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RESUMEHN

El +trabajo realizado presenta una estrategia de
cloneamiento para genes de Neurospora crassa mediante
complementacién genética de mutantes de Saccharomyces
cerevisiae y 1la transformacién genética del huésped homélogo

con el DNA clonado.

Para el clonamiento se eligio el marcador genetico
(inv) el cual codifica para la exoenzima invertasa. Tal
decisién se basé en la posibilidad de disponer de genes que
permitan una seleccién directa de los transformantes.
Ademés el sistema genético de invertasa es interesante ya
que permitiria estudiar la regulacién de la sintesis y
excrecién de una exoenzima.

Se procedié a construir una genoteca de DNA
cromosémico de una cepa silvestre de HNeurospora crassa (74A5
en el plasmido YRp7. A partir de esta genoteca se aislaron
los plésmidos recombinantes (pNC1 y pNC2), capaces de

complementar una mutacioén deficiente en invertasa (suc“) en

la cepa de Saccharomyces cerevisiae MRI7A.

El analisis de restriccién y de hibridacion de 1los
plasmidos recombinantes muestra que pNCl y pNCZ 1llevan un
inserto de DNA cromosémico de Neurospora crassa de 3.4 y 7.6
Kb respectivamente.

Los experimentos de transformacién de Neurospora

crassa con DNA clonado muestran que ambos plasmidos
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restablecen la sintesis de invertasa activa en la cepa de
Neurospora crassa (inv™ deficiente en la actividad de dicha
exoenzima.

Tanto el analisis genético como inmunolégico sugiere
que pNCl es portador de un gen suéresor de la mutacién inv
y que pNCZ contiene el gem estructural de la enzima.

La transformacién genética de Neurospora crassa
revela diferentes posibilidades para el destino del DNA
transformante en la célula receptora. Los resultados de este
trabajo indican que:

i) La integracién del DNA puede ocurrir ligada al locus
inv en el grupo de ligamiento V , o también en forma no
ligada, insertandose el DNA en otros sitios del genoma del
hongo.

ii> la integracién puede incluir al vector de clonado o bien
sélamente al fragmento cromosémico portador del gen inv.

Los transformantes se caracterizan por wuna Dbaja
fertilidad, la cual se demuestra en la alta proporcién de
productos meiéticos inviables. Este hecho podria ser
consecuencia de mutaciones cromosémicas producidas durante

el proceso de integracién del DNA transformante.



SUMMARY

The present work shows a cloning strategy for
E&u:ﬂsﬁQli crassa genes through genetic complementation of
Saccharomyces cerevisiae mutants and genetic
transformation of the homologous host by the foreign DNA.

The inv genetic marker, coding for the invertase
exoenzyme, was chosen as it enables a direct
identification of the transformant cells. Moreover, the
invertase genetic system opens up possibilities for the
study of the synthesis regulation and excretion of an
exoenzyme.

Two recombinant plasmid, pNCl and pNCz2, which
complemented the Saccharomyces cerevisiae MR17A (suc®)
strain, (an invertase deficient mutant) were isolated from
a Neurospora crassa 74A genomic library.

Plasmid restriction and hybridization analysis
showed a 3.4 (pKNCl) and 7.6 (pNC2) Kb Neurospora DNA
inserts.

Genetic trasformation with recombinant plasmids
restores invertase activity in Neurospora crassa inv®
mutants.

Genetic and inmunologic analyses suggested the
presence of an Inv- suppresor gene in pNCI and the

invertase structural gene in pNCz.
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Different alternatives for the integration of the
transforming DNA in their host cells are suggested by
Neurospora crassa transformation:
i> DNA integration may or may not be linked to the'inv
locus, in linkage group V.
ii> The plasmid vector may or may not be included in the
integration event.

Transformant cells presented a decreased
fertility as shown by the presence of high numbers of non-
viable meiotic products. The above phenomena may be due to
cromosomic mutations induced during the integration

events.
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ABREVIATURAS

CETAB bromuro de cetil-trimetilamonio
BSA seroalbiumina de bovino

dNTP desoxirribonucledétidos

DNS acido 3'-5' dinitrosalisilico

DTT ditiotreitol

EDTA adcido etilendiaminotetracetico

Kb kilobase

LB caldo Luria

PEG polietilénglicol

PVP polivinilpirrolidona

SDS dodecil sulfato de sodio

TEMED N,N,N' ,N'-tetrametil etilendiamina
TTC cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
u. Im. unidad mapa
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PROPOSITO DE LA TESIS

En eucariontes es esencial temer un mayor numero de
marcadores genéticos aislados y conocer el mecanismo de
transferencia génica, por transformacion, para el desarrollo
de sistemas de cloneamiento.

En relacién a 1o anterior la presente tesis tiene como
objetivos:

a) Estudiar una estrategia que haga posible el cloneamiento

de genes de Neurospora crassa mediante complementacion de

marcadores genéticos de Saccharomyces cerevisiae y

b) Determinar algunas de las caracteristicas del mecanismo

de transferencia genética en hongos filamentosos.

Especificamente se propone:

- Aislar y clonar un fragmento de DNA genomico que lleve el
gen inv' de Neurospora crassa (cepa silvestre 744).

— (Obtencién de transformantes de Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa con DNA de
pléasmidos recombinantes.

- Estudiar los transformantes de Neurospora crassa mediante
hibridacién de DNA y anadlisis de ligamiento con teécnicas
genéticas clasicas.

- Determinar algunas caracteristicas generales del proceso

de transformacién genética de Neurospora crassa.



Hipotesis de trabajo:

a’ La complementacion de mutaciones de Saccharomyces
cerevisiae puede ser una alternativa metodologica para
el aislamiento de genes Que no se expresan en sistemas
bacterianos.

b) La transformacién de Neurospora crassa con plasmidos de

integracién puede ocurrir  por insercion del DNA
transformante en el genoma del hongo, tanto en
regiones que tienen una relacién de homologia con el
DNA que se incorpora, como también puede ocurrir en

regiones que carecen de dicha homologia.




I FTRODUCCTIOTE

La caracterizacion fisica y genetica de génes
aislados mediante cloneamiento molecular es una alternativa
a los métodos genéticos clasicos, particularmente en
organismos eucariéticos donde el mapeo de mutaciones puede
ser un procedimiento muy laborioso o.bien imposible. A
nivel molecular las relaciones de ligamiento pueden ser
estudiadas con mayor precisién, como también el analisis
permite distinguir regiones de control (promotores,
reguladores) de genes especificos.

Los hongos constituyen un sistema muy conveniente
para los estudios de genética molecular, debido a que
comparten caracteristicas con 1los eucariontes superiores
tanto en 1o que a la estructura cromoséomica se refiere
(organizacién nucleosomal y presencia de histonas) como
también a los mecanismos basicos responsables de la
expresiéon génica diferencial. ©Sin embargo, difieren en
otros aspectos ya que 1los hongos, en general, carecen de
secuencias intrénicas, como también carecen de abundantes
secuencias repetidas de DNA (Krummlauf et al, 1979).

El desarrollo de transformacién genética en
hongos, proporciona un metodo excelente para el

cloneamiento molecular de genes eucariéticos que no pueden
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ser seleccionados por complementacion en Dbacterias. En
particular 1la transferencia intergenérica de genes de
Neurospora y Saccharomyces puede considerarse una
éproximacién valida para el aislamiento de genes fungicos,
en especial aquellos genes que requieren un procesamiento
molecular para su expresioén.

Aungue los estudios de genética molecular en
Neurospora crassa no estan tan desarrollados como en

Saccharomyces cerevisiae, hay evidencias de transformacién

genética en N. crassa (Mishra, 1976; 1979; Case et al,
1979; Wootton et al, 1980). Esta evidencia esta basada en
i) la demostracién que el DNA dador codifica para un
producto génico, ii) en la expresién fenotipica especifica
del DNA dador y 1la presencia fisica del DNA en 1los
transformantes y iii> el destino del DKA después de su
entrada en la célula receptora (Kinsey et al, 1984; Paietta
et al, 1985Db».

En la actualidad se ban desarrollado
metodologias que permiten la transformacién genetica
funcional ya sea mediante la obtencién de esferoplastos en
presencia de PEG-CaClz (Case et al, 1979) o mediante el
tratamiento de conidios germinados con acetato de 1litio
para conseguir la competencia (Dhawale et al, 1984).
Alternativamente, Buxton y Radford (1984) desarrollaron
otro método para esferoplastos miceliales. No obstante
todos ellos se caracterizan por 1la baja frecuencia de

transformacién (15-200 transformantes/ug de DNA).



Con el propésito de aumentar 1la frecuencia de
transformacion, se han hecho intentos para desarrollar
vectores de replicacién auténoma en este hongo. Aunque no
se han encontrado plasmidos similares al de 2 M de
levaduras (Gunge, .1983), se ha descrito una clase de
plasmido mitocondrial, en la cepa silvestre Mauriceville-ic
de Neurospora crassa (Collins et al, 1981). Este plasmido
no tiene secuencias de homologia detectables con el DNA
mitocondrial y existe como wuna serie oligomérica de
moléculas circulares con tamafio molecular de 3.6 Kb para el
monémero. Stohl et al, (1982) han identificado dos nuevos
plasmidos mitocondriales en las cepas silvestre FP405-
LaBelle y Fiji N6-6 de Neurospora intermedia con un tamafio
de 4.2 y 5.1 Kb respectivamente. Estos plasmidos podrian
ser de gran valor en el desarrollo de vectores de
cloneamiento para Neurospora. Stohl y Lambowitz (1983
utilizaron estos pléasmidos para construir un vector de
replicacién auténoma en Neurospora y E. cold. El pléasmido
recombinante (pALS1) consiste del gen qa-2" de N. crassa,
del plasmido pBR32Z y el DNA del plasmido mitocondrial de
ia cepa P405-LaBelle de N. intermedia. Sin embargo, el
plasmido sufre rearreglos moleculares durante su
propagacion en Neurospora. Otro plasmido quimera designado
como pDV1001, que contiene dos genes de seleccion en E.cOoli
y el gen ga-2* de N. crassa, aparentemente puede replicarse

auténomamente en ambos huéspedes (Hughes et al 1983a), pero



es dificil recobrar el plasmido de 1los transformantes de
N.crassa (Hughes et al, 1983b’>. Hasta ahora, tampoco se
dispone de un vector con un origen de replicacién
cromosomico del tipo ars (autonomous replicating sequence)
due sea funcional en Neurospora (Suczi et al, 1983). La
mayoria de 1los plasmidos usados para transformar N. crassa
se integran en el genoma del hongo (Case et al, 1979 o
suiren rearreglos moleculares durante su propagacién en
Neurospora (Stohl et al, 1984; Paietta et al, 1985a; Kuiper
et al, 1985).

Por estas razones al aislamiento de genes de
N.crassa se ha 1logrado basicamente por complementacién de
mutaciones de Escherichia coli. Hay evidencias que el gen
ga-z2 que codifica para 1la quinato deshidrogenasa (E.C.
4.2.1.19) puede ser expresado en E.c0li como complemento de
la mutacién aroD de 1la Dbacteria <(Vapnek et al., 1977;
Hautala et al, 197%). Del mismo modo han sido aislados el
gen trp-1 que codifica para 1la enzima fosforibosil
antranilato isomerasa que complementa la mutacién trpC de
E. coli (Keesey et al., 1982); el gen nit-3 que codifica la
enzima nitrato reductasa (Smarrelli et al, 1982) y el gen
estructural de la orotidina 5° fosfato carboxilasa (pyr-4)
(Buxton y Radford 1983). Sin embargo, esta estrategia de
cloneamiento tiene sus 1limitaciones debido a la baja
probabilidad de expresién de genes eucarioticos en

Escherichia coli.



Otros métodos, como la hibridacién con sondas de
DNA marcado se han usado en el aislamiento de genes de
N.crassa, entre ellos el gen am’® que codifica para la
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP éKinnaird et
al., 1982) y los genes de las histonas H3 y H4 (Woudt et
al, 1983). También se han utilizados genotecas de cDNA y el
aislamiento se ha realizado mediante el uso de anticuerpos
contra proteinas especificas. Este método permitié aislar
el gen de la proteina transportadora que cataliza el
intercambio de ADP y ATP a través de 1la membrana
mitocondrial (Arends y Sebald, 1984). Alternativamente, se
ha wusado un método de clonamiento molecular mediante
enriquecimiento del plésmido portador de la mutacién que
complementa la mutacién en estudio. Este procedimiento
puede ser aplicado sin la necesidad de disponer de un
vector de clonado en N.crassa (Akins et al, 1985; Akins et
al; 1986; Vollmer et al, 1986)

En el presente trabajo se ha considerado que la
complementacién de mutaciones génicas de Saccharomyces
cerevisiae es una estrategia alternativa para el
aislamiento de genes de | hongos filamentosos. El
cloneamiento de genes de N.crassa responde por una parte,
a una necesidad de disponer de un mayor numero de
marcadores genéticos clonados que pueden ser usados ya sea
como genes de seleccion o0 sirvan de base para la

construccién de vectores de expresién en estos hongos; como

e N S



también a 1la necesidad de caracterizar mejor los sistemas
de regulacion de la expresion génica en hongos.

Los genes relacionados con la sintesis de
exoenzimas pueden ser buenos candidatos como marcadores de
seleccién, como también pueden facilitar el estudio de
aspectos regulatorios, de la sintesis y excrecion de dichas
enzimas.

Un ejemplo de estas exoenzimas es la invertasa de
Neurospora crassa (B-D-fructofuranésido-fructohidrolasa
E.C. 3.2.1.26) que cataliza 1la hidrélisis del enlace B-
fructésido en una variedad de sustratos entre ellos 1la
sacarosa, generando glucosa y fructosa como productos de la
reaccioén. Metzenberg (1963) purificoe 1la invertasa de
N.crassa y caracterizo parcialmente la enzima. Sus
resultados indican que 1la enzima existe en dos formas
multiméricas activas: una especie de mayor tamafio de 10.3 S
y otra de menor tamafio de 5.2 S (Metzenberg, 1964).
Posteriormente, Meachum et al (1971) informaron que la
invertasa corresponde a una glicoproteina que contiene un
11% de manosa y un 3% de glucosamina con un peso molecular
de 210.000 y con una estructura tetramerica cuya subunidad
seria de 51.500.

La invertasa de Neurospora crassa estéa
localizada en el espacio intramural y su distribucién es
variable durante el crecimiento del hongo. La enzima estéa
uniformemente distribuida en la periferia de los conidios,

pero durante el crecimiento se concentra en el extremo




apical de la hifa. Del mismo modo se observa una mayor
actividad asociada a los puntos de ramificacién de nuevas
hifas (Marzluf et al, 1967; Chung et al. 1970>.

Lé mayoria de 1os organismos que hidrolizan
sacarosa 1lo hacen sin incorporar el disacarido mismo. La
existencia de un mutante de N.crassa que carece de
invertasa funcional (inv") <(Sargent et al. 1969) que es
incapaz de crecer en sacarosa como unica fuente de carbono,
indicaria que la hidrélisis es una reaccioén esencial para
la utilizacién de la sacarosa por este organismo.

Se han realizado algunos intentos para dilucidar

los mecanismos genéticos de la excrecién de esta exoenzima.

Gratzner et al (1969, 1972) describieron un mutante que
exhibe alteraciones de 1la pared celular debido a una
mutacién simple asociada con ila hiperproduccion

extracelular de amilasa, invertasa y trehalasa. Trevithick
y Metzenberg (1966a, 1966b> estudiaron el proceso de
excrecién de invertasa en KNeurospora y propusieron que la
enzima es secretada a través de poros de la pared celular.
En relacién a la regulacion de la sintesis de esta
enzima, los estudios han mostrado que existe un control
coordinado con la sintesis de otras exoenzimas. Metzenberg
(1962) describié una mutacién de Neurospora que afecta 1la
represién de invertasa y trehalasa. Cifuentes (1981)
presenté evidencias que indican que la biosintesis de 1la
invertasa en Neurospora estad sujeta a represién catabélica

de un modo similar al descrito en levaduras <(Rodriguez et



al, 1978&8; Chu et al. 1980; Mormenec et al. 1982; Carlson
et al, 1982)>. Sin embargo, los mecanismos que controlan
estos procesos aun se desconocen.

Por lo tanto, el cloneamiento de genes
relacionados con 1la inver{.asa podria proporcionar una
manera mas directa para estudiar el control genético de 1la

sintesis y excrecién de la enzima, como también podrian

utilizarse como marcadores genéticos en el desarrollo de

vectores de Neurospora.




MATERTIALES Y METODOS

I.-MATERIALES

1.-Material Biologico

Bacterias: Escherichia c¢oli cepa C600 (F+, thil,
thrl, leuB6, lacYl, tonA2l, supE44, X ) (Appleyard,
1954); cepa HB101l [F~, AbsdS20, (re”, ms"), rechls,
aral4d, proAz, lacYl, galKZz, rpsL20 Sm' ), xyl5,
mtll, supE44, A] (Boyer et al., 1969) fueron
utilizadas para 1los experimentos de cloneamiento
molecular y en la obtencién de los plasmidos YRp7 y
sus derivados.

Levaduras: Saccharomyces cerevisiae cepa MRI7A
(MATe, trpl, leul, male, suc*Y, lys™, metb)
Saccharomyces cerevisiae cepa Sc483 (MATa, leuZ.3,
leu2. 112, his4, canl). Las cepas de levaduras fueron
proporcionadas por el Dr. Antonio Jiménez (Centro de
Biologia Molecular, Madrid, Espafia). <(Broach, J.RK.
1981).

Neurospora crassa: Las cepas silvestires 74A (StA4)
FGSC #262 y 77a FGSC #3834 de Neurospora crassa y
los siguientes mutantes del mismo hongo: inv-A FGSC
#1856, inv-a FGSC #1857 (Sargent et al., 1969), al-

3A FGSC #2082, se obtuvieron del Fungal Genetics
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Stock Center, Arcata, California, USA <(Barrat et
al., 1982; Perkins et al., 1982).

Enzimas: Las endonucleasas de restriccion Aval,
Bglil, Pvull se obtuvieron de Bio. Labs. Inc. USA.
Las endonucleasas de restriccién BamHI, EcoRI,
HindIII, Pstl, Sall, Xhol y las enzimas DNA ligasa
del bacteriéfago T4, DNA polimerasa I de E. ¢Qli ¥y
desoxirribonucleasa (DNAsa» se obtuvieron de
Bethesda Research Laboratories Inc. USA. Fosfatasa
alcalina de intestino de Dbovino se obtuvo de
Boehringer Mannheim, Alemania. Lisozima,
Ribonucleasa A (RNAsa A, Proteinasa K 'y §-
glucuronidasa tipo Hz se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. St. Louis, USA.

Acidos Desoxirribonucleicos: DKA del Dbacteriofago
Lambda digerido con HindlIIl se obtuvo de Bethesda
Research Laboratories Inc. USA, DFA de esperma de
salmén tipo III de Sigma Chemical Co. St. Louis,
USA. DNA del pléasmido YRp7 (Tschumper et al., 1980)
fue obsequiado por el Dr. Antonio Jimeénez (Centro de
Biclogia Molecular, Madrid, Espafia>.

La preparacién membranosa de E.coli <(Fraccién Pz2)
que se utilizé para obtener anaerobiosis en 1los
medios de cultivo fue gentilmente proporcionada por

la Dra. A. Carrasco.
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2.—-Reactivos Quimicos

De Sigma Chemical Co. St. Louis USA, se obtuvo: Agarosa
(tipo Vo, acrilamida, N-N-metilenbisacrilamida, adcido
dinitrosalisilico, aﬁpicilina, BSA (fraccién V), bromuro
de etidio, cloruro de Cesio, SDS, DIT, EDTA, ficoll, 8-
hidroxiquilonina, polivinilpirrolidona, tetraciclina,

TRIS, TEMED, TTC, nucleétidos <(dATP, dCTP, dGTP, TTP»,

aminoécidos: histidina, leucina, lisina, prolina,
treonina y triptéfano. De Merck, Darnmstadt, Alemania se
obtuvo: Acetato de sodio, alcohol isoamilico, adcido
borico, adcido citrico, arena de mar purificada,
cloroformo, etanol absoluto, fenol, formamida,
glicerol, glucosa, glicina, metanol, ©persulfato de
amonio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio y
sacarosa.

Los medios de cultivos: triptona, peptona, caldo base con
purpura, extracto de levadura, extracto de malta, base de
nitrégeno para levaduras, agar—agar se obtuvieron de
Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA.

i #“P-axl dATP de New England Nuclear, Boston, Mass., fue
gentilmente proporcionado por el Dr. Antonio Jiménez del
Centro de Biologia Molecular, Madrid, Espafia.

Papel de nitrocelulosa de Millipore Filter Corporation.

Papel 3MM de Whatmann Ltd., Inglaterra.
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II.-METODOS

1.

— Cultivo de microorganismos

Bacterias: Escherichia <¢gli se crecié en medio de

cultivo LB <(apéndice K¢ 1). Para cultivos soélidos se

agregé agar-agar al 2%. En algunos casos, segun el
propésito del experimento, las bacterias se crecieron
en medio minimo Vogel-Bonner (Vogel y Bonner, 1956;
Davis et al., 180> (apéndice N@ 1>. Los medios
liquidos inoculados se incubaron a 37° C en agitador
Kottermann (130 rpm

Levaduras: Las cepas de $. cerevisiae se crecieron en
medio YEP <(apéndice N2 1). Para cultivos solidos se
agregé agar-agar al 2%. Cuvando se cultivé en medio
minimo se uso una solucién con la siguiente
composicién: 6.7 g de base de nitrogeno para levaduras
sin aminoacidos, 20g de glucosa o sacarosa ( segun el
propésito del experimento), 40 mg del requerimiento
metabélico de la mutante, 5 g de sulfato de amonio para
un 1litro de solucioén. Los medios inoculados se
incubaron a 30° C con agitacién constante (130 rpm).
Neurospora crassa: La cepa silvestre y las mutantes de
N.crassa se cultivaron en matraces de 250 ml con 50 ml
de medio minimo Vogel liquido (Vogel, 1956) <(apéndice
N2 1) suplementado con 0.5% de azucar como fuente de

carbono (a menos que se indique de otra manera). Los
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medios se inocularon con una suspension de conidios
suficientes para una concentracion final de 2-5x10%
conidios/ml de medio y se incubaron a 25°C con
agitacién constante a 130 rpm en agitador Kottermann
modelo 4010 por el tiempo deseado (Davis 'y De

Serres, 19700 .

.— Mantencién de las cepas

Las cepas de bacterias se crecieron en medio LB a
saturacion. Se adicioné el antibiético ampicilina 100
pg/ml cuando las Dbacterias poseian un plésmido que
conferia resistencia a este antibiético. Un ml del
cultivo se mezclé con un ml de glicerol al 80%
esterilizado previamente y se dejaron a ‘temperatura
ambiente por 4 h y luego se guardaron a -20°C. En esta
situacién las células se mantuvieron viables por al menos
6-7 meses.

Las cepas de levadura se crecieron en medio YEF a
saturacién y se procedié de igual manera que con las
cepas bacterianas.

Las cepas de N. crassa se crecieron en tubos con medio
completo sélido (apéndice N&¢ 1) por 5 dias a 25°C y se
dejaron conidiar mediante exposicién a la luz natural
por 24 h. Los tubos se guardaron a 4°C. En estas
condiciones la viabilidad del cultivo se mantuvo por 3-4

meses aproximadamente.
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3.- Preparacién de extractos crudos

3.

(o]
A%}

1

Extracto crudo de [HNeurospora crassa: El micelio
cultivado en medio liquido se cosecho mediante
filtracién al vacio y se lavé con 6 volumenes de agua

destilada para eliminar las sales y el azucar del medio

de cultivo. El micelio himedo, congelado durante 1 h a
-20°C, se molié en mortero con arena de mar estéril
hasta obtener wuna pasta homogénea. Para ello, se

adicioné tampén acetato de sodio O0.05M pH 5.3, en
una relacién de 3:1 con respecto al peso humedo del
micelio. El1 homogenizado se centrifugé a 5000 x g
durante 15 minutos en centrifuga refrigerada ©Sorvall
modelo RC5-B. El precipitado se descarté y se utilizeé
el liquido sobrenadante para la deteccion de actividad
enzimatica.

Extracto crudo de Saccharomyces cerevisiae: Las
levaduras se crecieron en medio minimo liquido durante
96 h a 30°C. Las celulas se <colectaron por
centrifugacién a 7500 x g por 10 min, se lavaron con
NaCl 10 mM estéril se centrifugaron en idénticas
condiciones. Al sedimento celular se agrego
aproximadamente 0.3 ml de tampén Tris-HCl 0.01M pH 7.5
y se adicioné aproximadamente 3 volumenes de bolitas de
vidrio de 0.5 mm de didmetro. La mezcla se agité en

vortex a velocidad maxima durante 10 min (la agitacién
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en vortex se realizé en etapas, un min de agitacién
seguido por 2 min en hielo). Luego se centrifugé a 6000
X g durante 15 min. El 1liquido sobrenadante se
transfirié a un tubo estéril. Este extracto se utilizé
para 1la determinacién enzimatica y para los. enzayos

inmunolégicos.

.3 Extracto crudo de Escherichia coli: Las bacterias se

crecieron en medio minimo liquido durante 18 h a 37°C.
Para obtener el extracto crudo se utilize el mismo

protocolo que para levaduras.

4.- Determinacién de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné por los
siguientes métodos:

a)> En extractos crudos, se utilizé el método de Lowry et
al (1951). Como esténdar se us6é albimina de bovino.

b> En las muestras de proteina extracelular y en las
muestras de las diferentes etapas de purificacién de 1la
enzima, se midié la densidad o6ptica a 280 nm en
espectrofotometro Shimadzu modelo UV-150-02. En algunos
casos se aplico 1la siguiente correccién (Schleif et
al., 1981>: Concentracioén de proteina mg/ml= 1.5 x

D.O.za2e0 — 0.75 x D.0O. zeo.
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5.—- Actividad enzimatica

La actividad de invertasa se determiné por el método de
Bernfeld (1955) para azucares reductores. La invertasa se
enzayé utilizando como sustrago sacarosa al 1% en tampon
acetato de sodio 50 mM pH 5.3. A un ml de la muestra
enzimadtica se adicioné un ml de sustrato y se incubo a
37°C por 5 min. La reaccién se detuvo agregando 2 ml del
reactivo &cido 3'-5'-dinitrosalisilico. La mezcla se
calenté en bafio de agua a ebullicion durante 5 min y se
enfrié répidamente. Se diluyé con 20 ml de agua destilada
y se 1leyé la D.0O.sac nm en espectrofotéometro Shimadzu
modelo UV-150-02. Una unidad de invertasa se definio como
la cantidad necesaria de enzima requerida para producir

1 mg de azucares reductores por min a 37°C.
6.- Purificacion de DKNA

6.1 Purificacién de DNA plasmidial: E1I DNA plasmidial se
purificé por una modificacién del método del 1lisado
aclarado descrito por Clewell et al (1969). A partir de
un litro de cultivo efectuado durante 1la noche de E.

A coli en medio LB se obtuvieron las ceélulas por
\ centrifugacién a 7000 x g por 10 min. Las ceélulas se
) resuspendieron en 10 ml se sacarosa al 25% en Tris—-HC1
50 mM pH 8. A esta suspension celular se agregoé

lisozima y EDTA a una concentracion final de 500 pg/ml
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y 75 mM respectivamente. La mezcla se incubo en hielo
durante 15 min. Luego se agregoé 16 ml de mezcla litica
(Tritén X-100 0.1% en Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 50
mM> y se incubé por 15 min en hielo.

La mezclé se centrifugé a 45000 x g durante 90 min en
rotor SS34, Sorvall RC5-B. El 1liquido sobrenadante
obtenido corresponde al 1lisado aclarado el cual se
desproteiniz¢ mediante 1la adicién de un volumen de
fenol:cloroformo (Apéndice Ne z). La mezcla  se
centrifugé a 8000 x g durante 5 min y se recuperé la
fase acuosa, la cual se sometié a este procedimiento 2
veces mas. A la fase acuosa resultante se le agregé un
volumen de cloroformo:alcohol isoamilico <(24:1) . La
mezcla se agito y se centrifugé en idénticas
condiciones. Los &acidos nucleicos se precipitaron de la
fase acuosa mediante la adicién de 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M y 2 voliumenes de etanol frio
(=20°C>. La mezcla se dejé a —-20°C durante 60 min y se
centrifugé a 10000 x g durante 40 min a O0°C. El
liquido sobrenadante se eliminé. El precipitado se seco
al vacio en un desecador mediante un breve tratamiento
de 2-4 min. Los &cidos nucleicos precipitados se
resuspendieron en tampén TE (Tris-HC1l 10 mM, EDTA 1 mM

pH 8.0)> que contenia RNasa A a una concentracién de 30

Mg/ ml.
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Centrifugacién en gradientes de Cloruro de Cesio:
Ocasionalmente, el DNA plasmidial se purificé en
gradientes de cloruro de cesio. Se agrego 1.05 g de
CsCl y 0.15 ml de una solucion de bromuro de etidio
(4 mg/ml) por cada ml de 1lisado original (Metodos,
secciéon 6.1) y se centrifugé por 46-48 h, en rotor
RPS 40, a 38000 rpm a 10°C en centrifuga Hitachi
modelo 55F. Las ©bandas de DNA plasmidial se
visualizaron con luz ultravioleta y se extrajeron
directamente mediante puncién del tubo. El bromuro
de etidio se eliminé mediante extracciones sucesivas
con isopropanol (z volumenes de una mezcla
isopropanol:agua en proporcién de 9:1). La fase
inferior que contiene el DFNA se diluyé 2 veces con
agua y se agregaron 2 volumenes de etanol enfriado a
-20°C. Se dejo 2 h a -20°C. El precipitado se obtuvo
centrifugando por 20 min a 17000 x g.

El precipitado obtenido se disolvié en un volumen
apropiado de tampén TE y se dializoé contra el mismo

tampén a 4°C durante 12 h.

Método de la 1lisis alcalina: En el anadlisis de los
plédsmidos recombinantes se usé el metodo rapido de
purificacién de DNA que corresponde a una
modificacién del método descrito por Birnboim et al,

1979,
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Las colonias bacterianas se crecieron en placas con
medio LB que contiene el antibiético correspondiente.
Con asa estéril se extrajo aproximadamente 2 cm~ de
cultivo bacteriano y se resuspendio en 100 pl de una
solucién de lisozima 4 mg/ml en glucosa 50 mM, EDTA 10
mM, Tris-HCl1 25 mM pH 8.0. La suspension bacteriana se
incubé 5 min a temperatura ambiente. Luego se adicioné
200 upl de de NaOH 0.2 N, SDS 1%, y se dejo en hielo
por 5 min. Luego se agregé 150 ul de una solucion fria
de acetato de potasio 5 M. El tubo se agitdé suavemente
y se dejoé en hielo por 5 min més. La mezcla se
centrifugé durante 5 min en centrifuga Eppendorf a 4°C.
El liquido sobrenadante se transfirié a tubo esteril y
se adicioné un volumen de fenol:cloroformo (1:1)
(apéndice N2 2), se mezclé y se centrifugé por 2 min.
en centrifuga Eppendorf. A la fase acuosa se agregoé un
volumen de cloroformo puro. Las fases se separaron por
centrifugacién. A la fase acuosa resultante se adicioné
2 volumenes de etanol frio (-20°C)> y se dejé a -20°C
por 30 min. Los é&cidos nucleicos se recobraron por
centrifugacién durante 5 min a temperatura ambiente.
El precipitado se secé en un desecador al vacio, luego
se resuspendié en 50 pl de tampon TE PpH 8.0 que
contiene RNasa A a una concentracion de 30 pg/ml y se

incubé durante 15 min a 37° C.
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Purificacién de DNA cromosomico de Neurospora crassa:
Para purificar el DNA se cultivé la cepa en estudio en
500 ml de medio completo <(apéndice N¢ 1). El1 DNA
cromosémico de K. Q:as_sa se purifico a partir de un
fraccién nuclear cruda de acuerdo al método de KReich
et al, 1961.

El sedimento nuclear obtenido se resuspendié en una
solucién salina (NaCl 0.15 M, EDTA 0.1 M pH 8.0 SDS 1%
en una relacién de 0.5 mli por gramo de micelio humedo.
Luego se agregé proteinasa K a una concentracioéon final
de 500 pg/ml. La suspensién se incubo a 37°C por 2 h,
luego se 1levé a 70°C durante 15 min y posteriormente
se transfirié a un bafio agua—-hielo. En esta etapa se
agregé 1/10 de volumen de acetato de potasio 5 M y se
dejé 30 min en hielo, hasta formar un precipitado
blanco. La suspensién se centrifugo a 12000 x g durante
10 min y el liquido sobrenadante obtenido se transfirié
a un tubo estéril. Se agregé RNasa A, previamente
tratada a 90°C por 5 min, a una concentracién final de
100 pg/ml y se incubo a 37°C durante 1 h. La muestra
se desproteinizé 2 veces con un volumen de una mezcla
de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1 v/v), se
separaron las fases correspondientes por centrifugacién
a 3000 x g por 5 min. La fase acuosa (superior) se
transfirié a un tubo estéril y se adicioné 2 volumenes
de etanol enfriado a -20°C. El1 DNA precipitado se

colectéo mediante centrifugacién a 12000 x g durante 40
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min. El precipitado se resuspendié en tampén TE (Tris-
HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0). El exceso de sales se
removié por diédlisis contra tampén TE a 4°C (Hautala et

al. 1977).

Purificacion del DNA total de Saccharomyces cerevisiae:

Las células de levadura se crecieron en 40 ml de medio
minimo a saturacion. Las células se recuperaron por
centrifugacion a 3000 x g por 5 min y se resuspendieron
en 3 ml de sorbitol 0.9 M, EDTA 0.1 M pH 7.5, A la
suspensién celular se adiciono 100 jint de p=
glucuronidasa tipo H-2 y se incubé a 37°C durante 10
min. Los esferoplastos se obtuvieron por centrifugacién
a 1000 x g por 5 min, se resuspendieron en 5 ml de
Tris-HC1 50 mM EDTA 20 mM pH 7.4 y se agregd 0.5 ml de
SDS 10%. La mezcla se incubé a 65°C por 30 min. Luego
se adicioné 1.5 ml de acetato de potasio 5 M y se dejs
en hielo por 60 min. El 1liquido sobrenadante se
transfirié a un tubo de centrifuga estéril y se agregé
2 volimenes de etanol enfriado a -20°C. Los acidos
nucleicos se obtuvieron por centrifugacién a 12000 x g
durante 40 min. El precipitado se secé al vacio y
luego se resuspendioc en 3 ml de tampén TE que contenia
30 pg/ml de RNasa A. En estas condiciones, la mezcla

se incubo a 37°C durante 15 min.
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Electroforesis de DNA

Geles de agarosa: La electroforesis de DNA se realizo
en geles de agarosa al 0.7% (Johnson et al, 1977). La
agarosa se disolvio én tampén TBE (Tris 0.089 M, &acido
bérico ©.089 M, EDTA 0.002 M pH 8) por calentamiento
hasta ebullicién. Una vez enfriada a 60°-65°C se agregé
bromuro de etidio a wuna concentracion final de 0.5
pug/ml (a partir de una solucién stock de 5 mg/ml). El
gel se preparé en placas de vidrio (14.5 x 16.5 cm
provisfa de una peineta con espaciadores de 0.6 mm. El
gel se colocé en wuna cémara para electroforesis
horizontal. El tampén de corrida utilizado fue TBE que
contenia 0.5 pg/ml de bromuro de etidio.

Las muestras en un volumen final de 10-30 wul se
mezclaron con tampén de carga 6x (ficoll 2%, azul de
bromocfenol C.25%, glicerol 35% en TBE> en una
proporcién de 5:1. Las muestiras se corrieron a un
voltaje constante de 80 volts para el caso de geles

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

Visualizacién del DNA en geles de agarosa: Los geles
que no contenian bromuro de etidio, fueron sumergidos
por 10-15 min en una solucién de bromuro de etidio 1
Hg/ml en agua destilada. Transcurrido este tiempo, 1los

geles se lavaron en sulfato de magnesio 1 mM por una
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hora a temperatura ambiente para eliminar el bromuro de
etidio 1libre. Posteriormente se observaron en un
transiluminador DESAGA modelo UVIS con luz ultravioleta
de onda corta. Los geles se fotografiaron con una
caﬁara Polaroid CV-5 utilizando pelicula Folaroid tipo

55.

Curva de calibracién: Para determinar el peso o tamafio
molecular de los productos de digestion del DNA con las
distintas endonucleasas de restriccién, se incluyé un
patrén de peso molecular en los geles de agarosa. El
estandar utilizado fue DNA del bacteriofago x digerido
con 1la enzima de restriccién HindIII <(Minter et al,
1982). El1 numero de fragmentos y los correspondientes
pesos moleculares de estandar estan detallados en el
apéndice N2 3. El procedimiento consistié en graficar
el peso molecular en Kilobase (Kb) de cada fragmento
del estéandar contra su movilidad electroforetica en un
papel semilogaritmico. De este modo se obtuvo una curva
donde se interpolaron las migraciones electroforeticas

de los fragmentos problemas (Aaij y Borst, 1972).

Extraccién de DNA de geles de agarosa

El DNA se sometié a electroforésis en gel de agarosa de

bajo punto de fusién al 1%. El1 DNA se extrajo con bromuro

de cetil-trimetil amonio (CETAB) <(Langridge et al, 1980).
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La agarosa se disolvio en Tris-HCl1 (pH 7.9) 40 mM de
acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM y bromuro de etidio 0.5
pg/ml La electroforésis se realizé en el mismo tampon,
durante 1la noche, a 15 volts. Una vez finalizaaa la
corrida se procedié a cortar con bisturi la banda de DNA
que interesaba. El trozo de agarosa se fundié a 65°C
durante 30 min. A la muestra se agregdé un volumen de
una solucién agua-CETAB y un volumen de una solucién
butanol-CETAB <(apéndice N2 2). Se mezclo en vortex y se
centrifugé en una centrifuga Eppendorf durante 1 min a
37°C. Se extrajo la fase butanol (superior) y se agrego
1/4 de volumen de acetato de sodio 0.3M. La suspensioéon se
agito en vortex |y se centrifugéd en las mismas
condiciones. Se extrajo la fase inferior y se agregd un
volumen de cloroformo. Se mezcldé en vortex y se dejo en
hielo durante 5 min. La suspensién se centrifugédé durante
1 min a 4°C y se recogié la fase superior. Los &acidos
nucleicos se precipitaron agregando 2-4% (v/v) de acetato
de sodio 3M y 3 volumenes de etanol a -20°C. La mezcla se
colocé a =-20°C durante 60 min y 1luego se centrifugé
durante 15 min en centrifuga Eppendorf a 4°C. El
sedimento se secé al vacio y se resuspendio en un

volumen apropiado (10-20 pl de agua esteéril).
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Determinacién de la concentracién de DNA.

Mediciones de densidad o6ptica: Para determinar Ila
concentracién de &cidos nucleicos presentes en las
muestras, se midié la densidad optica a 260 nm, en una
celda de 1 ml, en un espectrofotémetro Shimadzu modelo
Uv-150-02. Se consideré que 1 unidad de absorbancia
(D.0.) a 260 nm corresponde a 50 ug/ml de DNA de doble
hebra (Maniatis et al, 1982). La razén entre las
lecturas de densidad o6ptica a 260 y 280 nm
(D0O260/D0280> proporcionan una estimacién de la pureza
de la preparacién de &acido nucleico. Se wutilizaron

preparaciones de DNA que tenian una razon de 1.8 o mas.

Método del mini-gel: La electroforesis en mini-gel
proporciona una manera rapida y conveniente para
cuantificar el DNA y analizar su estado fisico. Para
ello se preparé un gel de agarosa al 0.7% en tampon TBE
(Métodos, seccién 7.1) que contenia 0.5 pug/ml de
bromuro de etidio. Se colocé 10 pl de wuna solucién
estandar de DNA (30-100 ng/pl).

La concentracién del DNA se estimé comparando la
intensidad de fluorescencia de la muestra de DKNA

problema, con las muestras de la solucién estéandar.
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10.- Electroforesis de proteina

10.1 Electroforesis en geles de ©poliacrilamida: En la

electroforesié se utilizaron geles de poliacrilamida
al 7% (Hames, 1981). Los geles se prepararon a pértir
de una solucién madre de acrilamida : N-N'-
metilenbisacrilamida en una relacion de concentracion
de 30 : 0.8%.

La electroforesis se realizé en tubos verticales de 80
x 6 mm, utilizando tampén Tris-glicina pH 9.05 (5.16
g/l de Tris, 3.48 g/1 de glicina) en ambos electrodos.
Las muestras se corrieron a 4°C a wuna corriente
constante de 4 mA por gel, hasta que el colorante de
referencia <(azul de bromofenol 0.01%) migré un 90-95%
del largo total del gel. La preparacioéon de los geles se
realizé a partir de una mezcla de soluciones acuosas en
la siguiente relacién de volumenes : 1A : 2B : 1 HzO

4 C. (apéndice N2 6), (Grossman et al. 1979).

La mezcla se sometié al vacio por © min para remover el
aire disuelto en ella. Con la solucién se 1llenaron
tubos de vidrio previamente lavados con una solucién de
Agepén (Kodak) diluido 200 veces. Después de la
polimerizacién cada gel se cargé con 30-50 pl de
muestra de proteina con azul de bromofenol 0.01% p/v y
glicerol al 15% concentracién final.

Los geles se fijaron y tifieron con una solucién de Azul

Brillante de Coomassie R al 0.025% (p/v), disuelto en
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una solucién acuosa de metanol al 45% (v/v) y acido
acético al ©9% <(v/v), durante 3 h a ‘temperatura
ambiente. Los geles se destifieron en el mismo solvente
durante al menos 1-2 h y se completé el destefiido con

adcido acético al 10% (v/v).

2 Tincion de actividad enzimatica en geles de
poliacrilamida: La actividad de invertasa en geles de
poliacrilamida se revelé mediante la técnica descrita
por Grossman et al (1979). Los geles se colocaron en
una solucién de sacarosa 0.1M en tampén acetato de
sodio 0.05M pH 5.3 a 37°C por 30 min. Luego, se lavaron
con agua destilada y se transfirieron a un tubo con una
solucién de TTC al 0.2% en NaOH 0.6 N. Los tubos de
revelado se colocaron en un bafio de agua hirviendo

hasta que aparecieron las bandas de rojo de formazan.

— Hibridacién DNA:DNA

Para la hibridacién de &cidos nucleicos se utilizé la
metodologia descrita por Southern (1975>. La
electroforesis en geles de agarosa al 0.7% (Metodos,
seccién 7.1) se realizé con 3-5 ug de DNA cromosémico por
canal o 0.1 pg de DNA plasmidial en presencia de bromuro
de etidio 0.5 pg/ml. Para desnaturalizar el DKNA, el gel
se traté con una solucién de NaCl 1.5M, NaOH O0.5M durante

1 h con agitacién a temperatura ambiente. Luego el gel se

T N .
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neutralizé con Tris-HC1 1M (pH 8>, NaCl 1.5 M durante 1
h. El1 pH del gel se midié con papel indicador. El DNA se
transfiriec al papel de nitrocelulosa de 1la siguiente
manera: A una cubeta provista de un puente central, se
agregé 750 ml dé SSC 10X (apéndice N2 4). Sobre el puente
se colocaron 2 tiras de papel 3MM cuyos extremos se
sumergieron en el tampén de la cubeta. Sobre el papel 3MM
se colocé el gel de agarosa neutralizado, luego una hoja
de papel de nitrocelulosa previamente humedecida en SSC
2X de iguales dimensiones que el gel, encima 2 hojas de
papel 3MM y por ultimo varias hojas de papel filtro. Para
facilitar la transferencia se colocé un pesoc de 500 g. En
estas condiciones se dejé que ocurriera la transferencia
durante la noche a temperatura ambiente. Una vez
finalizada 1la transferencia del DNA, el papel de
nitrocelulosa se lavo con SSC 3X y se secé a 80°C al
vacio durante 2 h. E1l papel de nitrocelulosa seco se
traté con una solucién de prehibridacion (Apéndice N¢ 4)
durante 18 h a 4z°C. La reaccion de hibridacién se
realizé por 24 h a 42°C. La sonda radicactiva (Metodos,
seccién 12.3) se desnaturalizé durante 5-10 min a 90°C.
Finalizada 1la hibridacién, el papel de nitrocelulosa se
sometio a los siguientes lavados: i) Con una solucién de
SSC 3X, SDS 0.1% durante 1 h con agitacién a 45°C, i1ii»
Con una solucion SSC 0.1X, SDS 0.1% calentada a 45°C, se
hicieron 3 cambios de solucién cada 30 min. Los lavados

se realizaron a 45°C con agitacién. El papel de
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nitrocelulosa lavado, se secé entre papel filtro y se
cubrié con papel plastico (Saran-V¥rap). Luego se expuso a

placas autorradiograficas X-ray film tipo R con pantalla

intensificadora. La exposicién se realizo a -70°C. El
tiempo de exposicién fue variable segun la
intensidad de 1la marca radiactiva. Las placas se

revelaron y fijaron mediante procedimiento estandar.

12.- Ensayos Enzimaticos

12.1 Tratamiento del DNA con endonucleasa de restriccion:
aproximadamente 0.5-1.0 ug de DNA plasmidial y 2-4 pg
de DNA cromosémico se incubaban durante 3-4 h con 6-8
unidades de enzima. Las condiciones de pH, temperatura
y fuerza iénica fueron las recomendadas por Maniatis et
al (1982). Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 20 pl. La reaccioén se detuvo por la adicion de
EDTA (pH 7.5) a una concentracion final de 10 mM.
Cuando los productos de la digestion se analizaron por
electroforesis se agregdé 5 pl del tampén de carga
(Métodos, seccién 7.1). Si el DNA tratado se requeria
para oOtra reaccién enzimatica, se hizo una extraccién
con fenol:cloroformo 1217, una extraccion con
cloroformo y 1luego se precipité con 2 volumenes de

etanol a -20°C (Métodos, seccién 6.1.2).
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Reaccion con DKNA ligasa del bactericfago T4:
Aproximadamente 0.6 - 0.8 ug de fragmentos de DNA
cromosémico se ligaron a 0.6 ug de DNA del vector YRp7
o de su derivado pNCZ, previamente 1iﬁearizad0 con
endonucleasas de restriccién. Para obtener plasmidos
hibridos, la mezcla de ligado se traté con 0.5 U de DNA
ligasa del bacteriéfago T4 (Weiss et al, 1968) durante
toda la noche a 12°C, en un volumen final de 20 ul de
Tris-HC1 (pH 7.5) 66 mM, MgClz 5mM, DIT SmM y rATP 1mM.
Después de la incubacién, la mezcla de 1ligado se

mantuvo a -20°C hasta el momento de la transformacion

de Escherichia coli.

Reaccién de "Nick translation": Los DNAs plasmidiales
se marcaron con  2EP para usarlos como  sondas
radioactivas en los experimentos de hibridacién
DNA: DNA.

Aproximadamente 150-200 ng de DNA ©plasmidial se
incubaron con 10 U de DNA polimerasa I de E. coli, 10
uCi de [o—#=FPI1dATF (actividad especifica 400 pCi/mmolv,
3 pl de sailes de nick 5X <(apéndice N2 5>, 1 ul de
DNAsa <(0.05 pug/ml) y agua hasta completar 15 K1,
durante 100 min a 12°C. Finalizada 1la reaccion se

agregé 5 pl de EDTA 250 mM, 1 pl de DNA de esperma de

salmén 10 pg/ml y se completé hasta 100 pl con tampon

TE pH 8.0
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Para separar 1o0s nucleétidos no incorporados al DNA, la
muestra se centrifugé a través de una pequefia columna
de Sephadex G-50 equilibrada con tampon STE (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM, NaCl iOO mM pH 8). En una jeringa de
1 ml se preparé una columna de Sephadex G-50 de 0.9 mil.
La jeringa se colocé en un tubo y se centrifugé a 1600
xg durante 4 min. en rotor HS Sorvall. Una vez empacada
la columna a un volumen de 0.9 ml, se agrego 0.1 ml de
tampén STE y se centrifugé en iguales condiciones.
Luego se agregé la muestra de DNA en un volumen de 100
pl y se centrifugé a la misma velocidad y tiempo. Se
colecté 100 ul del efluente de la columna. Los 4dNTPs no
incorporados permanecen en la columna. El DNA marcado

fue colectado en un tubo Eppendorf (Rigby et al. 1977).

13.— Purificacién de la invertasa extracelular de Neurospora

cracsa

La invertasa de la cepa silvestre 74A de Neurospora
crassa se purificé a partir del medio de cultivo.
Aproximadamente 1800 ml de medio de cultivo se
concentraron en un sistema de filtracién AMICON con una
membrana PM30 hasta un volumen aproximado de 300 ml. La
solucién resultante se sometié a 3 fraccionamientos con
sulfato de amonio, segin el método descrito por

Metzenberg (1963).
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— Obtencién de suero inmune anti-invertasa

El suero anti-invertasa se obtuvo mediante inyeccioén
intramuscular de dos conejos machos, de aproximadamente 3
meses de edad, con 1 mg de la enzima obtenida de 1la cepa
silvestre de N. crassa (74A) purificada segun Metodos,
seccién 13. Para preparar 1la inyeccion, la muestra
enzimatica se dializé contra NaCl 0.15M durante 12 h y
luego 1 mg de invertasa se mezclo con coadyuvante de
Freund completo en una proporcién de 1:1. A intervalos de
10-12 dias se colocaron dos nuevas inyecciones de 1 mg de
enzima en idénticas condiciones. Transcurridos 10 dias
después de la ultima inyeccion se colocé una nueva dosis
mediante 1inyeccién subcutédnea en el vientre y sin
coadyuvante de Freund (dosis desencadenante). Despues de
10 dias de la uGltima inyeccién, se obtuvo sangre de 1la
arteria de la oreja. La obtencion del suero control se
hizo mediante extraccién de 10 ml de sangre antes de
comenzar la inmunizacioén.

Los sueros control e inmune se obtuvieron por
centrifugacién a 900 x g durante 15 min a temperatura
ambiente en centrifuga clinica, después de haber incubado
la sangre durante 2-3 h a temperatura ambiente. Ambos
sueros se mantuvieron a 4°C con azida de sodio al 0.1%

(p/v>.
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- Ensayos inmunolégicos

15.1 Inmunodifusion radial doble: Se prepararon geles de

=
al
\Y)

agarosa al 1% en tampén Tris-HC1 0.01M pH 8 sobre un
portaobjetos de tamafio éstandar. Se hicieron orificios
de 1.5 mm de diametro en forma de roseta. En el
orificio central se colocé 5 ul de antisuero y en 1los
orificos 1laterales 5 pl de antigeno (Mufioz et al,
1971). Las placas se incubaron durante 24 h a
temperatura ambiente en camara humeda. Al término del
periodo de incubacién se procedioé a lavar
exhaustivamente con KNaCl O0.15M durante 24 h, con tres
cambios de solucioén salina y por ultimo se lavé una vez
con agua destilada durante z h. Las placas se secaron a
37°C y se tifileron Azul Brillante de Coomassie 0.025%
para proteinas (Métodos, seccién 10.1). Luego se
destifiieron con sucesivos lavados en &acido acético 5%

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

Inmunoelectroforesis: Los @geles se ©prepararon con,
agarosa al 1% en tampén Tris-HC1 0.01 M pH 8 con una
dilucién de antisuero de 1/200, en placas de vidrio de
5 x 6.5 cm. En el extremo del gel se hicieron pocillos
de 2.5 mm de diametro. Los pocillos se cargaron con 20
pl de muestra. El1 gel se colocé en una céamara de
electroforesis horizontal. El tampon de corrida fue

Tris-HC1 0.01 M pH 8. La electroforesis se corrié a 6
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volts constantes hasta que el colorante azul de
bromofenol <0.01% p/v) migro aproximadamente el 95% de
la longitud del gel. Una vez terminada la
electroforesis se procedié a lavar, tefiir y destefiir el

gel de 1igual manera gque la indicada en Metodos,

seccion 15.1.
Cloneamiento molecular
Obtencién del plasmido pNCz.1: E1 DNA del plasmido pNCZ

(0.6 ug) se digirié con la enzima de restriccioéon Xhol.

La presencia de moléculas lineales se verifico por

electroforesis en gel de agarosa. La muestra se
desproteinizé con fenol : cloroformo y se precipité con
etanol a -20°C. El1 DNA precipitado se resuspendio en

15 pl de agua destilada y se 1ligé de acuerdo a la

~

reaccién descrita en Méetodos, seccioén 1lz.2

Obtencién del plasmido pNCZ.3: E1 DNA del plasmido pNCe
se digirié con la endonucleasa de restriccion Bamdl y
se sometié a electroforesis en agarosa de bajo punto de
fusién al 1%. El1 fragmento correspondiente al inserto
de DNA cromosémico de Neurospora, se extrajo del gel
mediante CETAB (Métodos, seccién 8). EL DNA obtenido se
resuspendio en 15 pl de agua destilada esteril y se
traté con la endonucleasa de restriccion Bglll durante

3 h a 37°C. La muestra se desproteinizé con fenol
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cloroformo y se mezclé con aproximadamente 0.4 pg del
plésmido vector YRp7 tratado con la enzima BamHI. La
reaccién de ligado se realizo de acuerdo a Metodos,

seccion 12.2Z2.

Obtencién del plasmido pNC2.5: E1 DNA del pléasmido pNCz
(0.6 pg» se traté con la endonucleasa Xhol. La mezcla
de digestion se sometioé a electroforesis en agarosa de
bajo punto de fusién al 1%. El fragmento Xhol
correspondiente al inserto cromosémico de N. crassa, se
extrajo del gel mediante CETAEB (Metodos, seccion 8).
La muestra se desproteinizé con fenol : cloroformo y se
precipité con etanol a -20°C. El DNA precipitado se
resuspendié en 10 ul de agua destilada estéril. La
reaccién de ligamiento entre el fragmento Xhol y el
vector YRp7 linealizado con la enzima Sal 1 se realizé
en un volumen final de 20 ul segun Metodos, seccion

iz2.2.

Deteccién de recombinantes: Con los productos de las
reacciones de ligamiento se transforms Escherichia coli
cepa HB10l (Métodos, seccién 17.1). Los transformantes
se seleccionaron por su resistencia a ampicilina y
sensibilidad a tetraciclina. Para verificar que las
colonias bacterianas contenian insertos en el vector de
cloneamiento se procedié a extraer el DNA plasmidial

por el método de la lisis alcalina (Métodos, seccién
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6.1.2) y se sometio a electroforesis en geles de
agarosa al 0.7% (Metodos, seccioén Twdd Las
caracteristicas del inserto se determinaron mediante
anadlisis por electroforesis de 1los fragmentos de

restriccién obtenidos para cada uno de los subclones.

Transformacién genética

Transformacién genética de Escherichia coli: Las cepas
C600 y HE10l1l se wutilizaron como receptoras de DNA
plasmidial en los experimentos de transformacién
genética. Se utilizé 0.5 ml de cultivo crecido durante
la noche para inocular 20 ml de medio LB y se incubd
con agitacién a 37°C hasta que alcanzé una densidad
6ptica a 600 nm de 0.5-0.6 (aprox. 2 x 10% cel/ml). El
cultivo se centrifugé a 7000 x g durante 5 min a 4°C.
Las células se resuspendieron en 1 volumen de una
solucién de MgSO. 10 mM y se incubaron en hielo por 30
min. Al final de la incubacién se centrifugaron a 7000
x g durante 5 min a 4°C. El sedimento celular se
resuspendié en 1/2 volumen de una solucién de Tris-HCl
(pH 7.8> 10 mM, CaClz 50 mM (tampén de competencia) Yy
se dejoé en hielo durante 20 min. Luego se centrifugdé en
las mismas condiciones anteriores. Las celulas
competentes se resuspendieron en 1/10 de volumen de
tampén de competencia. En un tubo estéril se mezclé 0.1

ml de células competentes, 5 pl de DNA (0.2-0.6 pg), 40
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pl de tampén TE y 5 ul de MgClz 100 mM. La mezcla se
incubé en hielo por 30 min. Luego se sometico a un pulso
térmico de 42°C durante 2 min. Luego, se agrego 1 ml
g de medio LB y se incubaron a 37°C durante 1 h con
agitaciéon. Se hicieron diluciones apropiadas y se
sembraron en placas de LB solidificado con agar al 2%,
que contenia ademds el antibiotico de seleccién

correspondiente (Cohen et al., 1972).

17.

\Y)

Transformacién genética de Saccharomyces cereviciae: Se
usé S. cerevisiae «cepa MR17A como levadura receptora
de 1los plasmidos recombinantes de la genoteca. Las
levaduras se crecieron en 20 ml de medio YEF a 30°C
durante la noche. 100 ml de medio YEF se inocularon con
10 ml del cultivo de levadura y se incubé a 30°C con
agitacién hasta que alcanzé una densidad optica a 650
nm de 0.45-0.50. El cultivo se centrifugdé a 7000 x g
por 5 min a temperatura ambiente. El sedimento celular
se lave 2 veces con 15 ml de sorbitol 1 M
centrifugando en las mismas condiciones. Luego, se

resuspendié en 10 ml de SED (sorbitol 1M, EDTA 25 mM,

DIT 50 mM) y se incubaron a 30°C por 10 min con

agitacién suave (60 rpm). Después de la incubacion, las
células se lavaron con sorbitol 1M. El sedimento
celular obtenido se resuspendié en 10 ml de sorbitol 1M
que contenia 200 pl de PB-glucuronidasa tipo H-2Z y se

incubé a 37°C por 1l-z hrs.

]
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Los esferoplastos se centrifugaron a 1000 x g durante 3
min a temperatura ambiente y se lavaron una vez con 10
ml de sorbitocl 1 M y una vez con 10 ml de STC
(sorbitol 1M, Tris—HC1 10 mM pH 7.5, CaClz)
centrifugando cada vez a 1000 x .g durante 3 min a
temperatura ambiente. El sedimento resultante se
resuspendié en 1 ml de STC. Un volumen de 0.2 ml de
esferoplastos se transformaron con 20-30 ug de DNA
cuando éste provenia de la mezcla de la genoteca o con
1-3 pg de DNA cuando se trataba de una especie
plasmidial unica.

La mezcla de transformacién se dejo a temperatura
ambiente (25°C) durante 15 min y luego se agregoé PEG
(PEG 4000 40%, Tris-HC1l 10 mM pH7.5, CaClz 10 mM) y se
incubé 10 min a temperatura ambiente. Después de 1la
incubacion los esferoplastos se centrifugaron a 1000 x
g durante 3 min y se resuspendieron en 150 pl de S80S
(sorbitol 1 M, YEP 0.3X, CaClz 7 mM, requerimientos
metabélicos no seleccionados 25 jg/ml, requerimiento
metabdélico seleccionado 10 pg/ml) se incubdé durante 20
min a 30°C, luego se agregé ©6 ml de agar de
regeneraciéon (apéndice N°1). Se mezclé rapidamente y se
vacié sobre placas que contenian el mismo medio de

regeneracion (Hinnen et al., 1978).

Transformacién geneética de Neurospora crassa: la

transformacién genetica se realizé mediante el
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tratamiento de 1los conidios con acetato de 1itio
descrito por Dhawale et al. (1984,. Conidios de 7-8
dias de edad se germinaron en medio minimo Vogel por
150 min a 30°C a una concentracién aproximada de 2-5 X
107 conidios/ml..Los conidios germinados se colectaron
por centrifugacion a 4500 x g por 10 min y se lavaron
con 30 ml de Tris-HCl1 10 mM, EDTA 1 mM pH 7.5. Los
conidios lavados se resuspendieron en una solucién de
acetato de 1litio 0.1 M a una densidad de 1-z x 107
conidios/ml y se incubaron a 30°C por 30 min con
agitacion. Los conidios se colectaron por
centrifugacien a 4500 x g por 10 min y se
resuspendieron en un volumen apropiado de acetato de
1itio ©0.1M. Un total de 5-8 x 107 conidios se
trancformaron con 8-10 ug de DNA en un volumen de 0.4
ml y a una concentracién final de acetato de litio de
0.1M. La mezcla de transformacién se incubé durante 30
min a 30°C con agitacién. Luego se agregé 4 ml de PEG
4000 al 40% en acetato de litio 0.1 y la incubacién se
continué por 1 h mAs. Después de la incubacién, 1los
conidios se calentaron a 37°C por 5 min, se colectaron
y lavaron una Vvez cOn agua destilada esteril y se
resuspendieron en agua destilada. Finalmente 1los
conidios se plaquearon en medio selectivo a una
concentracién de 1-2 x 10 conidios por placa (15 x 100
mm) y se incubaron a 30°C por 5 dias. Los

transformantes fueron resembrados en el mismo medio
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selectivo (medio minimo Vogel sin citrato y

suplementado con sacarosa al 1%).

Anédlisis genetico

Cruzamientos de [Neurospora crassa: Los diferentes
cruzamientos entre las cepas estudiadas se realizaron
en tubos de ensayos (1.5 x 20 cm) que contenian medio
Westergaard 1X (Westergaard et al., 1947) suplementado
con 1% de glucosa y 2% de agar-agar. Los tubos de
cruzamiento se incubaron a 25°C durante 12-15 dias . El
anadlisis genético de 1los cruzamientos se realizé
mediante el aislamiento de esporas al azar (analisis de
cromatidas) o en orden (anédlisis de tétradas). Para la
activacioén de la germinacién de las esporas se utilizé
un shock térmico a 60°C durante 30 min.

La obtencion de micelios dobles mutantes se consiguié
mediante el cruzamiento de los mutantes simples.
Cruzamiento: al34 x inv-a

Las esporas de cada cruzamiento se caracterizaron en
cuanto a su tipo de apareémiento (A,a), fenotipo
morfolégico <(albino, silvestre), fenotipo enzimAtico
(mutantes de invertasa). Los micelios dobles mutantes
obtenidos se denominaron : inv-al3A, inv-al3a. Se tuvo
especial cuidado en elegir mutantes simples que
comparten el mismo fondo genético que la cepa silvestre

T4A.
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RESULTADOS

Deteccién de actividad enzimatica de invertasa en

Neurospora

La actividad enzimadtica de invertasa se midio a
diferentes tiempos de cultivo del hongo (Fig.1). La
curva muestra que aproximadamente a las 36 hrs de
cultivo comienza a detectarse actividad de invertasa y
ésta se incrementa a medida que disminuye la fuente de
carbono en el medio de cultivo.

La electroforesis en geles de poliacrilamida de
extractos crudos y concentrados del medio de cultivo de
la cepa silvestre 74A muestra que la enzima se presenta
en 2 formas moleculares (Fig.2 y 3). El analisis
electroforético muestra diferencias cuantitativas de
las formas liviana y pesada de 1la enzima tanto
intracelular como extracelular. La actividad enzimatica
extracelular est& principalmente representada por la
forma de migracion menor. Por el contrario,
intracelularmente ambas especies enzimaticas tienen
igual actividad.

En 1la tabla 1 se muestran 1las relaciones
porcentuales entre la enzima intracelular y
extracelular, determinada por densitometria de las

bandas en geles de poliacrilamida.
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Curva de actividad enzimdtica de invertasa extracelular:

N. crassa (74A) se cultivdé en medio minimo Vogel suple-
mentado con 0.5% de maltosa a 259C con agitacién. A los
diferentes tiempo, se determind la actividad enzimatica

mediante el método de Bernfeld para azucares reductores.

Actividad Especifica: mg de azucares reductores/min/mg
de proteina a 379C (@——@). AzUcar residual (0---0).
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Figura 2:

Electroforesis en geles de poliacrilamida de la
invertasa extracelular de Neurospora crassa <(74A): El
hongo se cultivé en medio minimo Vogel suplementado con
maltosa al 0.5% a 25¢°C con agitacién. A los diferentes
tiempos se tomé una muestra del medio de cultivo,
correspondiente a 0.1 mg de proteina total y se sometid
a electroforesis en geles de poliacrilamida al 7%. Los
geles se tifiieron para actividad de invertasa (Métodos,
seccién 10.2). A> 24 h, B> 48 h, C> 72 h, D) 96 h, y
E)> 120 h. de cultivo.




44

Figura 3:

Electroforesis en geles de poliacrilamida de la
invertasa intracelular de Neurospora crassa (74A): El
hongo se cultivé en medio minimo Vogel suplementado con
maltosa al 0.5% a 25°C con agitacién. A los diferentes
tiempos se tomé una muestra del extracto crudo,
correspondiente a 0.1 mg de proteina total y se sometio
a electroforesis en geles de poliacrilamida al 7%. Los
geles se tifiieron para actividad de invertasa (Metodos.
seccioén 10.2). A> 24 h, B) 48 h, C) 72 h, D) 96 h y
E> 120 h de cultivo.
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TABLA 1

Relacién porcentual entre las formas moleculares de
invertasa intracelular y extracelular

Tiempo Extracelular Intracelular

(horas» I II 1 II
24 36.2 63.8 53.1 46.9
48 82.9 17.1 51.1 48.9
72 84.5 15.5 66.5 31.5
96 02.7 7.3 44.1 55.9
120 97.5 2.5 43.3 56.7

Feurpospora crassa cepa 74A se cultivo en medio minimo Vogel
suplementado con maltosa al 0.5% con agitacién. Una muestira
de 0.1 mg de proteina total extracelular e intracelular se
cometié a electroforesis en geles de poliacrilamida y los
geles se tifiieron para actividad enzimédtica (Métodos,
ceccién 10.2). Los valores porcentuales de las formas
enziméticas se obtuvieron por densitometria de los geles de
poliacrilamida (longitud de onda 600 nm.). La relacién
entre la proteina intracelular (extracto crudo):
extracelular es 10:1




]
|
r
|
9—

2.

w

46

Purificacién de 1la invertasa de Neurospora crassa cepa

T4 4.

' La purificacién se realiz¢ mediante precipitacién
diferencial con sulfato de amonio.

En la tabla 2 se muestran 1las etapas de
purificacién de 1la enzima, a partir del medio de
cultivo. La enzima extracelular se purifico 25 veces
con una actividad especifica de 14.69 U/mg de proteina.
La bhomogeneidad de la preparacién se confirmo en geles
de poliacrilamida al 7%. La densitometria muestra que a
la banda de proteina (Fig.4A) le corresponde una banda

de actividad de invertasa (Fig.4B).

Preparacién de un suero inmune anti-invertasa de

Neurospora.

Para determinar la presencia del producto génico
del gen inv de Neurospora crassa se utilizé un meétodo
inmunoquimico. Se obtuvo un suerc inmune anti-invertasa
usando como antigeno la preparacion de enzima
extracelular proveniente de la cepa silvestre 74A.

Mediante inmunodifusién radial doble se realizaron
los controles de la preparacién de suero inmune. En la
figura 5A se muestra el suero inmune anti-invertasa
frente a antigenos purificados (a-amilasa e invertasa)

y mezclas de antigenos (extractos crudos). El suero
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"Figura 4

‘Densitometria de la preparacidén de invertasa de N. crassa

(74A): La invertasa extracelular de N. crassa se_purificé
(Métodos, seccidén 13) y se analizé en geles de poliacril-
amida al 7% (Métodos, seccidén 10.1). A) Densitometria del
gel de poliacrilamida tefiido para proteinas totales con
Azul Brillante de Coomassie, B) Densitometria del gel de
poliacrilamida tefiido para actividad de invertasa con 2,3,
5-trifeniltetrazolio cloruro.
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Figura 5:

Inmunodifusién radial doble de los sueros preinmunes e
inmunes anti-invertasa de Neurospora crassa: La
reaccién inmunolégica se realizé en geles de agarosa al
1% en tampén Tris-HCI1 0.01¥ pH 8.0 (Metodos, seccién
15.1). En los orificios centrales se colocé 5 pl del
antisuero <(A) y suero control (B). En los orificios
laterales se colocé 5 pl de las siguientes muestras: 1.
Seroalbtmina de Dbovino 0.5%; z. a-amilasa de E.
subtilis 0.5%; 3. Extracto crudo de K. crassa 74 A; 4.
Invertasa extracelular de N. crassa 74A ; 5. Extracto
crudo de S. cerevisiame Sc 483; 6. Invertasa purificada
de N. crassa 744 (1 pg). Las proteinas se tifieron con
Azul Brillante de Coomassie 0.025% (p/v).
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anti-invertasa precipité a la enzima purificada y a la
preparacién extracelular e intracelular de la cepa
silvestre. En 1la figura 5B se muestra el suero
preinmune, el cual no muestra reaccion cruzada con los
diferentes antigenos ensayados.

En la figura 6A se observa que el suero inmune
anti-invertasa precipita todos los antigenos ensayados
dando un anillo continuo. Esta reaccion revela
identidad inmunolégica entre 1los antigenos y sugiere
eimilitud estructural de 1la enzima extracelular e
intracelular como también entre 1la enzima del tipo
silvestre y la cepa mutante. En la figura 6B se muestra
el comportamiento del suero inmune anti-invertasa
frente a los antigenos heterdlogos como son 1los
extractos crudos de levadura. Es de especial interes el
comportamiento del suero inmune frente a los antigenos
de Saccharomyces cerevisiae, ya que la cepa MR17A se
utilizoé como receptor en los experimentos de
transformacién genética que permitieron aislar el gen
inv de Neurospora. La cepa MR17A de levadura posee el
alelo suc® indicando que no es capaz de wutilizar
sacarosa como fuente de carbono. La cepa Sc483 de
levadura se utilizé como control positivo. En ambos
casos no se oObserva banda de precipitacién (Fig ©
pozuelos 2 y 3> con el suero anti-invertasa de K.
crassa, indicando que no hay reaccién cruzada con los

antigenos de levadura.
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Figura 6:

Inmunodifusién radial doble con el suero inmune anti-
invertasa de Neurospora crassa: La reaccién
inmunolégica se realizé en geles de agarosa al 1% en
tampén Tris-HC1 pH 8.0 (Métodos, seccién 15.1). En los
orificios centrales se colocé 5 pl de suero inmune. En
los orificios 1laterales se colocé 5 pl de: 14.
Invertasa purificada de N. crassa (1 pug); =2A. medio
extracelular de N. crassa inv A; 3A. medio extracelular
de N crassa 74A; 4A. invertasa purificada de N. crassa
(1 pgos 5A. extracto crudo de E crassa 74A4; OA.
extracto crudo de N. crassa inv-A. B: 1B. invertasa
purificada de K crassa <1 pgJ; ZB. extracto crudo g&.
cerevisiae Sc 483; 3B. extracto crudo S. cerevisiaze
MR17A; 4B. invertasa purificada de N crassa (1 pg’; S5B.
extracto crudo N crassa 74A; 6B. extracto crudo K.
crassa inv-A.
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Cloneamiento del gen estructural de invertasa de

Neurospora crassa.

Para el cloneamiento del gen estructural de
invertasa se utilizé una genoteca de la cepa silvestre
de X. crassa 74A. La genoteca se construyé en el
pléasmido YRp7 (Fig.7).

Para construir la genoteca se usé la endonucleasa
de restriccién BamhI, la cual realiza un corte
endonucleolitico dentro del gen de resistencia a
tetraciclina. El1 DNA cromosémico de N. crassa tratado
parcialmente con la misma enzima produce Ifragmentos
discretos de DNA que poseen extremos complementarios al
del pléasmido receptor. Los plésmidos recombinantes se
seleccionaron a partir de los clones Dbacterianos
resistentes a ampicilina y sensibles a tetraciclina. En
la figura 8 se muestra una electroforesis de 10 grupos
de plésmidos recombinantes tratados con la endonucleasa
de restriccién BamHI. Los ©plésmidos asi tratados
generan como producto de la reaccién una Dbanda
prominente de 5.8 Kb correspondiente al vector de
clonado y una serie de bandas de distinto tamaho
molecular que corresponden a los diferentes insertos de
DNA exégeno. Cada uno de 1los grupos (Fig.8 c¢-1)

representa aproximadamente 800 clones diferentes.
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Figura 8:

Electroforesis en gel de agarosa del DKA de los
plésmidos recombinantes de la genoteca de ¥ S 2
crassa:. Los DNA (&) obtenidos (Métodos, seccidén 6.1)

se trataron con la endonucleasa de restriccioéon BamHl y
se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
0.7% (Métodos, seccién 7). a) DNA del bacteriofage » +
HindIII, b)) y m DNA del pléasmido YRp7, c)- 1D
corresponde a grupos (designados como YR-74.1 hasta YK-
74.10) de aproximadamente 800 clones cada uno que
llevan plésmidos recombinantes. 0= origen, cc= circular
cerrado, 1= lineal, ca= circular abierto.
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Selecciéon del gen de invertasa

A partir de estos 10 grupos de plésmidos
recombinantes se seleccioné el gen de invertasa de N.
crassa La estrafegia de cloneamiento para la seleccién
de este gen estad basada en la complementacion funcional
de células mutantes de g. cereviciae <cepa MR17A por
plésmidos provenientes de la genoteca de N. crassa

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos
en la transformacién de Saccharomyces cerevisiae MR17A
con los diferentes grupos de plasmidos de la genoteca
denominados YR-74.1 - YR-74.10. Se aislaron 22
transformantes que eran independientes del triptéfano
para crecer y utilizaban la sacarosa come uUnica fuente

de carbono.

Con el DNA total de 1los transformantes de
Saccharomyces cerevisime (SUC" TRP1*) se transformo
Escherichia ¢oli €600 para rescatar el plésmido

recombinante. En la tabla 3 se muestra que se obtuvo
dos transformantes bacterianocs resistentes a

ampicilina.

Transformacién de Escherichia coli C600 con DNA

plasmidial recombinante

El DNA de los clones resistentes a ampicilina se

sometié a electroforesis en geles de agarosa al 0.7%
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Transformacion de Saccharomyces  cerevisiae MR17A y

Escherichia c¢oli C600 con DNA de la genoteca.

DNA de la genoteca S.cerevisiae E. coli
colonias suc” colonias amp”
YR-74.1 10 2
YR-74.2 1 0
YR-74.2 0 0
YR-74.4 2 0
YR-74.5 3 0
YR-74.6 0 0
YR-74.7 0 0
YR-74.8 3 0
YR-74.9 2 0
YR-74.10 1 0

La cepa de Saccharomyces cerevisiae MR17A (Suce,
trpl~>, fue usada como receptor en la transformacion.
La cepa MR17A fue transformada con DNA plasmidial
recombinante (Métodos, seccién 17.2) preparado de 10
grupos de clones. Las colonias suc™, TRP1™
aparecieron aproximadamente a los 10-12 dias de
incubacién a 30°C en medio minimo-sacarosa.
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para verificar la presencia de DKA plasmidial. En la
figura 9 se muestra el patrén de migracion de 1los
plésmidos recombinantes denominandolos pNCl al de menor
tamafio <(carril b)> y pNC2 <(carril a)>. Ambos plésmidos
son de mayor tamafio que el plasﬁido vector YRp7. Con el
objeto de verificar que el DNA plasmidial aislado
contenia el DNA del vector YRpP7, se transformo
Escherichia c¢oli C600, sensible a ampicilina y se
seleccioné por resistencia a este antibiético. En la
tabla 4 se indica la frecuencia de transformacién (N~
de transformantes/ug de DNAD con los plésmidos
recombinantes y el pléasmido control. La frecuencia de
transformacién se reduce con el incremento en el tamafio

del plésmido.

Transformacién de Saccharomyces cerevisiae MR17A con

DNA plasmidial

Con el DNA plasmidial recombinante (pNCl y pNC2)
se transformé la cepa MR17A de Saccharomyces cerevisiae
y se seleccioné por prototrofia para triptéfano. La
frecuencia de transformacién se indica en la tabla 5.
Con los resultados obtenidos se demuestra gue 1los
plésmidos recombinantes llevan los marcadores genéticos

del plésmido YRp7.
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Figura 9:

Electroforesis en gel de agarosa del DNA de 1los
pléasmidos recombinantes pNC1 y pEC2: Los DNA (s)
plasmidiales se obtuvieron por mini preparaciones de
DNA (Métodos, seccion 6.1.2) a partir de los

transformantes de E. ¢oli C600 Amp~. El1 DNA obtenido (1
pg> se analizé por electroforesis en geles de agarosa
al 0.7% (Métodos, seccién 7). a)> DNA de pNC2, Db> DNA de
pNC1 y c) DNA del bacteriofago » + Hind III. O = origen
del gel.
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TABLA 4

Transformacién de Escherichia coli C600 con DNA plasmidial

DNA plasmidial FPM (Kb> Ne transf/ug DNA
sin DNA - 0
YRp7 5.8 5-8 x 104
pNC1 9.2 5-6 x 10~
pNCz 13.4 1-2 x 104

Escherichia c¢oli C600 se transformé con 0.2-0.4 ug de
DNA plasmidial (Métodos, seccién 17.1). Los
transformantes se seleccionaron en medio LB-
ampicilina.
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TABLA 5

Transformacién de S. cerevisiae cepa MR17A con DNA plasmidial

DNA plasmidial N2 transf. Trpl*/ug DKNA
sin DNA 0
YRp7 135
pNC1 120
pNCz 100

La cepa MR17A (trpl~) se transformé con l-z ug de DNA
plasmidial. Los transformantes se seleccionaron en
medic minimo con los suplementos nutricionales de la
cepa con excepcioéon del triptéfano. Las colonias Trpl~
aparecieron aproximadamente a los 10 dias de
incubaciéen a 30°C.
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5.- Caracterizacién de los plasmidos recombinantes

5.1 Determinacién del tamafio del inserto

Los plasmidos recombinantes rescatados de los
transformantes amp” de Escherichia ¢oli C600 se
cometieron a electroforesis en geles de agarosa al
0.7%. En la figura 10 se muestra el patrén de migracion
de cada uno de los pléasmidos digeridos previamente con
la endonucleasa de restriccién  BamHI. En ambos
pléasmidos se puede reconocer la banda de 5.8Kb
correspondiente al vector YRp7 lineal. En el plasmido
pNC1 el imnserto de DKFA de Neurospora es de 3.4 Kb y en
el plésmido pNC2 el inserto cromosomico tiene un tamafio

de 7.6 Kb.

Digestién con endonucleasas de restriccion y

construccién del mapa fisico de los plésmidos

Para construir un mapa fisico se determiné el
tamafic de los fragmentos generados con las diferentes
endonucleasas de restriccién y se determinéd sus
relaciones con la regién de la molécula correspondiente
al vector.
pNC1: Este plasmido es sustrato para todas las
endonucleasas de restriccién ensayadas. En el fragmento

cromosémico de Neurospora crassa se encuentran
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secuencias unicas para las endonucleasas de
restriccién Xhol (Fig.11 carril f)> y Ava 1 (Fig.lc
carril d). Las otras enzimas de restriccion ensayadas
tienen mAs de un sitio de corte con excepcién de Pstl y
Sall que no cortan en el inserto cromosémico. En las
figuras 11 y 12 se muestran algunos patrones de
migracién de los productos de digestién con las
diferentes endonucleasas.

pNC2: Este plésmido recombinante lileva el inserto
cromosémico de mayor tamafio. En la figura 13 se muestira
el patrén de migracion de los fragmentos producidos con
algunas endonucleasas de restriccion. En general las
enzimas ensayadas reconocen pocos sitios en este
plasmido. En particular el inserto cromosémico no posee
sitios de corte para las endonucleasas HindlIIl, Pstl y
Pvull. Entre las enzimas que generan mas fragmentos se
encuentran BgllII, EcoRI y ©Sall, todas ellas con
secuencias de reconocimiento tanto en el vector como
en el inserto cromosémico.

Los tamafios moleculares de 1los fragmentos de
restriccién estimados por electroforesis se resumen en
las tablas 6 y 7. Lla informacién obtenida de las
digestiones simples y dobles de los plésmidos se
utilizé para construir un mapa fisico de cada uno de

los plésmidos recombinantes (Fig. 14 y 15).
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Figura 10:

Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidial
digerido <con BamHI: Los DNA (s> plasmidiales se
obtuvieron por lisis alcalina (Métodos, seccién 6.1.20
a partir de los transformantes de E. coli C600 Amp~. El
DNA obtenido se digirié con la endonucleasa de
restriccién BamHI y se analizd por electroforesis en
gel de agarosa al 0.7% (Métodos, seccion 7). a)> DNA de
YRp7 + BamHI, b) DNA de pNC1 + Bamil, <) DNA de pKRCz +
BamHI y d)> DNA del bacteriéfago rt+ Hind III

o = origen del gel. Las flechas a la izquierda indican
las posiciones del vector YRp7 y los insertos de DNA
cromosémico de N. crassa en cada plésmido.
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Figura 11:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la
digestién del DNA de pNCl con algunas enzimas de
restriccién: E1 DNA plasmidial purificado (Métodos,
seccién 6.1) se traté con diferentes endonucleasas de
restricccién. Los productos de la reaccioén se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.7%.
a) DNA del bacteriéfago X + Hind I1I, b> BamHI, <>
HindIII, d) PstI, e) EcoRI, £> Xhol, g>» Sall, h) BglllI,
i) pNC2 + BamHI, J? DNA del bacteridéfago x + Hind III.
o= origen. Las flechas indican la migracion de 1los
fragmentos del DNA del Dbactericfago x + HindIIIl
(Apéndice N2 3).
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Figura lz:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la
digestién del DNA de pNCl1 con algunas enzimas de
restriccién: E1 DNA plasmidial purificado (Métodos,
seccién 6.1) se traté con diferentes endonucleasas de
restriccién. Los productos de la reaccién se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 0.7%. a) DNA
del bacteriéfago » + Hind III, b> BamHI, <> Pvull, 4
Aval, e> Sall, f) EcoRI, g> HindIIl, h> BamHI + Pvull,
i> HindIII + Pvull, j> HindIIl + XholI, k> HindIII +
Sall, 1> HindIII + BamHI, m> HindIII + Pstl, n)> HindIII
+ BglII, o> EcoRI + Pwvull, p> Sall + Pvull, q) Pstl +
Pvull, r> DNA del bacterioéofago » + HindIIl. O= origen.
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Figura 13:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
la digestién del DNA de pNCZ2 con algunas enzimas de
restriccién: E1 DNA plasmidial purificadeo (Metodos,
seccién 6.1) se traté con diferentes endonucleasas de
restriccién. Los productos de la reaccion se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 0.7% a) DNA
del bacteriéfago » + Hind III, b> BamH I, <) EcoR I, 4>
Xho I, e)> Sal I, f) Bgl 11, g>) Pvu II, h) BamH 1 + Xho
I, i) Pst I + Xho I, j> Hind III + Bgl II, k> EcoR I +
Hind III, 1) Sal I + Hind III, m) BamH I + EcoR I,
Pvu II + BamH I, o) Pvu II + Bgl I1II, p> DNA del
bacteriofago x + Hind III. O= origen.
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TABLA €

Tamafic molecular de los fragmentos de restriccién del plasmido pHCI
utilizados para la construccién del mapa de restriccion.

Enzima (s) Tamafio molecular (Kb)

BamH1I 5.8 3.4

Sall 9.2

Xhol e.2

Pstl 7.8 1.4

Aval T+1 2.1

Pvull 4.8 2.8 1.6

Bglll 5.5 3.2 0.5

EcoRI 4,35 2.8 1.45 0.6

HindIII 5.1 1.45 1.05 0.95 0.65

BamHI + Pvull 4.2 1.6 1.6 1.0 0.8

HindIII + Pvull 3.1 2.0 1.05 0.95 0.85 0.65 0.6
HindIIl + Xhol 5.1 1.05 0.95 0.9 0.65 0.55
HindIII + Sall 4.45 1.45 1.05 0.95 0.65 0.65
HindIII + Pstl 3.5 1.45 1.4 1.05 0.95 0.65 0.2
HindII1 + BamHI 4.9 1.45 0.95 0.8 0.65 0.35 0.1
HindIII + BglIl 4.8 1.05 0.95 0.65 0.6 0.55 0.3 0.3
EcoRI + Pvull 2.3 2.0 1.6 1.45 1.05 0.5 0.3
Pstl + Pvull 2.8 1.85 1.6 1.55 1.4

Sall + EcoRI 3.65 2.9 1.45 0.6 0.6

Xhol + EcoRI 4.35 2.6 1.45 0.6 0.2

Sall + Pvull 4.8 1.6 1.45 1.35

BamHI + Xhol 5.8 2.3 1.1

BgllII + Pstl 4.2 3.15 1.3% 0.5

Bglll + BamHI 4.6 1.9 1.2 1.0 0.5

BamHI + Pstl 3.4 32 1.4 1.2

Xhol + Pstl 4.3 3.5 1.4

Xhol + Sall 7.8 1.4
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TABLA 7

Tamafio molecular de los fragmentos de restriccion del plasmido pECZ
utilizados para la construccién del mapa de restriccion

Enzima (s) Tamafio molecular (Kb)
BamHI 7.6 5.8

HindIIl 12.7 0.7

Pstl 12.0 1.4

Bglll 7.2 4.7 1.5

Xhol 9.6 3.8

EcoRI 6.2 3.5 2:25 1.45

Sall 7.6 3.3 157 0.8

Pvull 13.4

BamHI + Xhol 5.8 3.8 3.2 0.6

BamHI + EcoRI 3.95 3.5 2.3 1.8 1.45 0.4
BamHl + Sall 5.5 3.3 21 1.4 0.8 0.3
Xhol + EcoRI 4.6 2.256 2.25 1.55 1.45 1.3
Xhol + Sall 7.5 2.2 (| 0.9 0.9 0.8
Pstl + Xhol 4.4 3.8 3.8 1.4

BglIl + HindIII 6.25 4.7 1.5 0.7 0.25

EcoRI + HindIII 6.2 3.5 2.25 0.85 0.60

Sall + HindIII 4.5 3.3 2:85 1.7 0.80 0.75
BamHI + Pwvull 7.6 4.1 1:7

Pvull + Bglll T:2 2.8 1.9 1.5
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Identidad genética de los pléasmidos recombinantes

Los mapas de restriccién de cada vuno de los
plésmidos indican que estas dos moléculas tienen en
comiun solamente la regién del vector. Para determinar
si habia regiones de homologia en 1los insertos
cromosémicos se realizé una hibridacién entre 1os
pléasmidos. En la figura 16 se muestra una
autorradiografia de 1los DNAs plasmidiales. ©Se puede
observar que la sonda radioactiva (pNCl) se reconoce
asimisma, generando 2 bandas de hibridacién. Una de
ellas corresponde al vector YRp7 y la de menor tamafio
corresponde al inserto de 3.4 Kb (carril a). Cuando la
sonda radiactiva (pNC1l)> se prueba contra el pléasmido
pNCz digerido con BamHI (carril b hibrida sélamente
con la banda correspondiente al vector. Este resultado

indica que los pléasmidos llevan insertos cCromosémicos

diferentes.

Presencia de un inserto cromosémico de Neurospora

crassa

Para determinar si los plésmidos en estudio llevan
un inserto de DNA cromosémico de Neurospora crassa se
realizé una hibridacién DNA cromosémico 2 DNA
plasmidial. La figura 17 muestra la autorradiografia

obtenida en los experimentos de hibridacién.
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YRP7 3=
Figura 16:
Autorradiografia del DNA plasmidial hibridado con DNA
plasmidial marcado con | #=P-al ATP: El1 DNA de 1los
plasmidos (0.2 upg> pNCl y pNCZ se digirié con la enzima
de restriccién BamH 1 (Métodos, seccidén 12.1). Las

muestras se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7% y se transfirieron a papel de
nitrocelulosa por el método de Southern (Método,
seccién 11>. E1 DNA se bhibridé con DNA del pléasmido
pNC1 marcado con #*P. a) DNA de pNCl + BamHI, b) DNA de
pNC2 + BamHI.
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Figura 17:

Autorradiografia del DNA cromosémico de Neurospora
crassa hibridado con DNA plasmidial marcado con |®=P-al
ATP: EL DNA cromosémico (2-4 pug) de Neurospora crassa
cepa 74A y el DNA de pNCZ se trataron con 1la enzima
de restriccién BamH I. Las muestras se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa 0.7% y se
transfirieron a papel de nitrocelulosa por el método de
Southern (Métodos, seccién 11>. E1 DNA se hibridé con
DNA del ©plasmido pNCZ2 marcado con  “=P. a) DNA
cromosémico de Neurospora crassa + BamHI y b) DNA de
pNCZ2 + BamHI.
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El pléasmido pNCZ2 hibrida con un fragmento de DNA
cromosémico de 7.6 Kb que corresponde al inserto y
ademas se revela una segunda banda de hibridacién de

menor tamafio de 3.9 Kb.

Para el plasmido pNCl se observa una situacién
similar. El plésmido marcado con “<P y utilizado como

sonda reconoce dos bandas de hibridacién

Determinacién de 1la presencia del gen inv en los

plésmidos recombinantes.

Los ©plésmidos recombinantes ©pNCl y pNC2Z2 se
analizaron para comprobar la presencia de gen(es)

relacionado(s) con la sintesis de invertasa.

Comportamiento de los transformantes

Escherichia c¢oli: A partir de los transformantes
bacterianos resistentes &a ampicilina se prepararon
extractos crudos de Escherichia c¢oli para determinar
actividad enzimatica. Los resultados no mostraron
actividad de invertasa en ninguno de los clones

ensayados.

Saccharomyces cerevisiae: los transformantes de
levadura trpl® obtenidos se sometieron a un régimen de

cultivo adecuado para determinar su capacidad para
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utilizar sacarosa como uUnica fuente de carbono. En 1la
tabla 8 se muestra el crecimiento de 1las colonias
transformadas y 1la cepa receptora en 1los medios de
cultivo  diferencial. En condiciones, anaerobicas el
crecimiento en el caldo base con purpura ' (Difco) es
posible si el microorganismo fermenta el hidrato de
carbono disponible en el medio.

En la tabla © se muestran los resultados de 1la
actividad enzimética asociada a 1las células intactas
(extracelular? y la actividad detectada en los
extractos crudos (intracelular). Los controles con 1la
cepa MR17A no muestran actividad enzimdtica detectable

con el ensayo utilizado en este estudio.

Anédlisis Inmunolégico

La actividad de invertasa detectada en 1los
transformantes de levadura sugiere que los fragmentos
insertados podrian llevar el gen estructural para 1la
enzima O bien una mutacién supresora que afecta 1los
genes SUC. Para establecer que los transformantes de
levadura sintetizan un producto génico similar a
invertasa de [Neurospora se realizaron dos ensayos
inmunolégicos: i Inmunodifusion radial doble e
1i) inmunoelectroforesis. En la figura 18 se muestra
que el suero inmune anti-invertasa precipitaantigeno(s)

presentes en los extractos crudos de los
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TABLA 8

Crecimiento de Saccharomyces gerevisiae cepa MR17A en medio

selectivo
Cepa Medio purpura’ Medio minimo*
Anaerobiosis aerobiosis

MR17A - - =

MR17A/YRpP7 = + -

MR17A/pNCl + + 2 2

MR17A/pNCz + + +

1 Caldo base con purpura (Difcoo, para determinar
utilizacién de azucares en anaerobiosis o aerobiosis. Se
utilizé sacarosa al 1%. La anaerobiosis se consiguié

\Y}

adicionando la fraccién Pz de E. c¢oli. La incubacién se
realizé a 30°C por 96 h.

En el medio minimo se utilizé base de nitrégeno para
levaduras (Difco, suplementado con sacarosa y 1los
requerimientos metabélicos de la cepa excepto triptéfano
para el caso de las cepas con pléasmido
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TABLA 9

Actividad dé invertasa en 1los transformantes (SUC*) de
Saccharomyces cerevisiae con DNA plasmidial

Cepa Act. extracelular Act. intracelular
(q*) U>

MR17A 0.0 0.0

MR17A/YRp7 0.0 0.0

MR17A/pNCl1 2.96 14.0

MR17A/pNC2 2.67 17.0

Los transformantes se crecieron en medio minimo sacarosa
por 48 h a 30°C con excepcién de 1los controles que se
crecieron en medio minimo glucosa. La actividad enzimatica
extracelular se determiné en células intactas. Los azucares
reductores se determinaron por el método del DNS. U = mg de
azucares reductores/ml/h a 37°C.
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Figura 18:

Inmunodifusién radial doble con el suero inmune anti-
invertasa de Neurospora crassa 74A: La reaccioén
inmunolégica se realizé en geles de agarosa al 1% en
tampén Tris-HC1 0.01M ©pH 8.0 . En el orificio central

se colocdé 5 1l de suero inmune. En 1los orificios
laterales se coloce 5 ul de 1) y 2 invertasa
purificada de HNeurospora crassa (1 ug); 3) extracto

crudo de Saccharomyces cerevisiae MRI7A (pNCl)> y 4>
extracto crudo de Qaccharomyces <cerevisiae MR17A
(pNC2)>.
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transformantes obtenidos con el plésmido pNCz2. En 1la
figura 19 se muestra una i1inmunoelectroforesis de los
extractos crudos de Saccharomyces  gcerevisiae y
Escherichia c¢oli en agarosa al 1% en presencia del
suero inmune anti-invertasa. Los resultados indican que
las bacterias que portan 1los pléasmidos pNCl y pNCe
(carril b y c)> no difieren del control con YRp7 (carril
a). Este resultado sugiere que no hay producto génico
inmunolégicamente relacionado con invertasa de
N.crassa.

Cuando se comparan 1los extractos crudos de
levadura con sus respectivos controles se observa que
los transformantes con pNCZ (carril h)> dan una banda de
precipitacién similar a 1la obtenida con el extracto
crudo de [HKeurospora crassa 744 (carril - i 3 Los
transformantes obtenidos con pNCl dan una banda de
precipitacién similar al control de levadura que porta
el ©plésmido YRp7 <(carril £). La cepa control de
levadura utilizada como receptor en los experimentos de
transformacién no muestra banda de precipitacién
(carrril e). Consistentemente con lo esperado esta cepa
no posee un producto génico inmunolégicamente
relacionado con la invertasa de N. crassa. Como control
positivo del ensayo inmunoléogico se utilizo una
preparacién enzimética purificada. En este ensayo la
migracion de la banda de precipitacién es una medida de

la concentracién del antigeno en la muestra.
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Figura 19:

Inmunoelectroforesis de extractos crudos: La
inmunoelectroforesis se realizé en geles de agarosa al
1% en tampén Tris-HCl O0.01M pH 8.0 en presencia de
suerc inmune anti-invertasa. Los pocillos se cargaron
con 20 ul de extracto crudo de: 1> E. coli C600 (YRp7),
2> E. coli C600 (pNCl)>; 3> E. coli C600 (pNC2); 4>
invertasa de N. crassa purificada (2 pgl; 5) 8.
cerevisiae MR17A; 6> §S. cerevisiae MR17A (YRp7); 7) S.
cereviciae MR17A (pNCl); 8) O. cerevisiae MR17A (pNC2);
e 9) N. crassa 74-A.
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6.3 Transformacion genética de Neurospora crassa

La cepa mutante de Neurospora crassa Inv™ se

utilizo como receptor en los experimentos de

transformacién ya sea con DNA cromosémico o DFA
- plasmidial.

Los transformantes se seleccionaron  por su
capacidad para utilizar sacarosa como unica fuente de
carbono. En la tabla 10 se indican 1los valores de
actividad enzimAdtica obtenidos en 1los transformantes
con DNA cromosémico y en 1la tabla 11 1los valores

obtenidos para transformantes con DNA plasmidial. En

todos 1los <casos ensayados la actividad enziméatica
} detectada es similar a la obtenida con el control 744,
{ cuando las colonias son homocariéticas.

} Las frecuencias de transformacién obtenidas para
! N.crassa cuando se usa DNA cromosomico total se indican
{ en la tabla 12 y DNA plasmidial recombinante en la
| tabla 13. En el primer <caso la frecuencia de
transformacién es ligeramente superior a la Ifrecuencia

de reversion de la mutacién Inv- a Inv* por l1lo tanto

transformantes o revertantes. En el segundo caso la
frecuencia de transformaciéon es superior a los valores

|
|
|
|
' las colonias obtenidas pueden corresponder a
I
|
!
f de frecuencia de reversién.

|

|

|

s
£
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TABLA 10

Actividad de invertasa de los +transformantes (inv*) de

Neurospora crassa <on DNA cromosémico de la cepa silvestre
T4&A

Transformante Act. Esp. invertasa ug de prot./ml
U/mg de proteina

tn-1 A 1.50 62
tn-2 A 1.51 76
tn-3 A 1.69 6z
tn-15 A 1.69 58
tn-16 A 1.62 74
tn-18 a 1.54 78
inv-A 0.00 58
7T4-A 1.68 69

Las colonias transformadas se sembraron en medio minimo
suplementado con maltosa al 0.5% y se crecieron por 7z h. a
55°C. La actividad enzimética se determiné por el método del
DNS para azucares reductores. Una unidad <(U) = mg de
azucares reductores/ml/hr a 37°C.
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TABLA 11

Actividades de 1los transformantes homocariéticos ({inv*) de
Neurospora crassa con DNA plasmidial recombinante.

Transformante DNA Act. Esp. invertasa
U/mg de proteina

TN 7. 4a pNCZ2 1.69
TN 3. 1a pNCz 1.58
TN 3.1lla pNCZz 1.74
TN 3.16A pNC2 1.72
TN 3.2a pNC2 1.69
TN 31.3a pNC1 1.54
74-A (silvestre) - 1.668

Las colonias transformadas se sembraron en medio minimo
suplementado con maltosa al 0.5% y se crecieron por 7z h. a
25°C. La actividad enzimAdtica se determiné por el método de
DNS para azucares reductores. Una unidad (U) = mg de azucares
reductores/ml/min. a 37°C.
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TABLA 12

Transformacién de N. crassa (inv') con DNA cromosémico de
la cepa silvestre 74A de N. crassa

Conidios tratados 5-6 x 107
Frec. de transformacioén 4-5 x 1077
N9 transformantes/ug DNA 0.4

Frec. de reversion 1 x 1077

Los conidios se trataron con acetato de litio 0.1 M y se
transformaron con 8-10 ug de DNA (Métodos, seccién 17.3).
Los conidios transformados  se plaquearon en medio
selectivo a una concentracién de 1-2 x 10 conidios/placa
y se incubaron a 30°C.
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TABLA 13

Transformacién de N. crassa (inv') con DNA plasmidial

DNA Tamafio del plésmido K¢ transf./pug DNA
(Kb>

= - 0

YRp7 5.8 0

pEC1 9.2 20-24

pNC2 13.4 45-50

cromosémico 4-20 0.1-0.4

Los conidios se trataron con acetato de litio 0.1 M y se
transformaron con 8-10 ug de DNA (Métodos, seccién 17.3).
Los conidios tratados se plaquearon a una densidad de 1-2
x10% conidios/placa y se incubaron a 30°C.
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Anadlisis de los transformantes de Neurgospora crassa

La cepa de Neurospora crassa Inv™ se transformo
con DNA cromosémico lineal proveniente de la cepa
silvestre 744 y DNA plasmidial (pNCl y pNCZi. Los
transformantes de Neurospora crassa, subcultivados en
medio minimo, no siempre presentaban actividad de
invertasa. Estos transformantes abortivos que perdian
la capacidad de crecer en sacarosa representan el 50%
en los experimentos de transformacién con DNA de pNC1l y
un 30-35% cuando se transforma con pNCZ. Los célculos
de frecuencia de transformacién no incluyen a estos
transformantes abortivos. Los transformantes estables
que se aislaron resultaron ser heterocariéticos en su
mayoria, debido a que se usaron macroconidios como
receptores en la transformacién. Para obtener
transformantes homocariéticos inv” se realizaron
rutinariamente cruzamientos entre las colonias inv”
seleccionadas y la cepa mutante Iinv~. En la tabla 14 se
muestra el grado de heterocariosis de 1las colonias
iniciales. La proporcién nuclear del micelio
transformado se determiné a partir de la relacidén de
esporas 1Inv~ : 1Inv*® en la progenie. Los resultados
indican la presencia de micelios heterocariéticos con
diferentes proporciones nucleares y micelios
homocariéticos, estos ultimos probablemente se producen

como resultado de 1la transformacién de un conidio



87

uninucleado. La progenie de un cruzamiento entre el

mutante inv' y un micelio homocariotico invariablemente

daré una proporcién de 1 Iinv~ : 1 Iinv~.
No siempre se obtuvieron transformantes
homocariéticos, en algunos casos 1la progenie del

cruzamiento indicado no tenia esporas con el fenotipo

transformado.

Presencia del DNA transformante en el genoma de la cepa

receptora

Con el propésito de determinar la presencia de DNA
transformante en el genoma de 1la cepa receptora se
realizé la hibridacioén de DNA plasmidial: DNA
cromosémico de algunos transformantes.

En la figura 20 se muestra una autorradiografia
del DNA de 1los transformantes y el control hibridado
con DNA del plésmido pNCZ marcado con |¥<P-al ATP.

Los transformantes T3.4, T3.11 y T3.1 (Fig 20
carril a, b y ¢ respectivamente) se caracterizan por la
presencia de 3 bandas de hibridacion de aproximadamente
12, 8, y 1.4 Kb. Son de especial interés las bandas de
12 y 1.4 Kb las cuales comigran con los fragmentos Pstl
del plasmido pNC2 (carril h).

Considerando el patrén de bandas de los
transformantes se podria sugerir al menos dos tipos de

transformacién:
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Proporcién de nucleos en 1los transformantes
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crasca.

Cruzamiento Relacién de esporas Proporcién de nucleos
inv* ¢ inv”
* T7.4a x inv A 1 : 3 1 inv~- inv”
* T3.1a x inv™A (A | 0O inv~ inv~
* T3.1la x inv'A i1 ¢ X 0 inv- inv”®
* T3.16A x inva 1 35 2 inv~ inv®
** T31.3a x inv A i : 14 6 inv~ inv™*
74A x inv-a 1 : 1 0 inv™ inv”

(#) Transformante con pNCZ
(#¥%) Transformante con pNCl
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Figura 20:

Autorradiografia del DRA de los transformantes
hibridado con DNA de pNC2 marcado con |®*P-al ATP: El
DNA cromosémica (2-4 ug) de los transformantes de
Neurospora crassa se digirié con la endonucleasa Pst 1.
Lacs muestras se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7% y se transfirieron a papel de
nitrocelulosa por el método de Southern (Método,
seccién 11). El1 DNA cromosémico se hibridé con DNA
plasmidial (pNC2) marcado con =P, a) T3.4; b> T3.11;
c) T3.1; d> T3.16; e> T7.4; f) T3.47; g> inv~ y h) pNCz
+ Pst I.
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a) Transformacién sin integracién: E1 DNA plasmidial se
mantiene en forma extracrosémica.
b> Transformacién con integracién: El DNA plasmidial se
integra en el genoma de la cepa receptora 

Para distinguir entre estos dos procesos se
realizaron experimentos de transformacioéon de
Escherichia coli con DNA total de los transformantes de
Beurospora crassa. Ninguna de las muestras de DNA
ensayadas dio transformantes resistentes a ampicilina,
lo cual indicaria que el DNA no se mantiene
extracromosémico. Otro resultado que apoya 1lo anterior
es el patrén de bandas. A pesar que dos de ellas
comigran con el DNA plasmidial, 1la tercera banda
presente es de menor tamafio que la banda de hibridacién
que se encuentra en la cepa receptora (Fig 20 carril
g>. Por lo tanto no corresponde & la banda de la cepa
receptora y seria mas bien un producto de digestion
diferente de DNA cromosémico

Si la transformacién ocurre por integracién del
DNA plasmidial en el genoma del huésped, entonces el
patrén de bandas de los transformantes debe mostrar al
menos la presencia del fragmento Pstl de menor tamafio.
El fragmento Pstl de 1.4 Kb corresponde a un segmento
del plésmido vector (YRp7> por lo tanto su presencia en
la autorradiografia indicaria que 1la transformacioén

ocurrié con insercién de la molécula de DNA plasmidial.
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En 1la figura 21 se muestran 1los eventos de
recombinacién que permiten la integracién del gen inv”
y del plasmido vector y las bandas resultantes como
consecuencia de la digestién con la enzima Pstl. Los
resultados de estos tres transformantes son compatibles
con una integracién ligada con duplicacioén.

Los transformantes T3.16, T7.4 y T3.47 (Fig 20
carril d, e y f) presentan 2 bandas de hibridacién. La
banda de menor tamafio (aprox. 10.5 Kb) comigra con la
banda del control. Este resultado sugiere que la
integracién del DNA transformante no ocurre ligada al
locus Inv y que la insercién est4d acompafiada de al
menos dos eventos de crossing-over de tal manera que el
DNA vector no se integra en el genoma. En la figura z2
se esquematizan los eventos probables para una
transformacion no-ligada. En la figura 23 se indican
los resultados esperados si la transformacién ocurriera

por reemplazo del alelo mutante por el alelo silvestre

inv™,

Anédlisis de ligamiento de los transformantes de

Neurospora

Se establecieron las relaciones de 1ligamiento
entre el locus Inv y al-3 para algunos transformantes.
En la tabla 15 se muestran los valores de recombinacién

obtenidos para transformantes con DNA cromosémico
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Figura 21

Esquema de los eventos de recombinacién en la integracién
del DNA plasmidial ligada al locus Inv en el grupo de 1li-
gamiento V (G.L.V). Las bandas inferiores representan los
productos de digestién del DNA cromosdémico con la enzima

PstI (P).

B=BamHI
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Figura 22

Esquema de los eventos de recombinacidén en una transformacidn
por reemplazo o disrupcidédn no-ligada al locus Inv (Grupo de
ligamiento diferente de GL V): Las bandas inferiores represen
tan los productos de digestidén del DNA cromosdmico con la en-
zima PstI (P). B=BamHI.
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Figura 23

Esquema de los eventos de recombinacién en wuna transformacién
por reemplazo ligada al locus Inv. La banda inferior represen
ta el producto de digestidén del DNA cromosdédmico con la enzima

PstI (P). B=BamHI.
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lineal de Neurospaora crassa. Los valores de
recombinacién indican que hay ligamiento entre los loci
inv y &l-3 similar al encontrado en la cepa silvestre
74A. Segun estos resultados el mecanismo de
transformacidén podria sér por reemplazo del gen mutante
inv- por su alelo silvestre (Fig. 23> o por insercion
ligada al gen mutante inv'. Este 0¢ltimo caso es poco
probable dado que en 1los cruzamientos entre los
transformantes y la cepa silvestre 74A o 77a no se
observé segregacién del gen mutante Inv: con respecto
de su alelo silvestre. El analisis se realizé sobre un
promedio de 180-200 esporas. En la figura 24 se indican
los resultados de 1ligamiento esperados para una
transformacién por reemplazo con los correspondientes
genotipos de las esporas. Considerando los resultados
de ligamiento y la frecuencia de transformacion (4-5 x
10”) obtenida con DNRA 1lineal, 1la cual es del mismo
orden de magnitud que la tasa de reversién de la
mutacién inv- a Inv', no es posible distinguir entre
estos dos eventos genéticos.

Los resultados de ligamiento obtenidos para 1los
transformantes con DNA plasmidial se detallan a
continuacién.

Transformante con DNA de ©pNCl. En 1la tabla 16 se
muestra un ejemplo para un transformante con este
pléasmido denominado T31. 3a. Los resultados del

cruzamiento entre T31.3a x inv",al-3A indican que el
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Al-3+ inv-
—& —{- GL.V

Receptor

o

Transformacion

Al-3* invt
2 Z GL. V

Transformante —@
por reempliazo

!

t (invt) x 74A

l

Progenie
c
A3t
invt
RE. 100%

Figura 24

tinv*) x inv™ AI3~A

l

Progenie

. ¢4

Locus A-3 8+ B- &+ B-

Locus iny ?4— - L- ?4.

P P R R

\ J \ J
A4 v

RE. 83-85% I5-17 %

Resultados esperados en el andlisis genético de ligamiento

para una transformacién por reemplazo del alelo mutante inv~.
c= centrémero; R.E.= resultados esperados; G.L.= grupo de
ligamiento; P= genotipos parentales; R= genotipos recombinan-

tes.
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gen inv® estad ligado al locus al-3 a una distancia de
i5.7 wu.m. La evidencia inmunclégica indica que el
plésmido pKNCl1 no codifica para un producto geénico
reiacionado con la enzima invertasa, sin embargo. el
plésmido puede transformar la cepa inv' de Neurospora.
Los resultados de segregacién del gen Inv’ sSe muestran
en la tabla 17 y son compatibles con una transformacion
por supresién del gen Inv CcOmo Se esquematiza en la
figura 25. Sin embargo, los datos obtenidos no son
suficientes para concluir que el fragmento clonado en
pNC1 lleva un gen supresor.

Transformantes con DNA de pNC2: Los transformantes
obtenidos con este pléasmido se denominaron T7.4a,
T3.1a, T3.1la y T3.16a. Los porcentajes de ligamientos
(Tabla 16) sugieren gque hay al menos dos tipos de
transformantes.

i) Transformacién por reemplazo O insercién no-ligada:
En este caso el gen inv™ aparece segregando
independientemente del locus al-3. Ejemplo de este tipo
de transformacién son T7.4a y T3.16A.

ii) Transformacién por reemplazb o por insercién
ligada: El1 porcentaje de recombinacion de 16.4% y 21.2%
(Tabla 16> indica que las combinaciones alélicas
parentales en los dos loci tienden a permanecer juntas
en la progenie. Ejemplc de este tipo de transformante

son T3.11la y T3.1la.
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Fenotipo

Su* Al-3*  inv”

Receptor ——= - — inv”

!

Transformacion
o _x+ 5 -

Transformante _‘_Sgl; 6;3 '5‘_{ invt

tlinv*) x 74 A t(inv+) x inv™ AI37A

Su” Sut Su~ Sut
A3t Ai3~
inv™ invt inv™ invt

I— Productos meioticos ———j

Loci
- = + + Su - - + +
Al-3 + - + -
- + - + inv - - - -
P R R P Fenotipo P R R P
+ + - 4+ inv + o+ - -
+ + + + Al + - + -

Figura 25

Resultados esperados en el analisis genético para una trans-
formacién por un gen portador de una mutacién supresora inter
génica. Su= mutacién supresora del alelo inv-.

R= genotipos recombinantes; P= genotipos parentales.
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Para distinguir entre una insercion o reemplazo se

determino si en el genoma del transformante existe
aun la copia del gen Iinv' . En la figura 24 se muestra
un esquema de transformacién por reemplazo y los

resultados esperados en cruzamientos con las cepés
probadoras.

En todos los transformantes analizados se
encuentran esporas inv- en la progenie, esto indicaria
que la transformacién ocurre por insercion del gen inv”
sin pérdida de la copia inv~ en el genoma de la cepa
receptora. Si se produce duplicacién del gen inv, las
copias del gen deberan segregar durante el proceso
meidético que experimenta el cigoto para 1la formacién
de esporas. En 1la tabla 17 se muestra la relacioén
porcentual de esporas inv™ e inv' en 1los cruzamientos
para los distintos transformantes analizados. La figura
26 muestra un esguema de los eventos de crossing-over y
las combinaciones alélicas resultantes ya sea para i)
insercién ligada al locus inv o ii) imsercién no-ligada

al locus inv. En ambos casos el gen inv* aparece ligado

'al locus al-3 (Ej. T3.1la).

En 1la figura 27 se muestra un esquema de
transformacién por insercién no-ligada. En este caso el
gen inv* transformante se insertaria en otro grupo de

ligamiento.
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Al-3* inv™
¢ 1—4547 i

Transformacion

A

" Al-3* invT inv? CLF ) invt  AI-3*  iny- .
l —@ O ﬁ ’ h —'.—‘T_—j“o— LY
€ [—2L2 | ¢ 212

Bm pm

Cruzamiento
con cepa silvestre 74 A

nv

1%

Cigoto Cigoto

Productos meidticos

2 & @ o & o

P R R P P R R P

Fi =+ + - 4 - F:+ - + +
RE. ~ 5% N 40 -50%

Figura 26

Resultados esperados en el analisis genético de ligamiento y
segregacién del gen invt en una transformacién por integra-
cidén ligada al locus inv.

c= centrdémero; G.L.= grupo de ligamiento; P= genotipos paren-
tales; R= genotipos recombinantes; R.E.= resultados esperados;
F= fenotipo.
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GLYV

G.L diferente

GL YV

G.L diferente

Al-3Y iy
Receptor —-CC —& O
4
c
I
Transformacion
Al-3%Y  inv”
Transformante .c & S
por insercion inv?
) —2—
no - ligada c
tinv?) x 74A
Progenie
Locus Al-3
Locus inv
+ + 22 Locus inv

mn

Figura 27

l

t(inv*) x inv™,AI3" A

l

Progenie

+
|
+

Resultados esperados en el analisis genético de ligamiento y
segregacién del gen invt en una transformacién por reemplazo
no-ligada al locus inv.

c= centrdémero;
tales;

G.L.= grupo de ligamiento;
R= genotipos recombinantes;

P= genotipos paren=

F= fenotipo.
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&. - Determinacién de 1la ubicacién del gen de invertasa en

el inserto de pKCZz.

Con el propésito de determinar la ubicacién del
gen estructural de invertasa en el inserto del plésmido
pNCz, se procedié a subclonar diferentes sectores de la

molécula. En 1la figura 28 se indican 1los subclones

obtenidos.
Construccién del subclén pNCz.1

El subclén pNC2.1 corresponde a un plésmido
hibrido con una delecién del fragmento Xhol del inserto
cromosémico. En la figura 29 se esquematiza la
estrategia de delecién.

Con la mezcla de ligamiento se transformo
Escherichia coli C600 y se seleccionaron transformantes
amp” y tc*. E1 DNA de las colonias aisladas se analizé
por electroforesis en geles de agarosa. De entre ellas
se aislé las que poseian un plasmido con un inserto de
tamafio menor que el de pKNCZ y ademés se caracterizara
por poseer un sitio para la enzima Xbhol. En la figura
30 se muestra la electroforesis de los productos de
digestién del subclén pNC2.1 el cual bha perdido el
fragmento Xhol interno del imserto. Al digerir el
plasmido pNC2.1 con Bamil (carril b)) se observa una

banda de 5.8 Kb que corresponde al vector y que comigra
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Figura 30

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la
digestién del DNA del subclén pNCz.1 y del plésmido
pNC2: E1 DNA plasmidial obtenido por mini preparaciones
de DNA (Métodos, seccioén 6.1.2) se traté can
endonucleasas de restriccion. Los productos de la
reaccién se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 0.7%. a), d> y g> DNA del bacteriéfago 1 +
Hind III b> pNC2.1 + BamH I, c> pNCzZz + BamH I, e)

pNC2.1 + Xho I, f> pNC2 + Xho 1. O= origen del gel.
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con la banda de menor tamafio generada por digestion de
pNC2 con la misma enzima (carril c¢). Al comparar los
insertos de ambos plasmidos se observa que pNCzZ.1 posee
un inserto de menor tamafio que pNC2. Al digerir el DKNA
de pNC2.1 con Xhol (carril e) se genera una sola banda
de 9.6 Kb que indica que la molécula de DNA posee un
sitio para la enzima Xhol. En el carril f se muestran
los productos de digestiéon de pNCz con Xhol. La banda

adicional de menor tamafio es la delecionada en pNCZ.1.
Construccién del subclén pNCZ.3

El subclén pNCz.3 se obtuvo mediante el
subcloneamiento del fragmento BamHI/BglII (1.5 Kb) del
inserto de DKRA cromosémico de Neurospora. Los
plasmidos pKC2.2 y pNC2.4 no se obtuvieron en los
ensayos de subcloneamiento. En la figura 31 se muestira
un esquema del subcloneamiento molecular.

En la figura 32 se muestra la electroforesis de
los productos de digestién del inserto. El fragmento
Bglll/BamHI de 0.2 Kb no se detecté en el gei debido a
su tamafio reducido. La caracterizacién de los pléasmidos
recombinantes se realizé mediante electroforesis en
geles de agarosa. En 1la figura 33 se muestran los
productos de digestién del subclén pNCz.3a. En el

carril a se muestra el subclén pNC2.3a digerido con la
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Figura 31

Esquema de la estrategia del subclonado de los fragmentos
de restriccién BamHI/ BglII y BglII/BglII de pNC2. DNA de
YRp7 (= =Z=); DNA de N. crassa (==x).
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Figura 32:

Electroforesis en gel de agarosa del inserto de DNA
cromosémico de Neurospora crassa: El1 DNA del plésmido
pNC2 se digirié con 1la endonucleasa de restriccién
BamHI y se someti¢ a electroforesis en agarosa de bajo
punto de fusién. La banda correspondiente al inserto de
DNA cromosémico se extrajo por CETAB y se digirio con
la endonucleasa Bgl I11. Los productos de digestién se
sometieron a electroforesis en agarosa al 0.7%. a) DKNA
del bacteriéfago » + Hind III, b) y c) inserto de DNA
cromosémico de N. crassa del plasmido pNCzZ tratado con
Bgl II.
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Figura 33:

Electroforesis en gel de agarosa de 1los productos de
digestion del DNA del subclén pKRCZ.5a y del pléasmido
pNC2: El DNA plasmidial obtenido por mini preparaciones
(Métodos, seccién 6.1.2) se traté con endonucleasas de
restriccién. Los productos de la reaccion se sometieron

a electroforesis en geles de agarosa al 0.7%. a)
pNC2.3a + Xbho I, b> pNC2.3a + Sal I, c> pNCz + Sal Iy
d> DNA del bacteriéfago » + Hind III. O = origen del
gel.
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endonucleasa Xhol. Se observa una sola banda de 7.3 Kb.
Esto indica la presencia de un sitic para esta enzima.
La restriccién del plasmido con la enzima Sall nos
revela la presencia de 2 sitios de reconocimiento para
esta endonucleasa (carril b> Los fragmentos'resultantes
(5.8 y 1.5 Kb) permiten determinar 1é orientacion del
inserto. En este caso se orienta de igual manera que en
el plésmido original y se designé como pKRCZ.3a para
distinguirlo del ©plasmido pNC2.3b que 1lleva la

orientacién opuesta.

Construcccién del subclén pNC2.5

El subclén pNC2.5 corresponde a un plasmido
recombinante que 1lleva el fragmento Xhol del imnserto
cromosémico de pNCZ2. La figura 34 muestra los productos
de restriccién del subclén pNCz2.5 comparados con 1los
obtenidos con el pléasmido original pNCz. La presencia
de la banda de O0.8Kb en el subclén confirma el
cloneamiento del fragmento Xhol del inserto comosémico.
En la figura 35 se muestran los resultados obtenidos
para el subclén en ambas oOrientaciones: directa,

pNC2.5a (carril d y f>; e inversa, pNCz.5b (carril g).




114

a b c d e f g

0 . e -, e
' e LY
v ‘ -y <«— 23.
Swes 2D

g e o -y —
- 33 ” L , S e
87 -7 e T
¥ — s 2

e

Figura 34:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestién del DNA del subclén pNCZ2.5 y del pléasmido

pNCZ: El DNA purificado por mini preparaciones
(Métodos, seccién 6.1.2) se tratdé con endonucleasas de
restriccioén. Los productos de la reaccién se

sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.7%.
a)> DNA del bacteriéfago » + Hind III, patréon de
migracién para los carriles b y c¢; b) pNCz2.5 + Sal I;
c) pNCz + Sal I; d> pNC2.5 + EcoR I; e)> pNCz + EcokR I;
f)> pKC2.5 + Bgl II y g> DNA del Dbacteriéfago x + Hind
III. O = origen del gel.
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Figura 35:

Electroforesis en gel de agarosa de 1los productos de
digestién del DNA de los subclones pKCz2.5a, pNCz.5b y
del plasmido pNC2: El DNA purificado por mini
preparaciones (Métodos, seccién 6.1.2) se trate con
endonucleasas de restriccion. Los productos de 1la
reaccién se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 0.7% a)> pNCz2.5a + EcoR I, b) pNCz.5a + Ecok
I, c> pNCz2.5b + EcoR I, 4> pNC2.5a + Bgl II, e)> pNCz +
EcoR I, f) pNC2.5a + Bgl II, g» pNCz.5b + Bgl 1II.

O = origen del gel.
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8.4 Transformacién de Saccharomyces cerevisiae

La cepa MR17A de Saccharomyces cerevisiae se
transformé con DNA de los subclones obtenidos de pNCz.
Se seleccionaron transformantes prototréficos para
triptéfano. Las colonias seleccionadas se probaron para
actividad de invertasa. En la tabla 18 se muestran los
resultados obtenidos para 1los diferentes plasmidos
recombinantes. El1 subclén pNCZ2.5 conserva la capacidad
para transformar la cepa suc® en SUC", y es
independiente de la orientacién del inserto

cromosémico.
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TABLA 18

Transformacién de 8. cerevisiae MR17A con DNA plasmidial

DNA Tamafio Molecular Transformantes inv®
(Kb>
sin DNA == -
pNCe 13.4 +
pNC2.1 9.6 -
pNC2. 3a 7.3 -
pNCz.5a 9.6 +
pNC2.5b 9.6 +

Los esferoplastos de la cepa MR17A se transformaron con 1l-z ug
de DNA plasmidial. Los transformantes se seleccionaron por
prototrofia para triptéfano y luego se probaron para actividad
de invertasa.

+ = reaccién de invertasa positiva

- = reaccioén de invertasa negativa.
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DISCUSIOTE

1.- Cloneamiento del gen inv.

Un procedimiento para clonar genes de Neurospora
crassa es mediante complementacién funcional de
mutaciones especificas de Saccharomyces cerevisiae. A
partir de una poblacién de DNA cromosomico de HNeurospora
insertado en un vector de levadura fue posible
seleccionar un gen relacionado con la sintesis de
invertasa.

Para el cloneamiento molecular del gen inv*® de
Neurospora crassa se utilizé una genoteca construida en el
plasmido YRp7. Este plasmido es un hibrido entre DNA del
plésmido bacteriano pBR322 (Bolivar et al, 1977; Balbas et
al, 1986) y DNA cromosémico de Saccharomyces cerevisiae.
El plésmido vector posee dos genes de resistencia
bacteriana del PpBR322 que permiten la seleccién de
transformantes en Escherichia coli. E1 gen trp-1 de
levadura permite la seleccién en G. cerevisiae. La
presencia de la secuencia ars-1 permite que el vector se
replique auténomamente en levadura (Tschumper et al,
1980).

El gen fue clonado por complementacién genética
funcional de una mutacién suc® de levadura. La cepa

receptora MR17A de 8. cerevisiae lleva dos mutaciones que
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son necesarias para el cloneamiento: trpl y suc®. El
defecto en 1la biosintesis del triptofano puede ser
complementado por el gen Trpl® presente en el vector
plasmidial YRp7 (Fig. 7). La mutacioén suc® indica que 1los
alelos negativos son de origen natural y permite

distinguirla de las mutantes negativas inducidas derivadas

de genes suc® activos de laboratorio (Carlson et al,

1980). Se desconoce la naturaleza de los alelos negativos

de este gen, ya que el uUnico gen silencioso de invertasa

f en Saccharomyces cerevisiae es sucz2®. Los alelos negativos
suc® de 1los otros genes SUC no contienen secuencias
homolégas a los loci SUC (Carlson et al, 1983).

Siendo Neurospora y Saccharomyces hongos de 1la
clase Ascomycete, es posible esperar gque ambos organismos
posean funciones génicas similares. En particular se
conoce que estos dos eucariontes producen una enzima

extracelular <(invertasa) responsable de la hidrélisis del

enlace B-fructosido de azucares como la sacarosa. Por 1lo

tanto, una alternativa para la seleccion de este gen es

e L RN,

mediante la complementacién de la mutaciéon deficiente en

invertasa (suc®) de Saccharomyces cerevisiae.

Ademés de 1las ventajas mencionadas, el sistema de

e a——

transformacién de levaduras constituye una alternativa
interesante para el cloneamiento de genes fungicos debido

a 1> las relaciones Iilogeneticas entre los organismos, se

R

espera que haya similitud en los sistemas de

transcripcién y de traduccion, y ii) a la disponibilidad

Iy
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de una gran variedad de plasmidos recombinantes con
replicacién auténoma en levadura, (Stinchcomb et al, 1979;
Strubl et al, 1979) lo cual permite rescatarlos para su
amplificacioén y comparar Su expresion en un sistema
bacteriano como Escherichia coli.

Hasta ahora mno se wutilizado una estrategia de
cloneamiento de genes de N. c¢rassa en Saccharomyces, ya
gue algunos genes de levadura como trpl, his3 y leuz no
se expresan en en Neurospora. Sin embargo, el gen pyr 4 de
E. crassa se expresa en $. c¢erevisiae aun cuando el gen
ura3 de 1levadura no es funcional en N. crassa. (Ballance
et al, 1983).

Estos aspectos son muy importantes cuando se disefia
una estrategia de cloneamiento directo, mediante
complementacion génica, ya que hay genes eucariéticos que
poseen intrones, los cuales deben ser procesados
correctamente para que den un producto génico funcional.
Del mismo modo,hay productos génicos que requieren de un
procesamiento postraduccional, como ocurre con las
exoenzimas glicoproteicas <(Esmon et al, 1981; Novick et

al, 1981; Schekman, 1882).

La transformacién genética de Saccharomyces ha

permitido el cloneamiento exitoso de genes tanto de
levadura como de otros eucariontes (Nasmyth et al, 1980;
Henikoff et al. 1981). Estos resultados indican que la
utilizacién de 1levadura como también de algunos hongos

filamentosos proporcionan un sistema alternativo para el
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cloneamiento de genes que controlan 1la sintesis de
glicoproteinas ya que 1la adicién de carbohidrato al
polipéptido y las vias de secrecién en levaduras parecen
ser similares a la otros eucariotes superiores (Hitzeman
et al, 1981). Sin embargo, hay evidencias que indican que
el sistema de levaduras no siempre permite la expresién de
genes eucariéticos. Aunque no es claro cuales serian las
causas, la barrera para la expresién de genes heterdlogos
podria atribuirse a la presencia de secuencias intrénicas
(Beggs et al 1980). Sin embargo, Saccharomyces cerevisiae
podria tener un sistema de procesamientoc de RNAs
mensajeros ya que se ha encontrado que el gen de actina
de levadura contiene una secuencia intréonica (Gallwitz y
Sures, 1980). Igualmente se ha demostrado que levadura
puede procesar correctamente el intrén del gen para la
. histona H3 de HNeurospora (Woudt et al, 19885).

Obviamente la complementacién génica de mutaciones
bacterianas constituye el mecanismo de seleccién mas
directo de un gen. Sin embargo, para el caso del gen inv™
este procedimiento no se pudo wutilizar ya que en
Escherichia cgli no bay expresién de este gen eucariotico.
Es probable que 1las celulas procariéticas no reconozcan
las sefiales de control para la expresion fisiologica de
genes eucariéticos. Los RNAs mensajeros eucariéticos
difieren de los procaridéticos en lo gque se refiere a la

estructura del mRNA, al procesamiento de los productos de

transcripcién y al proceso de iniciacién de la sintesis
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proteica (Kozak, 1983). A este respecto, 1las levaduras
parecen proporcionar un ambiente natural mas apto para la
expresion de RNAs mensajeros eucariontes. Los RNAs
mensajeros deé levadura experimentan poliadenilacién y
"capping" de modo semejante a otros eucariontes y también
poseen un mecanismo que permite el procesamiento de
intrones ("splicing"). Los huéspedes de cloneamiento
procariéticos como Escherichia ¢oli carecen de estos
mecanismos de procesamientos por lo cual, no siempre es
posible conseguir que genes exogenos complementen
mutaciones bacterianas.

Por esta razén, la mayoria de los genes clonados en
Escherichia co0li no pueden producir una enzima funcional y
por lo tanto, no son detectados por metodos de seleccién
que utilizan la complementacién genética. En
aproximadamente el 25% de 1los casos de cloneamiento
molecular de genes de hongos, se encuentra que
complementan una mutacioén de Escherichia coli <(Ratzkin et
al, 1977; Struhl et al, 1976; Clarke et al, 1978; Vapnek
et al, 1977; Keesey y DeMoss, 1982; Buxton et ai, 1983;
Smarrelli et al, 1982). Sin embargo, estos casos son mas
bien una excepcién, en general se ha requerido de método
indirectos para el cloneamiento de genes fungicos como son
la utilizacién de DNA complementario (cDNA) (Boel et al,
1984) u oligonucleétido sintetico usado como sonda

radiactiva (Kinnaird et al, 1982).
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En el presente trabajo , los plésmidos descritos

contienen DNA genomico de Neurospora crassa y complementan

las cepas de $. cerevisige y N. crassa que carecen de
invertasa funcional. Es muy probable que el fragmento de
DNA de Neurospora de 7.6 Kb inserto en pNC2, lleve el gen
estructural de invertasa. Sin embargo, es importante
establecer que la complementacién es debida a la expresioén

del gen fungico y no a alguna clase de supresién de 1la

{ funcién defectiva del huésped. Esta posibilidad podria
|
| probarse ensayando la enzima de 1la cepa de levadura

transformada, y demostrando que tiene las mismas

propiedades fisicas de la enzima de Neurospora y no las
correspondiente a la enzima de levadura. Esto ultimo se
} cumple para el plasmido pNCZ que muestra una reaccién
? cruzada con el antisuero anti-invertasa, no asi para el

plésmido pNCl en cual no se observa la presencia de umn

producto génico inmunolégicamente relacionado con la

|

i

|

‘ invertasa de Neurospora.
l

) Otro aspecto interesante del cloneamiento del gen
)

i inv® de Neurospora es que el DNA clonado, aparentemente se
J

Y

\ expresa independiente de 1la orientacion que tenga en el
L vector de clonado como se demuestra por la capacidad de
transformar mutantes suc® a SUC* por los subclones pNCZ.5a

y pNCz2.5b (Tabla 18). Esto estaria indicando que el gen se

expresaria a partir de un promotor presente en el
fragmento cromosomico de Neurospora, y no requiere de

secuencias del vector para su expresién. Este fendémeno ya

I
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se ha observado para otros genes de Neurospora que se han
clonado en sistemas bacterianos, como por ejemplo pyr-4
(Buxton et al, 1983). Aunque los promotores de levadura y
Neurospora no sean necesariamente idénticos, el hecho
que el gen inv* se exprese en levaduras necesariamente
implica que la RNA polimerasa de levadura y el sistema de
sintesis proteica son capaces de reconocer las seflales de
control apropiadas para la transcripcion y traduccion
precisa del mensaje fungico. También es probable gque el
proceso de glicosilacién y reconocimiento de las sefiales

de excrecién sean funcionales durante la la expresién del

gen clonado de invertasa.
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2.—- Transformaciéon Genética de Neurospora crassa

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que la transformacién genética de Neurospora crassa con DNA
plasmidial ocurre con baja frecuencia y que el mecanismo de
transformacién involucra eventos de recombinacién genética
homéloga y mno-homéloga. El anadlisis genético de 1los
transformantes y los experimentos de hibridizacién DNA:DNA
sugieren que el DNA dador puede integrarse en mAs de un
sitio en el genoma receptor, ya sea i) adyacente o ligado
al locus inv o 1i) no-ligado al locus inv, es decir, en
otro grupo de ligamiento. El gen 1iInv de Neurospora crassa
estéa normalmente ubicado en el grupo de ligamiento V a 16
u. m. del locus al-3. Analizando 1los ©porcentajes de
recombinacieén entre estos 1loci se observa que algunos
transformantes tienen un gen inv+ no ligado al locus al-3.
Estos resultados podrian corresponder a la integracién del
gen 1inv* en otro grupo de 1ligamiento, o bien, en una
posicién lejana del 1locus al-3 en el mismo grupo de
ligamiento. Ejemplo de este tipo de transformante es T3.16A
en el cual el gen 1inv" aparece segregando de manera
independiente de al-3 dando un 46.7% de recombinacién. Del
mismo modo en cruzamientos con el tipo silvestre se obtiene
un 26.4% de esporas inv-. En la figura 26 se muestran los
genotipos recombinantes propuestos para la progenie, los

cuales serian el resultado de permutacién cromosémica.
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Cuando la recombinacion ocurre en regiones
bhomélogas generalmente no va acompafiada del reemplazo del
gen inv- por inv+, sino que frecuentemente se producen
duplicaciones en el genoma. Estas duplicaciones pueden
detectarse por segregacion de 1los genes duplicados. En
cruzamientos entre 1los transformantes (inv+) y la cepa
silvestre 74A generalmente se aislaron esporas inv-. La
presencia de dichas esporas indica que el gen inv’ aun
permanece en el genoma del transformante. Dicho gen segrega
durante el proceso meiético que 1lleva a la formacion de
esporas genéticamente haploides.

La ubicacién del gen inv' se determino a partir‘de
la frecuencia de segregantes inv-.8i el gen inv* clonado se
inserta cercano al gen inv” de la cepa receptora,
encontraremos un reducido porcentaje de recombinacion
entre los genes inv duplicados. For ejemplo, el resultado
obtenido en el cruzamiento entre el transformante T3.la y
el doble mutante inv~,al-3A nos indica que el gen inv' se
encuentra a 21.2% (Tabla 16). Segiun esto, el gen inv* puede
tener 2 ubicaciones posibles respecto del gen al-3 como se
muestra en 1la figura 25. En un cruzamiento entre el
transformante T3.1la y el tipo silvestre, el gen inv~ debera
segregar con respecto a inv'. Las esporas inv~ representan
la mitad de los recombinantes, ya que la otra mitad es
indistinguible fenotipicamente de 1los parentales. Los
resultados para este cruzamiento (un 3% de esporas inv™),

indican que los dos genes estan ligados a una distancia
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aproximada de 6 u.m. Esta determinacion de 1la distancia
entre los dos genes concuerda con la estimacién calculada
por sustracién de la distancia de ligamiento al locus al-3,
para cada uno de los genes Inv (Fig. 25).

Por el contrario cuando el evento de recombinacion
se produce por reemplazo del gen mutante, la progenie de un
cruzamiento entre un transformante por reemplazo y la cepa
cilvestre 74A invariablemente daré un 100% de esporas inv+.
Este resultado se encontré para el caso de transformantes
con DNA 1lineal. Sin embargo, una situacién similar se
observaria si se tratase de reversién génica. Es dificil
poder discriminar la ocurrencia de estos dos eventos
genéticos con los resultados obtenidos, debido a que 1la
cepa receptora tiene una frecuencia de reversioéon similar a
la frecuencia de transformacién con DNA lineal.

Los resultados de transformacion obtenidos con DNA
plasmidial muestran que generalmente se producen
inserciones no-ligadas. Si estos eventos son frecuentes en
Neurospora, es posible sugerir que la transformacion no
requiere de alta homologia para que ocurra la integracioén.
Paietta et al. (1985b) wutilizando el gen  ga-zt+ para
transformar Neurospora observé que sélamente en el 10% de
los casos la integracién ocurre en regiones homélogas. Sin
embargo, es probable que la frecuencia con que ocurre cada
uno de estos eventos varie segun sea el gen en estudio, es
decir, un gen podria tener distintos sitios de integracién

simplemente por las secuencia nucleotidica de flanqueo que
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acompafian al gen. Un caso tipico es el gen 1leu-2 de
levadura (Hinnen et al, 1978&).

Aungue el mecanismo de integracioén del DNA
transformante es desconocido, la recombinacioén por
integracion requiere de al menos un evento de "“crossing-
over" el cual permite la insercion completa de la molécula
de DNA transformante. Sin embargo, otros eventos de
recombinacién pueden ocurrir sin que el DNA del vector
YRp7 esté integrado en el genoma. Esto significa que la
recombinacién debié ocurrir mediante dos “crossing-over", o
bien ocurre una excisién posterior del DNA del vector.

En algunos casos el DNA transformante se integra en
regiones no-ligadas al locus original. Este fenémeno se ha
observado para el caso del gen gaZz® (Case et al, 1979;
Rossier et al, 1985) y el gen am® que codifica para
glutamato deshidrogenasa de N. crassa (Paietta et al
1©85b>. En gemneral la integracién no-homéloga parece ser un
fenémeno comin en los hongos filamentosos. El aniélisis de
transformantes de Penicillium chrysogenum con el gen trpC
(Sanchez et al, 1987) y de Aspergillus nidulans con el gen
amdS (Tilburn et al, 1983)muestran eventos de integracién
en otras regiones del genoma de estos hongos.

Esto plantea necesariamente un problema. Si el DNA
transformante se integra en un sitio nuevo, entonces un
fragmento de DNA receptor podria perderse como consecuencia

de la insercién por dobles "crossovers". Si efectivamente

fragmentos de DNA se pierden como consecuencia del proceso
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de integracién , entonces se podria esperar que la mayoria
de 1los eventos de transformacién sean letales. Si se
considera que en Neurospora crassa la transformacion
genetica ocurre generalmenté por recombinacion en regiones
no-homologa, entonces no es raro encontar un alto
porcentaje de transformantes abortivos y/o transformantes
con fertilidad reducida cuya progenie tiene un alto numero
de esporas no-viables.

Hasta ahora se desconoce la naturaleza de 1los
procesos de integracién del DNA transformante. Sin embargo,
analizando los eventos de "crossing-over" necesarios para
explicar 1los resultados del analisis genético y de
hibridacién, se podria sugerir que la transformacion puede
inducir la ocurrencia de arreglos cromosomicos que originan
deleciones y duplicaciones. Estos cambios cromosémicos se
caracterizan por un descenso en la viabilidad de la
progenie. Los resultados obtenidos en Neurospora crassa en
los cruzamientos entre 1los transformantes y el tipo
silvestre, indican que la progenie tiene un alto porcentaje
de esporas no-viables. Considerando estos resultados, no se
puede descartar que 1los eventos de transformacién estén
asociados a mutaciones cromosémicas especialmente del tipo
delecién o duplicacioén.

Otra caracteristica del proceso de transformacién
genética es que ésta puede ocurrir mediante eventos de
integracién maltiple en un nicleo (Paietta et al, 1985b).

El analisis de ligamiento y de segregacién génica de los
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transformantes sugiere que estos se producen por eventos de
integracién unicos, aunque no se pude descartar la
presencia de copias extras del gen inv+ integrado en otros
sectores del genoma. Si ocurriera una integraciéon multiple,
podria detectarse mediante bhibridacién. Sin ‘embargo, 1los
resultados obtenidos en el presente trabajo no muestran
bandas de hibridacién extras. Por el contrario Grantz et al
(1985) han observado la presencia de bandas de hibridacién
moltiples para el caso de la transformacién con el gen am’
de N. crassa, lo cual sugiere que el DNA transformante
puede insertarse en varios sitios del genoma en un evento
de transformacién. Sin embargo, 1los resultados de la
literatura indican que en este caso las copias extras no
son funcionales.

Otro rasgo interesante del proceso de transformacion
de Neurospora crassa, €S la produccién de un gran numero de
transformantes abortivos. Estos transformantes muestiran un
crecimiento normal sobre 1las placas selectivas, peroc en

posteriores subcultivos o bajando la presion selectivas se

pierde el caréacter inv+ (no se detecta actividad
enzimatica) y la capacidad para crecer en medio
selectivo. La explicacién para este fenémeno ha sido

generalmente atribuida a la presencia de plasmidos que no
se han integrado establemente en el genoma <(Kinsey et al,
1984). Sin embargo, no es la unica explicacién posible. Es
muy frecuente que los transformantes de Neurospora crassa

sean heterocariéticos. El grado de heterocariosis refleja
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el numero de nucleos presentes en el conidio receptor del
DNA transformante. En general los protocolos de
transformacion requieren conidios germinados, esto

significa que el numero de nucleos podria Ser aun mayor.

Las colonias transformadas (inv+) alsladas formaran
micelios heterocarioticos que llevaréan nucleos
transformados inv+ y niucleos no-transformados inv-. Los

micelios heterocarioticos con bajo porcentaje de nucleos
transformados, se mantendran en la medida que la tasa de
divisién de 1los tipos nucleares presentes sea igual.
Cualquier retraso en la divisién del nucleo transformado
significard que su efecto se pierde por dilucion en el
micelio.

Complicaciones adicionales al analisis genético se
presentan para el caso de 1los transformantes inestables.
Estos transformantes se caracterizan porque no pueden
obtenerse los correspondientes homocariones. Es decir no se
obtienen esporas de fenotipo Inv”. Aparentemente dichos
transformantes se mantienen en una heterocariosis obligada.
Una explicacién de estos resultados se podria atribuir a
la integracién del DNA transformante en un gen esencial de
Neurospora (Davis, 1984).

Asociados a los eventos de +transformacién se ha
descrito ademés, la produccién de mutaciones por efecto de
la incorporacién del DNA en el genoma del huésped (Mishra,
1977). En los resultados presentados para el sistema de

invertasa también se han encontrado algunos fenotipos
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aberrantes aparentemente como consecuencia del proceso de
transformacién. Los mutantes detectados son auxotroficos
para adenina y triptéfano. Debido a que no se realizdé una
busqueda sistemAdtica de mutantes es probable que aparezcan
otras mutaciones. Estos eventos no son raros en 1los
procesos de transformacién y se producirian basicamente
como consecuencia de la insercién de DNA dador en regiones
no homélogas. Estos cambios inducidos por el DNA exégeno
durante 1la transformacién de Neurospora c¢rassa han sido
observados por otros autores (Case et al, 1979). También en
levadura se ha observado este tipo de cambio (Hicks et al,

1978).
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3.- Sistema genético de invertasa

Los resultados obtenidos muestran que la invertasa
de Neurospora gracsa presenta dos formas activas con
ubicacién tanto intracelular como extracelularmente. Los
resultados concuerdan con lo encontrado por Meachum et al
(1971> que indica que la enzima se encuentra en dos formas
multiméricas: 10.3 S y 5.2 S

El analisis inmunélogico sugiere que hay a lo menos

una similitud estructural entre las forma intracelular y
extracelular de 1la enzima. La ausencia de actividad
enzimatica tanto intra como extracelularmente en el mutante
inv- indica que también existe una relacioén biosintetica
\ entre ambas formas enzimaticas

La relacion entre la enzima intracelular y
extracelular es de aproximadamente 10 : 1. La relacién
porcentual entre los componentes I (10.3 S) y II (5.2 8) de
la invertasa varia durante el crecimiento del hongo en
especial para la enzima extracelular. El comportamiento de
la enzima extracelular podria explicarse por el mecanismo
de control que opera en la expresion del gen Iinv.

Metzenberg (1962) y Cifuentes (1981) mostraron evidencias

que indican que la sintesis de invertasa esta afectada por
la concentracigon de glucosa presente en el medio de

\
l
1
ﬂ
i cultivo (represién catabélica), por lo tanto la sintesis de
1

|
-
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la enzima aumenta cuando se agota la fuente de carbono
disponible en el medio.

Aungue la invertasa de Neurospora bha sido poco

estudiada, muchas de las caracteristicas del sistema
|
; genético parecieran ser similares al sistema de los genes

SUC de 1levadura.

|
1 La invertasa de 1levadura también se presenta en
{ dos formas 1isoenzimaticas: la forma externa que se
% encuentra en el espacio periplasmico (Neumann et al 1967
! y una forma interna que esta localizada intracelularmente
(Gascén et al, 1968a; 1968by. La diferencia con la enzima
de Neurospora es que en este organismo, las dos formas
moleculares estéan presentes tanto intra como
extracelularmente.

AdemAds, esta descrito que la sintesis de invertasa
en ambas especies estéd regulada por glucosa (Cifuentes,
U 1981; Mormeneo et al, 1982). Ademés, si se considera que

estos organismos estan relacionados filogenéeticamente es

probable que tengan mecanismos de regulacién similares.

Otro aspecto interesante de este sistema genético se
desprende del anadlisis de hibridacién de 1los plasmidos
descritos en este trabajo. En ellos se muestra que 1o0s
plasmidos reconocen mas de una banda en el DNA cromosémico
de Neurospora. Para el caso del plasmido pNCzZ se encuentra
‘ que tiene homologia con una banda de 7.6 Kb que corresponde
a la que esta clonada y con una banda de 3.9 Kb. Estos

|
|
|
|
; resultados sugieren que el gen de invertasa se encontraria
1
|

|
T Y
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duplicado en el genoma del hongo . Esta posibilidad no es
sorprendente, ya que una situacién similar se encuentra
para el caso de los genes que codifican la invertasa de
Saccharomyces. Los genes SUC aparecen como una familia de
genes que estan dispersos en el genoma de la 1levadura
(Carlson et al, 1981; Carlson et al, 1983). El analisis
genético establecié que en levadura existen al menos seis
genes no alélicos que controlan la sintesis de invertasa y
gue basta un solo gen funcional para la formacién de la
enzima y la fermentacion de sacarosa o rafinosa
(Ottolenghi, 1971; Haeckel, 1975; Grossman et al, 1979;
Carlson et al, 1981).

Una explicacién alternativa, a los resultados
encontrados con Neurospora crassa podria ser que la banda
de 3.9 Kb corresponde a 1la hibridacién con 1las zonas
adyacentes al gen de invertasa. Este fenémeno también se ha
observado en levaduras para los genes SUC. La comparacién
de los fragmentos de restriccion de los diferentes loci SUC
sugiere que en algunos casos las secuencias adyacentes que
acompafian a 1los genes estructurales conservan algunos
sitios de restriccién, lo cual podria indicar que los genes
estan flanqueados por secuencias homélogas. El tamafio de
los fragmentos conservados seria de al menos 10 Kb
(Carlson et al, 1983)

Cualquiera sea 1la situacién de duplicacién, este
hallazgo apoya en parte 1los resultados obtenidos en 1la

transformacién genética de HNeurospora crassa. La presencia
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de secuencias insertadas en sectores del genoma diferente
del 1locus original, podria explicarse como un proceso de
intercambio genético por homologia debido a la presencia de
secuencia duplicadas. La transformacion con el gen leuZz2' de
Saccharomyces cerevigsiae es un ejempld que puede ilustrar
la produccién de transformantes por insercién no-ligada
debido a la presencia de secuencias repetidas adyacentes al

gen (Hicks et al, 1978).
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4.- Proyecciones

Neurospora crassa es un organismo que ofrece
ventajas para estudiar diferentes aspectos de la
fisiclogia génica mediante técnicas de DNA recombinante,
principalmente por el conocimiento que se tiene de su
aparato genético-bioquimico.

El desarrollo de sistemas de cloneamiento molecular
en hongos filamentosos permitira abrir nuevas posibilidades
para aislar, amplificar y expresar genes eucariéticos de
origen heterologo gue no pueden ser expresados
eficientemente en sistemas bacterianos. Esto ultimo puede
ayudar en la caracterizacion tanto estructural como
fisiolégica de los genomios eucaridéticos, como también en
el aprovechamiento biotecnologico de 1la gran capacidad
biosintética de los hongos filamentosos <(Saunders et al,
1086).

Con el advenimiento de las técnicas de DKNA
recombinante han aumentado las espectativas sobre 1los
productos obtenidos a partir de organismos manipulados
genéticamente, en especial 1la producién de proteinas
animales y muchos otros productos de interés industrial y
farmacéutico. Esta posibilidad ©biotecnologica ya estéa
siendo explorada para sistemas como levadura. Intentos de
este tipo lo constituyen la produccién de interferén humano

(Hitzeman et al, 1981; Chang N. et al, 1986) y el antigeno
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de superficie del virus de la hepatitis B (Valenzuela et
al, 1982). Aunque Neurospora aun no esté establecido como
sistema de transformacion con fiﬁes biotecnologicos, estos
hongos ©podrian ser muy eficientes en 1la sintesis y
excrecién de productos geénicos heterdlogos de intereés
industrial.

La invertasa ha parecido una enzima especialmente
interesante por varios aspectos: El cloneamiento de genes
relacionado con la sintesis de invertasa permitiria
estudiar la regulacién de la sintesis de la enzima y las
relaciones entre las formas isoenzimaticas intracelular y
extracelular. Ademés, por tratarse de una exoenzima, el
sistema de invertasa podria usarse como modelo en el
estudio de los procesos de excrecién y de glicosilacioén.
Desde un punto de vista biotecnolégico el aspecto mas
atrayente en el desarrollo de vectores y de huéspedes de
hongos filamentosos estéd en la produccién de glicoproteinas

y en los procesos de secrecién (Berman et al, 1985).




A PENDTIUCE Ne 1

Medios de cultivo

1.— Medio LB

Triptona 10 g/1t
extracto de levadura 5 g/lt
cloruro de sodio 5 g/1lt
2.—- Medio minimo Vogel Bonner 25X
MgSQCa 5.0 g/1t
dcido citrico x Hz0 ‘ 50.0 g/1t
K:=:HPOa anhidro 250.0 g/1t
NaNHaPOa 87.5 g/1t

Las bacterias se cultivaron en medio minimo Vogel-
Bonner 1X suplementado con:

glucosa 0.5%0 %

L-leucina 0.30 mM
L-treonina 0.30 mM
vitamina Bl 0.32 mM

3.—- Medio Vogel 25X

citrato de sodic x 5H:0 75.0 g/it
KHzPO« anhidro 125.0 g/it
NHaNO= anhidro 50.0 g/1t
MgS0a x 7HzO 5.0 g/lt
CaCl: x 2H=:0 2.5 8’/11: :
Elementos trazas 2.5 ml
Biotina 24.0 mg/lt
4.~ Solucidén “"stock" de Elementos trazas

&cido boérico 0.50 g/1it
Cu8SC. x H5HzO0 2.50 g/1it
KI 0.06 g/1t
MnSOa 0.50 g/1t
(NHa)eMo»Oux 0.50 8/ 1t
ZnS0a 50.00 grit
FeCls x ©6H=0 10.00 g/lt
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5.

Soluciéen "stock" WVestergaard Z2X

KNO-

KH:FOa

MSSOa x 7 H:=0
CaCl:.

NaCl

Elementos trazas
Biotina

Medio YEF

peptona

extracto de levadura
glucosa

Ajustar a pH 5.3 con HCl.

Agar de regeneracién

sulfato de amonio

sorbitol

agar

Base de nitrogeno para levaduras
sacarosa

amino&cidos 1%

agua hasta 1000 ml

Medio Completo de Neurospora

sacarosa
extracto de malta
extracto de levadura
Vogel 285X

N o= N
[eNeNe]

5
182
20
6.
20
5

(=

oMo

O NOOF NN

0 grit
o grlit
0 g/1t
2 g/lt
2 g/t
0 ml
6 mg/lt
g/1lt
g/1t
g/lt
.0 g/1t
.0 grit
.0 g/1it
7 g/lt
.0 g/1lt
-0 ml
.0 g/1t
.5 g/l
.5 g/lt
.0 ml/1t
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APENDTICE e 2

Preparacién de Fenol:Cloroformc

El fenol redestilado se fundic a ©60°C y se agrego
8-hidroxiquinolina a una concentracion final de 0.1%. El
fenol fundido se extrajoc varias veces con un volumen igual
de tampén Tris 100 mM pH 8 y 0.2% de p-mercaptoetanol
hasta que el pH de la fase acuosa fue superior a 7.6. El
fenol saturado con tampon se mantuvo a 4°C.

Para preparar fenol:cloroformo, se mezclo un volumen de
fenol saturado con un volumen de una mezcla
cloroformo:alcohol isocamilico en una proporcién z4:1.

Preparacién de las soluciones con CETAB

Las soluciones agua—CETAB y butanol-CETAE se obtuvieron
de la siguiente manera: Un volumen de butancl se equilibro
con un volumen de agua mezclandose repetidas veces. Se
disolvié 1 g de CETAB en 100 ml de butanol saturado en
agua y se agrego 100 ml de agua saturada en butanol. se
mezclé y dejé a temperatura ambiente hasta que se
separaron las fases. Cada fase se guardo por separado. La
fase superior es 1la solucién Dbutanol-CETAE y la fase
inferior es la solucién agua-CETAB.
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PENDTICE Ne

w

Tamafio y peso mclecular de los Ifragmentos obtenidos al

tratar el DNA del

bacteriofago Lambda con la endonucleasa

de restriccién HindIII.

N fragmento

o ~1O0 0 WN -

Tamafic Molecular Peso Molecular
(Kb) dalton x 107¢
23.130 15. 00

.41¢% 6.12
6.557 4,26
4.371 2.84
2.322 1.51
2.028 1.32
0.564 0.37
0.125 0.08




A PENDICE Ne 4

Soluciones empleadas en hibridacion DNA-DKNA

1.- Solucién de prehibridacion

Formamida 50%

SsC 3X

Denhardt 1X

DNA esperma Salmén denat. 50-100 pg/ml
Tris-HCl1 pH 7.4 50 mM

2.- Solucién de hibridacién

Formamida 50%

SSC 3X

Denhardt 1X

DNA esperma Salmén denat. 50-100 pg/ml
Tris-HCl pH 7.4 50 mM

sonda denaturada (5-10 min a 90°C).

3.- 8SSC 20X
NaCl 175.3 g/1t
Citrato de sodio 88.2 g/ml
Ajustado a pH 7.0 con NaOH 2 N.

4.- Denhardt 50X

Ficoil 1%
PVP 1%
BSA (fraccidén V) 1%
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Soluciones empleadas en la marcacion
translation"

1.- Tampén de Nick 5X

Tanmpén de pre—-Nick 10X
dTTP 25 mM

dGTP 25 mM

dCTFP 25 nM

agua

2.- Tampén de pre-Nick 10X
Tris-HC1 pH 8.0
MgCl:

gelatina
DTT
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del DNA por

100 pil
1 pl
1 pl
1opl
S7 ul

500 mM
50 mM
0.0% %
5 mM

"Nick




A PENDTICE Ne ©

Soluciones empleadas en la preparacion de geles
poliacrilamida

1.- Solucion A
Tris 6.85 g
HC1 1N 48.00 ml
TEMED 0.32 ml

completar con agua hasta 100 ml pH 8.4

2.- Solucién B
Acrilamida 306.0 % p/v
Bisacrilamida 0.8 % p/v

3.—- Solucién C

Persulfato de amonio 0.14 % p/v
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