplemeDtadc]   cc]n   maltc)sa   al    0.5%   y   se   crecieron   per   72   h.    a
25®C.     La   actividad   enzimatica   se   determin6    pc]r   el    rfetc]dc]   de
DNS   para   azucares   reductores.    Una   unidad   (U)   =   ng   de   azucar`es
reauctcires/ml/nin.   a  37.C.
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Transfc)rmci6n   de   H.    c_r_assa_   (inv.. )    con   DHA   cronos6mico   dLe
la  cepa  silvestre  74A  de  E.   c__I.assa

Conidios  trat,ados

Free.   de  transf ornacl6n

N9   transformaDtes/Hg  DNA

Free.   de  reversi6D

5-6   x   10-,

4-5   x   10-7

0.4

1   x   10.-7
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Log   conidic}s   se   tratarc]n   con  acetate   de   litio   0.1   H  y   se
transformron   con   8-10   ug   de   DHA   (Hetodos,    secci6n   17.3).
Lc)a      cc)nidic)s      transformados      se      plaquearon      en      medlo
selectivo   a   una   cc)ncentracl6n  de   1-2   x   106   conidios/placa
y  se   incubart]n  a   30C'C.
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Trah§formci6D       de     H.   crassa        (inv.`  )     cob     DHA       plasmidial

Tamfio  del   plasnidc]        N9   transf. /ig  DNA
(Kb)

YRp7

PHCI

pHC2

cromcis6mico

0

0

20-24

45-50

0.1-0. 4

Los   conidios   se   tratarc)n   cc)n   acetatc}   de   lit,io   0.1   H  y   se
traDsfc)rnaron   cc)a   8-10   Hg   de   DNA    (Hetodc]s,    secci6n   17.3).
Log   cc]nidios   tratados   se   plaquearcJn  a   uha   densidad   de   1-2
xl0`.--`.   cc]nidic]s/placa   y   se   incubarcJn   a   30`:'C.
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La   cepa   de   HeurospLDra   crassa      Jz]v-   se   tran6f orm6

con     DHA     ciomos6nico     lineal     prc)venient.e     de     la     cepa

silvestre    74A    y    DNA    plasmidial     (pHcl    y    pNC2;.         Lc)s

transfc)mantes   de    NeurosDora   crassa,    sut)cultlvados   en

medio     ninimo,      nc)     slempre     presentaban     actividad     de

invertasa.    Estc]s    transfc)rmantes   abortivos   que    perdian

la   capacidad   de   crecer   en   sacarosa   representan   el   50%

en   los  experimentos   de   traDsformaci6h  ctJn   DNA   de   pNcl   y

un   30-35%   cuandc]   se    transforlna   cc)n   pHC2.    Log   calculos

de    frecuencia    de    transformaci6n    nc)    incluyen    a    estos

transfc)rmantes    abc)rtivos.     Los    transformantes    estables

que   se   aislaron   resultaron   ser   beterocari6ticc)s   en   su
mayc]ria.     debido    a    que     se     usaron    macrocc)nidios    coma

receptores       en       la       transf c)rnaci 6D.        Para       obtener

transformantes      homocari6ticos       jJ2v.      se       real izaron

rutinariamente     cruzamieDtos    entr`e     las    cc)lc)nlas     inv+

seleccicmadas  y   la  cepa   mutant,e   JDv-.   En   la  tabla   14  se

muestra    el    gradc)    de    beterc)cariosis    de    las    cc)lonias

iniclales.        La        proporci6h        nuclear        del        nicelic}

transf c}rmadc]   se   determin6    a   partir   de    la   relaci6D   de

espc]ras    Jz]v-    ..     Jnv+   eD    la    progehie.        Lc)s    resultados

indican   la   presencla   de   micelios   heterocari6ticos   con

di fereDtes        proporclones         hucleares         y        micel ios

bc)nocari6ticos,   estos  dltimos  probablelnente   se   prc)ducen

coma    resultado     de     la     traflsforlllacl6D    de     un    ccmidic)
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uninucleadcJ.     La    progenle    de    un    cruzamientc]    entre    el

mutante   lnv..    y   un   micelio   bomDcari6ticc}   invarlablelnente

clara   uDa   prc]pc)rcl6D   de      1    I.nv..-   :    1    j]]v+.

Nc>         si empre         se         obtuvi eron         transf c)r`mantes

hctmocari6ticc}s,     en    alguDos.cases    la    prc)genie             del

cruzamieDto    indlcadc)   Do   tenia   espc)ras   cc]n   el    feDc)tipo

transfc]rmadc).

7.1   PreseDcia   del   DHA   traDsformante   eD   el   geDoma   de   la   cepa

receptora

Cc)n  el   prc)p6sltc)  de  determinar  la  presencia  de  DHA

transf oz-mnte    en    el    genoma    de    la    cepa    receptDra    se

realiz6       1a       blbridacl6n       de       DHA       plasmldlal :        DNA

cr`c]mos6micc)  de  algunos  transfc)mantes.

En   la   flgura   20   se   muestra   una   autc]rradiografia

del    DHA   de    los   transfcJrmantes   y   el    control    hibridado

cc]n  DHA   del   plasmido   pHC2   marcado   cc]D   132P-al    ATP.

Lc)s    transfctr`mantes    T3.4,      T3.11     y    T3.1     (Fig    20

carr`il   a,   b  y  c  respectivamente)   se  caracterizan  par  la

presencia   de   3   bandas  de   bit)ridaci6D  de  aprc)ximadanente

12,    8,    y   1.4   Kb.    Scm   de   especial   intere§   1as   bandas   de

12   y   1.4   Kb   las  cuales   cc)nigran   con   lc)s  fragnentc)s  Pstl

del   plasnidc]  pHC2   (carril   h).

Considerandc)      el       patr6h      de       baDdas      de       1 os

trahsfc)rmaDtes   se   podria   Sugerlr   al   meDc)s   dc)s   tipos   de

t rams f ormac 1 6 n :
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Prc]pc)rci6n  de  ndcleos  en     los     transfor`mantes     de   H.      crassa.

Cr-uzamientc)

I   T7.4a   x   inv~-A

I   T3.1a   x   inv'-A

*   T3.lla   x   lnv-..A

I   T3.16A   x   inv--.a

**   T31.3a   x   iDv~A

74A   x   inv--a

Relaci6n  de  espcJras      Propc)rci6n  de   ndclec)a
inv+    :    inv."

1:3

1:1

1:1

1:5

1:14

1:1

1    inv.-    :

0    inv.-.     :

0    1nv.--     :

2   inv-   :

6   1nv-     :

0    inv.--    :

1   invl

1   inv+

1    inv..'

1   inv`

1   inv+

1   inv+

(*)      Tran§fc]rmaDte   ccm  pNC2
(**)   Transformante  coo  pNC1
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Figura  20:

Autc)rradiografia       del       DHA       de       los       transformantes
hibridadc)    con    DHA    de    pHC2    narcado   coo    13=P-cxl     ATP:     EI
DHA     crc)nos6nico     (2-4     pg)     de     los     tr`ansformantes     de
NeurosDora   grass_a_   se   digiri6   cc)n   la   endc)nucleasa   Pst   I.
Las   mu-estr`as     se   sc)net,ieron  a   electroforesis  en  gel   de
agarosa     al      0.7%     y     se     transfirierc)n     a     papel     de
nitrc]celulc]sa      pc]r      el      rfetodo      de      Sc]utbern      (Hetc]do.
secci6n     11).      EI     DHA    cromos6nico    se     bibrid6     cc)n    DNA
plasmidial     (pNC2)    marcado    con   3=P.     a)    T3.4;     b)    T3.11;
c)    T3.1i    a)    T3.16;    e)    T7.4;    f)    T3.47;    g)    ihv-y   I)    pNC2
+  Pst   I.
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a)   Transformcl6n  sin   lntegracl6n:    EI   DRA   plasmldlal   se

mntiene     en  forma  extracrc}s6mlca.

b)   Transfornaci6n   con   lntegracl6n:    EI   DHA   plasmldial   se

lntegra  en  el   genc]ma  de   la  cepa  receptc}ra.

Para     distinguir     entre     estos    dos    procesos    se

real izaron         experimentos         de         transf c)rmacl6n         de

Eschericinia   fq||  ccm  DNA  tc]tal   de   lc]s  transfc)rmantes  de

Heurosbc)ra     crassa.      NinguDa     de     las     muestras     de     DHA

ensayadas   dlo   traasformantes   reslstentes   a   amplcillDa,

1o      cual       indicaria      que      el       DHA      Dc)      se      mantlene

extracromc}s6mico.    Otro   resultado   que   apoya   lc)   aDterior

es    el    patr6n    de    baDdas.        A   pesar    que    dcts   de    ellas

cc)migran     con     el     DNA     plasmidlal,      1a     tercera     banda

presente  es  de   nenc)r  tamafio  que   la  banda  de  bibridacl6n

que   se   encueDtra   eD   la   cepa   receptora    (Fig   20   carril

g).    per   lo   tanto   nc)   corresponde   a   la   banda   de   la   cepa

receptora    y   seria    Has    bien   un   productc)    de    digesti6n

difereDte   de   DHA  cromos6mico   .

Si    la    transfctr`maci6n   c)curre   par    integraci6n   del

DNA   plasnidial    en    el    genona   del    huesped,     eDtc]Dces   el

patr6n   de   bandas   de   lc}s   transfc)rmantes   debe   mostrar   al
neDos   la   presencia   del   fragnentc}   Pstl   de   menc)r   tamafic).

El    fragneDto   Pstl   de   1.4   Kb   correspc}nde   a   un   segnentc]

del   plasrido  vect,or   (YRp7)   per   lo  taDto  su   preseDcia  en

la    autorradic)grafia    lndicaria    que    la    transformacl6n

c)curri6   ccm  inserci6n  de   la  molecula  de  DNA  plasmidial.
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En     la     I lgura     21     se     mue§tran     los     eventos    de

recombinaci6h   que   permiten   la   integraci6n   del   gen   inv.

y    del    plasmidc]    vector    y    las    bandas   resultantes   corm

coDsecueDcia    de    la    digesti6n    cc)n    la    eDzima    Pstl.     Los

resultados   de   estc)s  tres   transfc)rmantes  sc}n   compatit>1es

ccJn  una   integraci6n  ligada  coo  duplicaci6n.

Los    transformntes    T3.16,     T7.4    y    T3.47     (Fig    20

carr`11   d,    e   y   f )   presentan   2   bandas   de   bibridacl6n.    La

banda   de    IBenor   tamafic)    (aprox.     10.5   Kb)    comigra   cc)n    la

banda     del     contrc)1.      Este     resultado     sugiere     que     la

integr-aci6n   del    DHA   transformaDte   nc]   c]curre    ligada   al

lc]cus    Inv    y    que    la    lnserci6n    esta    acompafiada    de    al

meDos  dos  eveDtos  de   crossing-over  de  tal   manera  que  el

DNA   vectc)r   nct   se   ihtegra   eD   el   genoma.    En   la   i igura   22

se      esquematizan      lc}s      eventc)s      probables      para      una

transfor-maci6n      no-1igada.    En   la   figura   23   se   indican

los   resultadc]s  esperadc}s  si   la  transfc)rnaci6n  ocurriera

par   reenplazc)   del   alelo   nutante   pc)r   el   alelo   silvestre
I JJ V +.,

7.2   Analisis      de      ligamientcJ      de      los      transformantes     de

NeurDSDora

Se    establecleron       las   relaciones    de    ligamientc]

entre   el   locus   Ihv   y   al-3   para   algunos   transfc]rmantes.

En  la  tabla   15  se  nuestran  los  valores  de  recc)mbinacl6n

obtenidc]s      para      transformaDtes     con     DHA     cromDs6micc]



PB

PB

BP

8PPB

-

G.L. V

92

G.L. V

12Kb

8Kb
I.4   Kb

Figura  21

Esquema  de  los  event.os  de  recombinaci6n  en  la  integraci6n
del  DNA  p'lasmidial  ligada  al  locus  Inv  en  el  grupo  de  li-
gamiento  V   (G.L.V).   Las  bandas   inferiores  representan  los
productos  de  digesti6n  del  DNA  cromos6mico  con   la  enzima
Pstl    (P).   B=BamHI
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~  16Kb       G.L.diferente

~IO.5Kb    G.L.Y

Figura  22

Esquema  de  los  eventos  de  recombinaci6n  en  una  transformaci6n
por  reemplazo     o  disrupci6n  no-ligada  al  locus   Inv   (Grupo  de
ligamiento  diferente  de  GL  V):   Las  bandas   inferiores  represen
tan  los  productos  de  digesti6n  del  DNA  cromos6mico  con   la  en=
zima   Pstl    (P).    B=BamHI.
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~   10.5  Kb
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Figura  23

Esquema  de   los  eventos  de  recombinaci6n  en  luna  transformaci6n
por  reemplazo  ligada  al  locus  lnv.   La  banda.inf'eri`or  represen
ta  el  producto  de  digesti6n  del  DNA  cromos6mico  con  la  enzima
Pstl    (P).      B=BamHI.
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i ineal        de        HeurosDora        crassa.        Lc)s       valc)res       de

recombinaci6n   indican   que   bay   ligamieDto   entre   los   loci

jnv  y   aj-3   similar   al   encontradc)   en   la   cepa   silvestre

74A.         Segdn        estos        resu ltadcJs        el        mecaDismc]        de

transfc)rmcl6n   podria   ser   pc)r   reemplazc)   del   gen  mutante

jntr-   pc)I   su   alelc)   silvestre    (Fig.    23)    c)   pc)r   inserci6n

ligada    al    gen   mutante    JJNr-.    Este    bltlmo   casc)   es   pc)co

prctbable     dado     que     en     los     cruzamientcts     entre     log

traDsfc)rmaDtes    y    la    cepa    silvestre    74A    a    77a    lic]    se

c)bserv6    segregaci6n   del    gen   mutante    Jz]tr-`   cc)a   respecto

de   su   alelo  silvestre.   El   anallsis  se   reallz6   sobre   un

prc)nedict   de   leo-ZOO   espc)fas.    En   la   I igura   24   se   indican

los     resultadc)s     de     liganiento         esperadc)s     para    una

transf ormacl6n   pc)r    reemplazo   cc)n    lc)s   cc]rrespondleates

geDotipc)s   de    las   esporas.    Consideraado   los   resultadc)s

de   ligamient.c)   y   la   frecueDcia   de   transformaci6n   (4-5   x

107)     obtenida    cc)n    DNA    liDeal,     la    cual    es    del    mismo

or`deD    de    nagnitud    que     la    tasa    de    reversi6n    de    la

mutaci6n    jz]tr-    a    jz}v+,     nc}    es    pc)sible    dl§tinguir    entre

estos  dc]s  eventos  geaetlcos.

Lc)s   resultadcts   de    llgamientc)    obtenidc]s   para    los

transfc)rmaDtes      cob      DHA      plasmidial      se      detallan      a

c cJnt i nuac i 6 n .

A.-TraDsformante     cc}n     DNA     de     pNC1.      En     la     tabla     16     se

muestra    uh    ejemplo    para    un    transforlnaDte    con    este

pla§nido       denominado       T31.3a.        Los       resultadc)s       del

cruzamientc)   entre    T31.3a   x    inv|al-3A   indican   que   el
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Receptor

Tronsformonte
por   rcemplazo

I

Tronsformocio'ni
Al-3+

G .L  .   V

G.L.   V

t  (inv+)  I  74A

J
Progenie

t(inv+)   x   inv-A13-A

i
Progenie

A13+             Locus                Al-3

inv+               Locus                 inv

R.E.    100®/a P          P           Fi          R`          -i         "          `         I

FIE.      83-85./®      15-17®/a

Figura  24

Resultados  esperados  en  el  analisis  genetico  de  ligamiento
para  una  transformaci6n  por  reemplazo  del  alelo  mutante  inv-.
c=   centr6mero;   R.E.=  resultados  esperados;   G.L.=   grupo  de
ligamiento;   P=  genotipos  parentales;   R=  genotipos  recombinan-
tes.
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gen   inv~    esta   ligadc]   al    lc)cus   al-3   a   una   distancla   de

15.7     u.in.      La     evidencia     ihmunol6gica     indica     que     el

plasnldc]     pHcl     no    codlf ica    para    un    producto    genico

reiacic}nadc)    cc)n    la    enzina    invertasa,     sin    embargo    el

pla6midc]    puede    traDsfc]rmar    la    cepa    jz2V.    de    Heurc}spc)rEL.

Lc]s   resultados   de   segregaci6n   del   geD   jntr-   se   muestran

en   la   tat>la   17   y  son   compatlt)1es  con  una   transformacl6D

pc)r   supresl6n   del    gen    Jnlr    comc]   se   esquenatiza   en   la

i igura    25.     Sin    embargo,     1c)s    datc}s    ot)tenidos    no    sc)n

suf lcientes   para   concluir   que   el   fragmento   clc]nadc]   en

pNcl   lleva  un  gen  supresor.

8.-Transfc]r`mntes     ccm     DHA     de     pNC2:      Lc}s     transformaDtes

obtenldos     con     este     plasmido     se     denc]ninarc]n     T7.4a,

T3.1a,    T3.1la   y   T3.lea.    Los   porcentajes   de   ligamieDtos

(Tabla     16)     sugieren    que    hay    al    memos    dos    tipos    de

transformantes.

i)    Transformci6n   pc)r   reemplazo   a   inserci6n   no-ligada:

En      este      ca§o      el       gen      lnv+      aparece      segregando

independientemente   del   locus  al-3.   Ejemplc)  de   este  tipo

de   transfcJrmaci6D  son  T7.4a   y  T3.16A.

ii)      Transfor]naci6n     pcJr      reemplazo     c]     pc)r      inserci6n

ligada:    El   porcentaje   de   recombinaci6D   de   16.4%   y   21.2%

(Tabla      16)      iDdica     que      las     combinaciones     alelicas

parentales   en   los  dos   lc}ci   tienden  a   permanecer   juDtas

en   la   prc]genie.    Ejeaplc]   de   este   tipo   de   transformante

son  T3.lla  y  T3.1a.
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Receptor

Tronsformante

I

Transformoci6n

J
A' -3+         inv-

t (inv+)  x  74 A

Productos  mei6ticos

'nv

Fenotipo
inv

Al

inv`

t(.Inv+)   I  inv-A13-A

ffiii
PRB
++-
+-+

Figura  25

Resultados  esiperados  en  el  analisis  genetico  para  una  trans-
formaci6n  por  un  gen  portador  de  una  mutaci6n  supresora  inte±
genica.     Su=  mutaci6n  supresora  del  alelo  inv-.
R=  genotipos  recombinantes;   P=  genotipos  parentales.
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Para  distinguir  entre  una  laserci6D  a  reemplazo  se

determin6       si    eD   el    genoma       del    traDsf ormante   existe

adn   la   cc)pia   del   gen   J])vr...       En   la   f igura   24   se   mlestra

un    esquema         de.   transformaci6n    por    reemplazo    y    log

resultados    esperados    eh    cruzamieDtos    cctn     lag    cepas

prc]badoras .

Eh      todos      log      transformantes      anal lzadc]s      se

encuentran   esporas   inv-.   en   la   progenie,    estc}   iDdicaria

que   la   transformaci6n  c)curre   per   inserci6n   del   gen   JDv.+

sin  perdida   de   la   copia   lnv.-   en  el        genoma  de   la  cepa

receptc)ra.    Si   se   produce     duplicacl6zi   del   gen   Jz]v,    las

coplas    del    gen    deberan    segregar    durante    el    prc]ceso

mei6tlco   que   experimenta      el   cigc)tc)   para   la   formacl6n

de    espc)ras.     En    la    tabla    17    se    mestra    la    r`elaci6D

pc)rceatual   de   espc)rag   inv--   e    inv+    eD   los   cruzamientos

para   los  distinto§  transf ormantes  analizados.   La   I igura
26   nuestra   un  esquema   de   los  eventc}s  de   crc)s§ing-over`   y

las   cc)mbinacicines   al61icas   resultaDtes   ya   sea   para   1)

inserci6n   ligada   al   lc}cus   inv   c}   1i)   iDserci6n   no-1igada

al   lc)cus   inv.    En  anbos   casos  el   gen  iDv-   aparece   ligado

al   1c)cus   al-3    (Ej.    T3.1a).

En     la     I lgura     27     se     muestra     un     esquema     de

transfcJrmaci6n  par   insercl6n  hc}-llgada.   En  este   caso  el

gel   inv+    transformante   se   insertaria   en   otro   grupo   de
ligamiehtc).



A,-3+                   inv-

I

Tronsformoci6n

Al-3+    inv-   inv+

F.+

G.LV      ii)

I

Cruzamiento

GL.V

inv+          AI-3+         inv-

con   cepa   silvestre  74A

Productos   mei6ticos

[1
Pp

R.E.         ~
F;+

ru  40 -50 ./®
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G.LV

Figura   26

Resultados  e.sperados  en  el  analisis  genetico  de  ligamiento  y
segregaci6n  del  gen  inv+  en  una  transformaci6n  por  integra-
ci6n  ligada  al  locus  inv.
c=  centr6mero;   G.L.=  grupo  de  ligamiento;   P=  genotipos  paren-
tales;   R=  genotipos  recombinantes;   R.E.=  resultados  esperados;
F=  fenotipo.
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G.LV
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Locus  Al-3

Locus    inv

29Locus  inv

t(inv+) I  inv-,A13-A

i
Progenie
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Figura  27

Resultados  esperado§  en  el  analisis  genetico  de  ligamiento  y
segregaci6n  del  gen  inv+  en  una  transformaci6n  por  reemplazo
no-ligada  al  locus  inv.
c=  centr6mero;   G.L.=  grupo  de   ligamiento;   P=  genotipos  paren=
tales;   R=  genotipos  recombinantes;   F=  fenotipo.
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8.-Determinaci6D   de    la   ut}icaci6n   del    gen   de    invertasa   en

el   inserto  de  pHC2.

Con   el    prop6sito   de   deterninar   la   ubicaci6n   del

gen  estructural   de   inver-tasa  en  el   inserto  del   plasmido

pNC2,   se   prc)cedi6   a  subclonar  dlferentes  sectores  de   la

molecula.     En    la    figura    28    se    indican    los    sut>clones

cibt e Di dos .

8.1   CoDstrucci6n   del   sut>cl6D   pNC2.1

El      subcl6D     pHC2.1      correspc]nde     a      un     plasmidc)

hibrldo   con   una  deleci6n  Gel   fragmento   Xhol   del   1nsertc]

cromc]s6mico.      En     la     i igura     29     se     esquemtlza      la

estrategia  de  delecl6n.

Cc)n      la      mezcla      de      ligamieDtcJ      se      transform6

E§cherichia   edi  C600  y  se  seleccionarc]n  traDsfor`maDtes

amp`+   y   tcu.    EI   DNA   de   las   cc}lc)nias   aisladas   se   analiz6

pc)r  electrc)foresis  en  geles     de  agarc)sa.   De  ehtre  ellas

se   aisl6   las   que   poseian   un   plasnido   cc]n   un   insertc]   de

tamfio   nenor   que   el   de   pNC2   y   aderfes   se   caracterizara

pc]r   poseer   un   sitio   para   la   enzima   Xbol.    En   la   figura

30   se   muestra   la   electrc}fc)resis       de    lc)s   productc}s   de

dlgesti6n    del    subcl6n    pHC2.1    el    cual    ba    perdidc}    el

fragmeDto    Xbol     interno    del     inserto.     Al     dlgerir    el

plasmidc)    pHC2.1    cc)n    BanHI     (carril    b)    se    c)bserva    una

banda   de   5.8   Kb  que  correspcmde   al   vectc)r  y  que   cc)migra
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Figura  29

Esquema  de  la  estrategia  de  delecci6n  Gel  fragmento  de
re§tricci6n  Xhol/Xhol  Gel  plasmido  pNC2.   DNA  de  ¥Rp7

cerevisiae   (             );   DNA  de  N.   crassa===);    DNA   de   S
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Figura  30

Electrofc)resis  eD  gel   de   agar`osa  de   lc)s  productos  de   la
dlgesti6n    del    DNA    del    subcl6h    pHC2.1    y    del    plasmido
pNC2:    EI   I)NA   plasmidial   ot)tenidc)   per   mini   preparaclones
de       DHA       (net.odos,       seccl6n      6.1.2)       se       trat6       con
endonucleasas     de     restricci6D.      Lc}s     prc]ductc)s     de     la
reacci6n   se   analizaron   pcJr   electrofc]resls   en   geles   de
agarosa   al    0.7°/..    a).    d)    y   g)    DNA   del   bacteri6fagc)   ^   +
Hind     Ill     t>)     pHC2.1     +    Banll     I,     c)     pHC2     +    BanH     I,     e)
pNC2.1   +   Xho   I,    I)   pHC2   +   Xho   I.    0=   origen  del   gel.
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cc]n   la   banda   de   menc)r   tamafic)   generada   par   digesti6n   de

pNC2   con    la   misma   enzina    (carril    c).    Al    comparar   los

insertc]s   de   ambos   plasmidc}s   se   observa   que   pNC2.1   pc)see

un   inserto   de   menc}r   tamafio   que   pNC2.    Al   digerir   el   DNA

de   pNC2.1   cc)n   Xhc)I    (carril   e)    se   genera   una   sctla   banda

de    9.6    Xt>   que    lndica    que    la    molecula    de    DNA   pc]see    un

sitio   para   la   enzima   Xhc)I.    En   el   carril   I   se   muestran

lc)s   prc)ductc)s    de   digestl6n   de   pHC2   cc)n   Xbc)I.    La   banda

adicicmal   de  menor  tamafio  es  la  delecic)nada  en  pHC2.1.

8.2      Cc}nstrucci6n  del   subcl6n  pHC2.3

El       subcl6n      pNC2.3            se      obtuvc}      mediaDte      el

subcloheamientc)   del    fragmeato   BamHI/BglII    (1.5   Xb)    del

i nsertc)       de        DNA       cr`omos6micc}       de       Heurc)st]ora.         Log

plasmidos    pNC2.2     y    pHC2.4     no    se     obtuvieron    en     lc]s

ensayos   de   subclc)neamiento.    En   la   I igura   31   se   muestra

un  esquema  del   subclc)neamiento  molecular.

En   la   I igura   32   se   muestra   la   electrc)I c]resis   de

los   prc]ductos   de    digesti6n   del    insertcJ.     El    fragmentci

BglII/BamHI   de   0.2   Kb   nc}   se   detect6   en   el   gel   det>ido   a

su   tanafic]   reducido.   La  caracterizaci6n  de   los  plasmidos

recombinantes    se    r`ealiz6    mediante    electroforesis    en

geles    de    agarc)sa.     En    la    I igura    33    se    muestran    los

prc)ductc)s     de     dlgesti6n     del     subcl6D     pNC2.3a.      En     el

carrll   a   se   muestra   el   subcl6n  pHC2.3a  dlgerido  ccm   la
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Figura   31

Esquema  de  la  estrategia  del  subclonado  de  los  fragmentos
de   restricci6n   BamHI/   8g111   y  8g111/8g111   de   pNC2.   DNA  de
YRp7    (===);    DNA   de   N crassa  (±).
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Figura  32:

Electrof oresis    en    gel    de    agarc)sa    del    insertc)    de    DNA
cromos6mico   de    HeurosDc]ra    crassa:    EI    DNA   del    plasmidc)
pNC2    se    digiri6    con-  1a    endonucleasa    de    restriccl6n
Bamlll   y   §e   someti6   a   electrofor`esis   en  agarosa   de   bajo
puntc)   de   fusi6n.    La  banda   cc)rrespondlehte   al   inser`tc)   de
DNA   crc]mc}s6mico   se   extrajo   par   CETAB   y   se   digiri6   cc)n
la   endonucleasa   8g1    11.    Los   prc)ductos   de   digesti6n   se
sometierc]n   a   electrc)fc)resis   en   agarosa   al   0.7%.    a)    DNA
del   bacteri6fago   ^   +   Hind   Ill,    b)   y   c)    insertc)   de   DNA
cromos6mico   de   H.    c2rassa   del   plasmidc]   pNC2   tratado   cc]n
88111.
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Figura  33:

Electrof c]resis   en   gel    de   agarosa   de    lcJs   productc)s   de
digesti6h    del    DHA   del    subcl6n    pNC2.3a    y   del    plasmidc]
pNC2:    EI   DNA   plasmidial   c}btenido   pc)r   mini   preparacic]nes
{Hetodos,    secci6D   6.1.2)   se   trat6   cob   endonucleasas   de
restricci6n.   Los  prc]ductc)s  de   la   reacci6n  se  sonetieron
a     electrofc)resis     en     geles     de     agarc)sa     al     0.7%.      a)
pNC2.3a   +   Xbc]    I,    I))    pNC2.3a   +   Sal    I,    c)    pHC2   +   Sal    I   y
d)    DNA   del    bacteri6fago   ^   +   Hind    Ill.    0   =    c)risen   del
gel.
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endc]nucleasa   Xbc)I.    Se   observa   una   sc)1a   bancla   de   7.3   Kb.

Esto   indica   la   presencia   de   un   sitio   para   esta   enzima.

La    restricci6n    del     plasnidc}    cc}n    la    enzima    Salt     Dc)a

revela   ia   presencia   de   2   sitlos   de   reconocimiento   para

esta  endc}nucleasa   (carril   b)   Los   fraglnentos  .resultantes

(5.8   y    1.5   Kb)    permiten   determiDar`   1a   oriehtaci6n   del

lnserto.   En  este   casc)  se   orienta  de   igual   lnanera  que  en

el    plasmldct    origiDal    y    se    design6    coma    pNC2.3a    para

distinguirlc]           del      plasmidc]     pNC2.3b     que      lleva     la

c]rieDtaci6n  opuesta.

8.3   Construccci6n  del   subcl6n  pHC2.5

El     subcl6n     pHC2.5     correspoDde     a     un     plasmldo

recc]mbiDante    que    lleva    el    fragmeatc]    Xhol    del    inserto

crc]ms6micc)   de   pNC2.    La   I igura   34   muestra   lc)s   prc]ductos

de    restrlcci6n    del    subcl6n    pNC2.5    comparadc)s   cc)n    log

c]t>tenidc]s   con   el    plasmidcJ    origiDal    pNC2.    La   presencia

de     la     banda     de     O.8Kb    en    el     subcl6n     cc]nfirma         el

cloneamiento   del   fragmento   Xhc)I   del   inserto   comos6mico.

En   la   f igura   35   se   muestran   los   resultadc)s   c]btenidos

para     el      subcl6n     en     ambas     orieDtacioDes:      directa,

pNC2.5a   (carril   d  y  i);   e   inversa.   pHC2.5b   {carril   g).
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Figura  34:

Electrof c)resis   en   gel    de   agarosa   de   los   productos   de
digesti6n   del    DHA   del       subcl6n   PNC,2.5    y   del    plasmldo
pNG2:       EI      DNA      purif icadc}           por      mini      preparaciones
(Hetodos,    secci6n   6.1.2)   se   trat6   cc]n   endcmucleasas   de
restricci6n.       Lc]s      productos      de      la           reacci6n      se
sc}metlercm   a   electroforesis   en   gel   de   agarosa   al   0.7%.
a)      DNA     del     bacteri6fagcl     }     +     HiDd     Ill,      patr6D     de
migracl6n   para   los   carriles   b   y   c;    b)   pHC2.5   +   gal    I;
c)    pNC2    +   Sal    I;    d)    pHC2.5    +   BcoR    I;    e)    pNC2    +   Eec)R    I;
I)    pHC2.5   +   8g1    11    y   g)    DHA   del    bacteri6fagc)   }    +   Hind
Ill.   0  =   origen  del   gel.
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Figura  35:

Electrof oresis   en   gel    de   agarc)sa   de    los   productos   de
digest.i6n   del    DNA   de   los   subclc]Des      pHC2.5a,    pNC2.5b   y
del       plasmidc]       pNC2:        EI       DHA      purificadc]       For       mini
preparaciones     (Metodos,     secci6n    6.1.2)     se    trat6    con
endc)nucleasas     de     restriccl6D.      Lc)a     prc)ductc}s     de     la
reacci6h    se    somftieron    a    electrofc)r`esis    eD    geles    de
agarosa   al    0.7%   a)    pHC2.5a   +   Ecc]R   I,    b)    pHC2.5a   +   EcoR
I,    c)    pNC2.5b   +   Ecc]R    I,    d)    pNC2.5a   +   8g111,    e)    pNC2   +
EcoR   I,    I)   pNC2.5a   +   8g111,    g)   pNC2.5b   +   8g111.
0  =  c)risen  del   gel.
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La     cepe     ml7A     de     Sacchar.c}nyceE     cerevl§1ae.    6e

transform6    con   DNA   cle    lc}s   subclones   ot>tenidos   de   pHC2;

Se    seleccionaron         transfc)rmahtes    prc)tc)tr6f lco§    para

tript6faDc].    Lag   cc]lonias   selecclc)nadas   se   prc)barc)n   para

actividad  de   invertasa.    En   la  tabla   18  se   nuestran   los

resultadc)s     Dbtenldos     para     lc)s     diferentes     plasmldc)s

r`ecombinantes.    El   subcl6n   pHC2.5   ccmserva   la   capacidad

para     transformr      la      cepa      suc°     en     SUC',      y     es
independiente        de        la        orientaci6n        del        1nserto

c r cines6 nd c o .
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TAB1,A    18

r`ansf c]r]maci6D  de  a.   cerevisiae  rml7A  con  DRA  plasnidial

Tamafio  Molecular               Transf ormantes  lnv-
( R- b )

sin   DNA

pNC2

pNC2 .  1

pNC2 . 3a

pNC2 . 5a

pHC2 . 5b

Log  esf eroplastcis  de   la  cepa  ml7A  se  transf ornarcm  con  1-2  ug
de    I)h'A    plasmidial.     Lc]s    transformantes    se    seleccic]haron    por
prc]totrc)fia  para  t,ript6fanct  y   luego  se  prc)baron  para  actividad
de     invertasa.
+  =  reacci6D  de   invertasa  positiva
-  =  reacci6n  de  invertasa  negat,iva.



I)  I  S  C  U  S  I  0  I

1.-CloneamieDtc]  del   gen   inv.

Un   procedimleDtc]   para   clcmar       geDes   de    HeuroEpora

c2rassa             es      nediaDte      complelnentaci6n       funcic)nal       de

mutaclones   especiflcas   de   Saccharc]nyce§   cerevlsiae.           A

partlr   de   uDa   poblaci6n   de   DHA   croms6mico   de   HeuroEpc}m

insertadc)      en      un      vector      de      levadura      rue      posible

seleccic)mar     un     gen     relacionadc)     coo     la     sintesis     de

iDvertasa.

Para    el     cloneamientc)    mc)1ecular    del     gen    inv+    de

Ne  rosDt]ra  crassa  se  utiliz6   una  genoteca  cc}nstruida  en  el

plasmido   YRp7.    Este   plasmidc)   es   un   bibridc]   entre   DNA   del

plasmidc]   bacterianc]   pBR322   (Bolivar   et  aJ,    1977;    Balbas   et

al,     1986)    y   DHA   crc]nos6micc}   de   Saccharc]nyces   cerevlslae.

El      plasmido     vectc]r     posee     dos     genes     de     resistencia

bacteriana     del     pBR322     que     permiteD     la     selecci6n     de

transformntes       en    Escherichia    fq||.    El    gen    trp-1    de

levadura     pernite     la     seleccl6D     eD     a.      cerevl§1ae.      La

presencia   de   la   secuehcia   are-1   permite   que   el   vector   se
replique     aut6nomamente     en     levadura      (Tschumper     et     aJ,

1980) .

El    gen    fue    clc)nadc)       por   cc]mplementaci6D    genetica

funciohal    de    una        mutaci6D   sucC'       de    levadura.     La    cepa

receptora   ml7A  de   a.   cerevl€1ae   lleva  dos  mutaclcmes  que

118
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son    necesar`ias    para    el    cloneamientc):     trpl       y    suc`'.     El

defectc]     en     la     bic)sintesis     del     tript6fanc}     puede     ser

complemeDt.ado    per    el     gen    Trp1+     presente    eD    el     vector

plasinidlal   YRp7    (Fig.    7).    La   nutaci6n   sucC'   indlca   que   los

alelc]s      negativc)s      scm      de      origen      Datural      y      permite

distinguirla  de   lag  mutantes  Degatlvas  inducidas  derivadas

de     genes    sue+     activc)s    de     labc}ratc}ric}     (Carlson     et    aJ,

1980).    Se   desccJnoce   la   naturaleza   de   los   alelc)s   negatives

de   este   gen,    ya   que   el   dnicc)   gen   silencic)so   de   invertasa

en  Saccharonyces  cereviEia±  e6  suc2C'.   Lc)s  alelos  Degatlvos

sucC'     de     lc)s     c)tros     genes     SUC     nc)     contieneD     secuenclas

bomol6gas  a   los   lc)ci   SUC   (Carlsc)n   et  aj,1983).

Siendo    HeurosDora    y    Saccharc]myces        bc]ngos    de    la

clase   Ascc]mycete,   es   posible   esperar   que   ant)os   c]rganlsmos

posean     funcic)nee     genicas     similares.     En     particular     se
conc)ce     que     estc)s    dos    eucariontes    pr`oducen     una    enzima

extracelular   (inver-tasa)   responsat)le   de   la   bidr6li§is   del

eDlace   8-fruct6§idc)   de   azucares   coma   la   sacarc)sa.    Per   lc]

tahtcJ,    una   alternativa   para   la   selecci6D   de   este   gen   es

mediante   la   complemfntaci6n   de   la   mutaci6n   clef iciente   en

invertasa   (sucC')   de  Saccharonvces  cerevisiae.

Ademas   de    las   ventajas   mencic}Dadas,    el    sistema   de

transformaci6n    de    levaduras    constituye    una    alternativa

interesante  para  el   cloheamientc)  de  genes  ftingicc)s     debidct

a  i)   las  relaciones  filogeneticas  entre  los  organismos,   se

espera            que      haya      sinilltud      eD      los      sistemas      de

transcripci6n   y   de   traducci6n,    y   ii)   a   la   disponit)illdad
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de    una    gr`an    variedad    de    plasmldos    r`ecombinantes         cc]n

replicaci6n   aut6nc]ma   en   levadura,     (Stlncbcc)mb   et   a2,    1979;

Str-ubl    et   aJ,    1979)    lo   cual    permite   rescatarlc]s   para   su

amplif icaci6n    y        comparar    su    expresi6n    en    un    sistena

bacterianc)  cc)mc)  Escheri.cbia   £Q|i.

Hasta    abcJra    no    se    utilizado    una    estrategia    de

cloDeamieDtc)   de   geDes   de   I.    crassa     eri   Sacchart]m.vces,    ya

que      algunc)s   genes   de   levadura   comc)   trpl,    bis3   y   leu2   no

6e   expresaD  eh  eD  HeurospQra.   Sin  embargo,   el   geD  pyr  4   de

I.    crassa   se   expresa   eD   a.    cerevislae   atin   cuaDdc)   el   gel

ura3   de   levadura   nc)   es   funcional   en   H.    crassa.     (Ballance

et   aj,1983).

Estos   aspectc)s   sc)n  muy   impc)rtantes  cuaDdc}   se   disefia

una       estrategia       de       clcmeanientc)       directc) ,        nediante

complemeDtaci6D   genica,    ya   que   bay   genes   eucari6tlcos   que

pc]seen      intrones,       1c}s      cuales      deben      ser      procesados

correctanente   para   que   den   un   productc]   genicct   funcic)nal.

Del    mismo   mc]do,bay   prc)ductc)s   g6Dicc]s   que   requieren   de   un

prc]cesamientci      postraduccic)nal,       come      ocurre      con      las

exoenzimas    glicoprc)teicas    (Esmofl    et    aJ,     1981;     Hc]vick    et

aJ,    1981;    SchekmaD,1982).

La    transfc)rlliaci6n    geDetica    de        Saccharc]mvces    ba

permitido     el     cloneamiento     exitosc)     de     genes     tahtc)     de

levadura   comc]   de   c)trc)s   eucaric)ntes       (Nasmytb   et   aj.    1980;

Henikoff    et    aJ.     1981).     Estc)s    resultadc)s    indican   que    la

utillzaci6n   de    levadura    cc)mo    tambien   de    algunos   bongos

fllameDtc)sos   prc)porcionan   un   sistema   alternativo   para   el
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clc]neamientc]     de     genes     que     ccJntrolan     la     sintesis     de

91icoproteinas    ya     que     la    adici6n    de    carbobidrato    al

pc)lipeptidct   y   lag   vias   de   secreci6n   eh   levaduras   parecen
ser   similares   a   la   otrcJs   euca±icJtes   superiores   (Hitzeman

et  aJ,1981).      Sin  embargo,   bay  evidencias  que   indican  que

el  sistema  de  levaduras  no  siempre  permite  la  expresi6n  de

genes   eucari6ticos.    AUDque   ncJ   es   claro   cuales   serian   las

causas,    1a   barrera   para   la  expr`esi6n  de   genes  beter6lc}gc)s

pc]dria    atribuirse  a  la  presencia  de  secuencias  intr6nicas
(Beggs   et   al   1980).    Sin  enbargc],    Saccharonyce§   cerevi§iEle

pc]dria     tener     un     sistema     de     procesamiento     de     REAs

mfnsajeros     ya   que   se   ha  encontrado   que   el   gen  de  actina

de   levadura   cc)ntiene   una   secuencia   intr6nica    (Gallwitz   y

Sures,    1980).     Igualmente   se   ba       demcJstradc)   que   levadura

puede   procesar   cc]rrectamente   el    intr6n   del   gen   para   la
histc]na  H3   de  Heurc]sDora   (Woudt     et  al,1985).

Obviamente   la   cc]nplementaci6n   genica   de   nutacic]nes

bacterianas        cc]nstituye    el    mecanisnc]    de    selecci6n    mss

directo  de   un  gen.   Sin  embargc],   para  el   casc)  del   gen  inv~

este     prc)cedimientcJ     no     se     pudcJ     utilizar     ya     que     en

Escber  cbia  £±|i  ncJ  bay  expresi6n  de  este  gen  eucari6ticc].

Bs   prc]bable   que   las   celulas   procari6ticas   nc]   reconc)zcan

las   sefi.ales   de   ccJntrol      para   la   expresi6n   fisic)16gica   de

genes     eucari6ticc)s.      Lc]s     RHAs     mensaJeros     eucari6ticc)s

difieren  de   lc)s  prc)cari6ticc]s  en   1o   que   se   refiere     a   la

estr`uctura  del   nRRA,   al   procesamiento  de   lc]s  productos  de

transcripci6n   y   al   prcJcesD   de   iDiciaci6n   de   la   sintesis
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prctteica    (Kozak,     1983).        A   este   respecto,    las   levaduras

parecen   prc)porcionar   iih   ambiente   natural   nas   apto   para   la

expresi6D      de      RNAs      mensaJerc}s      eucariontes.       Lc]s      RNAs

nensajerc]s     de     levadura     experimeDtan     poliadenilaci6n     y
"capping"   de   mc]dc]   semeJahte   a   otros   eucariontes   y.  tambien

pc]seen     un     mecanismcJ     que     permite     el     prc)cesamientc)     de

intrones      ("splicing").      Log     buespedes     de      clctneamientc)

procari6ticc}s    cone    EEcberlchla    fpli    careceD    de     estos
mecanisnos   de   procesamientos   Per   lo   cual,    Do   siempre   es

pc}si ble       consegu i r       que       genes       ex6geDCJs       cc)mplementen

nutaciones  bacterianas.

Por   esta   raz6n,    1a  mayc]ria  de   lc}s  genes  clc)nados  en

Escher`icinia   QQ|i  nc]   pueden  producir  una  enzima   fuDcicinal   y

par   lc]   tantc],    nc)   son   detectados   pc)r   rfetodos   de   selecci6n

que         utilizan         la         cc)mplemeDtaci6n         genetica.          En

aprc]ximadamente     el     25%     de     los     casc)s     de     clc)neamiento

mc]1ecular       de       geDes      de       hcmgos,        se       encuentra       que

complemeDtaD  uDa  "tacl6n  de  Escbericbla  call     (Ratzkln  et

aJ,    1977;   Strubl      et   aJ,    1976;   Clarke      et   aJ,    1978;    Vapnek

et    aJ,     1977;     Keesey    y   DeHc}ss,     1982;     Buxtc]n    et    aj,     1983;

Smarrelli      et   aJ,    1982).    Sin  embargo.    estcJs   cases   son   mas

bien   uha   excepci6n,    en   general   se   ba   requeridc]   de   rfetc)do

indirectos  para   el   clc)neamientcJ  de   genes  fdngicc)s  comc]  sc]n

la   utilizaci6n   de   DNA   cc)mplementario    (CDNA)     (Boel       et   aJ,

1984)      u      oligonucle6tidc]      sihtetico      usadc]      coma      sonda

radiactiva   (Kinnaird  et  aJ,1982).
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En    el    pr`esente    trabajc)    ,     los   plasmidc]s   descritos

coDtieDeD   DHA   geD6mlcc)   de   HeurospDra   crassa   y   cc}mplemeDtan

lag   cepas   de    a.     cerevisiae    y   H.    crassa   qile    carecen   de

invertasa   funcional.    Es   muy   probable   que   el   fragmento   de

DNA   de   Heurc)spc)ra   de   7.6   Kb   lnsarto   en   pHC2,    lleve   el   gen

estructural     de     invertasa.      Sin     embargcJ,      es     impc]rtante

establecer  que   la  complementaci6n  es  det)ida  a  la  expresi6n

del    gel   I dDgicc)   y   nc]      a   alguna   clase   de   supr`esi6n   de   la

funci6n   defectiva   del    bu6sped.        Esta   posibilidad   podria

prc]barse    ensayando     la    enzima    de     la    cepa    de     levadura

transformada ,       y      demostrandc)      que      ti ene      las      mismas

prctpiedades   fisicas   de    la   eDzlna   de   Heurc}Eipor.a   y   DCJ    las

correspoDdiente   a    la   eDzima   de    levadura.    Esto   dltimc)   se

cumple   para   el       plasmidc)   pNC2    que    muestra    una   reacci6n

cruzada   con   el   antisuerc)   anti-invertasa,    no   asi    para   el

plasmido   pNcl   en   cual      ncJ   se   observa   la   presencia   de   un

prc]ductc]     genico      inmunc]16gicamente      relacionado     con      la

invertasa  tie  NeurosDc]ra.

Otr`c]      aspecto   interesante   del   clcmeamientc)   del   geD

inv-   de   Neurc]soora   es  que   el   DNA  clonado,   aparentemente   se

expresa   independiente   de   la   orlentacion   que   tenga   en   el

vector   de   clcmadc)   come   se   demuestr`a   por    la   capacidad   de

transformar  mutantes  sucC'   a   SUC4   par   los  subclones  pNC2.5a

y   pNC2.5b   (Tabla   18).    Estc)   estaria   indicandc)  que   el   geD  se

expresaria     a     partlr     de     un     promotc)r     presente     en     el

fragneDtci    crolros6nlco    de    Heurc]spprji,     y    nc}    requlere    de

secuehcias  del   vector  para   su   expresi6n.   Este   fen6meno  ya



124

se   ba   c7bservado  pare   c)trc)a   genes   de   Heurc]§pc)ra  que   se     ban

clc)nado    en    sistemas    bacterianos,     cc)mc}    pc)r    ejemplc}    pyr-4

(Buxton   et   aJ,1983).    Aunque      los   prc]mc]tores   dLe   levadura   y

NeurDSDDra       no   sean   necesariamente    identicos,        el    becho

que    el    gen    i.nv+    se    expr`ese    en    levaduras    Decesarianente

impllca   que   la   RNA   pc)limerasa   de   levadura   y   el   sistema   de

siDtesis  prc)teica   son   capaces  de   reconocer   las   sefiales  de

coDtrol     apr`c}piadas    para     la    traDscripci6D    y    traduccl6n

pr`ecisa   del    nensaje    fdngico.    Tambien   es   prcJbable    que   el

pr-c]cesc]   de   glicosilaci6n   y   reccJnc)cimientc)   de    las   sefiales

de  excreci6n  sean  funcionales  clurante   la     la  expresi6n  del

gen  clonado  de  invertasa.
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Los    resultados    obtenidc)s    en    este    trabajc)   muestran

que   la   transfc)rmaci6n  genetica   de   Neurc]sDc]ra   crassa   con   DNA

plasnidial   ctcurre   cc)n  baja  frecuencia  y  que  el   mecanismo  de

transf or`maci6n   invc]1ucra   eventos   de   recombinaci6n   genetica

bc]m6lc]ga     y     no-bom6loga.       El      analisis     geneticc]     de      lc]s

transfc)rmantes   y   lc]s   experimentc)s   de   bibridizaci6n   DHA:DHA

sugieren   que    el    DNA   dadc)r   puede    integrarse   en   mas   de   un

sitic)   en   el   genoma   receptor,    ya   sea   i)   adyaceDte   a   ligado

al    lc]cus    inv   c)   ii)    nc)-ligadc)   al    locus   inv,    es   decir,    en

Dtrc)   grupc}   de   liganiento.    El   gen   jnv  de   HeurDSDora   crassa

esta   normalmente   ubicadc)   eD   el   grupc)   de   ligamleDtc]   V   a   16

u.in.       del      locus      al-3.       Analizandc)      los     porcentaJes     de

recctnbiDaci6n    entre    estc)s    loci     se    observa    que    algunc]s

transfc)rmantes   tienen   un   gen   inv+   Dc)   ligadc)   al   locus   al-3.

Estc)s   resultados  pc)drian  corresponder   a   la   integraci6n  del

gen    inv+    en    c)trcJ    grupc)    de    ligamiento,     a    bien,     en    una

pc]sici6n     lejana     del     lc}cus     al-3     en     el     mismo     grupc]     de

ligamiento.   Ejemplo  de  este   tipo  de  transfc)rmante   es  T3.16A

en     el     cual     el     gen     inv+     apar`ece    segregando    de     manera

indepeDdiente   de   al-3   dandcJ   un   46.7%   de   recombinaci6Ii.    Del

mismc}   mc]dc)   en  cruzamientos   cc)n  el   tipc)   silvestre   se   c}t>tiene

un   26.4%   de   espcJras   iDv.~.    En   la   figura   26   se   niiestran   los

genc]tipc)s   recc)mbinantes   prc)puestos   para    la   progenie,    log

cuales  serial  el   resultadc}  de  permutaci6D  cr`c)mc]s6mica.
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Cuandc]       1a      recombinacl6n             ocurre      en      regicmes

bc)m6lc)gas   generalmente   no   va   acompafiada   del    reemplazo   del

gen    inv-    pc]r    inv+,     siDo    que    frecuentemente    se    prc)ducen

duplicacic]nes    en    el     genoma.     Estas    dupllcaciones    pueden

detectarse    pc]r    segregaci6n    de    log    genes    duplicados.     En

cruzamientos    entre    lc)s    transformantes     (inv+)     y    la    cepa

silvestre    74A    geDeralmente    se    aislarc)n    esporas    lnv-.     La

pr`esencia   de   dicbas   espor-as      indica   que   el   gen   lnv-       adn

permnece   en  el   genoma  del   transfc}rmante.   Dicbo  gen  segrega

duraDte   el    proceso   lnei6tico   que    lleva   a   la   formaci6n   de

esporas  geDeticamente  baplciides.

La   ubicaci6a   del   gel   iDv+    se   determln6   a   partir  Ude

la   frecuencia  de  segregantes  inv-.Si   el   gen  inv.+   clc}nado  se

lnserta     cercano     al     gen     inv`-.      de     la     cepa     receptora,

encontraremc]s     un     reducido     porcentaje     de     recc)mbiDaci6n

entre    lc)s   geDes   inv   duplicadc}s.    Pc)r   ejemplc),    el   resultado

obteDidc]   en   el   cruzaniento   entre   el   transfc)rmante   T3.1a   y

el   dc]ble   mutante   inv.-,al-3A   Dc]s   indica   que   el   gen   iDv+   se

encuentra   a   21.2%   (Tabla   16).    Segdn   estc),    el   geD   IDv+   puede

teDer   2   ubicacic]nes   pcJsibles   respecto   del   gen   al~3   come  se

muestra    en     la     I igura    25.     En    un    cruzamieDtc)    eDtre    el

transfc]rmaDte   T3.1a  y  el   tipc)  silvestre,   el   gen  inv.-  debera

segregar   cc]n   respectc)   a   inv-+.    Las   espc}ras   inv.-`   representan

la   mitad   de    los   recc)mbinantes,    ya   que    la   citra   mitad   es

indistinguible     fenc)tipicamente     de     los     parentales.      Los

resultados   para   este   cruzamientc)    (un   3'/a   de   esporas   inv..-),

lndican   que   los   dc)s   genes   estan   ligados   a   una   distancia
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aprc)ximda    de    6    u.in.    Esta   deternlnaci6n   de    la    distancia

entre   lc)s   dc)s   genes   coDcuer`da   cc)n   la   estimaci6n     calculada

par   sustracl6D  de   la  distancia   de   ligamientc)  al   lc}cus  al-3,

para   cada   unc)  de   log  genes   jDv   (Fig.    25).

Pc]r    el    cc}ntraric)   cuandc)   el    evento   de    recombinaci6n

se   produce   pc]r  reemplazc)  del   gen  mutante,    la  prc)genie  de  un

cruzamieDtc)   entre   un   transf c)rmante   pc)r   reemplazc)   y   la   cepa

silvestre   74A   invariablemente   clara   un   100%  de   espc]ras   inv+.

Este   resultadc]   se   encc)ntr6   para   el   casc]   de   transf ormantes

con    DNA    lineal.     Sin    embargc),     una    situaci6n    similar    se

observaria   si   se   tratase   de   reversi6n   geDica.    Es   dificil

pc)der    discriminar    la    c)currencia    de    estos    dos        eveDtos

geDeticc]s    con    lc]s   resultadc)s    obteDidos,    debidc]   a   que    la

cepa   receptora  tiene   una   frecuencla  de  reversi6n  similar  a

la   frecuencia  de  traDsformaci6n  cc}n  DHA   liDeal.

Los   resultados   de   transf ormaci6n      obtenldc)s   cc}n   DNA

plasmidial        muestraD       que        generalmente        se        prc)ducen

inserciones   no-1igadas.    Si   estos   eventc)s   scJn   frecueDtes  en

HeurosDora,     es    posible    sugerir    que    la    tr.ansfc)rmaci6n    nc}

requier`e   de   alta   bc)nolc)gia   para   que   ocurra   la   integraci6n.

Paiett,a     et     aJ.       (1985b)     utillzando     el     gen.   qa-2+     para

transfor-mr     NeurosDora   c}t)serv6   que   s6lanente   en  el   10%  de

lc]s   casc)s   la   integraci6n   ocurre   en   regic}nes   hc)m61ogas.    Sin

embargc),   es   probable   que   la   frecueDcia   cc)n  que   ocurre  cada

unc]   de   estos  eventc]s  varie   segdn  sea   el   gen  en  estudic],   es

decir,   un  gen  podria  tener  distintc)s  sitlos  de   integraci6n

simplemEnte   par   las   secuencia   nuclec]tidica   de   I lanqueo  que
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acc]mpafian    al     gen.      Un    casc)     tipico    es    el     gen     leu-2     de

levadura   (HiDnen   et   aJ,1978).

Aunque       el       mecanismc)       de       integraci6n       del       DHA

transf c]rmante       es      desconocido,        la      recomb.inaci6n      par

int,egraci6n   requlere   de   al   menos   un   eventc)   de   "crossing-

over"   el   cual   permite   la   ihserci6n   cc)mpleta   de   la  molecula

de     DNA     transformaDte.      Sin     embargc),      c)tros     eventos     de

recombinaci6D   puedeh   ocurrir      sin   que      el   DNA   del    vectc)r

YRp7       est6   integrado   en   el   genoma.    Estc)   sigDifica   que   la

recombinaci6n  debi6   ocurrir  mediante  dos  "crossing-over.. ,   a

bien  c)curre  uDa  excisl6D  pc)ster-ior  del   DHA  del   vector.

En  algunos   cases   el   DNA   transf ormahte   se   integra   en

regic]nes   no-ligad.as   al   locus   original.    Este   feD6Inenc)   se   ha

c)bservadc]   para   el    casc}   del    gen   qa2`        (Case    et   aJ,     1979;

Rossier`        et    aJ,     1985)    y    el    gen    am+    que    codifica    para

91utamato    desbidrogenasa     de     H.      crassa     (Paietta     et    aJ
1985b).   En  general   1a   integraci6n  nc}-bom61oga  parece   ser  un

feh6meno   comdn   en   los   bongos   I ilamentc}sos.    El   analisls   de

traDsforlnaDtes   de   PeDlcllli+in   ChryEclge]1uE   ccm   el   gen   trpc

(Sancbez   et   aJ,    19S7)   y  de   A§.pergill]is.  nidulaflE   coo   el   gen

amds    (Tilburn   et   aJ,    1983)muestran   eventc)s   de   iDtegraci6n

en  c)tras  regic)nes  del   genoma  de  estos  bongos.

Esto   plantea   necesariamente   un   problema.    Si    el    DNA

transfc)rmante    se    integra   eD   un   sitic)   Duevo,    entc]nces   un

fragmeDto  de   DNA  receptor  Pc)dria  perderse  cc)mo  consecuencla

de   la   inserci6n   par   dobles   "crossc)vers".    Si   efectivamente

fragmentos   de   DNA   se   pierclen   coma   cc)Dsecuencia   del   proceso
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de   integraci6n   ,   entonces  se  pc)dria  esperar`  que     la  nayoria

de     lc)s    eventos    de     transfc)rmacl6n    sean    letales.     Si     se

cc]Dslder`a      que      en     Hfiir.pspora     crzissEi      la     traDsf ormacl6D

geDetica   c]curre   generalmente.   par   recombinaci6n   en   regic)nes

no-bom6loga,       entonces      no      es      rarc)      encc)ntar      un      altc]

porcentaje   de   transfc)rmantes   abc)rtivos   y/c)   transformaDtes

con   fertilidad   reducida   cuya   progenie   tiene   un   altc)   ndmerc)

de  esporas  nc)-viables.

Hasta     ahora     se     descc]noce     la     naturaleza     de     lc)s

procesos  de   integraci6n  del   DNA  transformante.   SiD  embargo,

analizandcJ   los   eventos   de   "crossing-c]ver"   hecesarios   para

explicar     lc]s     resultados     del     analisis     genetico     y     de

bibridaci6D,    se   pc)dria   sugerir   que   la   transformaci6n   puede

lnduclr   la  ocurrencla  de  arreglos  crc}nos6nicos  que  c)riglnan

delecic)nes   y   duplicaciones.    Estos   cambios   cronos6nicc]s   se

caracterizaD    pcJr     un    descenso    en     la    viabilidad    de     la

progeDie.    Lc]s   resultadcJs   obteDldos   eD   Heurospora   crassa   eD

los     cruzamientos     entre     lc)s     transformantes     y     el     tipc)

silvestre,   indican  que   la  progenie  tiene  un  altc]  pc)rcentaje

de  esporas  no-viables.   Cc)nsiderandc)  estc)s  resultadc]s,   nc)  se

puede    descirtar    que    lc)s    eventc)s   de    transfc)rmaci6n   esten

asociados  a   mutacic)nes  crc)mc]s6micas  especialmente     del   tipo

deleci6n  c]  duplicaci6D.

Otra    caracteristica    del    proceso   de    traasformaci6n

genetica    es    que    esta    puede    ocurrir    mediante    eveDtos    de

integraci6n   mdltiple   en   uh   nticleo    (Paietta   et   aJ,    1985b).

El   analisis   de   ligamientc)   y   de   segregacl6n   genica   de   lc]s
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transf ormntes  sugiere  que  estc)s  se  prc)dl]cen  per  eventos  de

integr`aci6n      dnicc)s,       aunque      nc)      se      pucle      descart.ar      la

presencia   de   cc)pias   extras   del   gen   inv+   integradc)  en   c}tros

sectc)res   del   genc]ma.    Si   ocurr`ier-a   una   integraci6D  multiple,

podria    detectarse    mediante    bibridaci6n.    Sin   .emt>argo,     los

I-esult.adc}s    obtenidos    en    el    presence    trabaJCJ    nc)    muestran

bandas  de  hibridaci6n  extras.   Per  el   cc)ntraric]  Grantz   et  aJ

(1985)   ham   cJbservado   la   presencia   de   baDdas   de   bibridaci6n

mriltiples   para   el   casc]   de   la   transformaci6n  con   el   gen  am`

de    H.     e_rassa,     1o    cual    sugiere    que    el    DNA    transfc]rlnante

puede   insertarse     en   varios  sitic]s  del   gencJma   en  un  eventc]

de     transfc)rmci6h.      Sin     embargo,      1os    resultadc)s    de     la

literatura   indicaD   que   en   este   casc)      las   copias  extras   hc)

sc)n  I uncionales.

Otro  rasgo   interesante  del   prc)ceso  de  transf ormaci6n

de   Neurost)Dra   crass_a,   es   la  prc)ducci6n  de   un   gran  ndmerc)  de

tr`ansfc)rmnt,es   abc)rtivc)s.    Estos   transfc)rlnantes   nuestran   un

crecimientc)    normal    sc)bre    las   placas   selectivas,     pert)   en

pc]steriores   subcultivc)s   a   bajafldo   la   presi6D   selectivas   §e

pierde      el      caracter      inv+      (no     se     detecta     actividad
enzirfetica)     y     la          capacidad     para     crecer     en         media

selectivc].      La     explicaci6n     para     este     fen6meDc)     ba     sidc}

generalmente   atribuida   a   la   presencia   de   plasmidc]s   que   no

se   ban   integradc]   establemehte   eD   el   gent)rna    (Kihsey   et   aJ,

1984).   Sin   embargc),    no   es   la   dnica  explicaci6D   posible.    Es

muy   frecuente   que   log   traDsformaDte6     de   Heurospom   craEsa

sean   heterocari6ticc)s.    El   grade   de   beterocariosis   refleja
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el   ndmerc)   de   ndclecJs   presentes   en   el   conldio   receptor   del

DNA        transfc)rmante.         En        general        1os        protocc]1c]s        de

transf cir-macl6n        requleren        conidic)s        germinados,         estc)

signlfica   que   el    ndmerc)   de    ndclec)s   podria    ser   at]n   mayc)r.

Las       cc}1c)nias       trans±c)rmada=       (inv+)       aisladas       i c]rmaran

micelic)s          heterc)car`i6ticos          que          llevaran          ndclec)s

transf ormadc]s    inv+    y    ndclec)s    no-tr`ansfornadc)s    inv~.     Los

nicelios   heterc]cari6ticc}s      ccm   baJc)   por`centaje   de   ndcleos

traDsformados,    se   II]antendran   en   la   medida   que   la   tasa   de

divisi6n    de     log     tipc)s     nucleares    presentes    sea     igual.

Cualquier    retrasc)    eD    la   divisi6n   del    Ddclec}   transfc)rmadc]

significara    que    su    efecto   se    pierde    pc)r   diluci6D   en   el

mi c e i i c, .

Cc]mplicaciones   adicionales   al    analisis   genetico   se

presentan   para   el    caso   de    los   transformantes   inestat)1es.
Estc)s     transf c}rmantes     se     caracterizan    pcJrque     Do     pueden

c)bteDerse   lc)s  ccJrrespc)ndientes  bomocarioDes.    Es  decir  no  se

obtienen    esporas    de    fenc)tipo    jz]v+.     AparenteneDte    dichc)s

tr`ansfc)r`mantes  se   mantienen  eD  una   beterocariosis  obligada.

Una   explicaci6n   de   estos   resultados   se   podria     atribuir   a

la   lntegraci6n  del   DNA   transf c]rmante   en  un  gen   esencial   de

Neurc)sDc]ra    (Davis,1984).

Asc]ciados    a    log    eventos    de    tr`ansf c)rmaci6n    se    ba

descrito  ademas,    la   prc)ducci6D   de   mutaciones  par   efecto  de

la   incorporaci6n  del   DNA  en  el   genoma  del   buesped     (Hishra,

1977).         En   lc)s   resultados   presentados   para   el   slstema  de

iDvertasa    tambien    se    ham    ehcontrado    algunos    fenotipc]s
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aberrantes     aparentemente   cc)mo   consecuehcla   del   proceso   de

transf c}rmaci6n.     Los    mutantes    detectadc)s    scm    auxc)tr6f icc)s

para   adenina   y  tript6fanc).      Debido  a   que   no  se   realiz6   una

bdsqueda   sistelnatica   de   mutantes   es  probable   que   aparezcan

c)tras     nutacic)nes.      Estos     eventc]s     nc]     sc)n     rarc]s     en     lc)s

procesos    de    transformaci6n    y    se    producirian    basicamente

comc)   cc}nsecuencia   de   la   inserci6n   de   DNA   dadc)r   en   regiones

nc)    bc]frolc]gas.     Estc]s    cambios    inducidos    pc)r    el    DNA    ex6genc]

durante    la    transf c}rmaci6n    de    NeurDSDora    crassa    ban    sidc]

c]bser`vadc]s  pc]r  otros  autc)res   (Case   et  aJ,1979).    Tambien  en

levadura   se   ba   observadc)   este   tipc)   de   cambic)   (Hicks   et   aj,

1978) .
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Los   resultadc)s   obtenidc)a   muestran   que    la   lnvertasa

de    ±teurospora   c=rassa        presenta    dos    I ornas    activas    cc]n

ubicaci6n    tantc)    intr`acelular    cc)mo    extracelularnente.     Lc}s

resultadc)s   concuer`dan   con   lc)   encc)ntradc)   por   Meachum   et   aj

(1971)   que   indica   que   la   enzima   se   eDcuentra   en   dos   formas

multimericas:    10.3   S  y  5.2   S

El   analisis   inmun61c)gicct   sugiere   que   hay   a   lc]   IIieDos

una   sinilitud   estructural   entre   las   forma   intracelular   y

extracelular     de     la     enzima.      La     ausencia     dLe     actividad

enzirfetlca  tantc]   intra  comcJ  extracelularmente  en  el   mutante

jnv-.    iDdica   que   tambien   existe   una   relaci6n   blo§intetlca

entre  ambas  I c)rmas  enzimatica§

La      relaci6n      entre      la      enzina      intracelular      y

extracelular    es    de    aprcJximadamente    10     :     1.     La    r`elaci6n

porcentual   entre   los  cc}nponentes   I    {10.3   S)   y   11    (5.2  S)   de

la    invertasa    varia    durante    el    crecimieDto    del    hctngc)    en

especial   para   la  enzima  extracelular.      El   cc)mpc]rtamiento  de

la   enzim   extracelular   pc)dria   explicar=e   pc}r   el   necanismo

de     control     que     opera     en     la     expresi6n     del     gen     ]nv.

Hetzenberg    (1962)    y   Cifuentes    (1981)    nc]straron   evidencia§

que   indican  que   la  sintesis  de   invertasa  esta  afectada  por
la    concentraci€on    de    glucc)sa    presente    en    el    lredic)    de

cultivc)   (represi6n  catab61ica),   pc)r  lo  tanto  la  sihtesis  de
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la    enzima    aumenta    cuandc}    se    agc]ta    la    I uente    de    carbc]nc)

disponible  en  el   medio.

AUDque     la    lDvertasa    de    Heurospora        ba    sldc)    pocc]

estucliada,      mucbas     de     las     caracteri5ticas     del     sistema

genetico   parecieran   ser   similares   al   sistema   de   lc]s   geDes

SUC  de   levadura.

La   invertasa      de   levadura   tambien   se   presenta      eD

dos     I c)rlnas      isoenzinaticas:       la     fc)rllia     externa     que     se

encuentra   en   el   espacio   periplasmicc)   (Neumann      et   aJ   1967)

y   una   fc)rna   interna   que   esta   localizada   intracelularlnente
(Gasc6n     et   aJ,1968a;    1968b).      La   difereDcia   cc]n   la  enzima

de    Neurc]sDc]ra    es   que    en   este    organismo,        1as   dc)s   formas

mc)1 ecu lares                 estan        PreseDtes        taDtc]        i Dtr`a        cc]mo

extrace i u I arme nt e .

Aderfes,    eat.a   descrito  que      la   siDtesis   de   lnvertasa

en    ambas    especies    esta    regulada    par    glucc)sa    (Cifuentes,

1981;     Mc]rlneneo    et    aJ,     1982).     Ademas.     si    se    cc)nsidera    que

estos    orgaDismos    estan    relacic)nadc)s    filc)geDeticameDte    es

probable  que  tengan  mecanismcJs  de  regulaci6n  sinilares.

Otro  aspectc]   interesante  de  este  sistema  geneticc)  se

desprende    del       anali`sis   de   hibridaci6n   de    lc]s   plasmidos

descrit,c)a    en    este    trabaJo.     En   ellc)s   se    muestra   que    los

plasmidc]s     recc]nocen  rfes  de   una   banda   eD  el   DNA   crc]mos6mico

de   Neurc)srtc]ra.    Para   el   casc}   del   plasnidc)   pNC2   se   encuentra

que   tiene   hc}mologia  cc}n  una   banda   de   7.6   Kb  que   cc}rresponde

a   la   que   esta   clc)nada   y   coo   uDa   banda   de   3.9   Kb.       Estos

resultados  sugieren    que  el  gen  de  invertasa  se  encc)ntraria
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dupllcado   en   el   genc)rna   del   hongc)   .    Esta   pc]sibilldad      nc)   es

st]rprendente,     ya    que    una    situaci6n    similar    se    encuentra

para   el   casc)   de   los   genes   que   codlf ican   ia   invertasa   de
SaccharDmvces.    Los   geDes   SUC   apareceD   comc)   una   familia   de

geDes    que    estan    dispersc)s    en    el    gencJma    de    la    levaciuia

(Carlson   et   aJ,    1981;    Carlson       et   aj,    1983).    El   analisis

geneticc)   est,ableci6   que   en   levadura   existen   al   menc]s   seis

genes   nc)   alelicos   que   ccJntrc)lan   la  sintesis  de   invertasa  y

que   basta   un   sc)1o   gen   funcional    para    la   I c)rmaci6n   de    la

enzima       y       la       fermentaci6n      de       sacar`osa       c]      raf iDc)sa

(Ottc}lenghi,      1971;     Haeckel,      1975;     Grossman     et    aJ,      1979;

C,arlscm     et   aJ,1981).

Una     explicaci6n     alternativa,      a      los     resultados

enccmtrados   con  NeurosDora   crassa     podria   ser   que   la  banda

de    3.9    Kb    cc)rresponde    a     la    bibridaci6D    con    las    zc]nas

adyaceDtes  al   gen  de   ihvertasa.   Este  fen6meDo  tambi6n  se  ba

observadc]   eD   levaduras   para   los   genes   SUC.    La   comparaci6n

de  los  fragmentc)s  de  restricci6n  de  lc)s  diferentes  loci  SUC

sugiere   que   en  algunos  cast)s   las  secuencias  adyacentes  que

acompafian     a     lc]s    genes    estructurales    conservan     algunDs

sitic]s  de  restricci6n,   1c)  cual   pc)dria  indicar  que   los  genes

estan    f lanqueados    pc]r    secuencias    bom6lc]gas.    El    tamafic]   de

lc]s     fragmentcis     coDservados     seria     de     al      meDc]s      10     Kb

(Carlsc}n     et   aJ,    1983)

Cualquiera    sea    la    situaci6n    de    duplicaci6n.     este

hallazgc)    apc]ya    en    parte    los    resultados    c)btenidc)s    eD    la

transfc)rmacl6D  geDetlca  de     Feurc]spora  craE5sa.   La  presencla
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de   secuencias   insertadas   en   sectores   del   genona   dif erente

del    lc)cus    c)riginal.     pDdria   explicarse    come    uD   prc)cesc)   de

intercambic]   geneticcJ   per   homcJlc)gia   debidc)   a   la   pr-esencia   de

se¢uencia   duplicadas.    La   transf c)rmaci6n  con  el   gen   leu2+   de

Saccharc]mvces   cerevisiae      es   un   eJempl6   que   puede   ilustrar

la    prc]duccl6n    de    transf c}rmantes    pc)r    inserci6n    no-ligada

debido  a  la  presencia  de  secuencias  repetidas  adyacentes  al

gen   (Hicks     et   aj,1978).



4. -Proyecclc]nes

137

HeurospDra      crasE5a      es      un      organlsmo      que      c]±rece

ventajas           para     e5tudiar     dlferentes     aspectc)s     de      la

fisic31c]gia    genica    mediante    tecnicas    de    DNA    recombinante,

principalmente    par    el    cc)nocimiento    que    se    tiene    de    su

aparatc]  genetlcc]-bioqui mice.

El   desarrollo   de   sistemas   de   clc)neamiento   mc)lecular

en  bongos   filamentc)sc)s  permitira  abrir`  Duevas  pcJsibilidades

para   aislar,    amplificar-   y   expresar   geDes   eucari6ticos   de

c]rigen        beter6 I ogc)        que        Dc]        pueden        ser        expresados

ef icientemente   en   sistemas   bacterianc)s.    Esto   dltimc)   puede

ayudar     en     la     caracterizaci6n     taDtc)     estructural     cc)mo

i isic]16gica   de   los   genc]mic)s   eucari6ticc)s,    comc]   tambien      en

el     aprovechamiento     bic)tecnc)16gicc)    de     la    gran    capa.cidad

bic]sintetica   de       lc)s   bc]ngc]s   f ilamentosc3s    (Saunders    et   aJ,

1986) .

Cc]n      el      advenimientc)      de      las      tecnicas      de      DHA

recombinante     ban     aunentadc)     1as    espectativas     sabre     icts

pr`oductos       obtenidc)s    a    partir    de    orgaDismos    manipulados

geneticameDt,e,      en     especial      1a     prDduci6n     de     proteinas

animales   y   muchc}s   c)trc}s   productc)s   de   interes   iDdustrial   y

farmaceuticc].      Esta     pc]sibilidad     bic]tecnc]16gica     ya     esta

siendc)   explorada   para   sistemas   comc)   levadura.       Intentc)a   de

este  tipc)   lo  constituyen  la  prc)ducci6n  de   interfer6n  bumanc)

(Hitzeman   et   aJ,    1981;    Chang   N.    et   aJ,    1986)   y   el   antigeno
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de   superf icie   del   virus   de   la   hepatitis   8   (Valenzuela      et

aJ,     1982).    AUDque       H|ELuroE}pora   adD   Do   esta   establecldD   comc]

sistema   de   transf ormaci6n   con   I ines   I)iotecnol6gicc]s,    estc]s

bc]ngc]s     podrian     ser-     muy     eficientes     en     la     siatesis     y

exc5reci6n     de     productos     genicos     beter61ogos     de     interes

i ndustrial .

La   invertasa      ba   parecido   una   enzima   especialnente

interesaDte   pc)r   varios   aspectos:    El   cloneamiento   de   gehes

relacionado     cc)n     la     sintesis     de     invertasa     permitiria

estudiar   la   regulaci6n   de   la   sintesis   de   la   enzima   y   las

relacic]nes   entre   las   formas   iscJenzimaticas   iDtracelular   y

ext,racelular.     Ademas,    par    tratarse    de    una   exoenzilna,    el

sistema    de     invert,asa    pc)dria     usarse    como    mc)delo    en    el

estudio   de    lc)s   procescJs   de   excreci6D   y   de   glicc}silaci6n.

Desde    un    puntc]    de    vista    bic)tecncJ16gico    el     aspectc)    mag

atrayente   en   el   desarrollc)   de   vectores   y   de   huespedes   de

bcmgc)s  filamentosc)s  esta  en   la  produccl6n  de  glicoprc)teinas

y  en   lc]s  procesc]s  de   secreci6D   (Ber`man   et   aJ,1985).



A   P   E   N   D    I    C   I             N9    1

Medic]s   de   cultivc]

1.-Medic)   LB

Triptc,na
extracto  de  levadura
clc]ruro   de   sc)dic]

2.-Medic)   minima   Vc]gel   Bonner   25X

MBS04
acido   citricc]   x   H=.0
K:a.HP04   anhldro
NaNH4P04
Lag    bacterias    se    cultivaron    en
BCJnner   lx   suplementadc)   con:
91ucosa
L-1eucina
L-treonina
vit,amina   81

3.-MedicJ   Vogel   25X   .

citratc]   de   sc)die   x   5HL:O
KH:i:P04   anbidrc]
NHd.NC)=!   anbidro
ltgs0a.   x   7H=.0
Cac1==.    x    2H::i.0
Elenentos  trazas
Biotina

10  8/|t
5  g/1t
5  g/|t

5.0  8/|t
50.0  a/|t

250.0   g/1t
87.5   8,/1t

nedic]     minimo

0.50    %
0.30  "
0.30  "
0.32  "

75.0  8/it
125.0   g/|t
50.0   g/1t
5.0   8/1t
2.5   a/1t  I
2.5   ml

24. 0  ng/|t

4.-Soluci6n  .'stock"   de   ElemeDtc]s  trazas

acido  b6rico                                                                 0.50  g/1t
CuSO,I    x   5H=.0                                                                             2.50   g/1t
KI                                                                                                   0.06   a/1t
Mns04.                                                                                           0.50   g/1t
(HH4 )a.HC).70|;:.5                                                                                     0.  50   g/1t
Zns0d.                                                                                        50.00   g/1t
Fec1=i,:   x   6H£.0                                                                            10.00   g/1t

Vc)ge i -



5.-Soluci6n   "stock"   Westergaard  2X

KNO=.

KHL£.P04

Mgs04    X    7    H==.C)
Cac1=.
Nac,1
Elementc}s  trazas
a i c)t i na

6.-Medio   YEP

peptona
extractc)  de   levadura
glucc)sa
Ajustar   a   pH   5.3   ccJn   HC1.

7.-Agar  de  regeneraci6n

sulfatc)  de   amonio
§ o r b i t cJ i
agar

2.0     g/1t
2`.0      g/|t
1.0      g/1t
C,.2     8/|t
0.2      g/`|t
2.0   nl
9.6  ng/|t

5.0
182.  0

2 C) .  0
Base  de   nitr6genc)  para   levaduras               6.7
sacarc]sa
aminoacidc]s   1%
agua  basta   1000   ml

8..-Media   Cc)npletc)   de   Neurospora

sacarc)sa
extracto  de  malta
extracto  de  levadura
Vogel   25X

20.0
5.0

8/|t
8/|t
g/|t

g/|t
8/1t
ml

10.0   g/1t
7.5  g/|t
2.5  g/|t

40.0   ml/1t
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A   P    E    N   D    I    C,   E          H£'       2

Preparaci6n   de   Fenol: C,1orc)formc;

El      fenc]l      redestiladc)     se     fundi6     a     60°C  y  se   agreg6
8-bidrc)xiquincjlina    a    una    coricentraci6n    final    de    0.1%.     El
fenc]l   fundidcJ   se   extraJo   varias   veces   con   un   vc)lumen   igual
de    tamp6n    Tris    loo    mM    pH    8    y    0.2%    de    ¢-mercaptc)etanol
hasta   que   el    pH   de   la   fase   acuc)sa   rue   superic}r   a   7.6.    El
fenol   saturadc)   con  tamp6n   se   mantuvc}  a   4°G.
Para    preparar    fenol:clorcJfcJrmc],     se    mezcl6    un    volumen    de
fenol        sat,urado        cc)n        un        volumen        de        una        mezcla
clc]r`ofcirmc):alcobc]l   isc)amiliccJ   en   una   prcJpcjrci6n   24:  1.

Preparaci6n   de   lag   §c)1ucic)nes   cc]n  CETAB

Las   sc]lucic)nes   agua-CETAB   y   I)utanc)i-CETAB   se   c)btuvieron
de   la   siguiente   manera:    Un   vc)lumen  de   but,anc)1   se   equilibr6
con    un    vc]lumen    de    agua    lrezclandose    repetidas    veces.     Se
disc]1vi6    1    g    de    CETAB    en    100    ml    de    butanc]l    saturadc]    en
agua   y   se   agreg6    100   ml    de   agua   saturada   en   butanc]l.    se
mezcl6     y     dej6     a     temperatura     ambiente     basta     que     se
separarc)n   las   fases.    Cada   fase   se   guard6   pc]r   separadcj.    La
fase     superic)r     es     la     soluci6n    butancJ1-CETAE    y     la     I ase
inferior   es   la   soluci6n   agua-CETAB.



A   P   E    N   D    I    C   E          Ng       3

Tamfio    y-    peso    mo`iecular    de    log    I ragmentos    c)t>tenidc)a    al
trat,ar   el   DnTA   del   bact,eri6fagc)   Lambda   cc)n   la   endc)nucleasa
de  restricci6n  Hindlll.

N9   I ragmento Tamafio   Mc)1ecular           Pesc)   Molecular
(Kb)

23.130
9 . 419
6. 557
4.371
2 . 322
2. 028
0 . 564
0.125

daitc)a   x   10-t:-.

15.  00
6.12
4.26
2.84
1.51

1.32
0.37
0.08
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Solucic]nes  empleadas  en  hibridaci6n   DNA-DHA

1.-Soluci6n  de   prehibridacion

Fc]rmnida
SSC
Denhardt
DNA  esperma   Saln6n   denat.
Iris-Hcl   pH  7.4

2.-Soluci6n  de   hibridaci6n

Formmida
SSC
Denbardt
DNA   esper`ma   Saln6n  denat.
Tris-Hcl   pH   7.4
sc]rida   denaturada   (5-10   Din  a   90.C).

3.-SSC   20X

"-acI
Citrat.o  de   sodic}
AJustado   a   pH   7.0   con   NaoH   2   N.

4.-Denbardt   50X

Ficoll
PVP
BSA    (fracci6n   V)

50%
3X
IX

5C)-loo   Hg/ml
50mM

50O/t,
3X
IX

50-loo   Hg/ml
50"

175.3      g/1t
88.2     g/nl



A   P   E   N   D    I    C   E          N9       5

Solucic)nes    empleadas    en    la    marcaci6n    del
t, r a n s i a t i c) n "

1.-Tamp6n   de   Nick   5X

Tamp6n  de   pre-Nick   lox
dTTP   25   nm
dGTP   25   mM
dcTP   25   mri
agua

2.-Tamp6n  de   pre-Nick   lox

Tris-Hcl   pH   8.0
MgC1=r.

8elatina
DTT

500          inM
5 C'          nm

0.05   %
5EN



A   P   E   N   D    I    C   E          N9    6

Solucic]nes     empleadas     en     la     preparaci6n     de     geles     de
pol i acr i 1 ami da

1.-Soluci6n   A

Tri§
HC1     1H
TEMBD

6.85   9
48. 00   nl

0.32   ml
completar   cc]n   agua  hasta   loo   ml   pH  8.4

2.-Sc]luci6n   8

Acrilanida
8 i sa c r` i i a mi da

3.-Sc)1uci6ri   C

Persulfato  de   amc]nic] 0.14   %   p/v
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