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RESUREH

El     desarrc)Ilo    de    un    sistema    de    clonanlento    genlcc]

ef iclente     requlere     de     §1§temas     de     transferencla     de

mterlal   genetlcc]   y   la   adecuada   expresi6n   del   mismD,    En

Jeljraslx]Tia  cra±,   este  tlpo  de  estudlo  esta  llmitado  por

la   carencla   de   vectores   adecuadc)a   a   lag   caracterlstlcas

del   bongo.   Tales  vectores  deben  ser`  portadores  de  orlgenes

de  replicaci6n  que   les  per`mltan  repllcarge  y  manteher§e  en

form    extracrcimos6mlca    eD     lag    celulas.      Adehas,      deben

di§pc}ner   de   genes  estructurales  que   puedan  ser   utlllzadc)s

como  narcadores  selectlvos.

El    presente    trabaJo    desarrc]11a    un    prc)cedimlento    que

permite   clc)nar   secuencias   de   DNA  de   JJ.   craesa  nediante   su
g5eLeec±6n   ya   sea   en   Bg5cherlch±a   coil   a   en   SBccharonyce6

cerevlslae.
Para   tales   ef ectc]s,    se   construyeron   tres   genotecas   de

.F.   crassa.   Dos  de   ellas  fueron  dlsefiadas  y  construidas  en

vectores  de   lntegraci6n  de   S.   cerevisjae  con  el   ot}jeto  de

aislar     secuencias     de     replicaci6n     aut6nomas      (ARS)      de

.Feurtrsprma  en   levadura.   A  partir  de   ellas,   se   pudo  aislar

un   plasmidc]   pc)rtacior   de   uD   IDserto   que   correspc)ndLe   a   un

fragmeDtc}   Pstl    de   3.5   kb   de   DHA   del    bongo.     Tal    insert,o,

sepia   pc)rtador   de   una   secuencla   del   tlpo   ARS   lnicialmente

f uncional  en  levadura.
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Una   tercera   genoteca   fue   dlsefiada   y   construlda   en   el

vectc]r    de    repllcacl6n   aut6noma    YRp7    de    levadura    cc}n   el

objetc]   de   alslar   genes   de   Jeuraspora  pc)r   complenentacl6n

Benet±ca  en  E.   colt  a  S.   cerevlslae.
A     partlr     de     esta     dltlma,      se     alsl6     un     plasmldo

reconblnante,   portador  de   un  fragmento  BamHI   de  21   kb,   con

capacldad   de   cc)mplementar   una   mutaci6n   del   gen   JeuB  de   E.

col 1 ,

El      anallsls     de      restricci6n     y     subclcJnamlento     del

plasmldc],     permltl6    elaborar    su    mapa    de    restrlccl6n    y

ubicar    al    gen   en    una    regl6n    aprc)xlmada   del    1nserto.     A

partlr  del   plasmido  gut)clonado  YRp74.2,   se   pudc]  determinar

la   presencla   de   un   sltlo   de    reconocimientc}   BamHI    a   una

dlstancla   de   0.75   kb   de   uno   de    los   extr`emc}s   del    insertc)

que   afecta   la   capacidad   de   complementar   la   mutacl6n   Jeuz}G

dLe   8.   call.

El       aDal isls       de       bibridacl6n       de       log       plasmldc]s

r`ecc]mbinantes.      1ndlca    que    ellos    sc)n    portadores    de    un

lnserto  de   DNA  cronos6mico  de   Jr.   craiERE.

Experinentos    de     transf I)rmaci6n    genetica    de     la    cepa

jeuJ-.   de   JeurosptJra,    indlcan   que   el   DHA   clctnado   tiene   la

capacidad   de    complementar    la    mutaci6n   del    gen    jeuJ    del

bc]ngc].      ExperineDtos     de     blbrldaci6n     entre     el     DHA     del

plasmido       reconbinante       YRp74.2       y       el       I)HA       de       los

transformDtes     de     JeuJlc}spora,      1ndica    que     ba     c)curridc)

integr`aci6D  del   Din  plasnidial.   En  algunc)s  casos  el   eventc)

integrativo     incluye     al     vectc)r;     tambien    puede     ocurrlr

V



integraci6n    slmultanea    eD    otros    sltlos    del    genc]m    del

bongo.

I.,os    resultados    sugleren    que    el     inserto    de    DHA    de

Jeurasjrora,   pre§ente  en  el   plasmldo  YRp74. 2  correspc)nderia

al   gen   jeuJ  del   bc)ngo.   Tal   gen,   cc]dlf lea  per   la  enzim  8-

1sopropllmlato   desbidrogenasa   de   Jeurtrepora  y  es  analoga

al   productc)  del   gen   JeuB  de   iB.   COJJ.
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surmRy

Tbe   development   of   an   ef f lclent   procedure   for   cloning

genes  of   JeurasporJ]  crassa  depends  oh  the  avallabillty  ln
tbat  organism  of  systems  I or  gene  transfer  and  expres61on.

This,     in    turn,     depends    on    the    existence    of     vectors

satisfying   the   requirements   c]±   the   fungus.    These   vectors

§bould    carry    the    structural    genes    needed    as    selective

mrkers,    and   tbe   repllcatlon   c)rlgins   to   permit   them  to

replicate  extrachromosc}mically  withiD  tbe  cells.

This     work     describes     a     procedure     for     cloning     DNA

sequences   c)I   J.   craaE=a  tbrougb      selection   in   ±LberlcbJa

COJJ  and  fficcjlaroryces  cerevislae.   Tbree  genomic  libraries

c)i    jr.    cra±   were   prepared.    Two   of   them   were   developed

using    integration    vectors    of     a.     ceretrjsJae    witb    tbe

purpc]se    c)f    isc]1ating    autc)nomously    repllcatic]n    sequences

(ARS)   of   Jeurasp{]ra  in  yeast.   A   plasmld  was   tbus   lsctlated

earring    an    insert    that    corresponded    tc)    a    3.5    kb   Pstl

±ragnent    frc)in   tbe    fungus    DNA.     This    lnser`t    wc)uld    be    tbe

carrier   of    a   type    ARS   sequence    initially   functional    ln

yeast .
A   third   gent)mic`    library   was   designed   and   obtained   in

tbe    yeast    YRp7    autonomc)us    vector,     witb    tbe    purpose    c)f

lsc)late   Jeu]raspoLra   genes   through   genetic   complerentatlon

in   E.    caJJ   and   S.    cerevisJae.    From   this   gene   library   a

recc}nbinant  plasmid  was  isolated    tbat  is  the  carrier  of  a
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21   kb   BamHI   fragment   wltb   the   capacity   of   complemeDting  a

mutation  of   tbe   JeuB  geDe   c]f   ,E.   COJJ.

Tbrough     an     analysis     of      plasnid     restriction     and

subclonlng,   a  restrlctlon  map  was  drafted  with  the  purpose

of   cletermining  the  apprc)ximate  pc)sition  of  the  gene  witbln

the     insert.      Frc)in    tbe     subcloned     plasmid     YRp74.2,      the

existence    c)I    a    recc)gnltlon    site    was    ascertained    at    a

distance    c)i    0.75    kb    from    an    end    c)f    tbe    insert    which

affects   the   capacity   of   complementlng   tbe   mutation   leu86

o£   E.   coil.

Hlbridizatic]n     analysis     of     tbe     recomblnant     plasmlds

shc]ws   that   they   are   carriers   of   a   chrc)mosomal   DHA   insert

o£  I.  crassa.
Experiments     c)n     tbe     genetic     traDsformation     of     the

JJeurasprma    stock    leu--    led    to    the    conclusictn    tbat    the

clc)ned   DHA   bas   tbe   capacity   to   cc)mplementing   tbe   mutatlcin

o±     fungus     gene     jeu£.      Alsc).      bybridizatic)n     experiments

between   DNA    frc}m   tbe    recc}mbinaDt    plasmid   YRp74.2   and   DNA

frc)in   Jet]raspora   transfc)rmants   demostrate   the   integration

ctf     the     vect,c]r     itself     and    sometlnes    the     simultaneous

integr`ation  in  c)ther  lc)ci   of   the   fungus  genc)me.

Tbese  r`esults  suggest  that  tbe   insert  of   Eeurospora  DNA

present    in    tbe    YRp74.2    plasmid    nay    correspc)nd    to    the

fungus    gene    JeuJ.     This    gene    codes    fc}r    tbe    Jeuras;pore

enzyme   P-isc)prc)pllmalate   dehydrc)genase   and   ls   similar   to

i,he  product  of  tbe  E.   colJ  gene   jeuB.
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PROPOSIT0   DE   LA   TESIS

El     clonamlento     ef lclente     de     genes    eucarl6tlcos    en

J7eurasprna     cragsa     requlere     de     vectores          adecuados,

e§pecificamente        dotados        con       mrcadores        geneticos

facllmente    selecclonables   y    con       secuenclas   de    Din   que

permitan  su  replicaci6D  aut6noma  en  dicho  organlsmo.

En  relacl6n  a  lc]  anterior,   la  pre6ente  teals  propc]ne  un

procedinlento    que    permlta    el    clc]namlento    de    genes    ae
Jeurasprra   con    el    prop6sito    de    estudlar    y    cc)nc]cer    la

organizaci6n   del    genc)in   de   este   bc)ngo   i llamentoso.    Para

tal  efecto,     considera  log  slgulentes  c)bjetlvos.
-   C,LonaT  BeTLes  ale   I.   crasse  en  a.   coil  y  en  faccharanyces

cerevlslae.
-Construlr         vectore§         de         clc]nado        derlvados         dLe

Saccharc]nyces  cerevls±ae.
-   Cc)nstr`uir    genotecas   de    JeuJraspofiB   crassB   en    vectc)res

tantct    de    integraci6n    comc)    de    replicaci6n    aut6noma    de

SaccharDnyces  cerevlslae.
-   Prc)t>ar   el   sistem   indicado   mediante   el   clc]namiento   del

gen     jeuJ     de   Jeurasprra  crassa  par  complementacl6n  en
Bscher±chla  cc]11.

-   Realizar   transformcl6n   genetlca      de   fecfrerlcaja   coJj,

y  Jeuraspora   crassa   con   plasmidos   portadores   del   gen
leul  de  I.   crasssa.
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-   Clonar   un   I ragzDento   de   DuA   de   Jr.    cr4eaB,    portador   de

una  secuencla  de  repllcacl6n  aut6noma  eD  S.   cerepJSJae.

La   posibllidad   de   tener   exlto   eD   dlcbc}s   obJetlvos   derlva

cle  la  siguieDte  hlp6tesls  de  trabajo:

Daclo      que      I.      erass=a     y      S.      cerevlslae     cc.aparten

caracteristicas   geneticas   §imilares   y  que   mutaclones  de

E.   COJJ  pueden  ser  complementadas  par   fuhclones  genlcas

de    Jeuraspora,    entonces   seria    factible    alslar   genes
estructurales    y/a    regulatorlos    de    J.    crassa   en    un

sistelna  hlbr.1do  SiiocharaJnyces-E.   colJ.
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INTRODUCCI0N

El    anall§i§   de   secuenclas   d.e   DHA   eucarl6tlco   ha   sldo

facilitado  par  la  sinplicldad  cc)n  la  cual  el   DItA  de  estos

organisnc]s  puede  ser  clonado  en  procariontes  nedlante   los

sistems  de   transf cJrmci6n   (Coben   et  aJ,    1972)   y  vectores

desarrc}11ados    para    estcJs    dltimos     (Balbas    et    aJ,     1986:

Bolivar   et  aJ,1977  y  1977b).

Secuencias   de   DHA   eucari6ticas   pueden   ser   obtenidas   y

alteradas  facilnente  jn  vjvc}  e   ±fl  vjtro  nedlante  el  usa  de

tecnicas    de    genetica    bactel`1ana    y    de    DHA    recc]mbinante.

Esto    permlte    estudiar    el    efecto    de    cambicis    inducidc)s

experinentalrente    sobre    la    funcl6n    y    expresi6n    die    los

genes  analizados.
Bn   general,    1o§  proced.imientos  de   clc)nadrento  nolecular

requieren   de   al   nencJs   clnco      etapas:    i)    un   metc]do   para

gener`ar   fragmentos   de   DHA   clel   c}rganismo   en   cuesti6n;    ii)

un   vector   que   sea   un   vebiculo   pcJrtador   de   las   secuencias

de-~Dm~   a   estudiar;    iii)   reaccicJlies   que   per`mitan   la   uni6n.-.------_
del    DHA    al    vector;     iv)     un    medlo    para    intrc]ducir`    las

mc]leculas   reconbinantes   en   una   celula  buesped  dt]ncie   pueda

replicarse;    y   v)    un   netod.a   de   selecci6n   de    los   clolies

reconbinantes  a  partir  de  la  celula  receptora.

En  atenci6n  a   lo   anterior,    la   myoria   de   lc)s   estudios

que  §e  realizan  a  este  nivel,   requieren  de  la  ccmstrucci6n
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de   una   genciteca   del   c}rganlsm   en  un  vector   adecuado  pare

el  huesped  a  utilizar.

Algunos   genes   de   c)rganlsnos   eucariontes   inf erlores   se

expresan   en    8.    coJj.    81    primer   gen   codlf lcadlc]r   de   una

proteina   de   S.    cezreirjsjae      clonado,    fue   aislado   pc]r   su
capacldaa   de   funcionar   en   la   bacteria   E.   COJI   (Strubl   et

aJ,    1976;    Ratzkin   et   aJ,    1977;    Strubl    et   az,    1977).    Ello

ba  pernitldo  disponer  de  ulia  estrategia  para  clonar  genes

de   levadura.    en   base   a   la   capacldad   dLe   tales   genes   para

coxplerentar  nutaciones  auxc)tr6f ica§  de  E.   colt

Hucbc]s   de   los   genes   ale   levadura   que   se   expresan   en   E.

colj     presentan     un     grade     de     funcicJnalidad     variable,

exi§tiendo     genes     dLel      nismo     bc)ngo     que     no     llegan     a

expresarse   en   la   bacteria.    Esta   situaci6n   hace   necesario

recurrir   a   c]tras   estrategias   para   su   aislamiento   (Kraner

et  aJ,1976).

Fen6nenc]s    similares    a    log    recien    descritc)s    existen

tambien  en   jreurospBra  cra±,   cJrgpnisno  del   cual   se  sabe

que  alguno§  de  sus  genes  pueden  funcionar  en  E.   coJi        EI
sistem   de   clc]nado   dLe   genes   de   jFeuraspora   basado   en   la

cc]mplementaci6n   genica   de   mutacic]nes   de    E.    coJj   cc]n   DNA

prc]veniente   del   hc)ngo   no   ha   sido   totalnente   exitosa.    Bs
asi    come   se   ha   pcJdido   aislar   s6lo   un   ndmero   reducido   de

genes     que     se     expresan  en   E.   coJj,   pcJr  ejemplo,   el   gen

pyr-4   (Buxton   et  aJ,1983  a.b),   el  gen  J2jt-3  (Smarrelli   et

aJ,    1982)    y   el   gen   trp~£    (Keesey   et   aJ,    1982),    el   cual,

sin    embargo,     nuestra     una    expresi6n    aberrante     en    la



bacteria    (Schecbtmaa   et   aj,    1983).    Otro   caso   es      el   gen

qa-2,   ubicado  en  un  cluster  en  el   grupo  de   llgamlento  VII

{Alton   et   aJ,    1978;    Vapnek   et   aJ,    1977).   El   funclonamlento

del      gen      qa-2     en      E.      COJJ      ba      sldo      detectadc]     pc)r

complemeDtacl6n    de    la    mutacl6D    arozre.     Sin    embargo    lc]s

genes    qa-3   y    qa-4,     tamblen   del    cluster    IDencionadc],    son

lncapaces  de   I unclc)nar  en  iF.   cojJ.   Ho  obtante,   el   gen  qa-3

se     expresa     en     JeurExpora     al     retrotransf ormar     este

organlsmo   (Schwelzer   et  aj,1981  a,b).

Las     limltaciones     para     la     expresl6n     de     genes     de

organlsmc]s    eucariohtes    en    8.     caJI,     pueden    desde    luegct

deberse  a  dlferentes  aspectc}s  de  la  flsiologia  genica.

La    sintesis    de    una    proteina    funcic]nal    depeDde    de    la

naturaleza  de   las  sefiales  de  control  y  de  la  e±1clencla  de

los     mecanlsmc]s     que     reallzan     la     transcrlpcl6n     y     la

traducci6n   de   la   informaci6n   genica.    Ademas,    generalmente

es    hecesarlo    un    procesamiento    del     RNA    mensaJerc)    y    en

alguDos  casc)a,      el   prc)cesamieDtc)  y/a  compartamentalizaci6n

del   polipeptidc]  que  se  sintetiza.

La    utilizaci6n    de    bongos    coma    buespedes    de    clonadc],

podria    ser    ventajc)sa    come    estrategia    de    clctnamientc}   de

genes   que   nc)   se   expresan   en   E.    coJ].    ED   relaci6n   a   estc),

Saccharanyces      puede       canst 1 tu ir       una             al ternat iva

conveDieDte   para   el    clonado   molecular   de   aquellos   genes

eucarl6tlcc)s      que      nc)      pueden      ser      selecclc)nados      par

cc)mplementacl6n    en    E.     COJJ.             De    hechc)    1a    levadur`a    ba

demostradc)   ser   un   bueD   organlsmo   para   el   clonadc}   de   genes
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beter6logos   (Carti,    1987)   e   incluso     ba   sldo  descrlto   que

algunos    genes    procari6ticos    ban    pc}dido    ser    cloliado§    y

expresados  en   S.   cerEtrjs±ae   (Jirfenez   et  aJ,    1980;   Rose   et

aJ.1981;    Cojlez2   et  al,1980).

Adenfas,    varic]s    genes   de    fficcLbarc]nyces    (Brc]acb    et   aJ,

1979;    Hsio   et   aJ,    1979;    Letts   et   al,    1984;    Arndt   et   aI,

1987),    de   JFeurospo.ra   (Scbweizer   et   aJ,    1981;   Huiet,1984),

de      c]trc)s      bongos      (Kawamura,       1983)      y      de      organisms

eucariontes   superiores   (Henikoff   et   aJ.    1981,    1983;   Beggs

et   aJ,    1980;    Hitzeran   et   aJ,    1981;    Holr   et   aJ,    1987)   que

no  pudieron  ser  detectadc]s  pc)r  complenentacl6n  en  a.   call,

pudieron     ser     clc]nados     y     expresadc]s     despues     de     ser
reintrc]ducid.os  en  bongos.

La   e±.lciencia   de   los   sistenas   ale   clonado   de   genes   en

bongos   depende   de   la   disponlbilidad   de   vectc)res   para   el

desarrc)llo  de  los  respectivos  sistenas  de  transferencia  y

expresi6n  genica.

El  sistema  nejc]r  desarrolladc)  en  la  actualidad  es  el  de

fficcjzaroJryces  ceretrjsjae   (Bc]tstein   et   aj,    1979;    Falcc]   et

aj,     1983),     para    1o    cual    se    dispone    de    una    serie    de

vectores   de   clonado   capaces   de   funcic]nar   comc]   plasnidc]s

extracrc]mos6micos.

Algunos    de     lc]s    plasmidos    usados    cc]rrientemente    son

bibridos  de   E.   coJz.  y  S.   ceret7.jsjae.      Dependiendc]  del  Dodo

de     repllcaci6n     de     tales     plasmiac]s     en     levadura,      se

distinguen   al   menc]s   tres   tipos   de   vectc)res   (Hinnen,    1978;

Ratzkin,,1977;   Beggs,    1978;   Struhl,1979).



{a)      Vectc]re§      de      integraci6n      {Himen.       1978),      que

transfc)rmn    con    baja    frecuencia     (aproximadanente     1-10

transformntes  pc]r  ug  de  DHA),   integrandc)se     en  uDa  regi6n

de   bc]mlogia   en   el   genom   de   la   levadura   y   generalnente

son   eatables   ndt6ticanente.    UDa   excepci6n   a   estc]   ocurre

con   aquellc]s   vectcJres   cle   integraci6n   que   sc)n   portadores

del   gen   £EIr2  de   este   c]rganismcJ.    En  el   esquema   adjuntc],   se

nuestra  la  organizacl6n  de  la  regi6n    Gel  cl-onosom  Ill  de

S.     ceretrlsjae   donde    se    encuentra    ubicadc)    el    gen   LEU2.

Adyacente   al   gen   LEU2,    en   la   posici6n   5'    respecto   a   la

direcci6n   de    transcripci6n   de    dicbo   gen,    se    encuentra

ubicaaa     una   de   las  50   cc]pias   dLel   transpc]§6n  Tyl   de   este

5

Drganlsmc)     (Canercm     et    aj,      1979;     Scherer     et    aJ,      1980;

Kingsman      et     aJ      1981).      En     ambc)s     extrenc)s     de     dicbo

transpcis6n   exi§ten   2   secuencias   repetld.as   directas    (DR).

Estas     caracteristlcas,      bacen     que      lc)s     vectores     de

lntegraci6n   portadc)res   del   gen   LEU2   transf omen   con   una

frecuencia    mycJr    de     la    esperada    para    un    vector    de

|n-tegracl6n.
I,t I                                 P,I I•..----i--=------iL:

T)1-17   _ ....                l[U2

Iho I                     Hpel

•..
•.............

•.....

EcoR ,                      Sl"   .......

LEll    2

Organizaci6n  del   locus  LEU2   en  el   crc]msc)rna   Ill  de   a.

cerevlsiae.



Pcir   esta6   r.azones,    todos   los   plasmldo§   que   llevaD  el   gen

I,EC/2  poseen  parte  de  un  extreme  de  dlcbo  elemento  geDetico

(un   segmento   que    forlna    parte    de    una   de    las   secueaclas

repetldas  dlrectas   (DR))   y  par   lc)  tanto   pueden   lntegrarse

par  hcrmc]1c)gia  en  otras  reglones  fuera  de  la  regl6n  del  gen

I,EZ/Z,   au]nentandc)  1a  frecuencla  de  transf ormacl6n.

(b)     Vectores    de    repllcacl6n    extracrc)mos6mlca     (Beggs,

1978;   Hicks,1979a;   Strubl,1979),   que  se  caracterlzan  por

transfornar   a   la   levadura   cc)n   alta   frecuencla.    De   estos

vector.es   exlsteD   2   tipo§   prlnclpales,    aquellos   derivadc)s

del   plasmidc]  de   2u    (Broacb   et   aj.    1980;   Rc}yer   et   aj,    1977;

Gerbaucl    et   aJ,     1979;        Tc)b-e    et   aJ,    1981)    y      denc)minados

YEp     (YEpl3          por     ejemplc))     y     aquellos     que     poseen    una

secuencia      de      repllcacl6n     aut6noma      (ARS).       de      origen

cr`omos6mico      (Beggs,       1978),      denominados     YRp      {YRp7     pc)r

ejemplo).    Estos   plasmidos   transfc)rman   a   IEfaccharDryces  con

alta         fr`ecuencia,         perc)         los        transformantes        son

extraordinariamente   inestables  mit6ticamente,   segregaDdc)  a

tasas   de   alrededc)r   del   1-3%   per   generaci6n  de   crecimientc)

en           medi I)           ncJ-select i vc).            Acc]mpafiando           a           estas

caracteristicas,    tambien   se   observa   un   lDcrementc)   en   el

tiempc]   requerldo   para   la   cluplicacl6n   celular,    aunentando

el   tiempc)  generacic)nal    (Stincbcomb   et  aj,   1879;   Stincbcomb

et    aJ,      1980;      Strubl     et    aJ.      1979;     Clan     et    aj,      1980;

Tscbumper   et  aJ,1980).

6
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(c)     vectores    que    poseen    gecueDclas    centrorferlcas    y

telorferlcas,   que  §e  caracterlzan  par  tran§f ormr  con  alto

frecuencla    y    ser    Buy    estables,     llegando    a    constltuir

verdaderos   crc]nosc)ms   artlflclales    (Szostak   et   aJ,    1982;

Clarke   et   aJ,    1980   a,b;    Clarke    et   aj,    1983;    Cban   et   aJ,

1983;    Danl    et   aJ,     1983;     Hurray    et   aJ,     1983;     Yeb    et   aj,

1986;    Burke   et   aJ,1987).

Par  otro  lado,   1os  sistera§  de  transf ormcl6n  en  bongos

fllanentosc]s  ban  estado  liritados  par   lag  caracteristicas

estructurales     de     estos     organlsmos,      eri     especial     la

exlstencla    de    la    pared    celular.     Sin    embargo,     alguno§

sl§tems      t>a§ados      en      las      tecnlcas      descrlta§      para

jfaccjlarT]nyces  ceretrl51ae  (Hlnnen   et  aJ,   1978;   Beggs,    1978)

ban   sido    desarrollados       en    JelJrtrepora    crassa.    Algunas

tecnica§  recurren  a  la  I ormcl6n  de  esf erc]plastos  nediante

la   digesti6n   enziritica   parcial   de   la   pared   celular   de

cc)nidios  recien  germinados   (Case   et   aJ,    1979)   a  de  micelio

propiamente   tal    (Buxton    et   aJ.     1984).    Ha    sido   descrlto

c]tro  prc)cedimiento   de   transfc)rmcl6n  de   reuraspt}ra     efl  el

cual      el      est.ado     de      conpetencia      de      conidlc)§      recien

germlnados   se       logra   con   un   tratamiento   con   acetato   de

11tic]   (Dbawale   et   aJ,1984).

Lag    tecDicas    descritas    para    transf c)mar    Jeuraspora

requieren      la      I usl6n      ale      esf eroplastos      redlada      por

polietilenglicol   en   presencla   de   clc]ruro   de   calclo    (Van

Solingen   et  aJ,1977).



Ho   c}b§tante    la   dlspcmibilldad   de   esto§   slstems,    1a

transfc)rmaci6n    genetica    en    Jeurcepora   produce    un    bajc]

fldnero  de  transformantes.

En   .F.    crassa  la   mayor`ia   de   los   vectc]res   de   clc]nadc]  sc]n

del   tipo   de   integraci6n,    llevando   cc)mo   mrcador   genetico

el    gen    ga-2.    Existe   al    menos   uD   vectc)I   derivadc}   de   un

pla§mido   mitc]condrial    de    .Feurosprra    (Stc]bl    et   a2,    1982)

que  tiene  la  capacidad  de  replicar  extracrc]rms6micanente  y
transformar  al  bongo  cc]n  una  frecuencla  relativanente  alta

(Stohl    et   aJ,    1983).    Sin   embargo,    se   ba   hecbo   necesarlc]

alslar   secuencias   que   puedall   funcionar   conc}   repllcadores

para     la     cc]nstrucci6n     de     vectores     adecuados     a     las
necesidades  de  la  geDetica  de  este  c}rganismc].

La  carencla  de   vectc)res  de  clonado  realnente  ef icientes

eI}    JF.    crassa,    se    debe    en   parte   a    la    falta    de    buenc]s

marcadores   geDeticcJs   que   se   expresen   tanto   en   jF.    crasse

comc]  en  8.   coli.

Uno   de   estos   genes   podria   ser   el    gen    JeuJ   que   en   iF.

cra±          cc]difica     para     la     enzima     P-isopropilmlatc]

deshidrogenasa    (E.C.     1.1.1.85)     (Gross    e€   aj,     1969)    y   se

encuentra   ubicadc]   en   el   grupo   de   ligandento   Ill   de   dichc]

c}rganismc]   (Perkins   et   aJ,    1982).    El   gen   JeLJf   de   iF.   crasse

es  equivalente  al   gen  LBU2  de   S.   ceretrjsz.ae  y  al   gen   JeuB

de   E.   COJJ.   Comc)  tal,   es  un  buen  elemento  para  estudlar  un

sistema     geneticc),      principalmente     ccm     respecto     a     su

regulaci6n.

8
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Bn  Jr.   era-  se  dlepone  de  varlos  zDutantes  del  gen  JeuJ

(Barrat    et    aJ,     1980;     Perklns    et    aJ,     1982)     los    cuales

carecen   de   la   enzlm   B-1sopropllmlato   deshldrc]genasa   y

que   hah   sido   obtenldos   pc)r
dlstlntos   rfetoao§    (Barrat   et

aJ,    1980).    Bstos   dlferentes  alelos  hacen  posit>le   dlsponer

de     cepas     doble     nut,antes     del     gen     Je"     del      bongo,

disnlnuyendo    la    I recuencla   de    reversi6n   de    dlcho   gen   a

nlvele§     1nferiores     a     lo--.a,      1o     que
facllltaria    log

e§tudlo6  de  transf ormcl6n  en  Jreuraszxzra.

Per  otro  lade,   el   gen  JeuJ,   esta  sujeto  a  un  §1stem  de

control   genetlco   regulado   per   el   gen   jeu5     ublcado  en  el

gr`upo   de   llgamlento   I    (Polacco   et   aJ,    1973;    01shan   et   aJ

1974).     Dlcbo    gen    regulador    posit}lezDente    actda    coDo    un

elenento     regulatorio     pc)sltlvo      (Pc)1acco     et     aj,      1973),

baclendo    rfes    lnteresante    el    estudlo    de    este    sistem

genetico  relaclc)nado  con   la   biosinte§is  de   leucina,   sabre
todo  si  se  llega  a  realizar  estudlc}s  cc)mparativos  con  otro

ascomicet.e    cone    levadura.     En    ambos    c)rganismos    exlsten

elenentc)s  similares,   pero  tambien  bay  mrcadas  dl£erencias

que     sc]n     dificiles     de     explicar.      Bn     ambc]s,      1c]s     genes

relaclonados   con   la   ruta   de   biosintesis  de   leuclna   estan

ubicadc)§   en   diferentes   grupc)s   de   liganiento    (Perklns   et

aJ,1982;   Hc)rtlner   et  aJ,1980).   Log  factores  regulatorlos

sobresalientes  de   la   t)1osintesis  de   leucina  de   Jret7raspora

sc]n   sinilares   a   aquellos   de   S.    cerepJslae,    donde   el   cx-

1sopropllmlato   juega   un   rc)I   esenclal.   En   JeLJrcezroJra,   las

tree   enzims   especificas   para   leuclna   (a-isopropil"lato



sintetasa,   isc]prc}pilmalato  debidr`atasa  y  a-isopr`opillnalato

debidrogenasa)    tienen    ubicaci6n    en    el    citc)sc]l    y    e§tan

codificadas       por       lc]s       genes       leu4,        JeLJ2       y       Jeuf

respectivaneDte    (Gross,    1965;    Reichenbecber   et   aJ,    1978).

La   sintesis   de   tales   enzimas   es   regulada   pc)r   un   prc]cesc]

que    interrelaclcJna    represi6n   e    inducci6n.     La    represi6n
esta   nedlada   For   leuclna   y   la   induccl6n   esta   relaclDnada

con  el   pr-oducto  del   gen   Jeu5   {Gross,    1965;   Kasbmiri   et  aJ,

1970).     Pctr    lc)    tantc],     existirian   al    meDos    dc)s   elementc]s

regulatorios    en    la    sintesis    de    las    tres    enzimas.    Un

elenento   se   une   a    leucina   cJ   un   derivado   y   el    cc]mplejo

I c)rmdo   funcic]ha   ccJmc]  un  represor  de   la  expresi6n  del   gen

estructural  de  cx-isoprc)pilmalato  sintetasa   (Jeu4).   El  c)tro

elemento,    interactda   cc]n  cx-isc}prcJpilmalato  y  funciona  comc)

un     inductor  par`a     la     expresi6n  de  lc]s  genes   JeuJ  y  leu2.

ngr analisis   de   diferentes      nutantes      del      gen      Jeu5
sostiene   el    mc]delc]    (Olsban    et   aJ,    1974).    Ademas,    dicbc]s

mutantes   pueden   ser   identificadc)s   sc]bre   la   base   de   bajc)s

niveles   de   los   procluctos   de   los   genes   Jeu£'  y   JezJJ.    Tales

e§tudLic]s   indican   que   el   gen   JeLJ3  cc}difica   par   un   elemento

regulatc]rio      pc]sitivo,       el       cual       ihteractda      cc]n      cx-

isc)prc)pilmalato      fc]rmandc}      un      cc)mpleJc).       Este      cc]mpleJc]

apareDtenente    sirve    come   un   elemEnto   regulador`   pc]sitivc}

para   7   u   8   cistrones   (Pc]1accc)   et   aJ,    1973;    01sban   et   aJ,

1974).     Par    c]tro    ladc),     se    ba    sugeridcJ    que    el    cc)mpleJo

fc)r]Iiado   per   el   productc]   del   gen   Jeu5  y   cx-isopropilnalatc)

pc]dr`ia  pat-ticipar  en  una  represi6n  tempc)ral  de  la  sintesis

10
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de   rRHA  y   proteiaas   (Amleo.    1980).   Asi.   el   sletem   Jeut3-

a-1soprc]pllmlato  pc)dria  ser  conslderado  com  una  sefial  de

prlvacl6n     temporal     para     balancear     la     produccl6n     de
leuclna.   Esto  se   lograria,    varlando   los  requerlmleDtos  de

§intesl§  de  RNA  y  de  pr`oteina6  en  la  celula.

El   anallsls   de   mutantes   aux6trofos   para   leuclDa   eh   I.

crassa,        ha       pernltido       dletectar       una       lnterconexi6n

regulatoria    de    las    rutas    de    blosintesls    de    leuclna    e

hlstldina.   En  este  slstem,   §efiales  especi£1cas  de  la  ruta

de   blosintesis  de   leuclna  participan  en  el   control   de   la

sintesis  de  la  enzim  luldazolgllcerol-£osfatc]  debldratasa

(Iop-dehidratasa).       Probablenente,       el      efectc}      de      a-

1soprcipllmlato   es   a   nlvel    de   la   tran§crlpcl6n   del   gen

j]JSJ,    actuando   especiflcamente   com   un   inductor   en   form

similar  al  caso  del  gen  leu2  (Reichenbecber  et  aj,1978).

En   atenci6n   a   lo   anterlor`,    el   clonamiento   del   gen   Jeuf

de   Jeuraspera  cra±  pc)dra  entregar  lnf cirmci6n  §c]bre  lo§

aspecto§   nfas   relevantes   del   slstem   de   regulaci6n   reclen

mencionadc).     Indudablemente    que    una    bueDa    prueba    de    tal

sistem,     se    puede    obtener    a    nivel    de    la    organizaci6n

lnterna     del     gen.     Adenfas,     pernitira    estudlar     a     nlvel

molecular    las    interrelaclones   que   puedan   haber   con   los

otros   genes   participantes   Gel   slstera   de   regulacl6n,    una

vez    que    §e    disponga    de    ellos.     El    gen    JeuJ    puede    ser

utillzado   coma   uaa   herramleDta   para   cc]nenzar   a   estudlar

cc)in    actdan    lc)s    elenentc)s    regulatorios    a    nivel    de    la

eecuencla  de  DHA,   1os  tipc)s  de  pronc]tores,   etc.
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El    gen    jeLif    de    Jr.     cr.sE=a   se    puede    expreear    en    la

bacteria   iB.    COJJ   en   forma   slDllar   a   cone   lo   hace   el   gen

LEU2  de   levadura,   el   cual   complementa   la  mutaci6n   jeujas  de

8.    call    <Ratz±1n   et   al,    1977)    y   el   Bet\   LEU2   de    Card±da

mJtasa     (Xawamura     et     aJ,      1983)     el     cual,      ademis    de

expresart=e  en  S.   cerevlslae.   se  expresa  en  8.   call.

Par   otro   lado,    el   dispc)ner   del   geD   jeuJ   de   J.    crassa

puede   facllitar   la  experlmentacl6n   para   alslar   fraglnentos
de   DNA   portadc]re§   de   §ecuenclas   de   repllcacl6n   aut6nomas

(ARS).    Esto   a   su   vez   podria   permltlr   la   construccl6n   de

plasmidc]s    col    origenes    de    repllcaci6n    cromos6mlcc)s   del

bcmgo  que   funclonen  cone  vectc)res   J.    crassFE.   COJJ.   Ello

facilitaria    el     estudic)    genetico    de     los     fen6IIienos    de

regulacl6n  de  la  expresl6n  g6Dica  en  jJ.   crassB.



HATERIALES      Y      HETODOS

I. -HATERIALES

1.-Material   bicJ16gico.

1.1     Bacterla§:     dsaz]ez±cLbla    caLzj    cepa    C600     (F -..,      t.bJ1,

tjzrl,   JeuB,   Jacn,    to]]d21,   supL844,   a   (Appleyard,

1954);    cepa       HBIO1     (F-,     j]scZ20    (rB-,    rEi-),     recjlzG,

aral4,     proA2,      1acY1,     galK2,     rpsL20     (Sin.~),     xyl5,

jz}tJJ,      supLF44,      1~)      (Boyer     et     al,      1969)      fueron

utllizados     en  los  experimentos  de  clc]nado  de  DHA  y

en  la  c]btenci6n  de  plasmidos.

__.        1.2    I,evaduras:    fficcjzarBnyces  cerepjsjae  cepa   Sc483   (a,
1eu2.3,        1eu2.112,        his4,        canl}         <]±rfenez       et

al,1980),    Esta    cepa    rue   pr`oporcionada   pc]r   el    I)I.

Antonio  Jirfenez   (C.B.H. ,   madrid,   Espafia).

cepa   D234-3B    (c"     1eu    2-3,112;    bis   3-11;    ura   3-52,

trp    1-289;     Tcm)         (G.A.Fink,     1978).     Esta    cepa    fue

pl`opc]rcic]nada     For     el     Dr.      J.W.      Szostak     (Har`var`d

Hedical    Scht]ol,    Bostt]n,    in.,    U.S.A.).    Estas   cepas

de    levadura   se    usaron          en   lc}s   experinentos   de

transfc]rmaci6n.

1.3    Jeuras;poma   crassa:       La   cepa   silvestre   74A   FGSC   #

264   y   las  cepas  nutantes   leul-A        FGSC  #  28      ,   se
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obtuvleron            del    Fungal    GeDetlce    Stock    Center,

Arcata,   Call£oraia.   U.S.A.)    (Barrat   et  aJ.,1982).

H    Plasnldos:    I,os   plasnldos   PBR-322    (Bolivar    et   aJ..

1977),    YBpl3    (Carbon   et   aJ.,1978),    YRp7    (T§chumper

et   aJ.,1980).       se   utlllzaron   en   log   experlrentoe

de  clonadc].

El    plasmldo   pTS1.2   es   un       derlvado   del       plasmido

PBR-322  al   cual  se   le  ba  lnsertado  en  el   sltlo  Sail
un   fragnento   Salt/Xhol    de    2   Ib   pcirtador    Gel    gen

leu2   de   levadura   y   fue   obsequiad.a   gentllmente   pc)r

la       Dra.        Teresa       Suarez,        I)pta       de       Genetlca,

Unlversldad  de  Salamanca,   Espafia.

1.5    Enzlms:      I,as    endonucleasas    de    restrlcci6n    Aval,

8g11,      8g111.      Hindlll,      Kpnl,      mol,      Pvull,      Sml,

Smlll   se  obtuviercm  de  BID.   Labs.    Inc.   USA.

Las     endonucleasas     de     r-estricci6n     Earful,      Ecc]RI.

Haelll,     Salt,     Hbol,     Xmlll,     Sstl,     Sstll     y    lag

enzims      DNA      llgasa      del      bacteri6fago      T4,       DNA

pollnerasa   I   de   j3'.    COJI,    Fragnento   Klenow  de   la   DHA

polinerasa   I   de   E.    colj   y   pc)1inucle6tldo   kinasa  se
ot}tuvieron    dle    Betbesda    Reseacb    Lat}oratc}rles    lnc..

haryland     USA.      Del     nisno     laboratorlo     se     ot>tuvo

albtlnina  de  suero  de  bovino.

I,as  endonucleasas  de  restrlccl6n  Pstl   y  Sau3AI   y  la

enzlm     fosfatasa    alcallna    de    ternera     (GIP)     se

obtuvieron  de  Boehrlnger  Hannheim,   Alemania.



Las  enzlmas   llsozlma,   rlbonucleasa  A,   protelbasa   K,

prc)nasa   y   P-glucuronldasa   tlpo   H2   se   obtuvleron  de
Sigma   Chemical   Co.    St.    Lc}uls,    USA.

1.6     Acldos    desoxlrribonuclelcc)s:     DHA    del    t}acterl6fago

lamt>da    (^)    digerido   con    la   enzlma   de    re§trlccl6n

Hlndlll   se   c)btuvo  de   Bethesda   Researcb  Labc)ratorles

lnc.     USA.     DHA    de    esper`ma    de    salm6n    se    obtuvc]    de

Slglna   Cbemlcal   Cc).    St.    Louie,    USA.

2.-Reactlvos  Quimlcos

De   Sigma   Cbemlcal   Co.    St.    Louls   USA,    se   obtuvor    Agarosa

(tipo     V),      axplcilina,      BSA      (fracci6n     V),      bromurc}     de

etldlo,     cloruro    de    cesic),     SDS,     DTT,     EI)TA,     flcc}ll,     8-

hidroxiquinolina,       polivlDilpirrol idona.       tetracicllna,

Trls,    hucleotidos    (dLATP,    dcTP,    dTTP,    dGTP),    aminoacldos:

bistldina,       leucina,       llsina,       prolina,       treonlDa      y

tript6fanc).     De    Herck,     Darnlllstadt,     Ale]nania    se    utiliz6:

Acetato     de     sc]dio,      alcobol     lsc]amiliccl,      acldo     b6ricc],

acidc)     citrico,      arena     de     mar     I)urificada,      clc)rc)form,

clc)rurci   de   magnesia,    etanc}l    absc]1uto.    fenc]1,    formmlda,

glicerol,      glucc}sa,      gllclaa,      metanc)I,      persulfato     de

amc)nic},        sulfatc]       de       amcJnic},        sulfatc)       de       mgnesic),

sacarosa.    De   BloRad   se   utiliz6   agarc]sa   de   bajo   puhto  de

fusl6n.

15
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De   Dlfco  Labc]ratorles,   Detroit,   Hicblgan  USA. :   trlptona,

peptona,    extracto   de   levadura,   extracto  de   mlta,   base
de  nitr6geno  para  levaduras.   agar-agar

De   New  England   nuclear,    Bostc]n,    hass.,    se   obtuvo   13=P-cxl

dATP,     que    fue     geDtilmente    proporcionado    par    el    Dr.

Antonio     Jirfenez     del      Centre     de     Blologia     Hc]1ecular,

madrid,   Espafia.

De    Hillipore    Filter    Corpc)raticJn,     se    c)t}tuvo    papel    de

nitrocelulc]sa.

I)e  Thatmnn  LtdL. ,   Inglaterra,   papel  3m.
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11.-reTODOS

1.~     Cultivo  de  Hlcroorganlsmc]s

1.1    Bacterlas:    JEbejierJcbJa   cojl   fue        creclda  en  nedlo

de     cultlvc]     LB     (Apendlce     H9      1).      Para     cultlvos

s6lidc)s    se    agreg6        agar-agar    al    2%.     Cuandc]    I ue

necesarlc)    1as    bacterlas    se        crecleron    en    zBedlo

rinlm   Vogel-BonDer    (Vc)gel    et   aj.,1956;    Davls   et

aJ. ,1980)    (ApeDdice   H91).    Los   cultlvc)s   bacterlanos

se   lncubaron    a  37®   C  con  agitacl6D  con§tante.

1.2    Levaduras:     Las    cepas    de    SBcchartlnyces   ceretr]sJae

fueron   crecidas   en   nedio   YEP    (Apendlce   H91).    Para

cultivc)§    s61idos    se    agreg6    agar-agar    al    2%.     En

algunc)s    experlnentos,     1as    cepas    de     levadura    se

crecieron         en    redlo     minlmo    SD     (ApeDdice     H9     1)

suplenentadc]     con     40     ng     de     lc]s     requerlmieDtos

netab61icos  para  un  litrc)  de  solucl6D.   Los  cultlvos

se   incubaron    a  30°   C  con  agitacl6n  constante.

1.3    Feurcrspora    crassa..     Las    cepas    de     Heurospera    se

creclerc)n    en    media    completo     (Apendice    H9     1).     En

algunos     experlnentos,      1as     cepas     del     boDgc)     se

crecleron       en    medic)    minima    Vogel     {Apendlce    H9    1)

suplenentado   con   sacarosa   al    1./..    Los   cultivos   se

lncubarc]n    a  25®   C  .con  agltaci6n  constante.
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2.-     Xantencl6n  de  lag  cepag:

2.1     Las   cepas   de    E.    cojJ       se   creclercm   eh   nedlo   LB

hasta  saturacl6h.   Para   lag   bacterlas   portadoras  de

plasmidos   el   nedlc)   rue   suplementado   ccin   amplclllna

(loo    Hg/ml)    o    tetraclcllna     (20    #g/ml).     Un    ul    de

cultlvc)    se    mezcl6    cc)n    un    ml    de    gllcerol    al    80%

(previamente   esterlllzado).    Se   dej6    a    temperatur`a

amblente   par  4   horas  y   luegc]   se   guardarc}n  a   -20®   C.

En    estas    condlclones    lag    celulas    se    mDtuvieron

viables  pc]r  mas  de  6  meses.

2.2    Las   cepas   de   S.    ceretrJ6Jae   se   crecleron   eh   nedlci

YEP   c)  en  medlo  minimo  SD  y   los  cultivos  se   trataron

de  la  misma  manera  que  las  cepas  bacterianas.

2.3    Las    cepas    de    JeurpepcJra    crass£.   se    crecleron    en

tubas   con   medlo   cc]mpletc}   s611dc)   duraate    5    dias   a

25°    C,   y   se   dejaron   cc]nidiar   mediante   exposici6n   a

la    luz    natural    pc)r    24    horas.     Posteriornente    se

guardarc)n  a   4.   C.   En  estas  cc)ndiclones   lc)s  cultlvos

se  mantuvierc]n  viat>1es  pc)I  aproximdanente  4  noses.

3.-     Pur`ificaci6n  de  DHA

3.1     Puri±1caci6n   de   I)in   plasmidial:    EI    Din   plasmldial

se   purlf lc6   utilizando   una   modif icaci6n   del   rfetodc]
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_.` ----- `-`---`      `..  `-``--` .----

de   la  lisls  clarlficada  descr`ito  par  Clewell   et  aJ

(1969).   A  partir  d.e  un  lltro  de  un  cultlvo  nocturne

d.e     a.      COJJ     en     nedlo     LB     suplenentado     cc}n     el

antibl6tlco  aprc]placlo  se  obtuvleron  la§  celulas  pop

centrifugaci6n   a   8000    rpm   durante    10    Din   en   una

centrifuga   Sorvall   RC-5B   utilizaDdo   uD   rc)tor   SS34.

I,as  celulas  se  resuspendierc]n  en  10  ml   de     sacarosa

al   25%   en   Trls-HC150   rm  pH=8.0.    Luego   se   agreg61

ml   de   llsozim   (8  ng/nl   en  Iris-HC125  rm  pH=8.O)   y

0.5   ml   de   EDTA   500   H  pH=8.0.    La   mezcla     se   incub6

en   bielo   pc)I   20   min,    1uego   se   agregaron   16   ml   de

nezcla   litica   (triton  X-100   al   0.1%  en  Iris-HC150

rm   pH=8.0,    BDTA   50   ")   y   se   incub6   durante   30   din

en   hlelc).    La   nezcla   se   centrlfug6   a   18000   rpm  per

60   Din   en   una   centrifuga   Sorvall   RC-5B   utilizando

un     rotor     SS34.      E1          1iquido     sc]brenadante      (que

corresponde    al    lisado    aclarado)    fue    cc]1ectado    y

dlluido   con   un   volumen   de   agua   destilada   esteril.

Se   agreg6   RHasa   A   a   ul}a   cc}ncentraci6n   I inal   de   30

rg/ml     y     se     incub6      a     37.      C     durante      15     Din

Posteric)rznente   el   1isaclo   se      desproteiniz6   con  una

nezcla        de        fenc}1:clol`c]fol-in:alcc)hc]l        isoamillco

(25:24„    (apendice  H9   2).        EI  DHA  se  preciplt6   de

la   fase   acuosa   per   adici6n   de   1/10   de   volumen   de

acetato  de   sDdio  3  It  y     2  vc}1tlrenes  de  etanol   frio

(-20.   C).    I.a   nezcla   se   incub6   a   -20°   C   durante   60

min   y   luego   §e   centrifug6   a   10000   x   g   durante   45
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aim  EI   DHA   se      resuspendi6   en  uD  volun!En  apropiado

de    tamp6D   TE    {Tris-Hcl    10   "   pH=8.O,    EDTA    1   ").

Luego   para   extraer   el   exceso   de   sales,    el   DEA   se

dializ6  cc)ntra  tamp6n  TE  a  4®   C  durante  24  brs.

3.2 Hinipreparaci6n  de  DHA  plasmidial:   Para  el   aDalisis

de   plasmidos  de   los   clones  recombinantes  se   us6   un

rfetc]do    rapido    de    purificaci6n    de    DHA    en    pequefia

escala     que     cc}rrespc)nde     a     una     ncJdlf icacl6n    del

rfetc]do    descrito    pc)r    Birnbc]im    e±    aJ.,     1979.     Las

cc)1c)nias  bacterianas  se  creciel`oD  en  tubas  con  3  ul

de   nedio  LB   liquldcJ  suplementadc]  cc}n  el   antibi6ticc]

correspc)ndiente.   Bn  tuba  Bppendorf  se  colc]c6   1.5  nl

del       cultivc].       Se      centrifug6       1       Din      en      una

ni crc]centri fuga         Eppendorf         y         las         celu las

precipltadas   se    resuspendieron   en    loo   pl    de   una
sc]1uci6n   cc]mpuesta   par      glucosa   50   nM,    EDTA   10   n][,

tri.s-HC1      25     mH     pH=8.0,      lisozim     4     ng/ml.      La

suspelisi6n  bacteriana  se   incub6   5  min  a  tempel`atura

ambiente.     Ijuego    se    agreg6    200    jil    die    scilucl6n   de

lt-aoH    0.2    H,     SDS     1®/a    recien    preparadc].     Se    nezcl6

1nvirtiendo      3-4      veces      el      tubc}      y      se      dej6

innediatanente   en   bielcJ   pc)r   5   Din.    Posteriormente

se   adic,ic]n6   150   Hl   d'e   una   soluci6n   fria   de   acetatc]

de   potasio   5    It.    El    tuba   se   agit6    §uavenente   en

pc]sici6n     invertlda    en    vortex    a    baja    velocldad
durante    10   seg   e    inmediatamente   se   dej6   eD   bielc]
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per  5  Dlt}.   La  nezcla  se  centrlfug6  durante  5  mln  en

una     centr££uga     Eppendorf     a     4.      C.      81      liquldo

ec]brenadante   se   transf lrl6   a   un   tube   esterll   y   ee

desprotelnlz6    3    veces   cc)n    fenol    (apendlce    H9    2L

Log  acldc]s  nuclelcos  ee  preclpltaron  per  adlcl6n  de

2   voldnenes  de  etanol   trio   (-20.   C)   e   lncubacl6n  de

la   nezcla   a   -20.   C  durante   10   mln.    Luego   los  tubes

se   centrlfugaron   durante   5   mln   en   una   centrifuga

Bppendorf     a     4.     C.      El     liquldo     sobrenadante     se

descart6.     El    tube    se    dej6    escurrlr    en    poslcl6n

invertlda    sabre    papel    f lltro    durante    5    mln.    EI

preclpitado  se  sec6   en  un  desecador  al   vaciD,   1uego

se      resuspendl6   en   50   rl   de   taxp6n   TE   (Trls-HC1   10

EN   pH=8.O,    EDTA    1    ")    que   contenia   RNasa   A   a   una

concentracl6n      final      de      30      Hg/ml.       Los     acldos

nuclelcos   se   lncubaron   durante   15   mln   a   37°   C.    E|

DNA   asi    c)btenido   se   anallz6   pc)r   electroforesls   en

geles  de   agarosa (seccl6n   4.1)   cargando  5   ttl   de   la

preparaci6n  pc)r  carril.

3ra     Purif icacl6n     de     DuA     cromos6mico     de      JreLirasprra

crassa:       81      DNA      crc]mos6nlco     de      Jret/7uspaTB     se

purif ic6   nediante  une  nedlf icacl6n  de   la  tecnlca  de
Hautala    et   aJ.     (1977)    a       partir   de    una   fraccl6n

nuclear      obtenlda   par   el   rfetodo   de   Relcb   et   al.,

(1961) .
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El     preclpitado    mclear     se     resuspendi6     en    una

sc}luci6n   sallna    (Hac1    150    m][,     EDTA    loo    HH   pH--8.0)

en    una    relaci6n   de    0.5    ml    pc}r    gramo   de    micelio

hdnedc].      Luegc]     se     adicion6     proteinasa     K     a    una

cc]ncenLraci6n    I inal     de     500     /ig/rd     y    SDS    a    una

concentraci6n    f inal    del    1'/h     La    nezcla    se    agit6

suavemente   invirtiendo  el   tubo  3  veces.   Se   incub6   2

brs   a   37.   C,    1uego   15   Din  a   70.   C   y   flnalnente   se

enfri6   en   bielc).    Pc]steric)rmente   se   agreg6    1/10   de

vc)1unen   de   acetate   de   potasic)   5   H   fric),    se   iDcub6

30   min   a   4®    C   basta   que   apareci6   uh   precipitado

blanco   que   se   elimin6   por   centrifugacl6n   a   10000   x

g     durante     10     min.      E1     1iquidc)     sc}brenadante     se

transf iri6  a  un  tube  esteril  y  se  desproteiniz6  cc)n

un     vc)1umen     de     una     mezcla     de     clc)rciform:alcc]hol

isoamilico   (24:1),   centrifugando  a  3000  x  g  durante

5   din.    La   fase   acucJsa       se    transf iri6    a   un   tubc]

esteril.      Se     agregarc)n     2      voldnenes     de     etanc)1

{preenfriado   a    -20.    C)    y   el    tubo   se    invirti6    3

veces.           Innediatamente     despues     de     fc]rmarse     el

precipitadc]  de  acidcJs  nucleicos   (que  adquieren     una

fc]rm   de   ovillc]),    este   fu6   retirado   culdacic]samente

cc)n   la   ayuda  de  ufla  pinza  esteril   y  se   depc]sit6   en

un     tubc]     cc]rex     de     15     ml,      esi:€ril.      Lc]s     acidc]s

nucleicos   se   secarcJn   al   vaQicJ   y   se   resuspendieron

en   tamp6n   TE    (Iris-HC110   Im,    EDTA   1   "   pH=8.O)    a

temperatura  ambiente   ccJn  agitaci6D  suave.   EI   RNA  se



elimln6   agregando  REasa  A  a  urn  coDcentraci6n  final

de   30   pug/ml   e   iDcubando   a   37®   C   durante   15   min.    EI

I)HA        §e        desprc)teiniz6        cc]n        un        volunen       de

clorofc]rno:alcohol   isoamlllccJ   (24:1)   y   las  fases  se

separaron   pc]r   centrifugaci6n   a   3000   x   g   durante   5

min.    La   fase   acuosa    (superior)   se   traDsf lri6   a   un

tubc)    esteril,     se    agreg6    2        voltlnenes    de    etanol

preenfriadc]  a   -20®   C  y  se   incub6   a   -ZOO   C  durante   1

br.   EI   DNA  se  recuper6   par  centrifugaci6n  a   12000  x

g  durante  30  min.   El   preclpitado  se  sec6  al   vacio  y
luegc}    se    resuspendl6    en    Tamp6n    TE.     El    excesc)    de

sales  se  I`emovi6  par  dialisis  contra  tanp6n  TE  a  4.

C.    Finalnente   el   DHA   se   soneti6   a   exanen   aediante

electroforesls   en  gel   de   agarosa  al   0.7%  en  tamp6n
-T`BE   (metodc]s,    secci6n  4.1).

3.4    Puriflcaci6n      de       DHA      total       de       fficcLbaft]Iryces

cel`evislae..                81     DT§A     de     S.      cerev±siae    i ue

purif icaao   a   partir  de   esferc]plastc]s   obtenidos   con
zimc]1iasa     60000,      para     lo     cual     1as     celulas     de

levadura     se   crecieron        en   40   nl   de   nedlo   ninino

SI)    hasta  saturaci6n  a  en  el  casc]  de  transf ormntes

basta        D.0.6gc>=        0.35-0.40.         Ijas        celulas        se

recuperaron  pcJr  centrif ugaci6n  a  3500  x  g  por`  5  min

y  se   r`esuspendierc)n  en  3   ml   de   sorbitc}10.9   H,   EDTA

0.1   If  pH=7.5.   A   la  su§pensi6n  celular   §e   agreg6100

/11   de   zinolia§a   6000.0    (2.5   ng/rd)    pr`eparada   en   el

23
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penento   de   usar   y   §e   incub6   a.  37®   C   durante   1   hr

cc)n       agltacl6n       suave.        Los       esferoplasto6      se

recuperarc)n  pc]r  centrifugaci6n  a   1000  x  g  durante  5

nin,      se   I`esu§pend.ieron  en  5   nl   de   Iris-Hcl   50   HH,

EDTA   20   "  pH=7.4   y   se   agreg6   0.5  nl   de   SDS  al   10%.

La    nezcla   se    incub6    a   65.    C   durante    30    min.    Se

adicion61.5  nl  de  acet,ato  de  potasio  5  It  y  se  dej6

a   temperatura   ambiente   par   5   nln.            Despues   se

incub6   en  bielo  durante   1   br  y  luego  se  centrifug6

a   8000   x  g   durante   10   Din.    E1   1iquido   sc]brenaaante

se   transflri6   a   un   tube   esteril,    se   agregaron   2

volanenes    de    etanol    a    temperatura    amt>iente.     Se

nezcl6   invirtiendo  3  veces  el   tube  y  se  centrifug6

a   7000   x   g   durante   15   min   a   temperatura   ambiente.

El  sedinento  se  sec6  al  vacio  y  se  resuspendi6  en  3

ml     de     tamp6n     TE     a     temperatura     ambiente     con

agitaci6n  suave  durante  una  nc]cbe.   La  suspensi6n  se

centrifug6     a     8000     x     g durante     15     min     y     el

sc)brenadante   se  transfiri6   a   un  tube  esteril,   A  la

soluci6n   se   agreg6    1   volumen   de    isoprc]panc]l    y   se

agit6    suavemente.     El    precipitado    (cc)n   aspecto   de

ovillo)     se    extraJ6     ccJn    la    ayuda    de    una    pinza

esteril   y  se  depc]sit6  en  un  tuba  Eppendorf  esteril.

El   precipitado   se   resuspendi6   en  tamp6n  TE.    EI   RHA

se   elidrn6   agregando   RHasa   A   a   una   cc]ncentraci6n

final   de   30   +g/nl   e   incubando   a   37°   C   durante   15

Din.    EI   DHA   se   desproteinlz6   agregando   un   volumen
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de   cloroforpe:alcohcJl   isoanilico   (24:1),    las   fa§es

se   separaron   pc)r   centrifugacl6n   durante   30   seg   en

una   centrifuga  EppendcJrf .   La   fase   acuc)sa   (superic]r)

se    transf iri6    a    un    tube    Bppendorf    esterll,    se

agreg6   2   vc]1anenes  ale  etanol   preenfriadLo  a  -20.   C  y

se     deJ6     durante     30     Din     a     -20®      C.      Luego     se

centrif ug6      durante      5      Din      en      una      ndcrc]f uga

Bppendorf ,   el   1iquldo  sot>renadLante  se  ellndn6,        el

precipltado  se  sec6  al  vaciD  y  luego  se  resuspendi6
en   tamp6n   TE.    EI   DHA   total   ae   levadlura   se   cbeque6

pc)r    electrc)fc)resis    en   gel    de   agal-osa   al    0.7%   en

tamp6n  TEE   (Hetc]dos,   secci6n  4.1).

3.5    Purificacl6n    de    DHA    plasnidial    de    fficcdarnyces
ceretrjsjae:      Preparacic)nee     d.e     DHA     plasmidial     de

1evadura    se    realizaron    I)or una    modif icaci6n    del

rfetc]dLo   die   ¥eh  et   al. ,    (1986).    Las  cepas   ae   levad.ura

se   crecieron  a  30°   C  dur`aDte  una  nocbe   en  media  YEP

(Hetodos,   secci6n   1.2)   con  agitaci6n  constante.   Log
---- _,
transformntes    se    crecierc)n    en    nedio    miniDo    SD

basta    D.C).G5o=     0.35-0.4    cc)n    agitaci6n    constante.

Las  celulas  se  colectaron  per  centrifugaci6n  a  3500

x  g   durante   5   min  y   el   precipitado   se   resuspendi6

en   goo   pl   de   una   soluci6n   esteril   de   sacarc]sa   al

25°/.      en      Tris-HC1      50      "     pH=7.5,       Hac1      ZOO      ndi

preenfriada    a    4°     C.     La    suspensi6n    celular    se
transfiri6   a  un  tube  Eppendorf  esteril.   Se  adicic)n6
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0.6     g     de     esferas     de     vldrlo      (o.45-O.50     mzD     de

dla]retro,    prelavadas  en   Hcl   1   H  y   luego   lavadas  en

H=O  eater-1l).    La   mezcla   se   aglt6   3   veces   en   vortex

a    velc]cidad    mfaxlma    durante    un    periodo    de    uD   min.

1ncubando   en   bielc}   cada   vez.    La   ruptura   celular   se

compr`ob6    par    observaci6n   al    mlcrc)scoplo    6ptico    y

determlnacl6n    del    porcentaJe    de   celulas    lntactas.

En  algunos  cases  la  agitacl6n  en  vortex  se  cc)ntlnu6

hasta   que   la   mayoria   de   las   celulas   se   rompleron.

Al    extracto   celular   se    adlclon6    300    Hl    de    fenol

saturado   en   Tris-HC150   mH      pH=8.0,    EDTA   1   mH   y   se

aglt6   en   vc}rtex   2   veces   par   un   periodc)   de   un   min.

Luegc]      se      agreg6      300      prl      de      clorc)formo:alcc]hol

lsoamilico   (24:1).      Se   agit6   eD   vc}rtex   par   uD   min   y

las  fases  se  separaron  pc}r  centrifugacl6n  durante  3

Din    en    una    ceDtrifuga    Eppendc)rf .     La    fase    acuc)sa

(superior)      se     transf iri6     a     un     tubo     EppeDdorf

esteril   y   el   DHA   plasmidial   se   preclplt6   agregandc]

1   ml   de   etahc]l   frio   (-20®   C)   e   incubando   a   la   mislna

temperatura   dur`aDte   15   mln.    EI   DHA   se   recuper6   por

centrifugacl6n    durante    5    min    en    una    centrifuga

Eppendc)rf .        El   precipitadc}   se   sec6   al   vacio   y   se

resuspendi6   en   250   #1   de   tamp6n   TE.    La   preparacl6n

plasmidial   se   repreciplt6   agregandc)   1/10   de   volumen

de   acetatc]   de     sodio   3   M,      2   vc)1dmenes   de   etanol   a

-20®   C   e   lncubahdc)  a   la   misma   temperatura   durante   1

hr.    La   mezcla   se   centrifug6   duraDte   5   min   en   uDa
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centrifuga   Eppetidorf .   El   sedlnento  ee  sec6   al   vacio

y  se  resuspendl6     en  50  pl   de  tamp6n  TE.

4.-

4.1

Electrof c)reels  de  DNA

Geles   de   agarosa:    La   electrc]±oresls  de   DNA  en  geles

de   agarosa   se   realiz6   dle   acuerdo   a   la   tecnica   de

Jc}bnson   et    al.     (1977).     La   agarosa   se    disc)lvi6    en

tamp6n   TEE    (Trls   8.9   nm,    acldo   b6rlco   8.9   inn,    EDTA

2    "   pH=8.O)    par    calentamiento    hasta    et)ulllcl6n.

Luego   se   deJ6   que   la   temperature   se   equlllt)rare   a

60.-65.       C       y       se       agreg6       t>romuro       de       etidio

(proveniente    de     una    solucl6n    stc]ck    de     5    ng/nl

preparada  en  agua)   a   una  cc)ncentraci6n  final   de   0.5

#g/ml.       La   solucl6n   asi    preparada   se   deposit6   en
una   placa   de   vldrlo,    provista   de   una   pelneta   con

espacladc]res    de     0.5     inn    y     se     dej6     gellficar    a

temperatura     ant)iente.      El     gel     se     colc]c6     en    una

camra  de  electro±oresis  hc)rizc]ntal.   Para   correr   el

gel    se   utilizo    tamp6n   TEE   que   cc]ntenia   bromuro   de

etidio   a   una   concentraci6n   final   de   0.5   Hg/in.    Las

nuestras    de    DHA    a    analizar    se    nezclaron    en    una

proporci6n    de    5:1     (v/v)     cc)n    tamp6n    de    carga    6X

[ficc)1l     (tipo    400)     2./„     azul    de    bromofenol    0.25%,

911cerc)1     35%,      en     TEE     6X].      La     electrofc)resis    se

corrl6     a  un  voltaJe  constante  de  60  volts.   Para  el
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casc}   de   mini-geles    (5   x   7   cm)   se   corrleron   a   40

vc)its  cc)nstantes.

4.2     Vlsualizaci6n   de   DNA      en   geles   de   agarosa:    En   los

casos   en   que   la   electrofc]resis   no   se   realiz6   en

presencia     de     t}rc]muro     de     etidlc],      1c)s     geles     de

agarosa   se   sunergieron   en   una   soluci6n   de   bromuro

de   etidio   1   pug/ml   en  agua  destilada  durante   15  min.

Luego   los  geles  se   lavar`on  en  sulfatc]  de  nagnesic]   1

m][  pc)r   30   min  a  temperatura   anbiente.   FinalmEnte  se

observaron  en  un  transiluminador  Hinel-aligbt  mdelo

TM-36   a   una   lc)ngitud   de   onda   de   302   nm.    Lcis   geles

se   fc}tc)graf iaron  en  una   camara  Pc)larc]id  CV-5   usando

pelicula   Pc)laroid   tipc]   55   c]   en   una   canara   Pc]larciid

HP-4    usando    pelicula    Pc)1aroid    tipo    66.     En    ambos

casos   se   utiliz6   un   filtro   amarillo  de   gelatina   y

la  pelicula  se  expusc)  durante  30  seg.

4. 4     Determinaci6n        de        tamafios        moleculares:         Para

deterninar     el     pesc)     a     tamafio     mc)1ecular     de     lc]s

fragnentos  de  DHA  productos  de  la  digesti6n  cc]n  las

di ferentes       enclcJnucleasas       dLe       restricci 6n,        se

construy6   una   curva   de   callbraci6n   utilizandc]   cc]m

estandar   de   pesc)   molecular   el   Din  del   bacteri6fagc]

lambda     dlgerido     con     Hincllll      (Willians     et     al.,

1980).      EI     DHA     del     bacteri6fago     ^     digeridc]     cc]n

Hindlll   da   8   fragmentc)s   cuycJs   tamafic]s  sc}n  conocidc)s
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y  se  detallan  en  el  apendlce  H9  3.   El   procedlnlento
conslstl6    en   graf lcar   en   un   papel    semllc}garitmlcc)

el      pest)     molecular     de      lDs     fragmentos     del     DHA

estandar      en      la      abclsa      contra      su      movl 1 ldad

electroforetlca   eD   la   c)rdenada.   Se   c)btuvc]   uno   curva

donde            se            extrapc)1 an            las            ml graclones

electrofc}retlcas     de      los     fragmentos     de     tamafic]s

desconocldos.

5.-     Extracci6n  de  DNA  a  partir  de  geles  de  agarosa  de  bajo

punto  de  fusl6n.

5.1     Extraccl6n   de   DNA:    Para   extraer   el   DNA   de   geles   de

agarosa    de    baJo    puntc)    de     fusi6n    se    utiliz6     1a

tecnica     descrita     par     Langridge     et     aj,      (1980),

usandc)    cc}mo    agente    extractc)r    bromurc)    de    H-cetil-

N.N,N-trilnetil   amonio   (CTAB).

Lc)s        I raglrentc}s        de        DNA        se        se pararon        pc)r

electrofc)resis      en   un   gel   de   agarosa   de   baJc)   puntc]

de    fusi6n   al    1%   preparada   en   tamp6n   TEA    (Tr`is-Hcl

40   mM   pH=7.9,    acetatc}   de   sc)dio   5   mM,    EDTA   1   mM),    en

presencia   de   bromuro   de   etidic)   a   una   cc)ncentracl6n

final   de   0.5   Hg/ml.    La   electrc}fc)resis   se   realiz6   eD

el    mismc]   tampon   durante   tc}da    la   nc]cbe   a   30   volts.

Final izada     la     electrc}fc)resis     se     cort6     cc)a     uD

bisturi    la   zona   del   gel   dc)nde   se   ubicaba   la   banda

de      DNA      de      lnteres      (visuallzado      baj c]      la      luz
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ultr.avioleta)   y   el   trozo   de   gel   se   depcJsit6   eD  un

tuba  Eppendorf   esteril.   El   gel   se  fundl6   a  65-68®   C

durante  20  Din,   agitando  2  c)  3  veces  en  vortex  para

bc]nDgenizar.     Cuando    la    agarc)§a    estuvo    fundida    el

tuba   se   transflri6   a   un   I)afro   termorregulado   a   37.

C,    se   agreg6   1   vcJlumen  de   una   sc}1ucl6n   de   agua-CTAB

precalentada     a    37®,          1     vc]1uneD     de     butanc]1-CTAB

precalentado    a    37®    C    y    se    agit6    en    vortex.    La

mezcla   se   centrifug6    en   una   centrifuga   EppeBdorf

durante   1   nin   a   37.   C   para   separar   las   fases.   Se

extrajo  la  fase  butanol   (superior)   y  se  deposlt6  en

un     tube     Bppendol-f     esteril.      A     la     fase     acuosa

(inferic)I)    se    agreg6    1/2    volunen    de    butanol-CTAB

precalentaao   a   37.   C,    se   agit6   en   un   vortex   y   se
centrifug6   en   una   centrifuga   Eppendorf   durante   un

Din.    Se    colect6    1a    fase    butanol     (superlc)r)    y   se

junt6   con   la   fase   butan61ica   anteric]r.    A   la   fase

butan61ica   se   agreg6   1/4   de   vc}1umen   de   acetato   de

sodio   0.3   K.    Se   agit6   en  un   vc]rtex  y   se   centrifug6

en  una  centrifuga  Eppendorf   durante  un  min.   La  fase

acuc)sa   (inferior)   se  t,ransf lri6  a  un  tuba  Eppendorf

esteril,     se    adiclon6    un   vcilunen   de    cloroforno   y

a.espu6s   de   agitar   en   un   vc}rtex   se   incub6   en   hlelo

durante   5-10   Din.    La   nezcla   se   centl-ifug6   en   una

centrifuga   Eppendorf   durant.e   un   nin   a   4°    C   y   se

colect6     la     fase     acuosa     (superior).      EI     DHA    se

precipit6   agl`egando   2-4%   (v/v)   de   acetato   de   sodio



3   H   y   3   voltinenes   de   etaliol   preenfrlad.a   a   -20.   C.

La   nezcla  se   incub6   a   -20.   C  dLurante   la   nocbe  a  30

mln  a   -70°   C.   EI   DEA  se   recuper6   pc)r   centrifugaci6n

en  una  mlcrofuga   Bppendc)rf   durante  5   min  a   4.   C.   81

precipitado   se   resuspendl6   en   un  volunen  apropiado
de  agua  destilada  e§teril   (10  a  20  ul)   y  finalmente

se    anallz6    For    electrc)fcJresl§    en    un    ninlgel    de

agarc)sa  al   0.7%  en  TEE.
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5.2 Preparaci6n   de   soluclones:    Las   solucic}nes   para   la

extracci6n    CTAB    se    prepararon    cc]mc)    se    detalla    a

cc)ntinuaci6n.    Para   saturar   el   butanol    con   agua   y

viceversa,    se   nezcl6   un   vc]1unen   de   agua   destilada

con     un     volumen     de     butanol,      se     agit6     y     dej6

equilibrar   basta   que   se   separaran   lag   fases   (fase

superior  cc]rrespc)nde  a  la   fase  butan61ica  y  la  fase

inferic]r  cc]rresponde  a   la  fase  acuosa).   Anbas  fases

se     cc]1ectarc}n     pc}r     separado     y     transf iriercin     a

mtraces   limpios.    Se   disc]1vi6   1   g  de   CTAB  en   100   ul

de   butanol   saturadc)  en  agua,   luego   se   agreg6   loo  ml

ae   agua   saturada   en   butanol.    Se   nezcl6   muy   bien   y

se   dej6   a   temperatura   anbiente  durante   una  noche   o

un    tiempo    adicic}nal    basta    que    se    separaran    las

fases.   Cada  fase  se  colect6  pc)I  separado  en  frascc)s

berneticos   y  se   guardaron  en   un   incubaclor   a   37.   C.

La    fase    superior    corresponde    a    la    soluci6n    de
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butanol-CTAB   y   la   fase   inferior   a   la   6olucl6n   de

agua-CTAB.

6.-       Determinacl6n  de   la  coDcentracl6D  de   DHA.

6.1     Densidad      6ptica:       La      concentracl6n      de      acldo§

nucleicc)s   se   determln6   midiendc)   1a   densldad   6ptica

a    260    nm.     Las    muestras    de    acldos    nuclelcos    se

dLeposltarc)n    en    cubetas    de    cuarzc)    de     1    ml    y    la

densldad      6ptica      a      260      nm     se      mldi6      en      un

espectrofot6metro     Shimadzu      modelo     UV-150-02.      Se

considerc>   que    1   unidad   de   absc)rbancia    (D.0.)    a   260

nm    equivale     a     50     Hg/ml     de     DHA     de     doble     hebra

(lfaniatis      et      al.,       1982).       La      pureza      de      una

preparacl6n   de   DNA   se   determin6   midiendo   la   raz6n

entr`e      la      densidad      6ptica      a      260      y      280      nm

(D.C).=6rJ/D.0.=eeci).      Se     estim6     que     una     preparaci6n

estaba    pura    cuandc)    la    raz6n    era    igual    c}    mayc)r    a

1.8.

6.2     Hetodc]    del    minigel    de    agarosa:     Otro    rfetodc]    u§ado

para     estimar`      1a     concentracl6D     de     DNA     en     las

preparaciones      cc)rresponde      a      electr`of oresis      en

minigel    de   agarosa.    Se   prepar6   uD   minigel    (5   x   7

cm)    de    agarosa        al    0.7%    en    TEE    en    preseflcia    de

bromurc}   de   etldic)   a   una   cc)ncentraci6n   final   de   0.5

Hg/ml    (Hetodos,    secci6n   4.1).    A   5   Hl   de   la   muestra
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a.e   DHA  se   adiclon6   1   pl   de   tamp6n  de   carga   6X  y  la

nezcla   se   carg6    en   el    gel.    La   electrofc)resis   se

cc]rri6   en   una   carmra   bc)rizc)ntal    (utilizandc)   tamp6n

TEE      que      cc)ntenia           brc]murc]     de      etidio     a     una

concentraci6n   final   de   0.5   pg/ml)   a   40   volts  basta

que    el    colc}ran+e    alcanz6    el    extremo    del    gel.    Se

utillz6    cc]mt]    estandLar    DHA   d.el    bacteri6fago    lamt)da

digerido   con   Hlndlll   a   una   cc}ncentraci6n   I lnal   de

40     ng/pl.      El      mlnigel     se     observ6     bajo           luz

ultravioleta     en     un     transiluminador     Hinerallght

nodelo      Tin-36.       Se      compar6       la      intensldad      de

I luorescencla   de   la   banda   de   DHA   de   la   nuestra   en

estudic)    cc]n    una    banda    de    DNA    del    estandar    que

tuviera  una  lntensldad  igual   c]  slnilar.   A  partir  de

la  cc)mparaci6n  se  estin6   1a  concentraci6n  de   DHA  de

la    nuestra.     En    algunc)s    casc)s    dc)nde    se    requeria

nayc]r   exactltudL   en    la   determinaci6n,    se   sac6    una

fc]£ografia    del     gel     en    una    camra    Pc)1al`c]id    CV-5

utilizando    una     pelicula    Pc)1arc)id    tipo    55     y    se
1

realiz6     una     densitometria     del     negativc]     en     un

fc)tc)d.ensit6metro  Gellnan  nodelc)   ACI)-15.

7.-I)igesti6n  cc]D  endc)nucleasas  de  rest,r`icci6n.

7.1    I)igesti6n    total    dLe    DHA    ae    jreuraspara    criasse:    La

digestl6n   tc]tal   se   realiz6   incubando   el   I)in   de   JF.

cra±     cc]n     la     enzima     de     r`estricci6n     a     una
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cc)ncentraci6n   de   2-4   uniclades   de   eDzim   pc}r   pg   de

DFTA.       Las      cc]naiciones     dle      pH,       fuerza      16nlca     y

temperatura   utllizadas  se   t}asaron  en   las  descritas

pc]r   Maniatis   et  aJ   (1982).   La  lnezcla  de  reacci6n  se

I-ealiz6   en   un  volumen  final   de  20-30   +11   y  se   incub6

durante   2-3   brs   a  pc}r   un  tiempo   mycJr  basta  que  el

DHA   estuvlera   totalnente   digerido.    La   reaccl6n   se

cbeque6   pc)r   electrc)f c)resis   en   mini-gel   de   agarosa

tc}mnclc]    una    alicuc]ta    de    1    pl    de    la    nezcla    de

reacci6n   y   cc]rrlendc]1a    en   un   mini-gel.    Cuanao   la

d.igesti6n    se    ccJmplet6,     el     I)HA    se    desproteinlz6

con     fenol:clc]roformo:alcohcJl     i§c]amilicc]     (25:24:1),

1uego    con    clorofc)I`mc):alct]hc]1     isoarilico     (24:1)     y

f inalnente  se  precipit6   cc)n  2   vc]1tinenes  de  etanol   a
-20    OC.

7.2 Digesti6n  parcial   del  DNA  de   JFeurasprra  crassa:   Las

condicic]nes   dLe   restricci6n  parcial   con   las   enzlms

de    restricci6n    se     establecieron    de     acuerdo    al

netodo   aescrito   par   maniatis   et   aJ    (1982).    81   DHA

de    JFeurospora    {9    nuestras   de    1    rg   cada   una)    se

trat6     en     I c]rna     slmultanea     cc]n     concentraciones

decrecientes  cle  la  enzina  de  restricci6n  a  util.izar

(para  Bamlll   4   a   0   unidades/ttg  de  DNA,   para  Sau3AI   2

a   0   unid.ades/pg  de   DHA).   Las  nezclas  de  reacci6n  se

realizaron    en    un    vc}1umen    final    de     15    til    y    se

lncut>aron    a    37    .C    clurante    30    Din    en    el    caso   dLe



BanHI   a   15   Inin  en  el   casc)  de  Sau3AI.    La  reacci6D  se

detuvc)    iDcubando   en    bielcJ    y   agregaDdo    EDTA   a   una

concentraci6n    I lnal     de    20    mH,     Lag    muestras    se

analizarc]n   pc)r   electrofc}re§is   eD   uD   gel   de   agarosa

al    0.7%    (Hetc]dos,     secci6n   4.1).     En   relaci6n   a    lc]

anterior ,       1as      cc)ndiciones      elegidas      para      la

digesti6n          parcial           cc)n          BamHI           y          Sau3AI

correspondierc)a       a       0.5       y       0.2       U//ig       de       DHA

respectivanente.     EI     DHA    despu6s    de     digeridc)    se

desprc}teiniz6              cc}n              fenol : clorc)fc)rm: alcc]hol

iscJamilicc)     (25:24: 1),     1uegc)    coo   cloroformcJ:alcobol

isoamilico    (24:1)    y   finalmente   se   pr`ecipit6   cc]n   2

voldnenes   de   etanc]l   a   -20    .C.    El   sedlnentc]   de   DHA

se    resuspendi6     en    un    vc)1umen    aprc)piaclo    de    agua

destilada  esteril.,

7. 3     Digesti6n         de         DNA         plasmidial:          Se         incub6

aprc)ximadamente    0.2-0.5    #g    de    DNA    plasmidial    con

0.5   a   1   unidad  de  enzima  de  r`estricci6n  durante   1-2

horas    a    37     °C.     Lag    condicic)nes    de    la    digesti6n

enzimatica  se  basar`c)n  en  las  descritas  pc)r  Haniatis

et    aJ,      (1982),     en   un    vcJlumen    final    de    22    H1.     La

reacci6n    se    detuvcJ    pc)r    la   adici6n   de    EDTA   a   una

cc]ncentraci6n   i inal   de   20   mH.    En   algunos   casos   el

I)HA   se    trat6    ccJn   dos    enzimas   de    restr`icci6n,    1a

digesti6n   §e   realiz6   en   forma   simultanea   si   ambas

enzimas        requeri an        condiciones        de        reacci6n
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compatibles.     En    lc]s    cases    en    que     las    eDzims

requerian    tampones    d.1ferentes,     el    DHA    se    lncut>6

prinero   con   la   enzim   que   requeria   el   t,amp6n   con
menor   fuerza   i6nica,   1uego  se  agreg6   1a  cantidad  de

gal  para  sublr  la  fuerza  i6nica  de  la  soluci6n  y  la

segunda   enzim   de   restricci6n.    EI   DHA   se   incub6   en

estas   nuevas   condicic)nes   por   un   periodc)   de   tiempc]

adicic)hal.       Lc)s     prc}ductos     de      la      digesti6n     se

analizaron    pc]r    electrof oresis    en    gel    de    agarosa

{ver   detodt]s   §eccl6n   4.1).    Cuanac]   1c]s   prc]auctos   ae

la    dlgestl6n    se    necesitaban    para    otra    reaccl6n

enziHfatica,        se       desprc]telniz6        2        veces       con

fenol : clorc]fc)rmcJ: alcobc)1           isc]ami lico            (25: 24: 1) ,

1uego      1      vez      con     clc)roformo:alcohol      isoamillco

(24:n    y    luegt]    se    precipit6    cc}n    2    volanenes    de

etanol   a  -20   °C.   El   sedinento  de  DHA  se  resuspendl6

en  un  volunen  aprcJpiadc)  de  tamp6n  TE.

8.-Desl-c]sfc)rilaci6n  del   DNA.
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8.1     Trataniento       con       fosfatasa       alcalina:        AI       DHA

plasnidlal       linearizaclo       con       endc]nucleasas       de
restricci6n    (ver   Hetc)dos,    secci6n   7.3)    se    agreg6

fosfatasa  alcallna   de   intestino  de   ternera   (GIP)   a

una   cc]ncentl-aci6n   final   de   0.5   unidades/rg   de   DHA.

La   reacci6n   se   reallz6   en   un   tanp6n   que   contenia

Tris-HC150   rim   pH   9.0,    ngc1=    1   mM,    Zncli.    0.1   mm   y



esperrfudlna    1    n][.     La    nezcla    se    incub6    a    37     .C

durante      30      mill.       La      reacci6n      se      detuvc)      pc}r

incubaci6n   a   68   .C   durante   10   minutc)s   en  presencia

a.e   SI)S   al    0.5./„    Hac1    loo   nit   y   EI)TA   1   nm.    Luego   el

DHA           se           despr`oteiDlz6           2-3           veces           cc]n

fenc)1:clcirofcJrmo:alcc)hc)i     iscJamilico     (25:24: 1),     una

veg     cc)n     cloroformo:alcohol      1soamillco      (24:1)      y

I inalnente  se  precipit6  con  2  vcJltinenes  de  etanol  a
-20    ®C.       El   sedimgDtcJ   de   DHA   se   resuspendi6   en   un

volunen  aprc]piadc)  de  H=O  destilada  esteril.
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9.-     Ligado      de      DHA      con      la      enzlm      DHA      ligasa      del

bacteri6fagc]  T4..

9.1     Ligado   de   extremc)s   coheslvos:    Para   unir   fragrentc}s

de   DHA   con   extremc)s   cohesivos   se   utiliz6   1a   enzlma

~~`DHA   ligasa   del   bacteri6fago   T4.    Se   nezclaron   lc]s

I ragmentos   de   DNA   y   se   tratarc)n   cc]n   la   enzima   DHA

ligasa  de   T4   a   una  concentraci6n  final   de   1   unidad

(Weiss     et     aJ.,      1968)      pc)r     cada     Hg     de     DNA.      La

reacci6n  se   realiz6   en  un  volumeD  f inal   de   20  Hl   de

tamp6n     de     ligado     que     cc]ntenia     Tr`is-HC1     66     rm

pH=7.5,      Hgc1=.     66     n]I,      DTT    5     Him,      y     ATP     1     RE.      La

nezcla     §e      incut)6      a      12.      C     dur`ante      14     hc]ras.

Posteric)rnente   con   esta   nezcla   se   transf c)rn6       E.

c.OJI,     en    algunos    casc)s    la    mezcla    de    ligado    se

guard6     a    4a     C    basta     la    transformaci6n    de     la
bacteria.    El    ligadc)   de    los   fragmentc}s   de    Din   se
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verl£1c6     nedlante     electroforesls    en     ninlgel     de

agarosa.       Cuando      la      mayor      parte      del      DNA      se

encontraba  unido,   se  utlllz6  para  transfc}rlnar.

9.2     Llgado   de   extremc}s   romos:    En   algunc)s   casc)s   se   detti6

llgar   fr`agmentos   de   DNA  cuyos  extremos   prc)venian  de

la  digestl6n  con  enzlmas  de  restricci6n  dif erentes.

pc)I    lo   cual    sus   extremc]s   de   bet)ra   simple   no   eran

complenentarlos.         Este        prot>1ena        se        re§olvi6

rellenando     los     extrenos     para     generar     extremos

rc}mos.    El   llgadc)   de   estos   fragmentc}s   se   reallz6   en

condlclones  especiales  que  consistieron  en  aunentar

la     prc)babilidad     de     colisiones     internc)1eculares,

haclendc)    1a    concentraci6n    efectiva    mas    alta.     Los

fragrentos   de   Din   se   mezclaron   en   LID   volunen   I lnal

de     5   a   8   Hl   y   se   trat6   cc}n   la  enzima  DHA   ligasa   de

T4   a   una   cc]ncentraci6n   de   2   a   3   unidades   par   cada

loo   ng   de   DNA.       La   reacci6n   se   llev6   a   cabc]   a   12°   C

durante     14    boras.     El     tamp6n    de     ligado    coDtenia

Tris-Hcl    66    mM   pH=7.5.     Hgc1=:..    6e>    nM,     DTT    5    mM   y   ATP

IEN.

10.-Reacci6n   de   "nick   translation":    EI   DNA   plasmldial   se

mrc6    con    .:.3L`P-dATP    c)    con    Bic}tlna    para    usarlos    coma

sondas  radic)activas  en  lc)s  experimentos  de  bibridaci6n

DNA:DNA    nediante     la     tecnica     de     "nick    translatic)n"

(Rigby   et   aJ.,1977).



AproxlmdaDente   400   ng   de   I)NA   plasridlal   se   lticubarc}n

cc)n   5-10   unldLades   de   Din   pollnerasa   I   de   .E.    cojj,    10

Hcl        de        [cx-¥JL.P]dATP         (actlvidad        especi±ica        400

HC1/mo„    1   Hl   de   DHasa    (0.05   Hg/nl),    3   Hl   de   sales

de   nick   5X   (ApendLlce   H9   4),    y   agua   ha§ta   cc)mplefar   un

volunen     final     de     15     Hl     durante     loo     Din     a     12.C.

Terminada   la   reaccl6n  se   agreg6   5   Hl   de   EDTA  250   ",    1

pl   de   DHA   de   esperm   dLe   salrfen   10   pg/nl   y   §e   cc}xplet6

ba§ta   loo  Hl   con  tamp6n  TE.

En   el   case   de   usaf   biotina   para   mrcar   al   DHA,    se

lncubarc)n  apr`c)ximdamente   1   Hg   de   DHA  plasmldlal   con   5

Hl    de   una   nezcla   de   dLCTP,    dTTP,    dGTP    (Apendice   are   4),

2.5    Hl    de    dATP   biotinllado    {Apendice   H9    4),    5    pel    de

soluci6n  de  Blc)nick,   y  agua  basta  completar  un  volunen

final   de   50   Hl,    durante   90   Din   a   15®C.    Terrinada   la

reacci6n   se   agreg6    5   Hl    de   EDTA   250   EN   y    1.25    Hl    de

SDS   al   5%.

Para   separar   los   nucle6tldos   no   inccJrporados   al   DNA,

1a    nuestra    se    centrlf ug6    a    traves    de    una    pequefia

columa  de  Saphadex  G-50   equillttrada  con  tamp6n  TE.   En

una  jeringa  de   1  ml   se  prepar6  una  columa  de  Sephadex

G-50   de   0.9   nl.    La   Jeringa   se   coloc6   en   un   tube  y   se

centrifug6     a     1600     xg     durante     2    min    en    rc]€or     HS

Sc)rvall.    Una   vez   empacada   la   columa   a   un   volunen   de

0.9   ml,    se   agreg6100   Hl   de   tanp6n  TE  y  8e   cenbrifug6

en   iguales   cc}ndiclones.    Luego   se   agreg6   1a   nuestra   de

DHA  en  un  vc)1unen  de   loo   Hl   y  se  centrifug6   en  lguales
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cc]Ddiciones.    Se   cc]1ect6   log   loo   prl   del   ef luente   de   la

cc)1urma.     Lc)s    clNTPs   no    incc]rptJrados   permanecen   en   la

columna.

11.-Hibridaci6n   DHA:DHA.

Los   experimentos   de   bibridaci6n   de   DHA   se   realizaron

en  base  a   la  tecnica  descrita  par  Sc)utbern   (1975).   La

electrc]fc)r`esis     se     realiz6              con    5-6     Hg    de    DHA

cromos6mico   pcJr   carril   cJ   0.1   Hg   de   DHA   plasmidial   en

gel   de   agarctsa   en  presencia   cle   brc)nuro   de   etidic)   0.5

Hg/nl.   El   gel   se  trat6  cc)n  una  soluci6n  de  Hacll,5  H,

NaoH   0.5   M  a  temperatura   ambiente   durante   1   bcira  para

desnaturalizar     el     DHA.      Pc)steric)rlrente     el     gel     se

neutraliz6   cc)n   Iris-Hcl   lH   (pH   8),   Hacl   1.5   M  durante

1  br.   Se  transfiri6  el  DHA  a  un  papel   de  nitrc)celulosa

cc]mo    lc]   descri.De              Sc)utbern    (1975),    utilizandc]   una

sc]1uci6n    de    citratc]    de    scJdic)    lox     (SSC    lox)         cc]no

tanp6n      de       transferencia       (Apendice       H9       5).       La

tran§ferencia      se      real iz6      durante      la      nocbe      a

temperatura    ambiente.    Finalizada    esta,    el    papel    de

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

vacio   durante   2   brs.      El   papel   de   Ditrocelulc}sa   seco

se   trat6   cc]n  una   soluci6n  de   pr`ebibridaci6n   (Apendice

H9   5)   durante   16-18   brs     a     42°C.   La  bibridizaci6h  se

realiz6  durante  24  brs    a    42°C,   1a  sonda  utilizada  se

desnaturaliz6   durante   5   nin  a   90®C.   Una   vez   terminada
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la  hlbrldacl6h,   el  I lltro  de  nltrocelulosa  ee  lav6  coo

una   solucl6n   de   SSC   3X,    SDS   0.1%   durante    1   bora   con

agltacl6n   a   45.C,    luego   con   una   sc)1uci6n   de   SSC   O.1X,

SDS   0.1%   a   45®C   duraDte   30   mln   repltlendo   este   altimo

lavado  2   veces  mas.   El   papel   de   nltrocelulosa   se  sec6

entre    papel    flltro   y   se    cubri6    con   papel    plastlcc]

(Saran-Wrap).           Luego          se          expuso          a          placas

autc]rradic)graf leas       X-ray       tlpo       R       ccm       pantal la

lDteDslflcadora.    La   exposici6n   se   reallz6   a   -70®C.    EI

periodo  de   exposlcl6n  varl6   segdn   la   lntensidad  de   la
marca   radioactiva.    Las   placas   se   revelaron   y   flJaron

lnediante  lc]s  procedlmientos  rutinarios.

Para   los   cases   de   sondas   blotlnlladas,    el    papel    de

nitrc)celulosa    se    lav6    cob    tamp6n    1     (ApeDdlce    N9    5)

durante   1   mln.    Luego  se   lav6   con  tamp6D  2   (ApeDdice   N9

5)   durante   20   min  a  42®C  y   se   §ec6   entre   papel   flltrc)

3MM.    El   papel   de   nitrc]celulosa  se   lDcub6   eD   (1.5   ml/50

cm:2.    de    papel)         una    sc)lucl6n    de    estreptavidina     (2

Hg/ml)     en     tamp6n     1     durante     10     min    a     temperatura

ambiente       cc]n       agitaci6n       suave       y       c)casionalmente

pipeteandc)        1a        sc)1uci6n        sc)bre        el         papel         de

nitrocelulosa.     Luego    se    lav6    3    veces   con    tanp6n    1,

usandc]     al     menc)s     40     veces     el     vc)lumen     aDterior     y

agitaDdc)     suavemente     durante     3     niri     a     temperatura

ambiente.   Pc)steric)rmente   el   papel   de   nitrocelulosa   se

iDcub6   con   una   solucl6h   de   blc}tin(AP)    (Apendice   N9   5)

1    Hg/ml    en    tamp6n    1,     usando    1.5    ml    de    soluci6D   par
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cada    50   CDJ    de    papel    durante    10   nln   a    teDperatura

anblente        cc)n        agltacl6n        suave        y        plpeteando

ocasionalnente    sabre    el    papel.     La    nltrocelulosa    se

lav6   2   veces   con   40   veces   el   vc]lunen   reclen   empleado

de   tanp6n   1   durante   3   mln   con   agitaci6n   suave.    Luego

se   lav6   2   veces  cc)n  20   tanp6n  3   (Apendice   H9   5)   en  lag

nlsms  cDndicicJnes.    Para   vlsuallzar   el   DNA  blc)tlnllado

el     papel    de    nitrocelulosa    se     incub6    3.7    nl         de

solucl6n   NTB-BCIP    (Apendice   N9   5)    pc)I   cada   50   cm'   de

papel     en    una bc]lsa    de    polletileno    a    tenperatura

anblente   en   la   c)scuridad   basta   que   se   desarrc}116   la

colc]racl6n      (4-6      bc)rae).       Flnalnente     el      papel      de

nitrc]celulosa    revelado    se    lav6    con   una    sc}lucl6n    de

Iris  2o  "  pH  7.5,   EDTA  5   rm.

12. -Tr`ansfc}rlnaci6n  geDetica

12J  Transformci6n    genetica    de    fecLberjcjila    colj:     Lag

cepas  de   E.    COJJ   fueron   crecidas  durante   la     nc)che.

Luegci,    se   inocul6   20   ml   de   nedio   LB   con   0.2   nl   del

cultivo   nc]cturno   y   se   incub6   a   37    ®C   con   agitacl6n

hasta   que    el    cultlvo    alcanz6    una    I).0.=    0.5-0.6   a

650   nm.   El   cultlvo  §e   dej6   enfriar  en  blelo  durante

5   Din   y   luego   se   centrlf ug6   a   7000   x   g   durante   5

Din.    Las   c61ulas   se   resuspendieron   en   1   volunen   de

una  sc]1uci6n  de  ngs04   10  "  y  se  incubaron  en  hielo

per     30     mln.      Las     celulas     se     precipitaron     per
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centrlfugacl6n   a   7000   x   g   durante   5   Din,    1uego   se

resuspendleron  en   1   vc)lunen  de  Trls-Hcl   10  "  pH  8,

Cacli.    50   qH    (Tamp6n    ^Ca)    y   se   lncubarc)a   en   blelo

dur`ante  20  nln.   Las  celulas  se  centrlf ugaron  a  5000

x  g  durante   5   mln  y  el   sedlnento  se   resuspendl6   en

1/10   de   volunen   de   tanp6n   }Ca.    En   un   tube   esterll

se   nezcl6    loo   Hl    de   celulas   conpetentes,    x   Hl   de

Din    .    5   Hl    de   Hgc,lz.    100   nm,    45-x   Hl    ae   tamp6n   TE.

La   nezcla   se   lncub6   en   bielo   per   30   nln.    Luego   se

sonetl6   a  un  pulse  de   calor  de   42   ®C  durante  2  rim.

Se    agreg6    1    nl    de   LB   pre-calentado   a   37    ®C   y   se

lncub6   a   37    ®C   durante   1   bora   con   agltaci6n   suave.

Lag    celulas    se     sembrarc]n    en    placas    de    agar-LB

si]plementado  con  el  antit}i6tlco  de  seleccl6n.

12.2  Transfc]rmci6n   genetlca   de   S.   cerevlsJae:   Se  creci6

la   cepa   receptc)ra   en nedio   YEP   a   30    .C   clurante   la

noche.    Luego   se   inocul6    loo   ml   de   nedio   con   10   al

del    cultivo    nocturne    y se     incut)6     a     30      .C,     cc)n

agitaci6n   hasta   que   alcanz6    una   D.0.=    0.45-0.50   a

650   nm.    El   cultlvo  se   centrif ug6   a   7000   x  g  durante

5   Din   a   temperatura   anblente.    Luego   el    sedinento

celular  se   lav6   2   veces  cc)n   15  nl   cle  sorbltol   1   M  y

las    celulas    §e    resuspendierc)n    en    10    ml    se    SBD

(sc>rbitol   1M,    EDTA  25   ",    DTT   50   EN)   y   se   lncubaron

a  3o   °C  per   15   Din  cc]n  agltacl6n  suave.    Las  celulas

se   lavaron  con  sorbitol   1   H  y  el   sedinento  celular
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obtenldc]   de§pues   de   centrlfugar   se   resuspendl6   en

10    ml    se    sc}rbitol    1    H   que    cc)atenia    ZOO    rl    de    8-

91ucuronldasa    tlpc)    H-2    y    se    lncub6    a    37     .C    con

agltacl6n  suave   pc)r   1-2  horas.   Log  esferoplastos  se

centrifugaron     a      1000      x     g     durante      3      nln     a

temperatura   ambleDte   y   se   lavaroD   una   vez   con   10   ml

de     sc)rbitctl      1     M     y     una     vez     cc}n     10     ml     de     STC

(sorbitol    1   M,    Tris-HC110   "   pH   7.5,    Cac12..10   ")

centrifugandc)  cada   veg   a   1000  x  g  durante   3  urn.   EI

sedimento    se    resuspendl6     en    1    ml     de    STC.     Para

transfc]rmar    se    utlliz6    un    volulnen    de    0.2    ml    de

esferoplastc)s   y   1-2   Hg  de   DNA  plasmidlal   t]nlco  a  5-

10       Hg       de       DNA       de       gencJtecas.        La       nezcla       de

transfc)rmaci6n    se    dej6    a    temperatura    ambiente    15

min   y   luego   se   agreg6   PEG   {PEG  4000   al   40./p  en   Trls-

HC1    10    nH   pH   7.5,     Cacli]    10   nH).    Lc]s   esferoplastc}s

se    centrifugarc)n    a    1000    x   g    durante    3    min    y   se

resuspendierc}n   en   150   pl   de   SOS   (sorbitol    1   H,    YEP

0.3X,     Cac1=:    7    ",     requerinientos    netab6licos    no

seleccionados     25     pug/ml,      requerimientc}     netab6lico

seleccionado   10   prg/ml).    Se   incubarc]n   durante   20   Din

a    30    °C,     luego    se    mezclarc]n    cc)n   6    ml    de    agar   de

regeneraci6n   (Apendice   H9    1)   y   se   plaquearon   sabre

placas        que        cc}ntenf an        el        misno        medic)        de

regene rae i 6 n .
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12.3  Transfc]rmaci6n   genetica   de   jreurcepara:    Conidios   de

7   dias,    se   gerninarc)n   en   nedicJ   miDimo   Vc]gel   durante

150   min   a   30    ®C   a   una   cc)ncentraci6n   aproximada   de

2-5   x   10.'   cc]nidios/ml.    Lc)s   conidios   germinadc]s   se

colectarc)n  por  centrifugaci6n  a  4500  x  g  pc)r   10   min

y  se   lavarc]n   con   30   ml   de   Tris-Hcl   10   mH,    EDTA   1   mM

pH   7.5.    Iuegc]   se   resuspendieron   en   una   sc)luci6n   de

acetatcJ  tie   litic}   loo  mH  a   una  densldad  de   1-2  x   107

conidios/ml   y   se   incubaron   a   30   ®C   pc)r   30   min   con

agitaci6n.   Los  ccJnidic]s  se  centrifugaron  a  4500  x  g

durante    10   min   y   se   resuspendieron   en   un   volumen

aprc)piado   de   acetatc)   de   liticJ   loo   mH.    Un   total   de

5-8   x   107   cc}nidios   se   tr`ansformaron   con   5-10   Hg   de

DNA   en   un   volumen   de   0.4   ml   y   a   una   cc]ncentraci6n

f inal   de   acetatc]   de   litic)   de   loo   mH.    La   nezcla   de

transfc}rmaci6n  se   incub6   durante   30  min  a  30   °C  con

agitaci6n.    Luegc}   se   agreg6   4   ml   de   PEG   4000   al   40°/.

en    acetate    de    litic)    loo    mH    y    la    incubaci6n    se

prc]1ong6    pc]r    1    br    mag.     Despues    de    la    incubaci6n,

1os   cc)nidios   se   calentarc)n   a   37    °C   pc]r   5   min,    se

cc)lectal-c]n    y    lavarcJn    una    vez    cc]n    agua    destilada

estel`il    y    se    resuspendieron    en    agua    destilada.

f inalmente   se   plaquearc]n   en   nedic]   selectivc]   a   una

concentraci6n  de   1-2   x   log.   conidic)s  pc]r  placa   (15   x

loo    mm)    y    se    incubarc}n    a    30    .C    par    5    dias.     Lc]s

transfc]rmantes   I.Heron  resembrados  en  el   misnc)  medic]

selectivo   (Dbawale   et  aj,   1984).



13.-Obtenci6n  del  gen  £EUZ  a  partir  del  plasmido  pTS1.2.

Para   c)btener   el   gen   leu2,   se   digiri6   el   plasmido  pTS1.2

con   las  enzims  Salt   y  Hpal   cono  se  dLescrlbe  en  rfetodos

(secci6n   7.3).    Luego   los   prcJductos   de    la   digesti6n   se

separarc)n   pc)I electroforesis   en   gel   de   agarc]sa   dLe   t}ajc]

46

punto  `de   fusl6n.    La   bancla   de   1.8   kb   portadora   del   gen

I,EIr2   se    extrajo    d.el    gel    mediante    la    tecnica    de    CTAB

(Hetc]dc]s,   secci6n  5.1).    Lc]s  extreme  cobesivos  generados

pc]r   la   enzina   Sail   se   rellenaron  nediante   la   acci6n  de
la     enzim     DNA    pcJlinerasa     I     de     E.     cozj     (fragmento

Klenc}w).    Para   ello,    §e   tl`at6    el    DHA   con   una   unidad   de

enzlm   en   presencla   de   taap6n   de   Hick   (ver   Apendlce   H9

4)   1X,   en  un  vc]lulnen  final   de   20   pl.

EI    DHA    del    plasnido    pBR322    se    d.iglrio    con    la    enzim

EcoRI   coma   se   describe   en   Metodos    (secci6n   7.3).    EI   DHA

lineal   se   separ6   nediante   una   electrc]fc]resis   en   gel   de

agarc]sa   de   baJo   punto   de   I-usi6n   y   se   extraj6   1a   band.a

correspondiente     al      Din     lineal      {4.36     kb)      ned.iante

extracci6n    CTAB    (ver    ltetodc]s,     secci6n   5.1).     Luego    los

extrenos        cohesivc)s         fueron        rellenados        nediante

tratamiento    cc)n   el    f ragnento    Klenow   de    la   enzim   DNA

pc]1inerasa   I   de   E.   colj  en  fc]rm  similar  al   case  recien
descrito.

14.-Obtenci6n  del  gen   rjEPI  y  ARsl  a  partir  de  YRp7.

El   fragmento   de   1.45   kb   portador   del   gen   rj?P2   y   de   la

secuencia   de   replicaci6n   aut6nc)na   ARsl    de    levadura   se
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ot>tuvo    a    partir    del    plasmldo    YRp7.     Dlcho    plasmldo    ee

trat6    con    la    enzima    EcoRI     (Hetodcis,    seccl6D    7.3).     Lc)s

productos   de   la   dlgestl6n   se   trataron   con   el   fragmento
Klenow   de    la    enzima   DNA   pc)llnerasa    I    de    E.    cojJ   y   el

fragnento   de   1.45   kb   se   purlfic6   a   partlr   de   un   gel   de

agarosa    de    baJc)    punto    de    fusl6n    cc)mc)    se    describe    en

Metodos    (secci6n    5.1).     Posteriormente,     dlcbc]    fragmento

rue     llgadc]     al     plasnldc]     VCp2.1     11nearlzadc]     con    Pvull

mediante      la      acci6n     de      la      enzlma      DNA      ligasa      del

bacterl6fago  T4   en  condiclones  de   ligamiento  de  extremc)a

rc]nos   (Metctdos,   seccl6n  9.2).



RESULTADOS

1.-Cc)nstr-ucclon  de  vectores  de  clonadc)  de   S.   ceretrJSJae.

1.10rlentacl6n  y  mapa  de  restriccion  de  pTS1.2

Lc)s     vectc)res     de     lntegraci6n     se     construyeron     a

partlr    del    plasmldo   pTS1.2    (flgura    1).    La   orlentaci6n

del   I ragmento   de   DNA   de   levadura   portadc]r   del   gen   LEtJ2

en    este    plasmido    se    determin6    en    base    a    su    mapa   de

restriccl6n.

Lc)s    patrc)nee   electr`o±or`eticos   de    lc]s   productos   de

restricci6n  se   muestr`an  en   la   I igura  2   y   los  tanafios  de

estos     ±ragmentc)s    son     indicadc)s    en     la     tabla     1.     Los

resultadc)s      obtenldc)a      permitierc)n     elaborar      el      mapa

lisicc]   del   plasmidc]   pTS1.2    `±igura   1).

i.2   C,onstruccion  del   plasmidc]  Vcpl

La    ±igi]ra   3,     ilust,ra    la   cc)nstrucci6n   cle   un   primer

plasmidc)       de       integraci6n       (VC,pl ).       Al       real izar       la

transf c}rmacic>n   de    E.    coJj   C600   cc)n   la   Hiezcla   de   ligadc)

del    fragmento    Hpal/Aval    de    5.5    kb   derivado    de    pTS1.2

se   seleccionarc]n   6   transl-c)rmantes   en   LB-Amp,    que   nc)   son

capaces    de    crecer    en   el    medic)    con    tetraciclina    (LB-

Tet),    perc]   que   si    lc)   hacen   en   un   medlo   minlnc]   carente

48





50

Figura   2:

Electro±oresis   en   gel   de   agarosa   de   los   prc]ductos   de
digestion   del   plasnido   pTS12   con  algunas  enzims   de
restricci6n.      EI     DHA     plasridial      f ue     tratado     con
dl±erentes      endc]nucleasas      de      restriccion      y      los
productcis    de     la     reaccion    I ueron    sonetldos    a     una
electro±oresis  en  gel   de   agaro§a  al   0.7%:    1)   plasnido
sin  enzim,    2/   Aval,    3;   Kpnl,    4)   Kpnl   t   Aval,    5)   Hpal
+   Aval,    6)    Hpal    +   Aval,    7)    Ecc}RI,    8)    Sail,    9)    I)ItA   del
bacteri6fago   A   +   Hlndlll,    10)    pls1.2   sin   enzlra,    11)
pTS1.2   +   Hpal   +   Aval.



TABLA    1

Tamfio  nolecular  d.e  fragnentos    de  restricci6n  del  plasmido
pTS1. 2 .

Tamfio  [kb]
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DmA              Aval   BanHI   Hpal  Sail   Xmlll   Eec)RI   Ava/Hpa  Eco/Sal  Hpa/Xm

pTS1.2     6.54   6.54     6.54   6.54   6.54

total=     6.54  6.54     6.54  6.54  6.54

0           5.05
5           0.86

0.64

6.54

EI  I)HA  del  plasnido  pTS1.2  fue  digerido  en  form  individual   a  eB
comblnaciones  de  las  enzims  de  restricci6n  que  se  indlcan  en  la
tabla.       Las  condicic]nes    de    digesti6n    se  de§criben  en  rfetcidcis
(secci6n  7.3).1,os  productos  de  digesti6n  total  fuel`on  analizado§
par  electrciforesis  en  gel  de  agarosa   (0.7%  en  tanp6n  TEE).
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de   leucina   {tabla   2   A).    El   analisis   del   DNA   plasmidlal

de   las  cc)1onias   transf c)rmantes,    indic6   que   tc}das  pc)rtan

un    plasmido    del     mismcJ    tamafic].     La     capacidad     de     las

celulas   para   crecer   en   el   nedio   selectlvc)   es   d.ebida   a

la    presencia    Gel     plasnidc)    Vcpl,      1o    cual     queda    en

evidencla   al      reallzar      una      retransf ornaci6n      de   E.

coJ2.   C600    cc]n   I)in   plasmldial    de    unc]    de    estos   clones.

Log    resultadc)s    de    este    experimentc)   se    iDdican    en    la

tabla  2   a,   de   la  cual   se  puede  deducir  que     el   plasmidc]

seleccic)nado   (Vcpl)   tiene   la   capacid.ad  d.e   retransl-c]rmar

a    E.     coJj    C600    cc)mplementandc)    1a    mutaci6n    leu86    que

pc)rta     dicba     ce,pa.      La     frecuencia     de     transformaci6n
obtenida,      es     del     mismcJ     c}rden     de     magnitud     que     los

plasmidos    cc)ntrc]1es    YEpl3    y   pTS1.2    tambien   pc]rtadores

del   gen  I,EZJ2  de   levadura.

1.3   Transfornacic)n  de  S.   ceretrjsz.ae  con  Vcpl

Ija   tabla   3   nuestra   el   resultado   de   un   experinento

de    transl-ormaci6n    realizado    en    la    cepa    Sc483    de    S.

cerev].I.sjae.    El   nuevo   vectcJr   Vcpl   mantiene   la   capacidad

de    transfc]rmar    a    la    levadura.     La    no    existencia    de

secuencias   relacionadas   al   transpos6n   Tyl   Lace   que   la

±recuencia         de        transf cJrmaci6n        disminuya        a        10

tl`ans±.ormntes     pc}r     jJ.g     de     DNA     plasmidial.      Estc]     se

I)bserva   claramente   cuando   se   ccJmpal`an   las   frecuencias

de    transfc)rmci6n    cc]n    los    plasmidc]s   ccintrc]1es   pTS1.2,
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TABLA   2

Seleccl6n  de  plasnidc)  Vcpl  y  retransfornaci6n
dLe   E.    cc]11  C600

(A)              Selecci6n  de  plasmidc]  Vcpl.

cepa            DNA

C600
C600            Hpal/Aval    (1)
C600            pTS1. 2            (2)

N9  de  ccJlonias/placa_--------------------
LB-Amp                  I.B-Tet                 MMPT-Amp

100  rl  de  celulas  competentes  de  E.   coJj  C600  fueron
transf ormadas  con   loo  ng  de  DNA.
Hpal/Aval  correspc)nde  a  la  mezcla  de  liganiento  del
fragnento  Hpal/Aval  de  5.5  kb  originadc]  a  partir  del
plasmido  pTS1.2

(1)   Despues  del   periodc]  de  tiempcJ  requerido  para  la  expresi6n
del  gen  de  resistencia  a  ampicilina,   se  sembraron  tc)das
las  celulas  de  la  nezcla  de  trans±c]rmaci6n.

(2)   Despues  del  peric]do  de  expresi6n,   las  celulas  se  diluyeron
100  veces  y  se  sembr6   una  alicucJta  de   100  H1.

(a)             Retransf ormaci6n  de  E.   colj  C600  con  DNA  del
plasmido  Vcpl.

H9   de  transfc)rmantes/;ig  de  DNA
--------.-.---------------- _ _ _ _ _ _ _

cepa          pl asmido

C600
C60C)             Vcpl
C600            pTS1. 2
C600            YBpl3

Amp`-

0
3 . 8 x 1 0 `5
8 .  0 x 1 0 E.
7 . 2 x 1 OE.

i e u -..

0
3 .  6 x 1 0 .'.:i.`
7 . 8 x 10E|
6 .  4 x 1 0 J=:=`

100  Hl   de  celulas  ccJnpetentes  de   E.   COJI  C600  fueron
transfc)rmdas  cc)n  500  ng  de  DNA  plasnidial.
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TABLA   3

Transf ormci6n  de  S.   cerevjsjae    Sc483

cepa              DNA

Sc483
Sc483
Sc483
Sc483

Vcpl
pTS1. 2
YEpl3

H9   de   transfc]rnantes  LEU2-I../Jig   DHA__-------------------------------
0

10
110
1630

Los  esf erc)plastcJs  de  levadura  I ueron  transf ormdos  cc]n
1   Hg  de  DNA  de  los  plasmidos  indicadc]s.   Las  celulas
transfc]rmdas  fueron  senbradas  en  agar  de  regeneraci6n  e
incubadas  durante  2-5  dias  a  3o°C.
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tamblen   vector   de    lntegracl6n   a   ccm   YEpl3,    que   es   un

plasmldo  de   replicacl6n  extracronos6mlca   y   por   lo  tanto

transform  a  la  levadura  con  alta  I recuencla.

1.4   Analisis  del   plasmidc]   Vcpl

El   plasmidc)   Vcpl,    pc)see   el   gen   LEU2   de   levadura,    el

gen   de    resistencia    a   amplclllna   de    IE.    COJJ   y   sitios

dnicos     de     cloDamlentc),           tales     comc)     BamHI,      Hindlll,

Pstl.    Pvull    y   Salt    (mapa,    £1gura   3).    De   estos   sitios,

el   nfas  t]tll   es  Pstl,   ya  que   la  inserci6n  de   DNA  en  este

sitlo  lnactlva  al   gen  de  re§1stencia  a  amplcilina  y  pc)r

lo   tanto   permite    una    rapida    seleccl6n   de    los    clones

hibrldos.    Sin   embargo,    al   no   quedar   ningdn   narcador   cle

resistencia   a   antlblotlcc)s,    s61o   resta   seleccionar   por

protc)tro±ia      para      leucina.      En     algunos     casos,      esto

constituye   un   problena   ya   que   la   nayoria   cle   las   cepas

de     ,B.     cozj     que     portan     mutacic)nee    en    el     gen     jet/B,

revierten  con   una   frecuencia   cle   10   `L-.-10-'.

Z;.-Construcci6n   de   VCp2.1,    VCp2.2   y   VC,p2.3

2.10btenci6n   de   los   plasmidos   VCp2.1   y  VCp2.2

La   I igiira   4   muestra  el   prctcedimientc)   utilizadc)   para

construlr  lc]s  nuevos  vectc)res  de   integraci6n.
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Figura  4:

Bsquem       del        prc)cediniento       empleado       para       la
construcci6n   de    los   vectcJres   de    integraci6n   VCp2.1,
VCp2.2   y   VCp2.3.
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Al     tr`ansf c]rmr     J£`.     coJj    C600     cc]n     la    nezcla    de

1igadc],    se   seleccionarc]n 342   colonias   transf cJrnantes

resistentes   a   ampicillna,    1as   cuales   fueron   analizadas

para     determinar     su     reslstencia     a     tetraciclina     y

prc)tc)trcJf ia  para  leucina.

La  Tabla   4   1ndica   la  seleccl6n  de   2   clones  capaces

de    crecer    en   medio    minimo   complenentando    la   mutaci6n

leu86   de   E.   coJj  y  preservando     las  caracteristicas  de

resistencia   a   ampicilina   y   tetraciclina.    Lag   colc]nias

transformntes   cc)n   ±enotipo   leu+.    amp``    y   tet`..,    fuerc}n

crecidas  y  sc]metidas  a   lisis  alcalina   para   obtener   DNA

plasnidial.     Bstos    plasmidc)s    se    dent]ninaron    VCp2.1    y

VCp2.2.    EI    DHA   de   dichcJs   plasmidos,    se   analiz6   pc]r   su

capacidad  para  retran§±.cJrmr  a   la  bacteria   E.   coJj  C600

y    mediante         digesti6n    con    enzims    de     restricci6n
seguido  par  electrc)fc)resis    en  gel  de  agarc)sa.

2.2   Analisis  de   los  plasmldos  VCp2.1   y  VC,p2.2

{a)   Retrans±c]rmci6n  de   j}.   coJj  C600.

La      tabla      5      muestra      log      resulbadc)s      de      la

retransf ormci6n   de    E.    coJj   ccJn   80   ng   de   DHA   de   lc]s

plasmidos  seleccionados.   Los  resultados   indican  que   log

plasmidc]s     VCp2.1     y     VCp2.2     tienen     la     capacidad     de

retransformr   a    a.    colj   cepa   C600   y   complementar    la

mutaci6n     leu86     cc)n    alta    ±recuencia,     asi     cc)no    para
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TABLA   4

Seleccl6n  de     clcines  con     pla§nidos     VCp2.1  y     VCp2.2   en
a.   CEL C60o.

H9  de  colonias

Cepa
C600

LB-Amp
342

LB-Tet         rmT-Anp
3422

Las  colonias  transformntes  de  E.   co"   fueron  r`eplicadas
en  los  nedlDs  LB-amp,   1,B-tet  y  mpT-amp.   I,as  placas  fueron
lncubadas   18  hrs  a  37°C.   Despues  Gel   pericido  de  creclnlento,
fuerc7n  6elecclc)nadas  aquellas  cc}1c)Bias  que  Son  capaces  de
crecer  en  medio  niniDo



TABLA   5

A)   Retransf ormci6n  de  E.   coJj  C600  cc)a  DHA  aislado  de  clones
|elr .

H9   de  cc]1c]nlas/placa
__---------------------------_--

I.B-Amp          LB-Tet          rmpT-Axe
cepa         plasmidc]
C600
C600              VCp2.1
C600              VCp2. 2
C600              VCp2. 3
C6 0 0             pBR322

100  pl  de  celulas  competentes  de  E.   coJj  C600  fueron  transf or-
mdas  con  80  ng  de  DHA  plasmidial.     I,a  transfc]rmci6n       fue
I`ealizada  cono  se  describe  en  rfetodo§   (secci6n  12.2)

a)  Transf c)rmci6n  de  S.   ceretrjasjae  Sc483

cepa             pl asnidc]

Sc483            YEpl3
St483             VCp2.1
Sc483             VCp2. 2
Sc483             VCp2. 3
Sc483

DHA                 H9   transfc]rmantes  leu+__-----------------_--

Bsf erc]plastc]s  de  S.   cerevjsjae Sc483  f ueron  transf ormdos  con
I)HA  de  log  pla§nidos  lnd.icados  en  la  tabla.   La  tran§I-orracl6n
lue  realizada  coma  se  describe  en  detc}dos   {secci6n  12.2).

60
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prc}ducir      la      co-transf c)rmci6n      de      lDs      genes      d.e

reslstencla  a  ampicilina  y  tetraciclina.

{b)   El  analisls  de  restriccl6n

El   analisis   de   restrlccl6n   de   lc]s   plasmldc]s   VCp2.1

y  VC,p2.Z   se   muestra  en   la   figura  5.   El   resultado   indica

que     el     plasmido     VCp2.2     posee     el     gen     I.EU2     en     una

c]rientaci6n    opuesta     a     la     presente     en    el     plasmido

VCp2.1.     Aderfes,     cuando    el    plasmido    VCp2.2    se    digiere

cc]n  BcoRI,   aparece   una   banda   extra   de   DNA   de   un   tamfio

de    1.8   kb    (figura   5,    carril    11),    indicando   que   este

plasmido   es   pc]rtadc]r   de   una   duplicaci6n   en   tandem   del

gen  I.EU2,   encontrandc]se  2  copias  de  dicbo  gen.

La  Tabla  6     indica   lc)s  tamafios  de   lc}s  fragmentos  de

DNA  productos  de   la  digesti6n  enzihatica.   81   tamfio  del

plasnido    VCp2.1    es    6.2    kb    y    el    tamfio    del    plasmido

VCp2.2        es       7.9       kt>.        Ad.erfes,        estc]s       experinentos

permitierc)n     elaborar     los     mpas     fisicos     de     estcis
vectores   (ver  figura  6).

2.3   Construcci6n  de   VC,p2..3

A   partir   de   VCp2.2   se   construy6   un  tercer   plasnido

de      integraci6n       (VCp2.3)       que      fue      utilizado      para

transformr      E.       coJj      C600.       Se      seleccionarDn      10

transfc]rmntes   con    fenotipo    leu.+,    anp`~    y   tet``    a    log

cuales   se   lee   extrajo   el   DNA   plasmidial   y   se   analiz6

pc]r   digesti6n   con   las   enzlms   de   restricci6n   BCDRI    y
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Figura  5,

Electrc)Ic)resis   en   gel   de   agarc]sa   de   los   productc]s   de
digestion     de     lc>s     plasnidos     VCp2J     y     VCp2.2     con
diferentes     endc)nucleasas     de     restricci6n.      81      DHA
plasmldial     ±ue     tratado     con     lag     endonucleasas     de
re5triccion    y    log    productc)s    de    la    reacci6n    I ueron
sc]metidos   a   electroforesis   en   gel   de   agarosa   al   0.7%:
U    DItA   del   bacteri6£ago   A   +   Hlndlll,    2)    al   9)    VCp2.1:
2)    Pstl,    3)    EcoRI,    4)   Salt,    5J   Pstl   +   Ecc]RI,    6)   Pstl
+   Sall,    7)    Eec)RI   +   Salt,    8)    Ecc)RI    +   BanLHI,    9)    Hindlll
+    P§t,I.     10)    al    17)    VC,p2.2:     10)    Pstl.     10    Eec)RI,     12)
Sail,    13)    Pstl   +   BcoRI,    14)    Pstl   +   Salt,    15)    Bcc]RI   +
Salt,    16)   Ecc]RI   +   Barml,    17)    Hindlll   +   Pstl,    18j    Din
del   bacteri6fagc)   A  +  Hindlll.
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TABLA   6

Tamfio  molecular  de  fragrentos  de  restricci6n  de  VCp2.1,   VCp2.2  y  VCp2.3.

Tamfio  [ kb]

Endonucleasas  de  restricci6n

EcoRI  Pstl  Salt  Eco/BaHI  Eco/Pstl  Eco/Sal  HiDd/Pstl  Pst/Salt

vcp2.1     6.2        6.2     6.2        4.75               f.S8             f.£g
1.40                 1.55               1.75

DHA

__------------_-
total        6.2       6.2     6.2       6.15

DHA
VCp2 . 2 6.2

1.8
7.9     7.9        4.80

6.15             6.15

3.60                 3.30
2.60                2.90

6.20                6.20

4.40             4.50           4.50                5.00
1.80                 1.80              1.80           3.40                 2.90
1,. 30

__------------_-
total        8.0       7.9     7.9       7.90

DHA

VCp2.3      6.2        6.2      6.2        4.85
1.30

____---------__-
tc]tal        6.2        6.2     6.2        6.15

1.70              1.60

7.90             7.90           7.90                7.90

4.40             4.50
1.70               1.60

6.10               6.10

EI   DHA  de   los  pla§rdaos  VCp2.1,   VCp2.2  y  VCp2.3  fue  tratado  con
las  enziras  ae  restricci6n  que  se  listan  en  la  tabla.     Las
condlciones  de  digestl6n  .se  describen  en  rfetc]dos   {secci6n  7.3) ,
Lc)s  prc]auctcis    de  la    digestl6n    tc]tal     fuerc}n    analizadc]s  por
electrc}foresis  en  gel   de  agarc}sa   (0.7%  en  tanp6n  TBB)
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hapa   de   resfriccion   de   lc)s   plasnidc]s   VC,p2.1,    VC,p2.2,
VGp2.3   y   VC,p3.1.
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BamHl.   La  Ilgura   7   "estra  el   patr6n  electro±6retico  de

los     productc)s     de     dicha     dlgestlon.      Como     se     puede

c]bservar   en   log   carrlles   2,    3,   4,    7,    10   y   11,   aparecen

a     clc)nes           cuyc)s     prc)ductos     de     dlgestl6n     sc)n     los

esperados   para   un   plasnido   portadc}r   de   s6lo   una   copia

del     gen    LEU2    en    la    mism    orlentacl6n    del     plasnldo

parental          (VC,p2.2),          esto        es        5.0         y         1.2         kb

respectlvamente.    El   resto  de   los  clones   (carriles  5,   6,

8,    9)    po§een   2   cc)pias   del    gen   LEU2   y   corresponden   al

plasmldo  parental   lntacto.   De  acuerdo  a   1o  sugerldo  per

la    figura    7,     se    seleccion6    un    clon    (EC2.2BR.10)    cuyo

DINA   plasnidial    es   portador    de   §61o   una   cc)pia   del    gen

1,EU2.        A   este   plasmido   §e   denc)nin6    VCp2.3   y   es   el   que

se    observa   en   el    carril    11    de    la   ±igura   7.    Con   este

plasmldo           se      ret,rans±orm6      a      8.      COJJ      C600,       los

resultadc]s   se   muestran   en   la   tabla   5   e   indican   que   al

igual   que   lc)s   otrc)s   vectores,    VC,p2.3   tiene   la   capacidad

de    complementar    la   mutaclon    leu86   ccJn   alta   ±recuencia

per   tr`ans±ormacion   y   qile   los   3   caracteres   (leu+,    amp.-y

tet^    co-transformn   a    .E.    coJj.    El    mpa   fisico   del

vector     VCp2.3     se     muestra     en     la     figura     6.      C,omo    se

esperaba,    este   plasmido   tiene   un   tamfio   ale   6.2   kb   el

cual    es   lgual    al    tamfio   del    plasmido   VCp2.1,    pero   la

orientacl6n  del   gen  LEU2  en  ambos  vectores  es  opuesta.
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1          Z         3        4         5       6           7         8          9         10       11       lz

Figura   7:

Electrc)±c)resis   en   gel   de   agal-c)sa   de   lc)s   prc)ductos   de
digestion   dctbie   con   las   enzimas   de   restricci6n   BamHI
y    EcoRI.     EI    DHA    plasmidial    purif icado    de    10    clc)nes
VC,2. 2ER       I ue       tratadc}      con       lag       encionucleasas       de
restricci6n     BamHl      y     EccJRI.      Los     prc]ductos     de      la
reaccion   I ueron   sometidc)s   a   electrc)I c)resis   en   gel   de
agarosa   al   0.7'/*    1)    DNA   del   bacteriofago   ^   +   Hidlll,
2J          VC,2.2ER.1,          3)          VC2.2ER.2,          4)         VC,2.2ER.3,          5)
VC,2.2ER.4,     6)     VC2.2ER.5,      7)     VC2.2ER.6,     8)     VC2.2ER.7,
9)     VC2.2ER.8,10)     VC2.2BR.g,11)     VC,2.2ER.10,12)     DHA
del   bacteri6fagc}   ^   +   HiDdlll.
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3.-Cc)nstrucci6n  de   VCp3.1

Un  nuevc)   vector  de   replicaci6n  aut6nc]ma  de   levadura

fue     cc)nstruido     insertando     en     el     siticJ     Pvull     del

plasmido   VCp2,.1   un   c)risen  de   replicaci6n  crc]mos6nico  de

levadura   que   cc)rresponde   a   una   secuencia   ARsl   obtenida

del   vector  YRp7.

El   procedimientc)     utilizado  par`a   la  construcci6n  de

este   vector   se   muestra   en   la   I igura   8.    El   origen   de

replicaci6n  se   obtuvo  ccJmo   un   fI`agmentc)   EcoRI   de   I)NA  de

la      levadura      prc]venlente      del      plasnid.a     YRp7.      Este

I ragmentc]   es   aderfes   pcJrtador   del   gen    rj?j'£   el   cual   se

purific6    y   lig6    al    plasmido   VCp2.1.    Cc]n    la    mezcla   de

ligadc)   se   transfor`m6    E.    coJj   HBIO1.    Se   obtuvierc]n   104

cc)lonias    transfc)rmantes    amp`..,     1as    que    se    analizarc]n

mediante    minipreparaci6n    de    DNA.     De    lag    104    colc)nias

analizadas,     se     encc)ntr6     1     que     pol`taba    un    plasmido

ligeramente    mayor    que    el    vector    de    origen     (VCp2.1).

Este         plasnidc),     se    analiz6     pc]r    digesti6n    cc]n    las

enzinas    de    restricci6n    EcoRI     y    Pstl.     La     figura    9

muestra   que   el   plasmidc)        cc)rresponde   a  una   molecula  de

DNA   cuyo   tamafio   es   de   7.7   kb,    cc)ncordandc)   cc]n   el   tanafic)

esperado.    La   c)rientaci6n   del    fragmentcJ   de    1.45    kb   en

este     nuevo     vector     se     deternin6     a     partir     de     lc]s

resultados   de    la   f igura   9   y   de   analisis   rapidos   de

mapec)    de    restricci6n   en   relaci6n   a    la   ubicaci6n   del

sitio    8g111     que    existe    en    este    fragmentc].     El     mapa
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Esque]na        del        procedimiento        empleadc]        para        la
construcci6n  del   plasnidc]  VC,p3.1.
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Figura  9:

Electroforesis   en  gel   de   agarosa   de   lc)s  prc]ductos  de
digesti6n     de     lc]s     plasnidos     VCp2.1     y     VCp3.1     con
enzinas  de  restriccl6n.   EI   DHA  plasmidial   fue  tratado
con   las   endonucleasas   de   restl`icci6n  y   lc)s   prc)ductos
de   la   reacci6n   I uer`c]n   sc)metldos   a   electrc)f oresis   en
gel   de   agarc]sa   al    0.7%:     1)    I)HA   del    bacteric)I-agc]   ^   +
Hindlll,     2)     VCp2.1     +    EcoRI,     3)     VCp3.1     +    EcoRI,     4)
VCp3.1   +  Pstl,   6)   DHA  del   bacteriofago  i   +  Hindlll.
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±`isicc]   del    plasmidci,    denominadc]   VCp3.1,    se   muestra   en

la  f igiira  6.

3.1   Transfornaci6n  de   ,a.   coJj  C600  con  VCp3.1

Dadc]   que    la   cepa   HBIol    nc)   posee   nutaciones   en   el

gen    leuB,    el    DNA   del    plasnidcJ   VCp3.1    se    utiliz6    para

transfc)rmr   la   cepa   C600.    ComcJ   resultadc]   se   cibtuvierc)n

12     trans±c]rmntes     leu..',      amp"     y     tet`-..      Esto     podia

esperarse,    porque   la   cepa   C600   utilizada      al   parecer

pc}rtaria   un      sistema   del   tipo   restl`icci6n-mc)dificaci6n

activc].     El    analisis    del    DNA    plasmidial    de    4    clones

transfc]I`rmntes      indic6      que     tienen     el      mismo     tamafic)

esperadci   para   VCp3.1    (figura   6).    Al   retransfc)rnar`   a   la

cepa   C600   de   E.    coJj    (ver   Tabla   7-A)   se   determin6   que

este   nuevo   vect,or   transf ormaba   con   alta   I recuencia   a

dicba    bacteria,      lcJ    que     illdica    que    VCp3.1     tiene     la

capacidad   de    cc].mplementar    la   mutaci6n   leu86   que   pc]see

la    cepa    C600    y    ademas    cc)nferir    resistencia    a    lc)s

antibi6ticos  anpicilina  y  tetraciclina.

3.2   Transfc)rlnaci6n  de   S.   ceretrjsjae  ccJn  vect,c)r  VCp3.1

Finalmente      para      cc]mpr`c)bar      que      estc]s      vectc]I`es

corr`esponden       a       i os       cieseadc)s ,        se       real iz6       una

transf I)rnaci6n    de    la    cepa    S.    ceretrjsjae           D234-3B,

pc]rtadc]ra   de   mutacicJnes   tantcJ   en  el   gen   £ECI2  comc)  en  el
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Tabla   7

Tr`ans±c)rmaci6n  de   E.   COJJ  y   S.   ceretrJs]ae  con  VCp3.1

A)      Retran§±c)rmaci6n  de   E.   coJ]  C600  ccm  el   plasmldc]
VCp3 .  1 .

N9   colonias/placa-___-----------------------_
Cepa
C600
C600
C600
C600

plasmidct                 LB-amp     LB-tet
00

VC,p2.1
VCp3.1
pBR322

298               276
279                272
427                402

rmT-amp
0

281
234

0

loo  pl   de  celulas  competentes  de     ,a.   COJJ  C600  fueron
transfc]rmadas  con  50  ng  de  cada  plasmido.   Despues  del
per-ic}do  de  expresl6n,   se   sembrar`c)n   loo  Hl   de   una  diluci6D
1/10  en  cada  placa  selectlva.

a)     Transf c]rmaci6n  de   S.   ceretrJs±ae,   cepa  D234-3B,   con
el   plasmido   VCp3.1.

Transf ormantes/Hg  DHA__-_--------------------_
Cepa

D234-3B
D234-3B
D234-3B
D234-3B

plasmido

YEpl3
VC,p2.1
VCp3.1

|eu..
0

2725
13

983

trp-+
0
0
0

957

La  cepa  D234-3B   (leu  2-3,112;hiss-11,ura3-52,trpl-289
Ten)   rue   transf ormada  cc]n   1   pg  de  Din  de  cada  plasmido
Se  seleccionarc]n   lc)s  transfcJrmantes   leu-`.   y   luego  estc)s
fuerc]n  replicadcJs  para  determinar  co-trans±c]rmci6n  a
trp-` ,   en   meciio  SD  carente   de   t,ript6f anc].
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gen      rjip2.      Los     resultadc]s     de     este     experimento     se

muestran    en    la    tabla    7-8.     A    dif erencia    de     lc)s    3

vectores   de    integraci6n    (VCp2.1,    VCp2.2    y   VCp2:3)    que

se       caracterizan       pc)r       una       baj a       frecuencia       de

transfc)rmaci6n   (aproximadanente   10   transf or`nantes/pug   de

DNA),       la   frecuencia   de   transfc)rmaci6n   ot>tenida   cc)n   el

vector        VCp3.1        es        mayor         (aprc]ximadamente         1000

transf c]rmantes/+g     de     DNA)      (tabla     7-8)     y     esta     Has

cercana  de   la  frecuencia  de  transf ornaci6n  c)btenida  con

el    plasmido    cc]nt,rc]l    YEpl3    (2725    transfc)mantes/rg    de

DNA)    el    cual    1leva   un   cJrigen   de   replicaci6n   derivado

del  plasmido  2u     end6geno  de   la  levadura.

Conc]      se      menci c)n6      anteri ormente ,       i c)s      vectc)res

VCp2.1,     VCp2.2    y    VCp2.3    construidos    en    este    trabajc)

cumplen   cc)n   las   caracteristicas   propias   de   vectores   de

integraci6n        o    de    vectc)res    de    replicaci6n    aut6nc)rna

(VCp3.1).     Cc]mo    prueba    final    para   el    vectc)r   VCp3.1,    el

analisis      de      los      transfol`mantes      de      la      levadura

originados     cc]n     este     plasmidc),      presentan     ademas     el

I.enc]tipc)    TRpl    cc)mo    se    esperaba    para    un    plasmido    que

llevara  el   gen  LEU2  y  el   gen  TRP1   (tabla  7-8)
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4.-Cc]nstrucci6n  de  Genc)tecas  de  Jr.   crassa.

4.1   Digesti6n  parcial   de  DHA`  cr`cJmcJs6mico  de   JFeurospora.

En   la   ±igura   10,    se   muestrah   lcJs   resultadc)s   de   la

digesti6n     parcial     de     DNA     de     JFeuraspora         cc]n     las

endonucleasas  de  restricci6n  BamHI,   Pstl     y  Sau3AI.

Segan     estos     resultadcJs     se     puede     lndlcar     que     la

concentraci6n    adecuada    de    enzimas    para    c)btefler    una

6ptim  digesti6n  parcial   cc)rrespcmde   a:    0.5   unidades/Hg

de   DHA   para   BaHHI,    0.25   unidades/rg   de   DHA   para   Pstl   y

0.25   unidacies/pg  de   DHA  para   Sau3AI.

Los      productos      de       la      digesti6n      parclal       fueron

seleccionadc)s      pc}r      tamafic)§      y      puri±icadc]s      mediante

el.ectroforesis    en    geles    de    agarc)sa    de    bajct    punto   de

fusi6n  y  extracci6n  con  CTAB   (Hetodos,   secci6n  5.1).

Lc]'s   fragmentc]s   BamHI    fuer`c)n   selecic)nados   en   dcts   griipc]s

uno  de  5-20  kb  y  c]tro  de  2-5  kb.

I.c]s   fragnentos   Pstl   fuerc)n   divididos   en   tres   grupos   de

0.6-0.8   kb,    0.8-2.4   kb  y  3-8   kb.

Lc]s    fragnentos    Sau3AI    fuerc}n   divididc}s    en   dc]s    grupos

fragment.os  de  2-5  kb  y  5-18  kb.

Estc)s   fragmentc)s   de   DNA   cJbtenidos   comc)   se   indic6   antes,

fuerc]n   utilizadc)s   para   la   constl`ucci6n   de   genotecas   de

J.   crassa  en  diferentes  vectc)res  de  clonadc).
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Figura   10:

ElectrcJfc)resis   en   gel   de.  agarc)sa   de   lc)s   productos   de
digesti6n  parcial   de  DHA  de   JeuraepoLra  criassa  con  las
enzimas   de   restricci6n   BamHI,    Sau3AI    y   Pstl.    EI    DNA
cromosomica   de    .F.    crasEaa   fue   t,ratado   con   di±erentes
concentraci6nes   de   endc)nucleasas   de   restricci6n.    Lc)s
prc]ductc)s       de       la       reacci6n       fueron      sc)netidc)s      a
electro±c)resis  en  gel   de  agarosa  al   0.7%.
(A):     Unidades    (U)    de   BamHI    pc)r   ug   de   DNA:     1)    4   U,    2)
2    U,     3)     1    U,     4)     0.5    U,     5)    0.25    U,     6)    0.12    U,     7)    0.06
U.     8)     0.03    U,     9)    0    U,     10)    DNA    del    bacteri6fago    A    +
Hindlll.     (8):    Unidades    (U)   de   Pstl   par   ug   de   DNA.:    1)
2    U,     2)     1    U,     3)    0.5   U,     4)    0.25    U,     5)    0.12    U,     6)    0.06
U,       7)       0.03      U,       8)      0.015     U,       9)      0      U,       10      DNA     del
bacteri6±ago   ^   +   Hindlll.     (C):    Unldades   (U)   de   Sau3AI
pc)r`   ug   de   DHA.:     1)    DNA   del    bacteri6£agc]   ^   +   Hindlll,
2)     2    U,     3)     1    U.     4)     0.5    U,     5)     0.25    U,     6)     0.12    U,     7)
0.06    U,     8)     0.03    U,     9)     0.015    U,10)     0    U,11)     DNA    del
bacteri6fagc)   A   +   Hindlll.
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4.2   Genoteca  en  vectc)r  YRp7.

Se  constr`uy6   una  gent)teca  de   jreurcepora  en  el  sitio

BamHI    del   plasmido   YRp7   siguiendt]   el   prc]cedimientc]   que

se   describe   en   la   figura   11.       La   figura   12   muestra   el

resultadc}  tie   la  reacci6n  de   ligadc)  despues  de   16  brs.

La    tabla    8    A    y    8,     muestr`a    lc)s   resultados    de    2

experinentos   de   transf ormacic)n   de   E.   coJj   cepa   C600   en

gran     escala,           obteniendc)se     un     prc]medio     de     =     400

colc)nias   transfc]rmantes   pc)r   placa.    Esto   cc]I-respc]nde   a

un    ndmero    tc]tal     de     14.123    ccJlc)nias    en    el     bancc)    de

8enes`

4.2.1  Analisis  de  clc)nes  r`ecombinantes

Un   analisis   de   una   pcJblaci6n   I-epresentativa   de   ZOO

cc]1c]nias   elegidas   al   azar   revel6   un   5%   de   religamientc]

del     vector,      indicandcJ     que     se     dispcJne     de     =      13400

cc)lc]nias  recombinantes  de   E.   coJj  C600.

La  I igura   13   indica  el   resultado  de  un  analisis  del

Din   plasmidial    de    18       cc)1c]nias   amp`..,tcflb.    Comc]   se   puede

c]bservar,    tc)dos   lc)s   clones   (carriles   1   a   18)   presentan

una    mvllidad    electrcjfcJretica    menc]r    que    el    plasmido

parental       YRp7       (carril       19),       1c)      que       indica      que

cc)rrespc)nden    a    mcJlecu.1as    plasnidiales   de    mayc)r    tamafio

que    el    vectc]r    de    c)risen,     tal    ccJmc)   se    esperaba    para

estc]s  clc)nee  recombinant,es.
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Electroforesis:    Aiarosa   bajo   piinto  fusio'n

ExtracciD.n       CTAB

1'11'1111'

DNA       LIGASA      DE     T4

1

Plasmidos       recombir,antes

iiFTL|LI  I  I  I  i  TTLEL

5 -18  (b/

Figura   11:

Esquema        del        procedimientcJ        empleadc]       para        la
cc]nstrucci6n  de  una  genc]teca  de   J.   crassa  en  el   sitic]
Bamlll   del   plasmido  YRp7.
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Figura   12:

Blectrc]±oresis   en   gel   de   agarosa   de   los   productc]s   de
ligamientc]   tie   DHA   de    F.    crassa   e   YRp7.    El    plasmidc)
YRp7   1inearlzado  cc)n  BanHI   y   los  productos  cle  5-20   Kb
de    la   digesti6n   parcial    de    iF.    crassa   cc]n   la   misma
enzirm,   fueron  mezclados  y  tratadcJs  ccm  DNA  ligasa  de
T4.    Lc]s   pr`c)ductDs   de   la   reacci6n   fueron   sc)met.idos   a
electrc]I-oresis   en   gel   de   agarosa   al   0.7%:    1)   Cc)ntrol
YRp7    +    DNA    de    JF.     crassa    sin    ligar,     2)     DNA    de    .F.
crasse   ligado   a   YRp7,    3)    DNA   del    bacteri6fago   ^   +
Hi nd I I I .
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Tabla  8

Transformci6n  de  E.   colj  C600  ccJn  mezcla  de  llgado  de
genoteca  de  JF.   crassa  en  plasnido  YRp7.

A)   Experimentci   1.

DNA

YRp7
YRp74 . 1
YRp74 . 2
YRp74 . 3
YRp74 . 4
YRp74-. 5
YRp74 . 6
YRp74 . 7
YRp74 . 8
YRp74 . 9

H9  colonias/placa
LB-amp

0
156
386
324
471
395
380
338
313
430
404

a)   Expel`inentc)  2.

DNA
H9   cc)lc)nias/placa

LB-amp
0

:E:74.21           ?:?
YRp74. 22              402
YRp74. 23              387

:E5?::2g         :::
YRp74. 26              422
YRp74. 27              356

En  experimentcJs   1   y  2,

DNA
YRp74 .10
YRp74 .  11
YRp74 .  12
YRp74 .  13
YRp74.14
YRp74 . 15
YRp74.16
YRp74 .  17
YRp74 .18
YRp74.19
YRp74 . 20

DNA
YRp74 . 28
YRp74 . 29
YRp74 . 30
YRp7 4 ., 31
YRp74 . 32
YRp74 . 33
YRp74 . 34
YRp74 . 35

se  transf c]rm6

H9   colc)nias/placa
LB-amp

401
425
430
315
448
412
425
430
398
467
429

H9   cc]lcJnias/placa
LB-amp

386
398
425
392
457
439
416
343

E.   colj     C600     con   10
1a  mezcla   tie   ligadc)   (YRp74.1-35)ng  de-YRp7  y  con  50  ng  de   la  mezcJ.a   ae   I.|gauu   \I.[`ri-. I   u.

Despues    del  perioclo    de    expresi6n       todas    las    celulas
tr`atadas  con  lc]s    dil-erentes    tipc)s  de    plasmidos    I ueron
sembradas    en    nedio    selective.     En    el  caso  de  YRp7,   se
sembr6  una  alicuota  de  loo  Hl   d.e  celulas  tr`atadas.
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12      3     4      5      6      7     8       91011121314151617181920

Figl]ra   13:

Electrc]f c)resis   en   gel    de    agarc}sa   del    DNA   plasmidlal
de     18    clones    recombinantes    de     la    genc)teca    de     I.
crassa     en     el      plasmidc}     YRp7.      EI      DNA     plasmidial
purif icado  de   los  clones  recombinantes  fue  sc)netldc)  a
electr`c]fc]resis   en   gel    de   agarc)sa   al    0.7%:     1)    al    18)
DNA    de    clc)nee    recombinantes,     19)     YRp7,     20)     DNA    del
bacterio±agc)   ^   +   Hindlll.



El   resultadc]   de   un   analisis   de   restrlccl6n      del   DNA

plasnidial    de   algunc)s   clcJnes   recc)mbinantes   se   muestra

en     la      I igura      14.       TCJdos      lc)s     clc)nes     recc)mbinantes

presentan   rfes  de   un   fragnentc)  de   DNA   (carriles  2   a   12).

Todc]s   los   plasmidos   pc]seen   un   fragmentc]   BanHI   de   5.8   kb

(que   correspc]nde   al   vectc)r   YRp7)   y   uno  a  nfas   fl`agnentos

extras   de   DNA,   cuyo   ta]nafio  es  variable   y  cc)rrespc]nde   al

DNA  insertadc]  en  el  sitic)  BamHI  del   vector.

La    tabla    9     muestra    resultados    de    un    analisis    de

restricci6n   cc)n   Ba]nHI   del   DNA   plasmidial   de   30   clones

diferentes   en    lcJs    que    no    se    incluyen    los    10    clc)nes

mstrados   en   la   I igura   14.    El   analisis   del   tanafic)   de

lc]s    fragnentos    de    DHA    lnsertados    en    el    vector    YRp7,

indica     que     el     tamafio     pr`cJmedic]     de     insertos     en     la

genc)teca     ccJrrespcJnde  a  aproximadamente   10  kb.

4.3   Genoteca  en  VCp,1.

La   figura   15   ilustra   la   estrategia  utilizada  en   la

cc]nstr`ucci6n   de   una   gencJteca   de   JF.    Griasea   en   el   sitic)

Pstl  del  vectc]r  Vcpl.

El   sitic]   de   reconc]cimientc)   de   la   erizima   Pstl   en   el

vector  Vcpl   esta  en  el   gen  de  resistencia  a  ampicllina,

pc}r   lo  que   la   inserci6n  de   DHA  ex6genc]   inactiva  a  dicbo

gen,     dejando    como    marcadc)r    selectivo   al    gen    Jew.`..   del

plasmido.

80



81

Figura   14:

Electrof oresis   en   gel   de   agarosa   de   lc}s   productcis   de
dlgestl6n   cc]n   la   enzima   de   re§trlcci6n   BanHI.    EI   DHA
plasmidial   de   11   clones   recc)mbinantes  provenientes  de
la   genoteca   de   jJ.    crassa  en   YRp7   rue   tratadc]   cc]n   la
endc]nucleasa   de    restricci6n   BaHHI.    Los   productos   de
la   reacci6n   I-ueron   scJnetidos   a   electrc)I-oresis   en   gel
de     agarosa     al     0.7%:      1)     DNA    del     bacteric]fago     A     +
Hlndlll,     2)    YRp74.16.2,     3)    YRp74.16.6,    4)    YRp74.16.7,
5)      YRp74.16.8,       6)      YRp74.16.13,       7)      YRp74.16.15,       8)
YRp74.16.16,        9)       YRp74.16.17,        10)       YRp74.16.18,        11)
YRp74.16.19,12)    YRp74.16.20.



Tabla  9

Tamfic]s  moleculares  de  log  insertc]s  de  30  pla§midos
analizados  par  digesti6n  cc]n  BamHI.

plasnldo       Tanafio   (Hb)

::;Z.1           1:::,   5id
YR74.2                 9.6,    5.8
YR74.3                 5.8,    5.0,    2.1
YR74.4               10.3,    5.8
YR74..5                  7.7,    5.8,    3.9
YR74.6               13.5,    5.8
YR74.7               12.5,    5.8
YR74.8               15      ,    5.8
YR74.9                  9.1,    5.8
YR74.10               6.5,    5.8
YR74.11                8.6,    5.9
YR74.12            16.5,    5.7
YR74.13            14       ,    5.8
YR74.14            12.5,    5.8
YR74.15            10.5,    5.7

EI   DNA     plasmidial
mediante    digesti6n

plasmidc]        Tamafic]   (kb)

YR74.16           7.5,    5.9,    2.2
YR74.17            8.8,    5.8
YR74.18         12.7,    5.9
YR74.19         15      ,    5.7
YR74.20         17      ,    5.8
YR74.21         14.5,    5.8
YR74.22           7.2,    5.8
YR74.23         10.5,    5.8
YR74.24           5.8,    4.4
YR74.25           5.8,    2.3
YR74.26           9.2.    5.8
YR74.27         16      ,    5.8
YR74.28         13.5,    5.8
YR74.29         10      ,    5.7
YR74.30         12.5,    5.8

de  30  clc]nes  amp`-.tet9   fue  analizadc]
con  la    endc]nucleasa  de  restricci6n-.- _-_--_ _          ____ \J

BamHI  seguido  de  una  electro±oresis  en  gel  de  agarosa  al
O.7'/a  en  TBE   {ver   metodos,    secci6n  4.1).
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Oigestio'n     con    tstl

EcoR'

_ i I_

I

[!ectrotoresis..     AEaros8    bajo    punto   fusio'n

[xtraccic.n       CTAB

\
DNA       llGASA      D[     T4

I

P12smidos        lecombiriantgs

_"u.LJl-,,,,,,TlmJL

5  -'8   kb/
Figura   15:

Esquema       del       procedimiento       util izado       para       la
construcci6n  de  uDa  gehoteca  de  J.   crassa  en  el  sitlo
Pstl   del   plasmldo  Vcpl.



El        vectc]r       Vcpl ,         1 i nearizad.a       con       Pst I       y

desfosf c)rilado,     se    mezcl6    con    el    DNA    tie    Jeuros;purls

dlgerldc)     parcialmente     con     Pstl.      El      ligamientc}     de

fragmentc]s    se     bizo    cc]n    DNA     ligasa    de     T4     (Hetodos,

secci6n    9.1).     Cc]n    la    mezcla    de    ligadc]    se    procedi6    a

transf c]rmar    E.     coJj    C600,     c]bteniendc]se    8345    colc]nias

leu .....     De    estas,     250    cc)lc}nias    presentar-on    un    fenotipo

leu"-,    amp`-,    correspc)ndientes   a   clc)nes   cc]n   I)1asmidos   que

no   llevan  insertc)  de  DHA  de   JF.   crassa,   constituyendc]  un

3%  de  religaniento  del  vector.

Las     8095     colcJnias     recc)mbinantes     obtenidas,      se

distribuyeron   en   12   grupos   de   50   clc)nes,    15   grupc]s   de

loo    clc]nes    y    12    grupos    de    500    clones    en    tubas    de

a i mace nami ent c) .

El   anallsis  de   lcJs  clc)nes  recombinantes,   se   muestra

en  la  figura   16.      Se  observa  claramente  en  lc)s  carriles

2,   3,   4,   5,   7,   8,   y  9,   la  aparici6n  de  mtiltiples  bandas

de   I)NA,    lo   que   sugiere   la   pl`esencia   de   un   gran   ndmerc]

de   plasmidc]s     de  distintos  tamafios  en  cada   preparaci6n.

Se      guard6      el      I)NA      plasmidial       obtenido      en      este

experimento     cc]ngeladcJ     a     -2C)°C     para     ser     utilizadc]s

pc)steriormente    en    experimentos    de    transfc)rnaci6n    de
levadura.
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1         2         3       4        5        6        7         8        9         10

_ Origen

Figura   16:

Electrof oresis   en   gel    de   agarosa   del    DHA   plasmidial
de     7     grupos     de     loo     clc)nes     recombinantes     de     la
genc]teca    de    .F.     crassa   en    el    plasmidc)    Vcpl.     EI    DHA
plasmidial    puri±icado    de    cada    grupo    de    clc]nes    fue
§c)netldc)   a   electro±oresis   en   gel   de   agarosa   al   0.7%:
1)       pTS1.2.        2)       TIOO.1,        3)       TIOO.3,        4)       TIOO.5,        5)
TIOO.7,      6)      DHA     del     bacteri6fago     A     +     Hlndlll,      7)
TIOO.2,    8)    TIOO.4,    9)    T100.6,10)    Vcpl.



4.4   Genoteca  en  VCp2.1

La   I igura   17   muestra   el   prc)cedimientc]   utilizadc)   en

la    cc)nstrucci6n    de    una    genc)teca   de    jFeuras;polia   en   el

sitio       BamHI        del        vectc)r       VCp2.1.        El       sitio       de

recc]nc)cimiento   de    la   enzima   BamHI   en   el    vectcJr   VCp2.1,

se   encuentra   ubicadcJ   dentro   del   gen   de   resistencia   a

tetl`aciclina,     1o    que    hace    que    la    inserci6n    de    I)ItA

ex6geno  en  este  plasmido  inactive  a  dicbc]  gen.

Un   total    de    15   experimentc]s   de   transf ormaci6n   en

paralelo   ccJn   loo   ng   de   DNA,    dierc)n   cc]nc)   resultadc],    un

prc]medic)     de     600     colcJnias    pc]r    placa     (tabla     10).     Se

determin6   un   7%   de   religamiento   del   vectc]r,    despues   de

replicar   30C)   colonias  elegidas  al   azar  en  LB  ampicilina

y      I.a      tetraciclina      respectivamente.       Las      colc)nias
aparecidas   en   cada   placa   de   cultivc],    se   I`esuspendierc)n

en   medic)   de   cultivc]   y   se   guardaron   congeladas   a   -20.C

en   presencia   de   glicerc)1.    Se   prepar6   DHA   plasmidial   de

cada     grupo     de     clones     para     realizar     pc)steric]rmente

experinentc)s  de  +rans±'ormaci6n  de   levadura.
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DNA       LIGASA      DE     T4
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5 -18   kb/
Figura   17:

Esquem       clel       prc)cedimiento       utilizado       para       la
construcci6n  de  una  genoteca  de  j7.   crassa  en  el  sit.ic]
BamHI   del   plasmido   VCp2.1.                         -`



Tabla   10

Transfc]rmci6n  de   E.   cc}I±  C600  con  mezcla  de   ligado  de
genc]teca  de   jF.   crassa  en  plasmidc]  VCp2.1.

N9   cc]lc]nias/placa
DNA                      LB-amp

0
VCp2.1                 237
VC74.1                 593
VC74. 2                 627
VC74. 3                602
VC74. 4                639
VC74. 5                552
VC74. 6                 617
VC74. 7                688

DHA

VC74 . 8
VC74 . 9
VC74.10
VC74.11
VC74.12
VC74.13
VC74.14
VC74.15

H9  colonias/placa
LB-amp

C61ulas  cc]mpetentes  de  E.   coJj  fueron  transf c]rmadas  con
loo  ng  de   la     mezcla     de   ligado  c)  cc]n  10  ng  del   vector
VCp2.1.   Despues  del   periodc]  de  expresi6n,      1as  celulas
f uerc)n  cc)ncentradas     en     100  pl   y     luegc]    sembradas  en
media  selectivo.   En  el   ccJntrcJl     cc]n     VCp2.1,      se   sembr6
ulia  alicuc]ta  de   loo  prl  de  celulas  de  la  mezcla  de
t r`ans I c]rma c i 6 n .
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5.-Aislamlehtc)   de   secuencias   de   repllcacl6n   aut6nom   de

Eel)rcrepc]ra  crassa en  SBccharonyces  cerevlslae.

5.1   Alslamientc]  cle  secuenclas  a  partlr  de  genc)teca  en  Vcpl

Se   utiliz6    DNA   plasmldial    de    los   grupos   de   500   y

loo   clc)nes   de   la   genoteca   de   jJeuraspara   construida   en

el   vectc)r     Vcpl      para     transf ormar      la     cepa   Sc483   de

S.    ceretrJslae.    Los   resultados   de   dlcba   transformaci6n

se    muestran   en    la    tabla    11.    Bn   todos    lc)s   cases,    se

obtuvieron   2   tipos   de   traDsfc]rmantes   leu+'.    La   mayoria

cc)rrespc)nde    a    colonias    de    pequefio    tamafio    y    c}tras    en

menc]r   ntlmero,   presentan  un  tamaflc)  mayc)r.

Lc)s   tran§±ormntes   leu-'   c}btenidc)s,   se   replicaron  en

medio   SD-glucosa   s6lido   suplementado   cc)n   bistidina,    cc)n

el      c)bjeto     de      reseleccic)bar      a      los      transf c)rmantes

ver-daderc)s   de    aquellc)s   transf c)rmantes   abortivc)a.    Tc]dos

lc)s    transf ormntes    que     mantuviercm    su     capacidad    de

crecer   en   este   medic)   seleccivc),    I uerc)n   transferidos   a

medio     SD-glucosa     liquido     suplementadc)     con     histldina

para    nedir    la    tasa    de    crecimientc)    y    posteric)rneDte

purif icar  DNA  tc]tal  a  partir  de  ellos.
C,c}mc]   resultado   de   este   experimento,    se   c)bserv6   que

exlsten   di±erentes   tipos   de   transfc)mantes   en   relaci6n

a    la    velc)cidad   de    crecimieDtc)   en   el    medio    minima.    La

I igura    18   nuestra    las   caracteristlcas      de   algunc)s   d.e

1 os         trans± ormantes         anal izadc)s.          Un         grupo         de
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Tabla   11

Trans±c]rmci6n  de  S.   ceretrJsjae  Sc483  cc)n  DNA  de  genoteca
de  .F.   c7iassa  en  Vcpl.

______-----------------------.---------------------_-__
DNA                                                    Tipc]  de   transf ormante   leu-r.

::E33            Din                          Peq%efio                     Gragde
Sc483             YEpl3                                                                  978
Sc483             Vcpl                               15                                      7
Sc483            Genoteca                 599                               255______-----------------------------------_---_-____-_

Esferoplastos  de  la  cepa  Sc483  de  la  levadura,   fueron
transfol`mdc]s  con  1   ug  de   lc]s  plasmidc]s  YEpl3  y  Vcpl
re§pectivamente  y  con  5  ug  de  las  diferentes  mezclas  de
DNA  de   la  genc]teca  de   JF.   crasea.
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trans±c)rmantes,      representados     per     el     transf ornante

Sc5.30,    tlene   una   velocldad   de   creclmlento  similar  a   la

cepa   Sc483   creclda   en   medlo  SD-glucosa   suplementadc)   con

los   aminoacid.os   requerldos   par   dicba   cepa    {£1gura   18).

esto  es,    un   tlempc)   de   generacl6n  de   aprc]xlmadamente   3.5

boras.      Otrc)     grupo      (transfc)rmantes     Scl4.12,      Sc5.10,

Scl5.5,       Sc8.4,       etc),       presenta      una      velc}cidad      de

crecimlento     menc)r     que     el     control.      cc)n     tiempc)s     de

generaci6n   mayc)res   de   8   hc)rae   (figura   18).    De   becbc),    el

transformante    denominado   Sc5.10    presenta    un   tlempo   de

generacl6n  de  aprc)ximadamente   10  horas.

Dadc)      que       una      de       las      caracteri§tlcas      de       log

transf ormantes   de    levadura   que   pc)rtan   un   plasmido   cc)n

una     secuencia     de     replicaci6n     aut6nc)rna      (ARS)      es     el

aunentc)       del        tiempo       generaci c)nal ,        acompafiado       de

inestabilidad    mit6tica,     se    utiliz6    cc)mo    cr`iteric]    de

selecci6n     adicic)nal,      el      tlempc)     que      demoran     estc)s

trans±c)rmantes   en   dupllcarse.    La   Tabla   12,    muestra   lc}s

tiempc)s   de   duplicaci6n   de   algunc)   de   los   transf ornantes

de    levadura    analizados,     1o    que    permiti6    realizar    una

pc}steri c)r        selecci6n        de        lc)s        trans± c)rmantes        que

pc)siblemente      portaran      un      plasmidc)      de      repllcaci6n

aut6nc]m.

Posteric)rmente ,       de       todos       lc)s      trans± ormantes      de

levadura   seleccionadc)s,    se   purlf lc6   DHA   tc)tal   a   partir

de    lc)s    cultivc)s    en    medic)    SD-glucosa    liquidc).     EI     DNA

purlf icado    de     estc}s     transformantes    de     levadur`a,     se
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Tabla   12

Tiempc]s  de  duplicaci6n  de  transformantes  de  la  cepa  Sc483
de  la  levadura,   cc]n  plasmidos  bibridos.

_--------------------------------------.-----------------
TransformaDte
Sc483   (cc}ntrol)
Sc483-Yepl3
Sc5. 30
Scl4.12
Sc5.10
Sc8 . 4
Scl4.14
Scl5 . 5
Scl4.1

Tiempc]  de  duplicaci6n
3.5  boras
2.5   bcJr`as
3.5  boras
8. 0  bDras

10. 0   hcJras
12. 0   hc)fas
14. 0   bc]ras
15. 0   bc]ras
20. 0   bc]ras

Los  transfc]rmantes  de  levadura  fuerc]n  crecidas  en  medic)
ninimo   (SD-glucosa)   suplement.adc}  con  bistidina.   EI
crecimiento  se   deter`min6   ccJmo  aumentc)  de   la  D.0.g5c,
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utillz6   para   transfc}rmr   E.   coJj   C600   con  el   c]bJeto   de

rescatar   pla§midos   cle   aquellos   clcJnes   de   levadura   que

pc]rten  una  mc]lecula  de   DHA  extracrcmos6nicc].

En    una    serie    de    experimentos,     se    realizaron    50

transf ormcic)nes       de       E.        COJI       C600       con       DNA       de

transfc)rmntes    de     levadura.     En    cada    experlnento    se

utiliz6  ulia  preparaci6n  de  I)HA  de  levadura  dlferente.

En     c]tra     serle     de     experimentcJs,     se     realiz6     50

transformciones   de   E.    coJj   con   DITA   de   levadura,    pero

en  este   casci.   en  cada   experimento   de   transforraci6n  de

la  bacteria  se  utlliz6   una  nezcla  cle  DHA  proveniente  de

al   mencis  5   clc]nes  diferentes   de   levadura.   Pc]r   lo  tanto,

en     esta     serle,      se     anallzarcJn     Has     de     250     clones

di±erent,es  de  a.   cerevisjae.

Comc]   resultado   de   tal   experimentc)   se   seleccionaron

58      colonias      de      E.       colj      C600      1eu..'..       Tcidc]s      estos

transf ormntes   fuerc}n   analizadc)s   par   replica   en   nedio

ninino   suplementadcJ   cc)n   prolina,    treonina   o   leuclna   en

diferentes     combinacic)nes.      Adenas,      se     determin6      su

sensibilidad   al   antibi6t.icc)   anpicilina.    Posteriornente,

se    analiz6    la    presencia    de    DHA    plasnidial    de    todos

aquellos         clones    leu.+.,ampq`,      incapaces    de    crecer    en

medio   minimo   sin   prollna   ni    treonina.    I)e   estos,    s61o

uno   present6   DHA   plasnidial.    Este   clon   pertenecia   a   un

transformnte    de    E.     coil.    del    grupo    T14,     denoninado

ECT14.       EI      DNA      utilizadc)      en      este      experimento      de

transformci6n   prcJvino   de   un   transf ornante   de   levadura
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del   stock   14   de   la   genoteca   de   .F.    crassa,    denc)minadc)

Scl4.12   (ver   flgijra   18).

La  f igur`a   19,   muestra  el   resultadc]  del   anallsis  pc]r

electr`c]f cJresis     del     DHA     plasmidial     aisladcJ     del     clc]n

ECT14     de     E.      COJI     C600,      abora     denc)minadc)     Scpl4.      La

I igura      19-A,      muestra     el      I)HA     plasnidial     de     dlcbo

transf ormnte       I)btenido       mediante       la       t6cnica       de

mlnlpreparacl6n.     Ija    ±1gura    19-8    muestra    al    mism   I)HA

plasmidlal   despues  de  ser  digerldo  cc}n  Pstl.   Se   c]bserva

la    presencia    de    2    t>andas    de    DHA,    una    cc}rrespc]nde    al

vect,c)I   de   clc]nado   Vcpl    (5.5   Ib)   y   la   otra,    el   1nserto

de  3.5   kb.

El   fenotipc]   de   la   bacteria   portadora   del   plasmido,

cc]rrespc]nde    al    esper`ado.     AdeHfas,     1as    caracteristicas

del    plasmido   tambien   cc)rrespc)nden   a   lo   esperado.    Coma

prueba      adicional,    se   realiz6   una   retransformci6n   de
E.     coJj    C600    cc]n   el    DITA   plasnidial    recien   analizado.

Conc]    resultadci    de    dichc)    experimento,    se    encontr6    que

lc]s  trans±orrantes  mntienen  las  nlsnas  caracteristicas

del   clon   tJriginal   en   cuanto   a   fenotipo   y   en   cuanto   a

presencia  de  DHA  plasmidial.
Dado  que   el   plasmido  Scpl4   f ue   rescatadc]  en  E.   coJj

a   partir   del   Din   de   un   t,ransfor.Dante   de   levadur-a,    se

sugiere     que     dichcJ     plasmido     se     encc)ntraba     en     ±orma

extracronos6nica    en    la    levadura   y   par    lo   tanto   era

portador   de   una   secuencia   del   tipo   ARS   de   .F.    crassa.
Bajo     esas     condicic]nes,      el      plasmidcJ     Scpl4     deberia
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Figura   19:

Electro±c]resis   en   gel   de   agarosa   del    DNA   plasnidiai
del   trans±ormnte   Scl4.12   de   S.   cerevjsjae  rescatado
en   E.   call  C®00.
A:    DHA   sin   digerir   con   endc]nucleasas   de   restricci6n:
u   Scpl4,   2)   DHA  del   bacteri6fago   A   +   Hindlll.
a:      I)"A     plasmidial     diger`ido     cc}n     endonucleasas     de
restriccl6n:     1)    DHA   del   bacteri6£agc]   A   +   Hindlll,    2)
al    5)    Vcpl    +   Pstl,    6)    al    9)    pUC9   +   Sail,     10)    y    11)
SC,pl4   +   Pstl,    12)   I)HA  del   bacteri6fago   A   +   Hindlll.



transf ormar   a   leu.+      en  alta   I recuencia  a   la  cepa  Sc483

de     S.     ceretrjsjae.     En    la    tabla     13    se     muestra    el

resultadc]    de    exper`imentcJs    de    retransf cJrnaci6n    de    la

cepa   Sc483   de   la   levadura   ccJn   el   plasmido   Scpl4.    Tales

resultados   indican  que   la  transfc)rnaci6n  c]curre  en  baja

frecuencia.   La  determinaci6n  de   la  estabilidad  mit6tica

y     velc)cidad     de     crecimlentc)     de     los     transformant,es,

suglere  que  son  del  tipc]  de  integraci6n.

Experimentos   de   rescate   de   plasnidc)s   en   E.    coJ±   a

partir   del   DNA   de   transfcJrmantes   de   S.    ceretrjsjae   nc)
tuvieron   exito,    sugiriendo   la   cc)Ddici6n   integrada   del

DHA  plasmidial.

5.2   Aislamiento    de    secuencias    a    partir    de    gehoteca    en

VCp2 .  1

Los    resultadc)s    experimentales    antes     descritc]s

mc]tivaron   otrc)s   prc]cedimientc)s.    Para   ellc)   se   realizal`c)n

experimentc]s    de    transf c)rmaci6n    de     levadura    cc)n    Din

plasmidial   provenient.e   de   la   genoteca   de   JF.   Grassa     en

el   vectc]r   VCp2.1.   La  difel`elicia  de   esta   genoteca   radica

en   el   becbo   que   fue   construida   en   el   sitio   BamHI   del

vector     VCp2.1     con     fragmentos     de     DNA    de     JF.      crassa

generadc)s  pc)r  la  endonucleasa  de  restricci6n  Sau3AI.

Se      reali.zaron      experimentc]s   de   transfc]rmaci6n   de

S.     ceretrlsjae    cepa    Sc483     Cc)n    preparacicJnes     de     DNA

plasmidial   proveniente  de   los   15  grupc)s  de  clones  de  la
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Tabla   13

Retr`ans±.or`mci6n  de   S.   ceretrjsjae  cepa  Sc483  cc)n  DHA  del
plasmido  Scpl4.
______-------------------------------------------____-__-_
cepa                plasmido                       N9  de  transfornantes  leu+.

Sc483                                                                                             0
Sc483                  YBpl3                                                          1724
Sc483                  Vcpl                                                                17
Sc483                 Scpl4                                                           14______---------------------------------------------_____-_

Esferoplastos  de  la  cepa  Sc483  de  la  levadura  fuert]n
transformdc]s  con  1  ug  de  DNA  plasmidial.
Lc]s  transfc]rmntes  leu..',   fuercJn  seleccic]nadc]s  en
media  minimc]  suplementadc]  ccJn  bistidina.
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genoteca   (tabla   14).   Log  resultados  muestran  2  tlpos  de
trans±orlnantes   leu. :    unc)s   presentan   un   tamafio   reducidc)

y    correspc]nden   a    los    tr.ansf ormantes   abc)r`tlvos.    Otros,

de    myor    tamafio,     correspc)nden    a     los    transf ormantes

normles.     Estos    dltlmos    son     lc)s    que     pueden    crecer

cuando   se   replican   en   lnedic}s   SD-glucosa   sin   leuclna.    De

estc]s,    se   seleccic]naron   49   tr`ansformantes   en   un   primer

experimento.     En   un    segundo   experinentc),    se    obtuvlerc)n

resultadc)s     similares,      procediendo     a     seleccicinar     un

grupo   adicic)nal   de   55   transformantes   leu.+,    con   un  tc)tal

de     104     transfc}rmantes     leu ..-.     Finalmente,     fue    posible

dlsponer   de    161    transfc)rmantes    leu-    que    pudleran   ser

pc)rtadores  de  las  secuencias  buscadas.
Una    etapa    de    selecci6n    adicional,     conslsti6    en

determinar         la         estabilidad         mit6tica         de         lc)s

transf c)rmantes      en   medicJ   complete    (YEP-Glucosa)   y   medio

selectivc]   {SD-glucosa   +   bistidina).    Para   ellc)   se   creci6

cada   transf c)rmante   en   YEP   s61ido,     luegc)   las       cc)lc)nias

fueron     replicadas      en     el      mismcJ     medic)     y     en     medio

selective.    Cc]mc]   resultadc}   de   este   analisis   se   encontr6

que            96        transl-ormantes                     er`an                estables

nit6ticamente,    con   porcentajes   de   estat>ilidad   mit6tica

que   oscilarc]n   entre   el    96.5   al    99.4%.    El   restc)   de   lc)s

transformantes,      presentarc)n     niveles     de     estabilidad

mlt6tlca  que   vari6   entre  83  al   91.7   %.

A    los    8    clones   transfc)rmantes,    que    mc)straron   una

menc)r     establlldad     mit6tica     les     fue     deterninado     su
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Tabla   14

Trans±c)rmci6n  de   S.   ceretrJSJae  Sc483  ccm  DNA  prc)venieDte
de   la  genc]teca  de   iF.   crasea  en  VCp2.1.

______---------------------------------------___-_-_-
Tlpo  de   transfc)rmante   leu-r

cepa             DNA                           Pequefio                     GraDde

Sc483
Sc483          YEpl3
Sc483            VC,p2.1
Sc483          gent)teca

0
1072

8
163

___-----------------------.--------------------__--__-_

Es±eroplastos  de   la  cepa  Sc483  dLe   la   levadura,   I uerc)n
transf ormdos  con   1   ug  de   DNA  de   lc}s  plasmidc]s  YEpl3   y
VC,p2.1   respectivamente   c)  cc)n  5  ug  de   DNA  de   las  diferentes
mezclas  de   la  genc)teca.
El   resultado  correspc]nde  al   n9   de  transf ormantes  leu..
c]btenidos  del   tcJtal   de   los  experimentos  de  trans±c]rmaci6n
rea 1 i zados .
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tielnpc]    de    duplicaci6n    en    medio    selective.     Este    I ue

compal`adc]   a   la   cepa   Sc483   utilizada   cc)mo   cc)ntrc]1   y   a   2

clc)nee   trans±c]rmant,es    que    pertenecen   al    grupc)   de    los

estables      mit6ticamente.       La      tabla      15      muestr`a      el

resultado   de   este   analisls  e   indica   que   log   tiempc)s  de

duplicaci6n   son   similares   en   tc)dos   lc)s   transfc)mantes

estudiados.

Se   purif ic6   DHA   de   lcJs   8   transformantes   leu..I.   recien

analizadc]s  y  se   transf orm6   E.   coJj  C600  con  cada  una  de

las   preparaciones   de    DNA.    Se   plaque6    en   medic)   LB-amp

pc)r   un   ladc]   y   en   medicJ   minimo   HHPT-amp   pc)r   el   c]trc].    En

ningunc]      dLe       lc]s             experilrentcJs      se       lc]gr6       ctbtener

transf c]rmantes    de     la    bacteria,     para    resistencia    a

anpicilina  c]  para  prototrc)fia  para  leucina.
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Tabla   15

Tiempo  de  generacl6n  de  transf ormantes  de   la  cepa  SC483  de
S.   cerevJSJae  con  DNA  de  genoteca  de   I.   crassa  en  VCp2.1

-------------.---.------------------------------- _ _ _ _
Transformante

Sc483   (cc)ntrol)
YeT-5
YeT-19
YeT-32
YeT-41
YeT-44
YeT-67
YeT-69
YeT-70

Tpo  de  dupllcacl6n

3.5  hc)fas
4. 0   hc)rag
4.1   boras
3.8   hc]ras
3.5  boras
4.5  boras
4.6  boras
4.6  boras
4.4   bc]ras

El     tiempc)     de     dupllcaci6n  fue  determinado  mediante  el
creclmiento  de   los  transfc)rmantes  en  medio  minlmo
suplementado  con  bistidiDa.   El   crecimientc]  I ue   medido
cc]mo   el   aument,c)   de   la   D.0.a.e'..:h
El     contrc]l ,        que       cc]rresponde       a
sin       tr-ansf c]rmar ,           fue          crecidc]
suplementado  cc]n  leucina  e  hlstidina.

la       cepa       Sc483
en     nedio       ni nlmo
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®.-CLonado  Gel  gen  leul  dLe  EeurDspora  crassa  en  8.   coil.

6.1   Selecci6n  de  clones  leu-I-en  E.   coil

A   par-tir   de   la   genc)teca   de   jr.    crassa   en   YRp7,    se

alslarc]n   12   clc)nee   capaces   de   cr`ecer   en   media   minima.

Estos   clc)nee   se   replicaron   eD   medic)   minimc]   carente   de

leucina   y   suplementado   cc)n   ampicilina   pc]r   un   ladc}   y   en

media   LB   suplementadc}   con   tetraciclina   por`   otro.    Cc]mo

r`esultadc),    se   detect6   que   estcJs   presentan   un   fenc)tipo

(1eu+,amp'`,tet")   y   se   estudiarc)n  detalladamente,    usandc]

cc]mc)   parametros   la   presencia   y   tamafio   de   los   plasmidc]s

que    poseian   y    su    capacidad   de    retransfc)I`mar    E.     cozj

C6 0 0 .

Lc)s    clones    portadcJres    de    DHA   plasmidial    de    mayor

tanaficl   que   el   vector   fuercJn   utilizadc)s   en   experimfntos

de  retransfc]rmaci6n  de   E.   coJj  C600.

6.2   Retrans±ormaci6n   de   E.    coJj   C600   ccm   DNA   de   plasmidc)s

recc)mbinantes

Lc]s   plasmidos   aisladcJs   de   los   clc]nes   seleccic}nadc]s

se   denominarc)n   PLA.    La   Tabla   16   muestra   los   resultadc)s

de   un   experimento   de   retransf cJrmacl6D   de    j3..    cc7Jj   C600

con    el    DHA    plasmidial    de    lcJs.9    clc]nes    len.+-,amp`.`,tetti

seleccic]nadc)s.    Los    plasnidc)s   pLAl    y   pLA10    nc)    lt]grarc]n

retransformar   A.    coJj   a   leu+.,    pc]r   lo   cual   es   pc)sible



TABLA   16

TraDsf c)rmaci6n  de  E.   cojj  C600  con  DHA  de  clones  leu+

H9  de  traD§f c)mantes/ug  DHA

Bacteria                 plasnidc)

YRp7
Vcpl
PLAI
pLA3
pLA10
pLAll
pLA13
pLA21
pLA22
pLA30
pLA33

ampr                 tet'.                 leu+

000
6. Oxl05             6. Ox|05                0
6. Oxl08                   0                   1.Ox|0S
2. Oxl0=                   0                          0
3.3xl04                  0                 1.4x|04
1.4xl04                  0                         0
1.2xl04                  0                 5.5x|03
1. 5xl04
2 . Oxl04
2. Oxl04
1. 5xl 04
3. Oxl0S

3. 6xl0=
8 . 4 x 1 0 ==
1. 2xl 04
6 . 0 x 1 0 I-:
7 .  Oxlo.2

Celulas  cc]xpeteDtes  de  E.   cojl  C600  fueron  traDsf c]rmadas
ccm  DHA  de  los  plasmidos  que  se   iDdican.   El   prc}cedimientc]
seguido  para  la  trans±ol`maci6n  se  describe  en  Hetc]dc)s,
secci6D  12.1.   Lc}s  transfol`maDtes  fuerc)n  §eleccicmadc)6  en
lc]s  nedic]s  LB-amp,   LB-tet   y  HITT-amp.
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que     lc]s    clc)nee    qi)e     lc)    portaban    hayan    resultaclo    de

r`eversl6n    a    leu+.     Los    plasmldos,        pLA3,     pLAll,     pLA13,

pLA21,      pLA22,     pLA30     y    pLA33    pc}seen     la    capacldad    de

retransf ormar    a    E.     colJ    C600.     Para    prc)bar    sl    esta

capacidad   de   retransfc)rmar   se   mantenia,    se   purlfic6   DHA

plasmidial   de   lc)s   transf c)rmantes   de   cada   plasmldo   y   se

vc)lvi6    a   retransformar   a   E.    coJ]   C600,    c]bservando   que

lc)s     plasmidos    rescatados     mantenian    su     capacidad    de

transformar  a  la  bacteria.

6. 3   Analisls         electrofciretico          de          DHA          plasmidial

recombinante

La    I igura    20    muestr`a    un    analisis    electrc]f oretico

del       DNA      plasmidial      digerldc)      cc)n      BamH1.       Se      puede

apreciar     claramente     que     los     plasmldc]s    pLA3     y    pLA13

tienen   la   misma   mc]vilidad   electrc)fc]retica   (carriles   3   y

4).     En    lc)s    carriles    5,     6    y    7    de    la    ±1gura    20,     se

muestra   el    resultadc)   del    analisis   de   restricci6n   con

BamHI    de    los   3   plasmidos   cc)n   el    objetc]   de   detectar   la

presencia  de   inser`tc)  y  determinar  su  similitud.

Lc)s   plasmidc)s   pLA3   y   pLA13   sc)n   parecidc]s   ehtre   si,

amt>os      producen      al       menc)s      4       I ragmentc)s      BamHI       que

cc]rresponden   a   las   4   bandas   de   DNA   que   aparecen   en   los

carriles    6    y    7.     En    cada    casc),     el    tamafic]    de    dichc}s

fragmentc)s   es   9.5,    5.8,    2.2   y   0.75   kb   respectivamente.

La   banda   de   I)NA   que   migra   en  una   pc)sicl6n  equivalente   a
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12        3        4       5        6        7        8        9
-Origen
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_23.I
_9.4
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_4.4

=2..3

Figura   20:

Electrofc}resis   en   gel   de   agarosa   de   los   productc]s   de
digestion   con   la   enzima   de   restricci6n   BamHI   del   DNA
plasmldial    de    3   clc)nes    leu+.    de    E.    COJJ   C,600.    EI    DNA
plasmidial   purif icado   I ue   tratadc)  con  la  endonucleasa
de   restr`iccion   BamHI   y   lc)s   productc)s   de   la   reacci6n
I uerc]n   sc]metidc]s   a   electro±oresis   en   gel    de   agarosa
al    0.7%:     1)    YRp7,    2)    pLA1,    3)    pLA3,    4)    pLA13,    5)    pLA1
+    BamHI,     6)    pLA3    +    Barill    7)    pLA13    +   BamHI,     8    YRp7    +
BamHI,    9)   DNA   del   bacteri6fago   ^   +   HiDdlll.
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5.8   kb  cc)rrespDnde   al   vectc)r   YRp7   lineal   y  el   resto   de

las  bandas  correspc]nden  a  DHA  de   jr.   crassa.   El   plasmido

pLA1,    incapaz   de   transfc)rmar   a      E.   coJj   C600,    presenta

un      patr6n      de      I)andec)      diferente      a      lc]s      plasmidc]s

restantes,     1c]    que    esta    ccJnf irmando    el    hecbc)    que    nc)

retransfc]rme   a   leu..'~.

6.4   Analisis  de  restricci6n  de  pLA13

Dadc]   que   lcJs   plasmidc)s  que   retraDsf orman  a     E.   colJ

C600   a   leu..+.   sc}n   todc]s   iguales   ,    se   eligi6   a   pLA13   para

realizar   un   analisis   de   restricci6n   y   est,udic)s   mss   a

detallados.

La  figura  21,    indica  el   resultadc]  de  este  analisis.

La   digesti6n   de   este   plasmldcJ   con   la   enzima   BamHI   da   4

I-ragmentc)s.

El     analisis     cuantitativo     de     lci§     productc]s     de

digest.i6n        del         plasmidc]         pLA13        cc]n        di±erentes

endc}nucleasas    de    restricci6n    (figura    21).         determin6

que    este    plasmidcJ    tiene    un    tanafic]    prc]medic)    de    27    kb

(ver`    Tabla    17),     por    lc)    cual    se    puede    deducir    que    el

i nsert c]       de       DNA       de       FezJraspora      es       de       21       kb

aproxi madamente .
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Figura  21:

Electrc]fol`esis    en    gel    de    agarosa    lc)s    productos   de
digestion   del    plasmidc)   pLA13   cc]n   diferentes   enzimas
de  re§tricci6n.   EI   DNA  plasmidial   I ue  tratado  cc]n  las
endc)nucleasas   de    restricci6n   y   lc)s   prc]ductc)s   de    la
r`eacci6n   fuerc]n   sc]metidc)s   a   electr`c)foresis   en   gel   de
agarc]sa   al   0.7%:    1)   DHA   del   bact.eri6fago   ^   +   Hindlll,
2)    YRp7    sin    enzilna,     3)     pLA13    sin    enzima    4)    YRp7    +
Bahill,    5)   a   17)   pLA13:    5)   Bamlil,    6)   Hindlll,    7)   Pstl,
8)    Aval,    9)   Pvull,    10)   8g111,    11)   Sacl,    12)   Salt,    13)
Eec)RI,     14)Xbc]I,     15)     BstEII,      16)     YRp7    +    BstEII,     17)
DNA  del   bacteri6fagc)   ^  +  Hindlll.



log

Tabla   17

Tamafic]s  molecular-es  de  fragmentos  productc]s  de  digesti6n
del   pla§midc)  pLA13  con  eDdcJnucleasas  de  restricci6n.

EDzima                     Tamafios  noleculares   (kb)

Baml                  10,   5.8,   2.2,   0.7
Hindlll              12,    6.0,   3.8,1.9,1,9,1.8
Pstl                     11,    4.4,   4.0,    3.7.   2.7,1.2,    0.9
Aval                   5.8,    5.0,    3.5,    3.2,    2.2,    2.0,1.8,1.7,1.7,    0.9
Pvull              11.5,    9.0,    4.7,    2.5,
8g111              10.0,    6.i,    5.2,    3.6,    2.6
Salt                   6.3,    5.8,   5.5,   4.6,    3.7,1.1,1.0
Eec)RI                 9.0,    6.4,    5.6,    4.2,    2.1,1.3
Xbc]I                    9.5,    6.3,    6.0,    4.0,1.6,1.5

YRp7   +   BamHI   =   5.8

total   (kb)

El   plasmidc]  pLA13  fue  digeridcJ  cc]n   las  endc]nucleasas  de
restricci6n  indicadas  en  la  I igura  20  y  se  deternin6  lc]s
tamafic]s  moleculares  de   lc)s  prcJductcJs  de  digesti6n  mediante
electrc)ft]I`esis  en  gel   de  agarosa  al   0.7%  en  tamp6n  TEE.
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7.-Subclonaclc)  del   gen  leul.

Lc)s    productos    de    digesti6n    parcial    de    pLA13    cc]n

BamHI,    fuer`c]n   subclc]nados   en   el   mismo   sitic]   del   vectc]r

YRp7.      Los     clc]nes     recombinantes     c)btenidc)s     en     este

experimento  cc]mprenden     fragmentc]s  de  2.2,   9  y  9.5  kb.

Dos    tipc)s    de    subclones    estan    representadc]s    per:

pA65   que   es   pc]rtador   de   un   insertcJ   de   9   kb   y   YRp74.2

que  es  pc}rtadc]r  de  dc)s  fragmentos  de  8.8  y  0.75  kb.

El   resultadc)  de   un  analisis  de  restricci6n  de  tres

subclc]nes   pc]rtadores   del   fragmehto   Bamlll   de   2.2   kb   es

mc)stradc)  en  la  f igura  22.

Cuando  se  replicaron  cc)lc)nias  de  estos  subclones  en

diferentes   nedios   selectivc]s   tal   ccJmc)   LB-amp,    LB-tet   y

rmpT-amp,     s6lo    unc]    de     ellc]s     (YRp74.2)     fue    capaz    de

crecer   en   medic)   mininc}   carente   de   leucina   mostrando   un

fenc]tipo   leu.+-, amp`.. , tetffl.

La   capacidad   de   complementar   la   nutaci6n   leu86   por

el    plasmidc]   YRp74.2   esta   ilustrada   en   la      Tabla   18-A.

Se     puede     apl`eciar     que     el     dnico    plasmido     capaz     de

complementar    a    un    mutante    leu       ,     es    YRp74.2    el    cual

mantiene   su   capacidacl   de   complementar   a   leu..I-   a   traves

de    sucesivc)s    pasc)s    de    retransf or`maci6n,     prc)bablenente

debidc)  a   la  presencia  del   fragmento  BamHI   de  9.5  kb.

La   Tabla   18-a,   muestr`a   el   resultadc)  de   experimentc}s

de   retransf ormaci6n   de   E.    coJj   C600   cc)n   lc]s   plasnidos

pLA13   e   YRp74.2   que   pc)r`tan   la   funci6n  leu.+..
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Figura   22:

Electro±Dresis     en     gel      de      agarosa     de      plasmidos
subclc]nados    digeridc)s    con    la    eDzima    de    restricci6n
BamHI.    EI    DHA   plasmidial    purificado   fue   tratado   con
la   endonucleasa   de   restricci6D   Baml.II   y   los   prc)ductos
de   la   reacci6n   fueron   sc)netidc)s   a   electrc]±oresis   en
gel    de   agarc)sa   al    0.7%:     1)    DNA   del    bacter`i6fago   ^   +
Hindlll,     2)     YRp7    sin    digerir,     3)     YRp7    +    Bahill,     4)
pLA13.1   sin   digerir,    5)    pLA13.1   +   BamHI,    6)    PLA13.2   +
BamHI,    7)    pLA13.3   +   Bamlll.

lil



TABLA   18

A)   Transf c]rmaci6n  de   E.   coJj  C600  cc]n  DHA  de  plasmidc)s
su bc I oDado§ .

E9   de  tr`aDsformaDte/ug  de  I)HA

plasmidci

Vcpl
pLA13 .1
pLA13. 3
pA65
YRp74 . 2

LB  amp

0
> 1. Oxl0E.
7.1xl05
1. Oxl 05`
3 . 4xl04

>6. Oxl05

8)   TraD§f c]rnaci6n  de  E.   cojj  C600  cc)n  DHA  plasmidial  de
subclone§   1eu-+.

H9   de  transl-c]rmaDtes/ug  de  DHA

plasmidc]

YRp7
Vcpl

pLA13
YRp74 . 2

LB  amp

0
1. Oxl06
1. Oxl 0t=
2 . Oxl04
1 . 8 x 1 0 5.

HHPT   amp

0
0

1. Oxl05
7 .  0 x 1 0 .=3
1. 2xl0E`

Celulas  cc)mpeteDtes  de  E.   coJj  C600  fueron  transf ormadas  cc]mo
se  describe  eD  Metodc]s,   secci6n  12.1.   Despues  del  periodc]  de
expresi6n,   la§  celulas  tratadas  I-uercm  sembradas  eD  nedic}  ricc}
(LB)   y  en  medic)  ninimc)   (HPT)   sijplementado  cob  ampicilina.
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7.1   Elabc)raci6n  de  un  mapa  de  restricci6n  de  YRp74.2

El   analisis  de   restricci6n  del   plasmidc]     YRp74.2  es

nc]strado   en    la    I igura   23   y   la   tabla    19    muestra    lc]s

tamafios   mc]1eculares     de   lc)s   fragmentc]s   de   DNA   generados

come    productcJs    de    la    digesti6n    del    plasmidc)    YRp74.2

con   las     encic)nucleasas   de   restricci6n   utilizadas   en   la

I igura      23      y      con      c)tras      endc)nucleasas      adicic]nales

utilizadas    en    fcJrma    individual    a   en   ccJmbinacic]nes    de

ellas.

Estc]s     productc]s      permitiercJn      elaborar      el      mapa      de

restricci6n   cle   YRp74.2   que   se   muestr`a   en   la   figura   24-

A.    Comc]   se   c]bserva   en  esta   figura,   el   inserto   de   DNA  de

9.5     kb     de     jFeu]rospora     crassa     nc)     posee     sitic)     de

reconc]cimientcJ  para   la  endonucleasa  Ecc)RI.

Ademas  al   analizar   la   ubicaci6n  de   los  sitic]s  de   corte

para   las  endc]nucleasas  estudiadas.   no  se   c)bserva  ningdn

tipc]  de   repetici6n  del   patr6n  de   restricci6n  ya   sea   en

la  forma  dil`ecta  c)  invertida.

Dadc)    que    la    funci6n    que    complementa    la    mi]taci6n

leu86   de   la   bacteria   esta   presente   en   el   I ragmentc)   de

I)HA     que     lleva     el     plasmidc)     YRp74.2,      es     importante

determinar    cual    es   su    posici6n   dentro   de    61.     Pc]r    lc)

tantc)   fue   necesaric]   seguir   subclc)nandc]   dicbc)   fragnento

para  disminuir  su  tamafic].
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Figura  23:

Electroforesis   en   gel   de   agarc)sa   de   los   I)roductc)§   de
digesti6n   de   YRp74.2   con   enzimas   de   restl`icci6n.    EI
DHA   plasmidial   purif icadcJ   fue   tr`atado   con   dil-erentes
endonucleasas   de   restricci6n   y   lc)s   productos   de   la
reacci6n   fueron   sc)metidc]s   a   electrof c]resis   en   gel   de
agarosa  al   0.7°/*    1)   DNA  del   bacteri6fago   ^   +   Hindlll,
2)     ¥Rp7,      3)     YRp74.2,     4)     YRp7     +    Barml,      5)     al     18)
YRp74.2:     5)     Banlll,      6)     EccJRI,      7)8g111,      8)     Sail,     9)
Xhol,    10)    Ecc]RI   +   Xhc]I,    11)    Salt   +   Bahill,    12)    Ecc]RI   +
Sail,     13)     Hindlll    +    BamHI,     14)     EcoRI    +    Pvull,     15)
Sstl,      16.)     Aval,      17)     8g111,      18)Bell,      19)     I)HA     del
bacteri6fagc]  }  +  Hindlll.



Tabla   19

Tamafic)s  mc]1eculares  de   lc)s   fragmentc)s  prc)ductos  de
digesti6n  del   plasmidc]  YRp74.2  cc]n  difel`entes
endcJnucleasas  de  restricci6n.
-___-----_--------------------------------------------------------
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Enzim

BanHI
Xhol
Sail
Hl nd I I I
Pvu I I
88111
Pstl
EcoRI

Barml+Xbc]I
Baml+gal I
Barn I +Pvu I I
BanH I +Hi ndl I I
BaREI+Pstl
BaRE I +881 I I
Barn I +EcoR I
881 I I +Xbc, I
Bgl I I +Eec)R I
Ec oR I +Xbc) I
Eec)R I +gal I
Hi nd I I I +Pvu I I
Hi nd I I I +Ecc}R I
Pvu I I +Ecc}RI
Pvu I I +Xbc) I

Tamfio   (±b)
-____----_-----_-__-----------------.----------------
8.7,    5.8,    0.75
8.4,    3.2,    2.8,       0.9
5.9,    4.4,    1.8,       1.8,       0.9,    0.3

10.0,1.8,1.8,       0.65,    0.45
6.5,    4.3,    2.9,       1.25,
8.5,1.8,     1.8,       1.6,        1.2
7.4,    2.4,    2.3,       1.55,1.3

13.5,    1.45

5.8,    3.3   ,    2.9,       1.1,    0.9,       0.74,    0.4
5.5,    4.4   ,1.8,       0.9   ,    0.74,    0.74,    0.3,       0.3,    0.25
6.5,    4.1,1.7,       1.2   ,    0.74,    0.3
4.9,    4.5   ,1.8,       1.8    ,    0.74,    0.62,    0.4   ,    0.3
3.3,    3.3   ,    2.25,1.6   ,1.3   ,1.15,1.1,    0.74
5.0,    3.3   ,1.70,1.70,1.20,1.10,    0.74,    0.50
8.8,    4.35,1.45,    0.74,    0.3
5.9,    3.2   ,1.85,    1.50,1.30,    0.76,    0.52
8.1,1.8   ,1.8   ,     0.9    ,    0.9   ,    0.7'0,    0.65
5.3,    3.20,    2.8   ,    1.60,    1.40,    0.90
4.7,    3.90,1.8   ,1.7    ,1.40,    0.90,    0.52,    0.3
3.3,    2.9   ,    2.6   ,    1.8
9.4,1.8   ,1.8   ,    0.8
6.5,    2.9   ,    2.25,1.4
4.4,    3.2   ,    2.,9   ,1.8

1.6   ,    1.35,    0.64,    0.4
0.6   ,    0.4
1.25,    0.62
1.25,1.0    ,    0.2    ,    0.1

El  plasmidc]  YRp74.2  ±ue  digeridc]  cozi  las  endofiucleasas  de  restricci6n
que  se  iDdican  y  los  tanafic)s  moleculares  de  lc)s  prc)ductcis  I ueron
deternihados  mediante  electrofc)resis  eD  gel  de  agarosa  al   0.7%  en
tanp6n  TEE.
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8.-Subclonado  del   fragmento  BanHI   de  8.8  kb.

El     subclc]nadc]    del     fragmento    BamHI     de     8.8    kb    a

partlr   del   plasmldc]   YRp74.2,    se   realiz6   por      digesti6n

parcial    cc]n    la    endc]nucleasa   BamHI.    Luegc]   el    fragmentc)

de     14.6     kb    purificado,      rue     ligado    a    si     nism    y

utilizado  para  transformar  A.   COJJ  C600.

Comc)    resultadc],     se    cibtuvieron    721    colonias    amp``,

las   cuales   se   replicaron   en   LB   con   tetracicllna   y   en

medic]    minimc]    cc)n    ampicilina     (m[PT-axe).      Hingdn    clan

amp``   es  resistente  a  tetracicliha.   Ademas,   de   todas  lag

colonias   seleccionadas,    ninguna   tiene   la   capacidad   de

complenentar   la  nutaci6n   leu86   de   E.   coJj  C600  y  por   lo

tanto   scin   incapaces   de   crecer   en   nedic)   mlnimc)   carente

de  leucina.

Par`a   determinar   la   presencia   de   un   insertc]   de   Din

que   corresponda   al   fragmentc]   de   8.8   kb   en   estudio,    se

seleccic]narc]n       10   cc)1c)nlas   cc]n   fenc)tipo    leu ..-, anp'-,tetat

(denc}minadas      YR23.1      a      YR23.10)      de      las      cuales      se

extrajc)     DHA  plasmidial   y  se   analiz6   nediant.e   digesti6n

cc]n   la   endc]nucleasa   de   restricci6n   BamHI.    La   figura   25

indica   que   efeci:ivanente   dichcJ   fragmento  de   DHA  ha  sldc)

subclonadc).    Cc]mc]   se   observa      en   la   I igura   25    (carriles

2     al      11),      1c]s     10     plasmidos     analizados      (YRp23.1     a

YRp23.10)     presentan    2     bandas    de    DHA.     Una     de    ellas

cc]rresponde   al   vector   YRp7,    figura   25,    carril   12   y   la

c]tra     corresponde     al     fragmentc]    BanHI     de     8.8     kb    de
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1        2        3         4         5       6        7        8          9        10       11      12        13

_Ori9en

ktl

_23.I
_9.4
_6.5

_4.4

_2.3
_2.0

Figura   25;

Electro±oresis   en   gel   de   agarc)sa   de   lc]s   productos   de
digestlc)n   del    DNA   de    10   subclcmes   YRp23   obtenidos   a
partir   de   YRp74.2.    EI   DNA  plasmidlal   de   los  subclones
fue    tratado    con    BamHI    y    los    prcJductc]s    de    reacci6n
I uer`on   sc)metidc)s   a   el.ectrc)±oresis   en   gel    de   agarc)sa
al     0.7%:      1)     DNA    del     bacteri6fagc)    i    +    Hindlll,     2)
YRp23.1,       3J       YRp23.2,       4)       YRp23.3,       5)      YRp23.4,       6)
YRp23.5,         7)         YRp23. 6,         8)         YRp23. 7,         9)         YRp23. 8,
10)YRp23.9,         11)YRp23.10,        12)        YRp7,        13)        DNA       del
bacteri6fago   ^  +  Hindlll.



Jeurasprra.       Hlnguflo      de      los      clones      selecclohados

mntlene    la   capacldad   de    conplelrentar   a    leu+,     1ndlca

que    el    fragmento    BamHI    de    0.75    kb,     ausente    en    estc)s

plasnldos,   es  requerldo  para  expresar  la  funcl6n  leu..`'.

8.1   Retransformacl6n      de      E.       COJJ      C600      con      plasmidos

YRp23.1-10

Par`a   demostr`ar   que       estos   plasnidc]s   ho   pc)seen   la

secuencla   de   DNA   que   los   capaclta   para   complelnentar   a

leu.+,    se   realiz6   un   experimentc)   de   retransformacl6D   de

E.     COJJ    C600.     El     resultado    de    este    experlnento    se

muestra   en   la   tabla   20,    pudiendc)se   apreclar   claramente

que     nlngunc]    de     los     plasmldc]s     subclc]nados,      estc]    es,

YRp23.1    a    YRp23.10    transforma    la    bacter`ia    a     leu..',     c)

sea,       tc}dos      ellos       mantienen      sus      caracteristicas

iniciales,     dando    a     las    celulas    que     lcJs    portan    un

±enotipo   amp``,teta..    |eu..'  .

8.2   Elabc)raci6n     del      mapa     de     restr`icci6n     del      subclon

YRp23 . 2

Cc)n   el    objetc)   de   cc)mpletar   el    mapa   de   restricci6n

del   fragnento   de   DNA   de   Jr.    crassa   clc}nado,    se   realiz6

un  experinentc}  de   napeo   ccm  unc)   de   los  plasmidos  reclen

su bc 1 onados .

119



120

Tabla  20

Retransfc]rmci6n  de   j}.   COJI  C600   cc)n   DHA   de   sut>clones   leu..
(Plasmidc]s   YRp23.1   a   10).

plasnido

YRp7
VCp2 .  1
YRp23.1
YRp23 . 2
YRp23 . 3
YRp23 . 4
YRp23 . 5
YRp23 . 6
YRp23. 7
YRp23 . 8
YRp23 . 9
YRp23.10

Transfornantes/ug  DNA__--------------------------_
amp`-                 leu~                 tet '..

0
7 . 6 I 101'£,
5 . 5* 10t'
4.1*104.
2 .  7*10€`
5 . 9* 10E`
5 . 5* 105.
5. 9+104.
7.1*104
4 . 3* 10=`
2 .  9 I 1 0 `[J`
3 . 8 I 1 0 .'.'
6.1*104

0
5 .  2 * 1 0 tiLE.

5 `  6 I 1 0 ..=`

100  ul   de  celulas  competentes  I ueron  traDsf armadas  con  10
ng  de  DNA  plasmidial.   Despues  del   periodo  de   expresi6n.
1as  celulas  tr`atadas  fuerc)n  senbradas  en  los  medic)s
selectivos  respectlvos   (LB-amp,   LB-tet  o  "`PT-amp).
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La  I igura  26  muestra  el   resultadc)  de  uD  analisis  de

restricci6n   del   plasmido   YRp23.2   y   la   tabla   21   muestra

lc)s  tamfic]s  cle  dicbos  fragmentc]s.

De   acuerdo   a   estc]s   resultadc]s,        se   pudc)   elaborar   el

mpa    de    restriccl6n    dLel    fraglnento    ae    DHA    sut}clonadc]

(ver   figura   24-a,),    el   cual   coincide   en   las   pc)sicic)nes

de   la   myc}ria   de   log   sitios   de   reconcJcinientc)   de   las

endonucleasa§       de        restricci6n       empleadas.        Ademas,

permit,i6   ubicar   inequivocamente   algunos  sitic)s  de   cc]rte

cuya    pc]sici6n    en   el    mapa    presentaba    ciertc)    gradc)   de

anbiguedad.

9.-Subclc)nado  del   fragnento  BanHI-BglII  de  3.95  kb.

La    posici6n    del    segmenfro    de    DHA    que    retiene    la

capacidad   de   cc]mplementar   la   mutaci6n   leu86   de   E.    COZJ

C600,   ha  side  deterninada  en  el   mapa  de  restricci6n  que

se  muestra  en  la  I igura  24-A.

Al         anal i zar        detenidamente        dichc)        mapa        de

restl`icci6n,      se      deduce      que      existe      iln     sitio     de

recc]nocimientc)     par`a     la     endonucleasa     de     restricci6n

8g111   a      3.95      kb      de   un      extremo      del      fragmentc]   de

DHA     de     JF.      crassa.      Este     fragmento     BamHI~BglII,      es

portadc)I   del   sitic)   BamHI    interno,    y   pcJr   lc]   tanto,    del

fragmento    Bamlll     de    0.75    kb    que    es    importante    para

mantener     la     capacidad     de     cc)mplenentaci6n     de     leu-'...



Figur`a   26:

Blectro±c]resis   en   gel   de   agarosa   de   los   pl`oductc]s   de
digestion   de   YRp23.2   con   enzimas   de   restricci6n.    EI
DNA   plasmldial   de   YRp23.2   fue   tratadc)   con   diferentes
endc]nucleasas    de    restrici6n    y    los    prc)ductc)s    de    la
reacci6n  ±uerc)n  sc)metidc}s     a  electro±oresis  en  gel   de
agarc]sa   al   0.7%:    1)   DNA   del   bacteri6fago   ^   +   Hindlll,
2)    BanHI,    3)    Hindlll,    4)    Sail,    5)    Xbc]I,    6)    8g111,    7)
Pvull,    8)   BamHI   +   8g111,    9)    BamHI   +   Pstl,    10)    BamHI   +
Pvull,    11)    Sail   +   BcoRI,    12)    BanHI    +   Sail,    13)    8g111
+   Pvull,    14)   DNA  del   bacteri6fagc]   ^   +   Hihdlll.
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Tabla  21

Tamfic)s  moleculares  de   log  prc)ductc)s  de  digesti6n  del
plasmido     YRp23.2     con     diferentes    endc]nucleasas     de
restricci6n.
____--------------------------------------------------------------_---
Enzlrm                                                Tamfio     (±b)____--------------------------------------------------_-_-
BaHI
88111
Hindl I I
Pvu I I
Sail
Xhol
BarmI+8g1II
Barfu I +Pst I
Barfu I +Pvu I I
Ban I +Sa I I
8g1 I I +Pvu I I
Sa I I +EcciR I

1.8    ,1.8    ,1.6    ,1.1
1.8   ,    0.68,    0.44
4.3   ,    2.2    ,    1.2
4.4    ,1.8   ,1.0    ,    0.9   ,    0.3

'    3.2   '    2.8   ,    0.9
'    3.3   ,

3.3   ,
'     4.1,

I     4.4    '
I     2.15'

3.8   '

1,7    ,1.6    ,1.1,
2.0    '     1.6    ,1.3    '
1.7    '     1.2    ,    0.5    ,
1.7    ,     0.9    ,     0.72,
1.8    ,1.7    ,1.4    ,
1.7    '     1.4    I     1.0    ,

_____----------------------------------------------------------_-_-_-_

El   plasmido  YRp23.2   £ue  digerldo  cc)a  las  endoDucleasas  de  restricci6h
que  se   indican.   Lcis  tamafios  moleculares  de   los  prctductos  I ueron
determiDados  pcir  electr`c}fc)resis  en  gel   de   agarctsa  al   0.7%  eD  TEE.
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Aderfes   existe   Dtrci   sitlc)   8g111      en   el   fragnento   de   DNA

de   levadura   del   vector   YRp7.    De   acuerdo   a   1o   anterior,

se   procedi6    a   subclonar   dlcbcJ   segmeDtc]   de   3.95   kb   de

.Feurospora,     digiriendc]    al    plasmidc]    YRp74.2    con   8g111,

purificandc]   el    fl`agmentc]   de   8.5   kb   y   transfc)rmando   E.

coJj  C600  cc]n  la  nezcla  de  llgado.

Se      obtuvierDn     253      cc)lc}nias     transfc)mantes.      Se

seleccic]naron      loo     cc)lcmias     para     analizar     mediante

replica   de    placa    en   LB-tet    y   MHPT-amp.        Tc)das   ellas

presentaron      un      fenc}tipo      leu.+,ampr,tetqu.       Luego,       se

seleccion6    20    cc]lc)nias    para    realizar    i].n    estudic}    mss

detalladc].     Para    estc),     se    purif ic6    DHA    plasmidial    d.e

cada   una   de   ellas   y   se   anal.iz6   mediante   digestion   cc)n

BamHI,    seguidc]   de   electrofc)resis   en   gel   de   agarosa.    El

analisis     electrc]±c]ret,ice     indica     que     los     20     clcines

analizadc)s   poseen   el   fragmentcJ   pieza   de   DNA   de   0.75   kb

y    otra    de    7.7    kb    que    ccJrresponde    al    tamafic)    esperadc)

segdn  el  mapa  de  la  I igura  24-A.

9.1   Elabc)raci6n  del   mapa  de   I`estricci6n  del   subclon  BPG6

Pc]steriormente ,        se       realiz6       un       anal isis       de

restricci6n    del    DNA    plasmidial    de    2    clc)nes,     cc]n    el

c]bjetc]   de   deterninar   si   efectivanente   corresponden   al

subclon   esperado.    CDmo   se   puede   I)bservar   en   la   f igura

27,     el    patr6n    de    restricci6n    de    ambcJs    plasmidc]s    es

similar,       indicando      la      c]btenci6n     del      subclon.       La



Figura  27:

Electrc)for`esis   en   gel   de   agarc)sa   de   los   pr`c)ductos   de
digesti6n   del    DHA   de   los   subclones   BPG6   y   BPG72.    EI
DHA       plasnidial        rue        tratado        con        diferent,es
endc]nucleasas   de   restricci6n   y   los   productos   de   la
r`eacci6n   I ueroh   sc]metidc)s   a   electrofor`esls   en   gel   de
agarosa   al   0.7%:    1)   DHA  del   bacteri6fagc]   i   +   Hindlll,
2)    al    9)    BPG6:    2)    8g111,    3)    Xhc]I,    4)    Pvull,    5)    Sall,
6)     Hindlll,     7)     BanHI     +    8g111,     8)Bamll    +    Salt,     9)
BamHI    +   Xbol,     10)    DHA   del    bacterl6fago    A   +   Hindlll,
11)    al    19)    BPG72:     11)    8g111,     12)    XhcJI,    13)    Pvull,     14)
Sail,     15)     Hindlll,     16)     BamHI    +    8g111,     17)     BanHI     +
Sail,     18)    BanHI    +   Xbol,     19)    BamHI    +   Hindlll,    20   DNA
del   bacteri6fago  }  +  Hindlll.
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dllgestl6n   cc)n   la   enzlm   8g111    (flgura   27,    carrlles   2   y

11)     da    coma    prc)ducto     una     banda     de     DNA     lineal     cuyo

tamfio    cc)rresponde    a    8.5    kb.     El    mlsmo    resultado    se

c)btlene    con    la    enzim    Xhc)I     (I lgura   27,    carrlles   3   y

12).     La    enzlm    Hlndlll     no    corta    a    ambos    plasmldos

(±igura   27,    carriles   6   y   15)    1o   que   es   esperable.   pues

el   sitio  de   recc}nc)cimlento  para   dlcba  enzlm  esta   fuera

del  segaento  subclonado,   ver  I igura  24.

EI    DNA    del    plasmido    BPG6    I ue    tratado    cc)n    otras

endonucleasas   de   restrlccl6n   adlcionales,    para   probar

que    se    dlspc)ne    del    subclon    propuesto.     La    I lgura    28

muestra    dlchos    resultadcJs.     Cc)mo    se    esperaba    para    la

cc]nstruccl6n    de     un    subclc}n    con    el     fragnento    Barml-

8g111,    este   plasmido   no   tiene   sitic)s   de   reconc]cimiento

para   las   endonucleasas   de   restricci6n   Bell,    Clal,    Kpnl

y      Xbal.       AdeHfas      pernitl6      ublcar      en      el      mpa      de

restricci6n   el   sitlc]   de

Sinal    (figura  24-C).

reconoclmiento   para   la   enzira

Al      realizar   el   subclc)nado   con   la   endonucleasa   de

restrlcci6n   8g111,    se   provcJc6   una   deleci6n   del   plasnido

c}riglnal,      perdiendc)se      secuencias      tanto     del      vector

(YRp7)    come   del    inserto   de   I)IBA   de   Ipeurcepora,    1o   cual

es   denostrado   per   la   desaparici6n   de   todcJs   log   sltic)s

Hindlll     (flgura    27,     carril    6),     del    sitio    Clal     (ver

I lgura      28,       carril      4)       y      de      algunos      sitic}s      de

reconocimiento   de   otras   enzimas   tales   come   Ecc}RI,    Pstl,

Pvull,   Xhol,   Salt    (figuras  27   y  28).
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Figura  28:

Electro±c]resls   en   gel   de   agarosa   de   los   prc)ductc)s   de
dlgestl6n   del   DHA   del   subclon   BPG6.    EI   DItA   plasmidlal
I ue   tratado   cc)n   dlferentes   enziras   de   restrlcci6n   y
lc]s     productc)s     de     la     reaccl6n     fueron     sc]metidos    a
electroforesis   en   gel   de   agarosa   al   0.7°/.:    0   DItA   de|
bacteri6fago   A   +   Hindlll,    2)   Barml.    3)   Bell,    4)   Clal,
5)     Kpnl,     6)     Sml,     7)     Xbal,     8)     Aval,     9)     8g111,     10)
EcoRI    +   Aval,     11)    Eec)RI    +   Clal,     12)    Ecc}RI    +   Bell,     13)
EcoRI   +  Sml,    14)   DHA  del   bacteri6fago   ^   +   Hindlll.



10.-Reconstruccl6n  del   vector   YRp7  en  el   subclon  BPG6.

La    construccl6n    del    subclon    BPG6    requlrl6    de    la

delecl6n   de    un   segmento   cle    1.1    kb   del    DNA   del    vector`,

pc)r   lo   cual      I ue   necesarlc)   reconstltuir   dicho   segmentc).

Para      estct,       se      digirl6      el      vectc]r      YRp7      cc)n      las

endc)nucleasas    de    restr`1cci6n    BamHI    y    8g111     en    form

simultanea.    Los   prc)ductos  de   digesti6n   se   separaron  per-

electrc]fc)resis    en    gel     de    agar-osa    de     baJo    puntc)    de

fusl6n.     La    banda   de   DNA   de    1.1   kb   se   extrajc)   del    gel

medlante    la   tecnica   de   CTAB.    Pc)steriormente   se   nezcl6

dicho   fragnento   con  el   plasmido   BPG6   11nearizadc]  con   la

endc)nucleasa     de     restriccl6n     8g111     y    se     lig6     ambas

mc)leculas   mediante   la   acci6n   de   la   enzima   DNA   ligasa   de

T4.    Con   la   mezcla   de   llgado   se   trans±ormo    ,a.    COJJ   C600

y    se    seleccion6    a    lc)s    tran§±c]r`mantes    en    nedlo    minimo

carente  de   leucina  y  suplementado  cc)n  ampicilina.

C,omo        resultado,        se       c)btuvierc)n        127        colonias

trarisf c}rnantes,    de   lag   cuales,   se   replicaron   100   clc]nes

en      medic)      LB-tet,       LB-amp      y      MMPT-amp,       todos      ellc}s

mctstrarc)n      un      fenotipc}      leu..`,       amp`,       tett`;'.       Luegc)      se

seleccic}naron   30   clones   recc)mbinantes   a    los   cuales   se

les   extrajc]   el    DHA   plasnidial    para   ser   analizado   con

endonucleasas   de   restricci6n   y   deter-minar   la   presencia

y   orientaci6n   del   fragmentc}   de   1.1   kb.    insertadc]   en   el

sitlo  8g111   del   plasmido  BPG6.
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En    la    I igura    29,     se    muestra   el    r`esultado    de    un

anallsis   del   DNA   plasmidlal   de   8   clones   seleccic)nadc)s   a

partlr    de     los    experlmentc)a    antes    mencic)nadc)s    y    que

tienen   la   c)rientacl6n   correcta   del   ±raglnentc}   de   DNA   de

1.1    kb.    EI    DNA   plasnldial    de    lc)s   clc)nes   6spll,    6spl7,

6sp21,    6sp35,    6sp44,    6sp72,    6sp76   y   6sp81    fue   tratado

s6lc)    cc]n    la    endc)nucleasa    de    restrlcci6n    BamHI,     c)    con

las    endc}nucleasas    de    restrlcci6n    BanHI    mas    8g111    en

conjuntct.       Lc)s   productos   de   digestl6D   fueron   separados

nediante   electrc)foresis   en   gel    de   agarosa.    La    I igura

29,   carriles  2  al   9,   muestra   los  productc]s  de  dlgesti6n

de     lc]s     plasmidos     con     la     enzlma     BamHI.      Todos     los

plasmldc]s    (exceptc]   el    que    se    muestra   en   el    carril    2)

ban     iDcrementado     el      tamafic)     de      la     banda     mayc)r     en

aprc)ximadamente   1.1   kt)   en   relacl6n   al   plasmido   pareDtal

(BPG6).       Lc)s      plasmidos      c)btenidcJs      ±ueron      denominados

YRp6.11,         YRp6.17,        YRp6.72,        etc).               La       dlgesti6n

simultanea   con   Banlll   y   8g111    (figura   29,    carriles   10   al

17)   pl-oduce   3   bandas,    una   de   las   cuales,    la   lntermedia,

alcanza    a    4.3    kb.    Ellc)    indica   que    la    orientaci6n   del

fragmento   BglII-BamHI    de   1.1   kb   del   vector   es   cc}rrecta

en  el   plasmido.

El    hechc)    que     los    clones                 portadores            del

plasmido    BPG6,     asi     cc)mc}    Bus    derivados    pc)rtadc)res    del

vector        (YRp7)    recc)nstltuidc),     tienen    la    capacidad    de

crecer   en   medic)   ninimc)   carente   de    leucina,     indica   que

nc)   hay   algtin   ef ecto  en   la   expresi6n  del   gen   jeuJ   debldo

12e
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Figura  29:

Electrofc)resis   en   gel   de   agarc)sa   de   los   prcJductc)s   de
digesti6n   del   DNA   de   8   clc]nes   6SP.    EI   DNA   plasmidial
fue   tratado   cc)n   la   endc]nucleasa   BanHI   c]   cc]n   BamHI    +
8g111   y   lc]s  productos  de   la  reacci6n  fueron  sometidc]s
a   electrofc)r`esis   en   gel    de   agarosa   al    0.7%:     1)    DNA
del   bacteri6fagc)   ^   +   Hindlll,    2)   al   9)   digesti6n  cc]n
Bahill   de:    2)   6Spll,    3)   6Spl7,    4)   6Sp21,    5)   6Sp35,    6)
6Sp44,      7)      6Sp72,      8)6Sp76,      9)      6Sp81,      10)      al      17)
digesti6n   cc]n   Barill   +   8g111   de:    10)   6Spll,    11)   6Spl7,
12)     6Sp21,      13)     6Sp35,      14)     6Sp44,      15)      6Sp72,      16)
6Sp76,      17)      6Sp81,      18)      DNA     del     bacteri6I-agc)     ^     +
Hindl I I .
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a   la   presencia   o  ausencia   de   dicbo   fragnentc).    La   tabla

22       muestra       i c]s       resu ltadcJs       de       experi mentc]s       de

retransformaci6n    de     .E..     cc}Jj    C600    cc]n    los    plasmidc]s

portadores  del   gen   Jeuf  de   .F.   crassa.   En  esta   tabla  se
incluye  uno  de   los  plasmidos  reccJnstituidc)s   (YRp6.72).

11   Pruebas  de  Hibridaci6n.

11.1   Hibridaci6n  de  DNA  de   jF.   crassa  al   plasmldc]  YRp74.2

Con   el   c)bjeto   de   probar   que   el   fragmentc]   de   DNA   de

9.5   kb   clonadc]   en   el   plasmido   YRp74.2   y   pc]seedor   de   la

capacidad   de   cc]mplementar   la   mutaci6n   leu86   de   E.    colj

C600,     pertenece    a    JFezJraspora    crassa,     se    realizaron

experimentc]s  de  hibridaci6n.

En   la   f igura   30,    se   muestra   el   resultadc]   de   estos

experimentc]s      utilizandc]   coma   sonda   radioactiva,DNA  del

plasnido     YRp74.2     narcado     con     :Slap.      Tales     resultadc)s

indican   que   los   fragmentos   BamHI   de   8.8   y   0.75   kb   del

plasmidc)      YRp74.2   estan   presente   en   el      DNA  gen6micc]   de

Jeuraspora,     ho    asi     la    secuencia    relacicJnada    con    el

vector   YRp7.
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Tabla  22

Transformaci6n  de   E.coJj  C600  cc]n  YRp74.2  y  su§  derivadc]s.

Trans±-ornantes/ug   DRTA

Cepa
C600
C600
C600
C600
C600
C600
C600
C600

plasmido

YRp7
VCp3.1
YRp74 . 2
YRp23 . 2
pA65
BPG6
YRp6 . 72

amp``                  1eu'+.                  tet '`
000

7.2*10€`                  0                  5.8*|oS
5.  5*10{..;.`           4.  6*|o.E;;
4.  5*10.E`           4.  2*|o.ttLs
3.1*104                  0
2.  6*10.`.=`                       0
8.7*104          1.1*10£`
2.  3*10L=.          3.  7*10J£.`

5.1*105

loo  ul   de  celulas  cc]mpetentes,   fueron  transfc)rmadas  cc]n  50
ng  de   DNA     plasmidial.   Luego  de  transcurridcJ  el   per`ic]do  de
expresi6n,   se  sembr6     alicuotas  de  100  ul  de  las  celulas
tratadas  en  lc)s  medic)a  de  selecci6D  respectivc]s   (LB-amp,
LB-tet   a   MMPT-amp).
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Figura  30:

Autoradlograf i a       de       una       blbrldacl6D       del       I)HA
croms6mlca    de    J.     crassa    col    el    DHA    plasuldlal
mrcado   col   la2P-al    dATP.    EI   DHA   croms6ulco   de   Jr.
crassa  y  el   plasmldo   YRp74.2   fuercm   tratados  con
eDzlna    de    restrlccl6D    BamHI.     Log    productos    de
reacci6n  fueron  sonetldos  a  electrof oresls  en  gel
agarosa    al     0.7%    y    transferldos    a    un    pepel
Dltrocelulosa   nedlante   la   tecnlca   de   SoutherD.   Para
la  hlbrldLacl6a.   se  utlllz6  com  sonda  radloactlva  al
plasnldo  YEp74.2  mrcado  coo  a=P:   1}   DHA  de  I.   crassa
+  Bamlll,   2)   YRp74.2   +  EfaHI.
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11.2   Hibridaci6n  de  DNA  de   iF.   crassa  al   subclcJn  BPG6.

Para   determinar   que   tcJdc]s   los   subclcJnes   llevan   DHA

cromos6micc}   de   .ITeurospora  y   que   estan   relacionadcJs,    se

realiz6   una  bibridaci6n  DNA:DNA.

La   figura   31,      nuestra   el   resultadc]   de   un  a.nalisis

de   hibridaci6n   de   DNA   gen6micc]   de   .ITeurospozia   (carriles

1    y    2),        de    lc)s    plasmidc]s    YRp74.2     (carriles    3    y   4),

YRp23.2    (car`riles   5   y   6)   y   BPG6    (carriles   7   y   8)   cuandcJ

se    utiliza    comc]    scJnda    radioactiva    al    plasmido    BPG6.

Cc]mc]       se        esperaba ,         tc]dos        1 os       pl asmi dc]s        estan

relacionados   entre    si    y   cada   unc]   de   ellcJs   posee    una

secuencia    de    DNA    que    pertenece    a    .ITeurc}spoLria.     Cc)mdn    a

tc]dc)s    ellos    es    la    pr`esencia    de    la    banda    de    DNA    de

tamafio    mlecular    de    0.75    kb,     ausente    en    el    plasmido

YRp23. 2       que       corre§pc]nde       al       subclon       incapaz       de

cc]mplementar   a   leu   "...

12. -Transformaci6n  genetica  de  Jreuraspora  crassa.

En   lc)s  experimentc)s  de   transfc)rmaci6n  se   utiliz6   la

cepa   mutante   leul-.-       de    iITeuraspora      cc)mo   receptora   de

DNA  plasmidlal.

Cc]mo     resultadcJs    se     cJbtuviercJn    27     transfc]rmantes

leu.+      de      lc]s     cuales      15      resultaron     abortivc]s.       La

frecuencia   se   calcula   a   partir   de   los   transformantes
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Figur`a   31:

Autoradlografia    de    uaa    hibrldaci6n    de    DHA    de    jF.
cziassa   y   DHA   plasmidlal   con   DHA   plasmidlal   de   BPG6
Ii)arcade    con     13=P-tzl      dATP.      EI     DHA    cromos6mico    de
iFTez7rospara  y  de  log  plasnidos  YRp74.2,   YRp23.2  y  BPG6
fue    tratado   ccm    Bamlll    c]    cob    Bamlll    +   8g111    y    los
productos     de      la     reacci6D     fuercm     sometidos     a
electr.oforesls  eD  gel   de  agal`osa  al   0.7%.   EI   DHA  fue
luego     transferido    a    un    papel    de    nitrocelulosa
redlaDte  la  tecnica  de  Southern.   Para  la  Libridaci6D
se   utlliz6   collio   sonda   radioactlva   al   plasmido   B|]G6
Inarcado  con  Sap:    1)   I)FA  de   I.    crassa  +   BamHI,    2)   DHA
de   iF.    crassa  +   BamHI   +   8g111.   3)   YRp74.2   +   fain[II,    4)
YRp74.2    +    farill    +    8g111,     5)     ¥Bp23.2    +    famHI,     6)
YRp23.2   +   famlll    +   8g111,    7)    BPG6   +   BamHI,    8)    BPG6   +
faml  +  88111.



estables     en     aprc]ximadamente     15     transfc}rmntes/ug    de

DNA.

13. -Analisis  de  lc)s  transformantes  de  lifeurcrspora  crassa.

Cc]n     el      obJeto     de     determinar      la     presencla     de

secuencias       del        DNA       plasmidlal       donador       en       los

transformantes      leu...      de      Jeuraspafa,      se     reallzaron

experlmentos       de       hibrldacl6n       DNA       plasmldial:        DNA

c r c] mos6 ni co .

La   I-1gura   32   muestra  el   resultadc)  de   la   hibridaci6n

del    DHA    de    lc)s    transfcJrmantes   cuando   se    utiliza    coma

sonda     blc)tlnllada    al     plasnido    YRp74.2.     De     12    clones

transf c]rmantes      analizados,       3      presentan      bal}das      de

hlbrldaci6n   claras.    La   banda   de   1.45   kb   e§   lnteresante

ya   que   corresponde   al   fragmento   EcoRI   del   vector   YRp7,

esta    banda    esta    presente    s61c)   en    los    transformantes

L74.2   y   L74.11.

Para     distingulr     a     que     tipo     de     transformantes

cc)rresponde      cada      uno      de      ellos,       se      reallz6      un

experlmento   de   hlbrldacl6n      con   el   Din   de   los   clones,

utillzando  coma  sonda   blotlnllada  DNA  del   vector  YRp7.

La   figura   331ndica   que   los   transfc}rmntes   L74.2   y

I.74.11      poseen      bandas     de      hlbrldacl6n     slmllares     al

experllrento   anter`1or,     mantenlendc)se   en   estos    la    banda

de   1.45   kb.   El   transformante   L74.7   al   lgual   que   la  cepa

huesped   utlllzada   coma   control   no   poseen   fragmentc]s   de

136
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1        2      3        4        5         6        7      8      9101112131415

Flgura  32:

Hibrldaci6n   del   DNA   de   lc)s   transformantes   leu`"   de   J.
criassa:      DNA     del      plasmido     Bpg6     marcado     cc)n     dATP
bic)tinllado.    EI   DNA   cromc)s6micc)   de   lc}s   transformantes
de      jreuraspcira     fue      tratado      con      la      enzima      de
restrlccl6n   Eec)RI   y   sc)metldo   a   electroforesls   en   gel
de   agarosa  al   0.7°/..    EI   DNA   fue   transferldo  a   un  papel
de    nltrocelulc]sa    e    hibrldado    cc]n    el    plasmido    BPG6
marcado   con   blotlna.     El    papel    de   nitrocelulosa    fue
reveladc}   y   fotograflado:    1)    DNA   del   plasmido   YRp74.2,
2)     DNA    leul   ,     3)    al     14)     DNA    de    transformante§:     3)
TL44.     4)    TL36,     5)    L32,    6)    L31,    7)    T72.2.    8)    T72.3,    9)
T22,10)     L74.7,llJ    L74.2,12)    L74.11,13)    TL23,14)
T57,    15)    DNA   del   plasmldo   BPG6.



Figura  33:

I]1brldacl6D    del    DFA    de    transformDtes    leu+    de    Jr.
crassa   cc)n    DNA    del    plasmido    YRp7    marcado    cc]n    dATP
bic)tinlladc}.      EI     DHA     de     los     transformantes     de     I.
crassa     f ue     dlgerldo     cob     EcoRI      7     so]netido     a
electroforesls  eD  gel   de  agarosa  al   0.7%.   EI   BEA  rue
transferldo   a    un   papel    de    nltrocelulosa    y    luego
blbrldado   con  el   plasmldo   YRp7   mrcado   con   blotlna:
1)   YEp74.2.   2)   I)HA  de   la  cepa   leul-,   3)   al   5)   I)HA  de
traDsfornaDtes:     3)    L74.2.     4)    L74.11.     5)    L74.7.     6)
YRp74 . 2 .
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DNA   con   bomolc]gia   con   YRp7.    Pc)slblemente   se   trate   de   un

transformante   pc)r   integracl6n   que   excluye   al   vector   o

bien  simplemente  de  un  revertante.



DISCUSI0N

Clonanientc]  de  DHA  de  Jreurospora  crassa.

Para   el   clc)neamientcJ   de   genes   de   .ITezjrc7spc]ra   czrassa,    se

ccJnstruy6      una     genc]teca      del      hc)ngo     en     tres     vectc]res

diferentes   de    Saccharonyces   cerevjsjae.        DCJs   d.e    estc]s,

ccJrrespcJnden  a   los     vectc]res  de   integraci6n  Vcpl   y   VCp2.1.

El   restante  corresponde  al     vector  de  replicaci6n  aut6nolna

YRp7   (Tscbumper   et  aJ,1980).

El      c)bjetivc]     de      las     genc]tecas     construidas     en     log

vectores  de   integraci6n   fue   aislar  y  clc]nar   ±`ragmentos  de

DNA   de   iITeurospora   crassa,    portadores   de   una   secuencia   de

r`eplicaci6n   aut6noma    (ARS)    que   sea   funcional   en   levadura.

El     disefio     experimental     se     bas6     en     el     bechoqueen

S.   cerevlsjae,    1as     secuencias  ARS  aumentan  la  frecuencia

de   transformaci6n   del   bc]ngcJ      cuandcJ      se   introducen   en   un

vectc]r   de   integraci6n    (Strubl    et   al,    1979;    Stincbcc]mb   et

az,     1980).     Ademas    lc]s    transfcJrmantes   obtenidcJs   cc]n   este

tipo     de     plasmido     presentan     inestabilidad     mit6tica     y

mei6tica       asc)ciada       a              un       incrementc}       del       tlempo

generacional.      Se      eligl6      el      gen     LEU2      comc]      marcador

seleccic]nable  debido  a  que  se  dispc]ne  de  cepas  de   levadura

portadc]ra§   de   dc)s   mutacic)ne§   en   dicbc)   gen    (1eu2un).    Tales

cepas     muestran     una     frecuencia   de   reversi6n   lnferic]r   a
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10--.I.`J.,    parametro   impc]rtante   de   tener   en   cuenta   cuando   se

trabaja  con  frecuencia§. de  transfc]rmaci6n  bajas.

Las    secuencias    del     transposon    Tyl,     responsables    de

aumelitar   la   frecuencia   de   transf ormaci6n  ccJn  plasmidos   de

integraci6n,   fuerc]n  eliminadas  mfdiante  la  cc)nstrucci6n  de

lc]s   vectc]res  de   integraci6n  portadores   del   gen  LEU2   de   S.

cerevjsjae.      La     frecuencia     de     transfc]rmaci 6n     a      leu.`..

cJbtenida    con    estos    pla§midcJs    es    de    aprc]ximadanente    10

transformantes/ug     de     DHA.      Estc]    esta    de     acuerdc]    a     lc]

esperadc]   par`a   un   vectc}r   de   esta   naturaleza    (Hicks   et   aJ,

1979).       De      becbc],       al      comparar      esta      frecuencia      de

transfc]rmaci6n   cc]n   la   obtenlda   con   el   plasmido   pTS1.2,    se

obser`va   que   los   vectc)res   construidos      a      partir   de   este

dltimc],   transfc]rman  aprc]ximadamente   10   veces  menc]s.

Cuando   se   compara   las   fl`ecuencias   de   transformaci6n   de

los    vectc]res    de    integraci6n    Vcpl,     VCp2.1    y    VCp2.2    con

aquellas  c]btenidas  cc]n  vectores  epis6micos  coma  YEpl3  a  un

vector  de   replicaci6n  aut6noma  cc}mo   VCp3.1,   se   observa  que

en  lc]s  primerc)s  la  ef iciencia  es  2  a  3  6rdenes  de  nagnitud

menc]r ,         cc]mpc]r`tandose        comc]        verdaderc)a        vect c]res        de

integracl6n.

Par   c)trc]   lade,    el    fragmentc]   pc)rtador   del    gen   4EZJ2   de

levadura    utilizado    en    estc]s    vectores,     ha    sufrido    una

alter`aci6n   de   una   secuencia   ubicada   entre   el   transpc)s6n

Tyl    y    un   gen   codificante    par    tRHA=.1t2.u    adyacente    a    i.B`Cr2

(Hartinez-Arias     et    aJ,      1984).     Esto    permite    una    mayc)r
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expr`esi6n   cle   este   gen,      ±`acilitando   el   crecimientc)   de   lc]s

transfc)rmante§  en  lc]s  medios  selectivcJs.

Lc]s   vectc]res   aqui   cc)nstruido§,    sc]n  ademas   pc]rtadores  de

lc)s    genes    de    resistencia    a    ampicilina    y    tetraciclina,

pc]seen    sitios     dnicc]s     de     reconc]cimientc]     de    enzimas    de

r`estricci6n   tales   cc)mc)   Pstl,    BamHI,    Sail,    Hindlll   etc,    1o

que  facilita  la   inserci6n  de  secuencias  de  DNA  beter6logas

y  su  posterior  selecci6n  en  E.   cojj.
Dado     que     en     Jreuraspora     czrassa    ncJ     existe     en     la

actualidad   vectores   cie   clonamiento   mc]1ecular,    pc)ri:adores

de    secuencias    de    DNA   cronos6micas   que    le    cc]nf ieran   una

replicaci6n   aut6ncJma   a   tales   plasmidc)s,    y   s61c]   se   dispc]ne

de   un   vectc]r   basado   en  un  plasmido   mitcJccJndrial    (Stobl   et

aJ,     1983),    se    ba   becbc)    necesario   aislar    secuencias   que

puedan  funcionar  cc]no  replicadc]res  para  la  cc)nstrucci6n  de

vectores   adecuados   a    las   necesidades   de    la   genetica   de

Heurtrspora.

En   atenci6n   a   lo   anteric)r,    en   el   presente   trabaJc)   se

intent6   clonar     y  aislar   tales  secuencias  ARS,   utilizandc]

a    la   levadura   coma   un   buesped   de   clonadc).    Para   ellc]   se

realizarc]n   experimentos   de   transfc)rmaci6n   de   levadul`a   cc]n

DNA    plasmiclial    proveniente    de    vectt]res    de    integraci6n,

portadores  de  segmentos  de  DHA  de  jF.   crassa.

Los      resu.1.tados      obtenidc)s      de      los      experimento§      de

t ransf ormac i 6 n        de         fficcjlaronyces,         u t i 1 i zando        DNA

prc]veniente   de   la   genoteca   de   iFT.   crassa  coDstruida   en   el
sitic]   Pstl   del   vectc)r   Vcpl,    mc)straron   la   pre§encia   de   2
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tipc]s  principales  de  transf ormantes.   Un  tipo  correspc]nde  a

lc)s   transfc)rmantes   pc]r    integraci6n,    que   son   colc]nias   de

mayc]r    tamficJ    y    muy    estables;     el    cJtrcJ    tlpo    presenta   un

tamfic)  de  cc)ionia  menc]r`  e   inestabilidad  mit6tica.

A   partir   de   DNA   del    dltimcJ   tipo   de   tran§forlnantes   de

levadura,    se      rescat6   un   plasnido   despues   d.e   transfc]rmar

E.   colj.    Este  plasmido  pc)seia  al   vector  Vcpl   cc]mpletc]  y  un

inserto      de   3.5   kb   de   DITA   de   jF.    crassa.    Este   resultado

sugiere         que     dicbo     plasmido     se     encc)ntraba    en    f orma

extracromos6nica   comc)   una   mlecula  circular   cerrada   en   la

levadura,     dado     que     de     otra     manera     no     habria    podido

transfc]rmar  a  la  bacteria.

Se  esperaba  que  este  pla§mido  reclen  aislado  en  E.   coJj

retransfc]rmra    en    alta    frecuencia    a    la    levadura.     Sin

embargc],   a   pesar   de   llevar  una   secuencia  de   iFT.   crassa  con

caracteristicas   cle   ARS,    su   comportamlento   ccJrrespc]ndi6   a

uli   tipico   plasnidcJ   de   integraci6n.    Una   explicacl6n  de   tal

coxportamiento      podria      ser      que      se      tratara      de      un

transf c]rmnte   en   el   cual   el   DNA   plasmidial   se   encc]ntraba

en   vias   de   integrarse;    a   un   transfc]rmante   abol`tivo.    Sin

embar`go,    es   pc]co   prc)bable   que   estc)   ocurriera,    puesto   que

segdn   el   procedimiento   de   selecci6n   y   aislamiento   de   DHA

de  lc]s  transfc)rmntes,   se  requlere  el  creclnlento  de  estos

durante   varies   dias.    E§tc],    es   tiempc]   suf iciente   para   que

cualqulera   de    los   eventos   c]currlese   y   par   lo   tantc)   1os

descarta    cc]n    una    alta    prc)babilidad.     Esta    explicacl6n



conduciria   a   pensar   que   el   fragmentc)   de   DNA   de   3.5   kb   no

cor`responde  a  una  secuencia  del   tipo  ARS  a  §1milar.

C)tra   poslbilidad   es   que   las   celulas   de   levadura   fuel`an

inicialmente      transformadas      pc)r      un      plasmidc)      hibrido

portador      de      una      secuencia      de      DNA      perteneclente      a

jreuraspora  crassa  con  funciones  tipc)  ARS.   Estas  secuenclas

pc)drian   baber   permltidc)   que   el    vectc]r   original    (Vcpl)    se

comportara   cc]m   un   plasmidc)   de   repllcaci6n   aut6nc)na   en   el

primer   organismt].    Ademas  es  posible   que   el      inser`to  de   DNA

de   IFeurospora   f uera   pc]steriormente   rearreglado   par   algdn

eventc]    de    recombinacl6n,     prc)duciendose    una    delecl6n    de

parte         de         dichc}         ±`ragmentc).          Estos         ±`en6menos        de

recc)mt)inaci6n,          que         pueden         llevar         a         deleclc)nes,

inver§1c)nes.    etc.    en   vectores   de   clonamientc)   de   levadura

sc]n     frecuentes     (Clancy     et     aJ,      1984).      Se     ha    descritc)

algunos   casc}§   en   los  cuales   log   ±`ragmentc)s  ex6genos  de   DNA

hah     sido     r`earreglados,      llegando     a     ser     completamente

ellmlnadc}s   del    vector   dc)nde   se   encuentran    (Clancy   et   aj,

1984;    Scher-er    et   aJ,    1979:    Toh-e    et   al,     1981:    Gerbaud   et

aj,    1979).    En   otros  cases.    se   ba   c)bservado   que   fragmentc]s

de     DNA     de     levadura     presentes     en     vectores    del     mlsmo

organismo   sufren   rearreglos   que   generalmente   termlnan   en

deleciones    (Clancy   et   aj,    1984:    Gerbaud   et   aJ,    1979).    Pc)r

otrc)     lade,      dependlendo     del     vectc)r     utillzado     en     los

experlmentos    de    trans±`ormacl6n    log    rearreglc)s    c)curriran

cc]n      myor`      I recuencla.       Lc)s      vectc]res      portadore§      de

secuenclas     del      DNA     de     2u     de      S.      cerevJSJae     sufren
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rearreglos   debldo   a   que   todas   las   cepas   del   bongo   poseen

sabre    10    copias    par    celula    de    dlcbo    plasmido    end6genc).

Este     hecbo     aunenta     la     posibilidad     de     un     eventc}     de

recc)mblnaci6D    hom6loga    entre    la    regl6n    2u    del    plasmidc)

hibrldc}    con    su    hom61c)gc}    end6genc).     Par    lc)    tanto,     es    muy

prc]bable     que      la     situacl6n     ocurrlda     cc]n     el      Din     de

jreurospora    presente        en    el    plasmldc)    rescatadc)    de    las

celulas   traDsformntes   de    levadura,    cc}r.respc)nda   a   uno   de

lc]s  eventc]s  anterlc]rmente   mencionados.

Las   caracteristicas   de   los   transforlnantes   dLe   levadura,

portadores    de     secuenclas    ARS,     permitierc]n    dlsefiar     una

estrategia   para  clonar   y  aislar  secuencias  de   repllcaci6n

aut6nc]m  de  reurospora  crassa  en  S.   cerevlslae.   No  obtante

la  relacl6n  f ilogenetica  exlstente   entre  ambos  organismos,

deben   existir   diferenclas   que   hacen   que   secuenclas   de   DNA

de   uno   de   ellc)s   nc]   puedan   funclc)mar   en   el   c]trc).    a   t)len.   si

en   algdn   mnento   sc)n   funcionales,    estas   secuenclas   pued.en

llegar  a  ser  mc)dificadas.

El       prcJcedlmlentc)   seguldo       utillza   fragmentc)s   Pstl   de

IF.   crassa.   Los  resultados  estan  de  acuerdo  a  log  descrltos

cc)n    fr`agneDtos    Bamlll     (Stincbcc)mb     et    aj,      1980),     en    lc)s

cuales    I ue    poslble    aislar    una    secuencla    funcional    en

fficcharojryces,      denominada     ARS8,      la     cual     aparentemente

tampocc)   es   capaz   de   retransformar   a   la   levadura.    Adelna§,

e§ta   secueDcla    no   es   funclonal    en    J.    crassa   cuando   se

prueba   par   retrc)transfc}rmacl6n   {Vapnek   et   al.    1981.    Suzci

et   aj,    1983J.    Es   prat)able   que   dlchc}   fragmento   BamHI   fuera

145



recc]nc]cidc]   cc)mo   un   c]rigen   de   replicaci6n   par   la   levadura,

pert)   para   funcionar   co.mc]   tal   en   jFeuraspara   precisara   de
elementc]s   extras,    tales   cc)mcJ   secuencias   Ilo   presentes   en

dicho  fragmento.   Tambl6n  es  posible     que  unc]  de   los  sitlos

BamHI     estuviera     ubicado     dentro     c]     cerca     del     elemento

responsable   de   la   replicaci6n   aut6noma   y   pc]r   lc}   tanto   al

ser   clonado   com    fragmentc)   BamHI,    afect6    en   parte   a   su

capacldad    funcic)hal.     Sin    embargc],     lo§    resultadc)s    de    la

presente   tesis,    sugieren   q.ue    la   levadura   nc]   es   un   buen

c)rganism   bu6sped   para   estos   c]bjetivc)a.    Una   prueba   de   la

funcionalidad  de  una  secuencia  ARS  debera  ser  realizada  en

el      propio     c]rganismo     de      dc]nde     proviene     el      matel`ial

genetlcc].   Sin  ent>argo,    1a  carencia  de  un  gen  de   jFezlraspc}ra

que   pueda   ser   utilizable   ccJmc]   un      buen   marcador   geneticc)

para  realizar  experil]rentos  de  retrc]transformaci6n  en  dicho
hc)ngc),     hacen    que    tales    pruebas    no    sean    factibles    pc}r

abora,

Con   el    objeto   de   cc]rrobcJrar   lc]s   resultadc]s   anterlc)res,

se      realizarc)n      experimentos      similares      utilizando      la

genoteca   de       iFT.    crassa   cc)nstruida   con   fragmentos   Sau3AI.

Para  tal   evento,    fue  necesario     ccJnstrulr  un  pla§nido  q.ue

I uera  pc)rtador  del   gen  £EU2  de  levadura  y  que  ademas  fuera

pc]rtador    de    2    genes    de    resistencia    a    antibi6ticcJs.     EI
vector   VCp2.1   cumple   con   tales   caracteristlcas   y   permlte

ln§ertar   fragmento§   de   DHA   en  el   sltlo   BamHI,    inactlvando

al  gen  de  resistencia  a  tetraclclina,   perc]  dejando  el  gen

de   resistencia   a   ampicillna   actlvcJ,   permitiendo   una   dc]ble
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seleccl6n     en      E.      colz      (prc]totrc]fia     para      leucina     y

resistencla     a     amplcilina).      EstcJ     facl|ita     un     proceso

selectivo   Has   rapidc].    Se   utilizaron   fragmentos   Sau3AI   de

DNA   de   jF.    crassa  que   se   insertar-c]n   el   el   sitic)   BamHI   del

vectc]r      VCp2.1      debidc)      a      que      ambas      endonucleasas      de

r`estricci6n    genel`an   extl`emos    cc)hesivc)§    iguales,     estc)    es

5'-GATC-3',     lc]s    que    pueden   ser   unidc)s   pc]r    la   enzima   DNA

ligasa  de  T4.
•  Log   experimentos   de   tl`ansf ormaci6n   de   levadura   con   la

genc)teca   en   VCp2.1   no   permitiercJn   aislar   un   plasmido   comc]

en   el    casc]   antel`ior.        A   pesar   de   ello,     1cJs   resultados

obtenidc]s   son  cc)nsistentes  entre   si   ya   que   si   bien   en  un

caso   pudc)   aislar§e   un   plasmidcJ   en   E.    cozj,    este   no   fue

capaz    a    perdi6     la    capacidad    de    transf ormar    en    alta

fr`ecuencia    a    la    levadura    y    ademas    no    pudo    mantenerse

extr`acromc)s6micamfnte.      Pc)r     c)trc]     1adc),      si     bien,      en     la

liter`atiira  esta  descrita   la  selecci6n  de   una  secuencia  de

Heurospora   con   f unc±cmes   t±po   ARS   en   S.    cerevisiae,    nc.

esta  clara  si   los  plasmidc)s    portadores  de  ARS8  rescatadc)s

en  E.   coJj  sc]n  capaces  de  retransfc]rmar  en  alta  frecuencia

a   la   levaclura.   Ademas,   no  es  pcJsible  aislar  DNA  plasmidial

de   todos   lc]s   transfc]rmantes   inestables  de   la   levadura  pc]r

el     sistelna     de     selecci6n     de     E.      coJj     descrito     par

Stincbcomb,    .1980.

En     levadura  existiria     al   menc)s   1   ARS  pcJr  cada  40  a  50

kb   de    DNA   cro]nos6mico        (Beacb    et   aJ,     1980;    Chan    et   aj,

1980;        1983).        Dada       la      cercania       filc]genetlca      entre
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Saccharonyces    y     Heuraspora    uno     poclr±a     esperar     para

iFeuraspara  una  dlsposlci6n  de  las  secuencias  ARS  similar  a

Isaac.haro]ryces,     y    pc]r    lo    tanto    deberia    ser    posible    su

aislamiento  sl  estas  se  expresan  en  la  levadura.

De    acuerdo    a     la    ecuaci6n    de    Clarke     et    aJ,      (1976),

supc]niendo   un   tamafio   de   inserto   de   6   kb,    1os   8000   clones

de        la       genc)teca       en       Vcpl       anal izados       representan

apr`c)ximadamente    el    55%   del    gencJma   de    J.    crassa,    estc)   es

14800    kb.         Per    otra    parte,     si    se    supc)ne    que    los    250

tr`ansfc)rmantes    inestables    de    levadura,     obtenidc]s    cc]n    la

genoteca    en    Vcpl,     corresponden    a    clones    portadores    de

secuenclas    con    algdn    tlpc)    de    f uncl6n    ARS,     entc]nces    se

puede   estimar   que   habria  aproximadamente   1   ARS  pc)r  cada  59

kb  en  Jr.   crasea.

De   la   misma   forma,    al   reallzar   un   calculo   similar   con

la   genoteca   de   jr.    crassa  en   VCp2.1,    suponiendo   un   tamafio

prc)medlo    de    lnserto    de    10    kb,     1os    aprc)xlmadamente    8000

clones   representan   el   65%   del   genoma   del    hcJngc),    estc)   es,

17500       kb.        Coma       se       obtuvieron       aproximadamente       160

transformante§   seleccionados   en   mezclas   mayores,    lo   cual

pc]dria   ser   cc)rregldo   pc}r   un   factor   de   2   en   relaci6n   al

anallsls  anterlc]r`,    r.esulta     aproxlmadamente   1   ARS  pc)r  cada

58.5   kb,    resultado   que   estaria   de   acuerdo   con  el   obtenido

en  la  genoteca  de  Vcpl  y  con  lc7s  descrltos  para  levadura.

Debldo   a   que   en   prc]Iredio   un   tc)tal   superior   a   14000   kb

de   I)NA   de   J.   craesa  ba  sldo   anallzado   en   bdsqueda   de   una

secuencla   ARS   alslable   y   funclc)nal,    unc}   podria   asumlr`   que



estas      §ecuencias     nc]     se      expresan     en      fficcdaronyces

eel-evisiae.
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Clonamiento  del  gen  jeu2  de  Jreurcepora  crassa.

Para      el       clonamientc)      de       genes      estructurales      de

iFeurospona   crassa  ±`ue   necesaric)   construlr   una   genoteca  de

dlcho    bongo    en    un    vectc}r    de    clc]nado.     En    este    case,     se

utillz6   al   plasmldo   YRp7   cc)n   el   obJeto   de   dlsponer   de   un

sisterm     de     clonado     de     genes     c)     secuencias     de     DNA     de

.Feurospora  crassa  cc)n  un  amplio  rango  de  aplicabilidad.

La     utilizaci6n     del     plasmidc]     YRp7     coma     vebiculo     de

clc)namiento   de   genes   estructurales   de   JFTeurcepara,    permite

utllizar      cc)mo     buesped     de      clonado   tanto   a   la   bacteria

E.    coj]   coma   a   S.    cerevjsjae,    puesto   que   el    vectc)r   es

portador   de   origenes   de   replicacl6n   de   ambos   organlsmos.

Ademas,     par    ser    un    plasmidc)    de    replicacl6n    aut6noma    de

levadura,    permite   utillzar   dlcha   genoteca   para   el   clc}nado

y  alslanlento  de  secuenclas  de   IFTetJraspoLra  que  se  comporten

coma  centr6nero§  en   la   levadura.   Esto  es  po§1ble,   debido  a

que  dlchas  secuencias  centromerlcas.   confleren  estabilldad
mit6tlca   y   nel6tlca   a   lc)s   plasmidos   repllcativc]s   que   las

posean.    Esta   prc)pledad,    permlte    entc]nce§   dlspc)ner    de   uh

metodo   de   selecci6n   relativamente   facll   de   las   secuenclas

de     I)NA     que     tengan     dlcbas     f uncic)nes     centrc)rferlcas     en

levadura.

La   utllizacl6n   de    S.    cerev±sJae   comc}   buesped   para   el

clc)nadc)   de   genes   eucarlontes   es   factlble,        dado   que   se

dl§pone    de    uD    ampllo    ndmerc)s    de    cepas    portadoras    de

mutaclones,         cuya§        frecuencla§        de        reversl6n        son



relativamente   bajas.    Adema§,    se   debe   conslderar    que    los

slstemas   de   trarisformaci6n   en   este   bongo   estan   bastante

desarr`ollados.     Por    otro    ladc).     si    unc}    1o    mlra    desde    el

punto   de   vista   de   la   utilldad   que   puede   prestar   para   el
clc]nadc)   de   genes  estructurales  de   ir.    crassa.   se   encuentra

con   que   es   pcJslble   que   pueda   baber   cc)mplementaci6n   entre

ambos   organismos.    Esto   es   esperable   debido   a      que   exlste

una     r`elaci6n     filc)genetica     cercana     entre     ambos     bongc)s.

Ambc]s   pertenecen   a   la   clase   Ascomlcete,    y   pc)r   lo   tantc)   es

posible   que   compartan   algunas   funcic)nes   genicas.    De   becho

§e   ha   descritc)   que   levadura   ba   sido   capaz   de   prc}cesar   una

secuencia   lntr6nica  de   iFeuraspcJra   (Vc]udt   et  aJ,1983).

Indudablemente    que    ia    primer`a   etapa    a    realizar    en   un

lntento   pc)r  clonar   genes  de   algdn  c)rganismo,   sabre   tc)do  si

tales   genes   estan   relacionados   a   la   sintesis   de   enzimas

que    partlclpan    en    alguna    via    metab611ca,     es    probar    la

cc)mplementacl6n     en     E.      coJ±.      y     cc)mo     alternatlva     c}tro

procedlmlento  que  pueda  ser  mas  laborlc]§o  a  complejo.

A   partlr   de   la   genoteca   en   YRp7,    fue   poslble   clonar   el

gen   JeuJ   de   Jeurospora   criassa   par   complementacl6n   de   una
mutaci6n   de   un   gen   analc]go   de   E.    cojl:    el   gen   leuE  de   la

bacteria.       Esto   es,    un   fragmento   de   DNA   lnsertado   en   el

plasmido   YRp7,    permltia   que   una   cepa   de   iB..    COJJ   lncapaz   de

cr-ecer   en   un   medlo   minlmc),    carente   de   leuclna,    adquirlera

una  capacldad  de   crecimlento   normal.    Comc]   prueba   inmediata

para  demostrar  que  esa  capacldad  reclen  adquirida  se  debia
al   plasmldo   bibrldo   y   no      a   una   reversi6n   de   la   mutacl6n
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de   la   celula   buesped,    se   determin6   §i   plasmidos   aisladc]s

de       ague 1 1 c]s       cl c]nes       prot6trc]fos       eran       capaces       de

retransfc)rmar,     retransmitiendcJ    dicba    capacidad    a    c]tras

celulas  de  la  misma  cepa  bacteriana.

El   tamafio   del   inser`i:c]   en   el   plasmidc)   pLA13,    determinado

pc)r   analisis  de   restricci6n  corr`espc)nde   a   un   fragmento   de

DNA      de      JFez]rospc}Lria      de      aproximadamente      21      kb.       Dicha

mc]lecula,    estaria   fcJrmada   par   al   menos   4   fragmentc]s   BamHI.

La  determinaci6n  del   tanaficJ  exactc]  del   inserto  fue   lc)grada

despues   de   realizar    un   analisis   cc)n   varias   enzinas   de

restricci6n.     Dos    de    los    fragmentos    BamHI    que    estarian

fc]rmando   dicbo   inserto   parecen   tener   tamafios   similares   (9

a   9.5   kb).    For   lo   tanto,    1a   suma   de   lc)s   productc)s   de   la

digesti6n    cc]n    Bamlll,     no    coincidi6    cc]n    la    suma    de    los

prc]ductc)s    de    la    digesti6n   cc)n   el    restc]   de    las   enzimas

analizadas.   La  conparaci6n  de  tales  resultadc]s,   indic6   una

diferencia  de  aproximadamente  9  kb.   Ademas,   un  analisis  de

la    intensidad   de   ±`luc]rescencia   de   la   banda   de   9-9.5   kb

cc]nfirm6   que   esta   era   dc]ble.    La   cc]rrecci6n   realizada   de

acuerdc)   al   razonamientc)   anteric)r,    permiti6   determinar   que

e±ectivameDte    el     tamafio    del     insertc}    inlclal     capaz    de

cc]mplementar   la   mutaci6n   leu86   de   la   bacteria   correspc)nde

a   21   kb.

El   gran   tamafio   del    inserto   no   es   de   extrafiar,    puesto

que   la  genoteca  de   IFetJrospora  fue  ccJnstruida  en  base  a  los

prc]ductos   de   restriccl6n   parcial   con   BamHI.    Ademas,    cc)mo

el   procedimientc}   de   selecci6n   permite   crecer   a   aquellas
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celulas  que  sean  portadc)rag  de   una  funcl6n  que  conplenente

su   alteracl6n   gen6tlca,    entonces   basta   ccJn   que   exlsta   un

solo     representante     de          tal     plasnido     para     que     sea

detectaclo.    El    hecho   que    log   clones   transformntes,    sean

pc)rtadc]res   de    un   mlsmc]   tlpcJ   de   plasmido   bibrldc)   conf lrm

lc]    recien    expuestc).     Ademas    sugiere    que    inicialmente    se

form6    una   sc]la   ncJlecula   de   este   tipo.    Pc)sterlormente   en

las   etapas   tie   amplif icaci6n   de    la   genoteca   el    nbmerc]   de

clones  pc]rtadores  de  dlcbo  plasmido  aument6.

El      subclcJnamientc]     del      insertc)     permiti6     reduclr     el

fragmerito    BamHI    a    un    tamafio    de    9.5    kb    presente    eD    el

plasmido    YRp74.2.     Este    subclon   nantlene    la   capacidad   de

complementar   la   mutacl6n   leu86   de   la   bacter-ia.    Adehas,    se

reallz6   un   estudic)   para   determinar   que   dicba   capacidad   §e

debe    al     lnsertc]    y    no    al    plasmldo    YRp7    utllizado    coma

vector     de     clc]nado.      Al     comparar     los     plasmldos     pLA13,

YRp74.2   con   el   vector   YRp7,    §e   demuestra   que   este   tilting

Do     es     capaz     de     cc)mplementar     y     por     lo     tantc]     dicba

caracteristica    esta     presente         §6lo    en    los    plasmidos

menclonado§.     Ademas,    dadc)   que    el    resto   de   log   subclc]nes

portadc]res   de    los   otros   fragmentc]s   que   forman   parte   del

lnsertc)   orlglnal   no   transfornan  a   leu+.,   se   deduce   que   los

fragmeDtos  de  2.2   y  9  kb     Do  son  portadores  del   gen   jeuJ.

El    fragnento   de   Din   subclonado   en   YRp74.2   presenta   un

sltlo    BamHI    lnterno    adlclonal,     ublcadc]   a    0.75    kb   de    un

extrem  del   ln§erto.   Este  sltlo  Barml  afecta   la  capacldad

de   complenentar   a   leu.-.    81   napa   de   restrlccl6n   de   YRp74.2



cc]nfirna  el  becho  que  el   inserto  de  9.5  kb  se  subdivide  en

2   fragmentos   BanHI   de   8.8   y   0.75   kb.    LCJs   experlaentos   de

subclonado    del     fragmento    de    8.8     kb.     sugleren    que    el

fragnento     BamHI      de     0.75     kb     es     impc]rtante     para     la

mantenci6n   de   la   capacidad   de   cc]mplenentaci6n.    Estc}   a   su

vez   indica   la   ubicacl6n   del   gen   dentrc]   del   fragnentc)   de

I)HA   de    jFeurcJspora   y,    Has   precisanente,    en   un   extremo   de

este.

I,a    ubicaci6n   Has    precisa   del    gen    en   el    insertc],    se

c]btuvo   nediante   el   subclonamiento   del   segmento  BanHI-BglII

de   3.95   kb.    Este   prc)cedimientcJ,    permiti6   acc]tar   el   gel   a

una   secuelicia   nenol`   de   3.95   kb   en   el    plasmid.a   BPG6.    Pc]r

cJtrc]   1adc),   sugiere  que  d.icbcJ  gen  se  expresa  en  la  bacteria

pc)r   pronc]tores   prc)plos   que   estarian   ubicados   dentrc]   del

dltimc]   §egmentc]   subclcJnadc].    Adelnas,    el    hecbo   que   en   este

prc]ceso   se  prc)vcJc6   una   deleci6n  de   un  fragmentc]  del   vectc)r

que   invc]lucra   tanto   secuencias   de   pBR322   comc]   de    rj?f'J   de

levadura,    descarta   a   estas   en   la   expresl6n   de   dlcbo   gen.

Par   lc)   tanto,   es   probable   que   en  el   fragnento   BanHI-BglII

resldan   la   mayc]ria   c)   todas   las   funclc]nes   necesarlas   para

la    expres±6n    a.el    gen    leul    cle    Eeuraspeq:a   en    E.     coli.

Ademas,     lo    anterior    se    ve    conf irmdo    al    analizar    el

subcl6n   cuya   deleci6n   de    la    regi6n   del    vectc)I   ba   sido

recc]nstltuida.       Cuando      se      compara      la      capacidad      de

complenentaci6n   de    lc]s   plasmidos   recc)nstituldos   con   §us

plasmidc]s   parentales.    se   observa   que   no   bay   dlferenelas
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entre  ellos,   indicando  tambien  que  la  secuencia  de  3.95  kb

del  bongo  es  autc]suf iclente  para  expresar`se  en  E.   coil.

Se    dispc]ne    de    una    secuencia    de    DFTA    que    es    capaz    de

ccmplementar   la  mutaci6n   jeuj86  de   la  cepa  C600   de   E.   call.

La    prueba    directa         que    dicha    secuencia    pertenece    a

jreurcepora  crassa,   Iia  sido  demcJstrada  par  lc]s  experimelitos

de   hibridizaci6n   entre   el   Din   cromos6nico   del   hc]ngo   y   el

plasnido   YRp74.2.    Adehas,    esto   se   via   cc]nfirmdo   par   lcjs

experimentc]s  de  bibr.idaci6n  adicic]nales  realizadcJs  ccJn  los

subclones,    1o   que   I inalmente   elimina   las   dudas   que   puedan

generar`se   respecto     al   cJrigen  de   DFTA  clonadc).

En  el   presente   tr`abajc),   se   ha  seguido   la  via  Hfas  slxple

para   aislar   un  gen  de   jFez+ro=pc}ra  crassa.   Esta  correspc]nde
a       la       transf c]rmacl6n       genetica       para       detectar       la

cc]mplementaci6n      de      una   funci6n   bic]quimica   defectiva   en

E.   coJj.   Coma  una  etapa  pc]sterlcJr,   se  ha  demstrado  que   la

adquislcl6n  de  prcJtotrofia  par  la  celula  receptc]ra  se  d.ebe

al   DITA  dador  y  ncJ  a  una  reversl6n  de   la  nui:acl6n  que  se   ha

intentado   coxplementar.     Estc]    se   realiz6    aislandc]   DITA   de

las   celulas   protc)trc)fas    y   deterninandc]    su    capacldad   de

retl`ansfornaci6n    en    la    misma    cepa    receptora.     AdeHfas   de

c]bservar    la    presencia    de    un    plasmidc]    que    presente    al

vectc)r  original   y  a  un  insertcJ  de  Din  heter6lcJgo.   Luegc]  se

ha   cc)nf lrmado   la   ldentldad   del   fragmento   de   DarA   portadc]r

del   gen   mediante   las   pruebas   de   hibridacl6n   con   el   Din

8en6m±ca  de  EeuraspaEa.
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La    nutaci6n    jeu,BG   cc)rrespcJnde    a    una    mutaci6n    puntual

(Appleyard,1954),   For  lo  tanto  la  probabilidacl  que  ocurra

una     reversi6n     no     es     despreciable.      De     hecho,      se     ha

detectado        en    esta    cepa    bacteriana    una    frecuencia    de

reversi6n   cercana   a   10-..'.    Sin   enbargcJ,         1a   reversi6n   de

la   nutaci6n   Jeu,86  de   la   cepa   C600   queda   descartada      For

1as         pruebas         de         retransfc]rmci6n

anteriormente.
discutidas

I,a   naturaleza   de   la   nutaci6n   Jeu,86   es   descc]nc]cida.    ITo

se  sabe  si  corresponde  a  una  mutaci6n  sin  sentido  a  a  otrc}

tipo.   Pc)r  esta  raz6n,   pc)dria  existlr  la  posibilidad  que  el

fragmento  de  DNA  de   ]Feurospora  sea  portadc)r  clel   gen  jeuJ  o

bien   cc]rrespc]nda   a   un   gen   supre§or.    En   general   los   genes

supresores    cc)rresponden    a     tRHAs    y    los    genes    que     lcJs

cc]dif ican    sc]n    secuencias    cortas    de    DHA.     El    tamfic)    del

fragmento    de    DHA    de    JFeuraspora    es    lo    suf icientenente

gr`ande   cono   para   corresponder   a   un   gen  de   tRFTA.    Adedes   en

tales  gelies  es  pocc]  comtln  que  puedan  ser  expresados  en  una

bacteria.   De   becbo   genes   que   ccJdif lean  algdn   tipo   de   tRHA

de  levadura   (Fetes   et  aJ,   1978)   y  de  Feufospema  (Selker   et

al,    1981)   ban   sidc)   clc]nad.os   en   E.    coil   s61o   utllizandc)   un

tRHA  cc]mo  sc]nda  radioactiva  y  no  par  expresi6n.

Transfc)I`mci6n  genetica  de  iFeuraspcJLria  cra±.

Lc)s  resultadc}s  obtenidos   en  este   trabaJo   lndlcan  que   el

gen    deternlnante    de    la    funcl6n    expresada    en    .a.     coJj
tamblen   §e   expre§a   en   el   bongo.    I)e   hechc]   al   transformr
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una    cepa    portadora    de    una    mutacl6n    en    el    gen    jeuJ    de

JettrasipoLra   con   el   plashido   YRp74.2,    se   obtienen   colonlas

transformantes      del       bongo.       Esto      lndica      que             hay

cc)mplementaci6n.        Cc)mo       la       cepa       utllizada       en       estos

experlmentc]s      carece      de       la      enzima      a-isc]propllmlatc)

deshldrc]genasa,    se   corroboran   los   resultadc)§   c]btenldc)s   en

la    bacteria,    en   el    sentldo    que    tanblen   en   el    hongc)   el

fragmentc)     de     DNA     lnserto     en    el     plasmido    YRp74.2     esta

supliendc]   dicha   funci6n   alterada.    La   pr-obabilidad   que   la

miitaci6n    en     iFeurospora    sea    del     mismc)    tipc)    que    en    la

bacter`ia    es    muy    baja,     sabre    tc)dc)    §i    la    mutaci6n    se    ba

conseguidc]   por    metodos   distintc)s    (Perkinss    et   aJ,     1982).

PcJr   lc)   tantc)   sugiere   que   el   fragmentc)   clonado   es   pc)rtador

del   gen   Jeuj.    Par   otro   lado,    el      resultadc]   es   lnpc)rtante

puesto  que  es  una  prueba  que  conf lr]na  la   ldentldad  del   gen

jeuJ.    De   otra   manera,    babria   §1do   muy  dificil   explicar  que

un   gen   de   iFeuraspora   nc)   se   exprese   en   el   ml§mc]   organlsmc)

de   donde   prcJvlene.

La   determlnaci6n  de   la   naturaleza   de   lcJs   transfc)rmantes

debe    realizarse    par    varlos    metc)dc)s.     Unc)   de    ellc}s   es    la

cc]mplementacl6n  de   una   furlcl6n  defectlva,   en  este   cast),   de

la   mutacl6n  en   la  cepa   jeuJ ....,   de   iFeuraspara.   Estas  pruebas

sc)n   muy   lmpc)rtantes   puesto   que   es   la   via   alternatlva   para

clonar   genes   que   no   se   expresan  en   bacterias.    Otro  metodo

es   la  demostracl6n  de   la  presencla  fislca  del   DNA  dador  en

lc)§  transf ormante§  a  traves  cle  experlmehtc)a  de  blbrldacl6n

con   el   DNA   de   tales   transformantes.    Esto   apunta   al   hecbo
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que    la    adqulslcl6n    de    la    prototrc)fia    par    las    celulas

receptora§  pc]dria  deberse  a  reversl6n  a  a   la  presencia  del

IJIfA     dador,       en      este     caso,      el      plasmldo     YRp74.2.      Los

experinentos  realizado§  en  el   presente  trabaJo   lndican  que

en    lc]s    transformantes    exlste    la    presencla    clel    plasmldo

pc]rtador     del     gen     JeuJ     de     IFTeurospora.      AdeHfas,      pruebas

posteriores,   reallzada§  con  aquellc)s  transformntes  en  lc)s
cuales    se    Zia    detectado    un    patr6n    de    hibrldacl6n    claro

demuestran   la   presencia   de   secuencla§     propias  del   vector

YRp7.    I)e   becho,    cuando   se   realiz6   una   hlbrldaci6n   del   Din

de    los    transfc]rmantes    L74.2    y    L74.11    con    YRp7    utilizado

coma    sonda    bic]tinilada,     se    detect6    el    mismo    patr6n    de

bandec).     Sin    embargo    no    se    observ6    ninguna    evidencla    de

hlbridacl6n   al    DNA   de    la   cepa    JeuJ .-..   y   del    transformnte

L74.7      cc)n      YRp7      cc)mo     sc)nda     marcada.       Estos     r`esultadc)s

confirman    el    becbo    que    en    aquellos    transfc)rmntes,     la

capacidad     de      prototrofia      adqulrida      despues      de      los

procedimlentos   de    tran§f ormaci6n   se   debe   a    la   presencla

del   DNA   plasmidlal   dador.    La   presehcla   de   secuenclas   del

vector  de  clc)namiento   (YRp7)   en  los  transformntes,    indica

que   es   muy   probable   que   el   plasmido   YRp74.2   se   lntegrara

enter`o   en   el   genoma   del   bongo   despues   de   su   lngreso   a   la

celula.      Ademas,      el     becbo     que     aparezcan     3     bandas     de

blbrldacl6D   en   unc]   de   los   transformantes,    suglere   que   en

ese   caso   hubo   al    menc)s   2    eventos   cle    lntegracl6n.     Tales

eventc]s   lntegratlvos   poslblemente   ocurren   en   reglones   de

bc)molc]gia.     Aunque    no    se    puecle    descartar    que    ocurran    en
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otras    regiones    en    las    cuales    exista    poca    c]    nada    de

bc]mc)i c]gi a .

E1     1a    actualidad     la    transformaci6n    en    hc}ngos    esta

relativamente     clara,      principalmente      en      fficcjzaroJryces

cerevjsjae.    Sin   embargc},    en   .Feurospora  adn   existen   dudas

referentes  a  este  sistema.   Lc]s  eventos  que  ocurren  durante

la    transformaci6n    de    Feurospozla    se    hah    ldc]    aclarandc]

1entamente.    De   hecbo   se   ha   sugeridc]   que   en  este   c]rganism

c]curren     eventc)s     de     integraci6n     tantc)     en     regic)nes     de

bc]mc]lc)gia   coma   en   c]tras   regiones   dentl`o   del   genom   que   no

son   hom6lc)gas    (Hishra,    1976;    Case   et   aJ,    1979;    Wc]otton   et

aj,    1980;    Bull    et   aJ,    1984;    Klm   et   aJ,    1988).    En   general,

1c]§   tipos   de   integraci6n   se   ban  estudlado   pc)r   hibridacl6n

y  par  analisis  geneticc]s  clasicos  mediante  cruzamiento  con

las  cepas  adecuadas.   Estc)s  estudios  ban  permitldc]  tener  un

cuadrc]  relativamente  clara,   y  describen  la  myorf a  de   los

eventc)s   que   pueden   c]curr`ir`   con  el   DNA   dadc]r   (Hisbra,    1976;

Case   e€  aJ,1979;    Card.1987;    Kin  e€  aJ,1988).      El   patr6n

de     hibridaci6n     obtenldo     en     el     presente     tl`abajo     es

suf iciente   para   incllcar   los   tipc)s   de   eventc)s   priclpales

que       ban      ocurrido      en       las      difel`entes       clases      de
transformantes.   En  lc)s  transforlnantes  en     que  s6lo  aparece

una   banda   de   bibridaci6n,    representadc)s   pc]r   L74.7,    cuandc]

se    utiliz6    comc]    scJnda    marcada    al     plaslnidcJ    YRp74.2,     ba

c]currldo        integraci6n       scJlamente        de        secuenclas       de

iFeuras:pore.   En  este  case   las  secuencias  pertenecientes  al

vectc]r     de     clc]nado     se     pierden.      Esto     es      facilrente
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demc)strable    ya    que    no   aparece    banda   cuando   se    usa    coma

sonda   al    vector   YRp7.    En   este   caso,    esta   lnvolucrado   un

evento  de   doble   crossing  c)ver   entre   el   genom   del   huesped

y   la   regl6n   fdngica   del   plasmidc)   dador,    correspondlendo   a

un    tipico    caso    de    reenplazaniento    de    un    fragmento    por

c)trc].    En   esta   clase   de   transformantes,    la   prcJgenie   de   un

cruzamiento   entre    la    cepa    sllvestre    y    el    transf I)rmnte

clara    un     100./.    de    esporas    de     fenotipo    sllvestre     {Carti,

1987).     Par    lo    tantc]    el    cc]nportamlento    genetico    de    esta

clase   de   transformantes   es   similar   al   cc)mportamientc}   que

mc)straria  una  rever`sl6n  genica.

En    otra    clase    de    t,ransf ormantes,     representados    pc]r

L74.2,    dc}nde   aparecen   3    bandas   de   hlbrldacl6n   cuando   se

utlliz6   YRp74.2   cc)mo   sc]nda,    es   prc)bable   que   c)curriera   una

inserci6n   hc)m6lc]ga.    En  este   casc],   el   eventc)  de   lntegraci6n

generalmente    se    lleva   a    cabo    par    una    recc]mblnacl6n   que

lnvc)lucra    un    sc}lc)    crossing    over    entre     el     genom    del

buesped    y   el    plasmido   dador,     en   un   sitio   de    hc]mologia.

Generalmente   lnvolucra  a   la  regl6n  fdnglca  del   plasmldo  en

este    prc)cesc).     Com    resultado,     bay    una    lntegracl6n    del

plasmidc)  cc)apleto,    1ncluyendo   las  secuencias  del   vector  de

clonamiento    (YRp7).        Es   evldente    que    en   esta   clase,    se

prc)duce   una   duplicacl6n   de   una   parte   del   genc)in  del   hongc}.

Ademas,     en    experlmentos    de    hlbrldacl6n    deben    aparecer

I ragmentc)§    de    restrlccl6n    perteneclentes    al    vector    de

clonamlento.   Esto  ha  quedado  claramerite  evldeDclado  pc)r   la

aparlcl6n    de    una    banda    de    hlbrldacl6n    de    1.45    kb,     que
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cc]rresponde    al    fragmento    EcoRI    de    YRp7.     Esta    banda    se

detecta   cuando  se   utlliza  cc]no  sc]nda  al   plasnido   YRp74.2   a

al   vector   YRp7.    El   patr`6n  de   bandas  de   hibrldacl6n  de  e§te

transfc)rmante   se   mantiene   al   utllizar   al   vectc)r   YRp7   como

sonda   marcada,    esto   es,    aparecen   las   misms   tres   bandas.

De  acuerdo  a  esto,   es  prc]bable  que  realnente  ocurriera  una

dupllcacl6n   de   parte   de   la   secuencia   dadc]ra.    En   e§te   case

tambien    se    da     la    poslbilidad    que    parte    del     plasmidc)

•hibrldo    dador    se    bublese    insertado    en    otr`a    I-egi6n    del

genc)na  de   Jeurospona  generando   la   aparlci6n  de   la  tercera
banda.    Este   fen6meno   ya   ha   sido  descritc}  en  otrc)s  cases  de

transformaci6n   (Paletta   et  aj.1985;   Klm  et  aj,1988).

El     transfc)rmante    L74.11    es    un    representante    de    c}tra

clase,    en   la   cual,    tanto   con   el   plasmldc]   YRp74.2   a   cc]n   el

vectc]r    de    clc)namlentc)     (YRp7)     se     observa    uri    patr6n    de

bandeo  similar.   En  ambos  casos  es  evidente   la  presencia  de

la   banda   de   DNA  q.ue   corresponde   al   fragmento   EcoRI   de   1.45

kb.       Cc]mo      se      ha      menclc)nado      antes,       dichc)      fragmentc}

cc]rrespoDde         al         seglrento      de         1.45         kb     de      DNA      de

S.    ceretr]sJae.    en   el   cual   §e   encuentra   el   gen   rj?f'J   y   el

ARS1          (Tscbumper         et        aJ.          1980).         Este         resultado

indudablemente      indlca     que      el      plasmldc)     dador      se      ba

lntegradc)  completamente.

Lc}s   dates    reclen   dlscutldc)s    sugieren   que    en   aquellos

clones    que    ban    adqulrldc)    prototrof ia    para    leuclna,     ba

c)currldo   transf c}rmacl6n   genetlca.    Al   nerios   esta   clarc)   que
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el   Din   dador   esta   pre§ente   en   esc]s   clones   y   par   lo   tantc]

descarta  un  evento  del   tipo  reversl6n.

En    general    la    transfc]rmacl6n    genetlca    en    Jeurosprra

c)curre   en   baja   frecuencla   ya   sea   que   se   use   DIfA   lineal   c}

plasmldial    (Itlshra,    1976;    Carti,    1987).    A  pesar  de   ello,   es

una  prueba   inpc)rtante   de   reallzar  cuando  se  ba  clonado  ilna

secuencia   de   DHA   en   la   cual   se   supone   la   presencla   de   un

gen.    El   cc]mpc)rtamiento   genetlco   dependera   de   la   cla§e   de

evento   de   transformacl6n   que   haya   ocurrido.    De   hecbo   en

cualquiera     de     lc]s     casos,     se     prc)duclra    heterc}carlosls,

princlpalmente     debido     al      ndmero     variable     de      ndclec)a

presentes   en    lcis    conldlc)s   que    seran   trans±ormdc)s.    Este

fen6meno    puede    ser     la    explicaci6ri    del    altc)    ndmero    de

transfornantes    abcirtivos    que    se    producen       en   el    bongo.

Cuandc)   se   transfc)rna   Jeuraspora   con   un   DNA   clc}nado   en   un

plasmldo,       la      frecuencla      de      transformcl6n      aunenta,

1ndudablenente   pc)rque   se   esta   tratando   con   un  altc]   ntlnero

de    copias    exactas    de    la   mlslna    molecula.    Sin   embargc)   el

destinc)   f inal   de   el   DHA  dador  dependera  de   log  eventos  que

ocurran   despues   de   la   integracl6n   de   este.    ED   gerieral   se

tlende     a     pensar     que     en     aquellos     casos     en     que     la

lntegracl6n     ocurrl6     en     reglones     no     bom61ogas    al     gen,

resultara   en   la   posterior   perdlda   de   parte   a   todo   el   DITA

dadc)r.    Este   fen6meno,    llevara   a   una  dlsminucl6n  del   ndnero

de  trarisformantes  reales.

Es   evidente   que   de   todos   log   estudlos   reallzados   con

Jeurasprra  cnassa,   emerge   una   necesldad  cc]mtlD  que  esta  en



relacl6n     directa     cc]n     la     dlsponlbilldacl     de     vectores

extracromc]s6micc)s,    que   transformen   con   alta   frecuencla   y

que  puedan  ser  rescatadc)s  posteric)rnente.
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PROYEC,CI0HES.

En   el   presente   trabaJo,   se   ha   dlsefiado  un  procedimlento

que      permite      clonar      genes      de      Jreuraspora,            basado

prlnclpalmente   en   la   cercania   filogenetlca   de   Jeurospera
crassa     y      Saccharonyces     cerevlslae.      81      s±stema     a.e

transf c]rmci6n      de      levadura      entrega      una      oportunldad

excelente   para   el   clc]nado   mc)lecular   de   genes   cJ   secuenclas

que    no    pueden    ser    selecclc)nados    por    complementacl6i   en

J3§c.berJchJa    coj±.      Pc)r    c)tra     parte,      permite     tambien    el

clc)namientc)  en   la   bacteria   E.   coJj.    En  termlnos  generales,

lcJs    objetlvc)s    planteadc)s    lnlclalmente       se    hah    cumplldc),

pues   aparte   de   permitir   clonar   el   gen   jeuj   del   hc)ngo   ha

permltido   analizal`   seciienclas   del   tlpo   ARS   de   JeuraspeLra

en   levadura.    Adenfas,    1a   genoteca   de   iFeuraspora   criassa  en

YRp7     podria     ser     utlllzada     para     intentar     clonar     una

secuencia   de   Din   con   funclc]nes   centromerica§   en   levadura.

De   hecho,    el   dlsponer   del   gen   JeuJ,    ubicado   en   el   brazo

izqulerdo   del    cromsc]m    Ill,    facllltara   la   busqueda   del

centrc]nerc]       de       dicho       cromosoma       medlante       un       pa§eo

crc)mos6mlco   basta   el   gen   acr2,    ublcado   a   la   derecba   del

centromerc]    y   estrecbamente    ligado   a   este,    en   el       mismc}

cromc]solna.       A   pesar   de   esto,    se   debe   tener   en   cuenta   que

exlsten  dl£erencla§  entre  ambos  hongcJs.    lag  que  en  algunos

cases   han   lmpedldc]   1a   expresl6n   de   algunc)s   genes.    Es   asi,

cc]rDo   Lc]s   g;enee    LEU2,     HISS,     URA3   y    TRpl   de    faccharcinycee

ceretrJSJae,      nc)     complementan     mutacione§     cc)mparables     de



uFezJrospora   crassa.    Sin   embargcJ,    se   ha   observadc]   que   un

intr6n   de    .Feurc}spora   es   prc]cesadc}   en   levadura    (Wc]udt    et

aJ,    1985)   y   pc]steric)rmente   se   ha   llegadc]   a   clonar   el   gen

I.nv  de   JITeurospora  par   expresi6n   en   levadura   (Car`d,    1987).

EstcJ,       viene      a      cc]n§tituir      una      demostraci6n      de      la

funcic]nalidad   del   sistema   desarrollado   y   permitira   en   el

±`uturcJ,      dispc]ner`     de     un     ndmerc]     apropiacic)     de     genes     o

secuencias      de      DHA      de      jreurospora      necesar`ios      para

pr`c]fundizar  el  conc)ciniento  de   la  organizaci6n  genetica  de

dichc]   bcmgc].

El    establecimientc)   de.   un   sistelna   de    transl-erencia   de

genes     en     f c]rma          intergenerica     entre          Jreurc7spora    y
fficcjzaronyices   cerepjsjae   pc]dria    llegar   a   ser   una   buena

alternativa  para  el   estudic)  de   secuencias   de   DNA  de   otrc]s

organismc)s  eucaric]ntes.



Apendlce   H9   1

Medic)s  de  Cultlvo

1.-Medio   LB

Triptona
Extracto  de  levadura
Clc]ruro   de   sc)dlc)

10  g/1t
5  8/1t
5  8/|t

2.-Medlo   mlDimc)   Vogel-Bonner   25X

H8S04
Acidc]  citrico  x  H=O
K.2:HP04   anbidrc)
NaNH4PC)4

5.0   8/1t
50.0  8/|t

250.0  g/|t
87.5  8/|t

Para  usar  coma  media  minlmo,   se  debe  dlluir  a   lx

3.-Medic)   minima   MMPT

Vogel-Banner   lx  suplementado
Glucosa
L-Prc}11na
L-Tre c)n 1 na
Vltamlna  81

4.-Hedlci   Vogel   25X

Cltrato  de  sodlc)  x  5H20
KH::=P04   anhidrc)
NH4NOca   anbldro
ngso4   x   7H2O
Cac1=   x   2H-jao
Elementos  trazas
Blotlna

75.
125.
50.

5.
2.
2.

24.0

5.-Sc)lucl6ri  "stock"   de  Elemento§  trazas

Acldo  b6rico
CuS04   X   5H=O
KI
Hns04
( NH4 ) 6 MO 7 CL= i5
Zns04
Feel.a   x  6H=0

0.50  8/|t
2.50  8/|t
0.06  8/|t
0.50  a/|t
0.50  8/|t

50.00  8/|t
10.00  8/|t
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6.-Medlc]   YEP

Peptona
extractc)  de  levadura
91ucc]sa
AJustar  a  pH  5.3   con  Hcl.

20  g/|t
10  g/|t
20  g/|t

6.-Media   minlmo   SD

Base  de  nitrc}genc]  para   levadura 6.7  g/lt
8lucosa                                                         20.0  g/lt
aminc}acldc}s   1%                                                     5. 0   ml
Sulfato  cle  amonlc]                                      5.0  g/lt

7.-Agar  de  regeneraci6n

Base  de  nitrc)gene  para  levadura      6.7     g/lt
Sul±-atc)   de   amc)nio
Glucc]sa
Amlnc]acldos   |o/.
Sc)rbitc)i
A8ar

8.-Medlo  coDpleto  de  JetJraspora

Sacarc)sa
Extractc)  de  malta
Extracto  de  levadura
Vogel   25X

5.0     8/|t
20.0     8/|t
5.0  ml/|t

182.0     8/|t
20.0     8/|t

10.0     a/|t
7.5     g/1t
2.5    8/|t

40.0   ml/|t



APENDICE   N9    2

DesprotelDizaci6n  con  fenol

Preparaclon        del         fenol : clorc]formo: alcc]hol         isc]ani lico
25: 24:  1

Se       fundi6       el       fenol       a       60''C       y      se       agreg6       8-
hldroxiqulnollna    a    una    concentracl6n    f lnal    de    1%.     El
fenel   f undido   se   saturo   cc)n   uDa   solucl6n  de   Trls   loo   ul[
pH   8   y   0.2%   de   P-mercaptc]etancJl.    Estc)   se   logr6   a   tr-ave§
de   repetidas   extracciones   con  dicha   sc)1uci6n,    hasta   que
el    pH   de    la   fase   acuc]sa   fue   superlc)r   a   '7.5.     Luego   el
fenc)i   saturado   se   mezcl6   coo   un   vc)lumen   de   clorof arm:
alcc]bol   iscJamillco   (24:i)   y  finalmente   se   guard6   a   4°C.

Desprote i ni zac i o n
Un   vc]lumen   de    soluci6n   acuosa   de    DHA   f ue    nezclado   cc]n
un        vc)lumen       de        fenc)i : cloro±ormc): alccJhol        lsc)ami lico
(25:24:1).     La    mezcla    fue    agitada    durante    1    minutc)    en
vortex     y     luego     centrif ugada     en     nlcro±uga     Eppendorl-
durante      i     minuto.      La     fase     acuosa      (superic)r),      fue
colectada   en   un   tut)c}    limpio   y   mezclada   con   un   volunen
de    cloro±orlno:alcc)hc)llsoamilico    (24:1).     La   mezcla    rue
agitada   durante   30   segundos  y   luego  centrif ugada  en  una
micrc)±`uga   Eppendorf   durante   30   segundc)a.    La   I ase   acuc)sa
(superic)r),    I-ue   colectada  eri  un  tut)a  Eppendorf   limpic].
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APENDICE   N9   3

Tamafio    y    pesc)    mc)lecular    de    los    fragnentos    ot)tenldc)s    al
tratar   el   Din  del   bacterlo±`agc)   lambda   con   la   endonucleasa
de  restrlcci6n  Hlndlll.

N9   fragmentc)                  Talnafio   Mc)lecular            Pesc)   Molecular
(kb)
23.130

9. 419
6 . 557
4. 371
2 . 322
2 . 028
0 . 564
0.125

1©

Megadalton
15.  00
6.12
4.26
2.84
1.51
1.32

'  0. 37

0.08



APENDICE   N9    4

Solucic)nee    empleadas    en    marcacl6n    de    DNA    mediante    "ITlck
t rans i at i on"

1.-Tampon   de   Nick   5X

ramp6n  de  pre-Nick   lox
dTTP  25  "
dGTP  25  "
dcTP  25  "
a8ua

1.-Tamp6n  de   pre-Hick   lox

Trls-Hcl   pH  8.0
ngc12
8elatlna
DTT

500   mlf
50mH

0 .  05%
5mx

Solucic)nes  para  marcaci6n  con  bic)tina

3.-Al    solucl6n    de    nucleotldos    nc]    marcaclos    a    0.2    mM   en
tampon    Tr.1s-Hcl    500    mM    pH    7.8,     ngcliL.    50    ",     2-
mercaptc}etanol   loo   mM,    BSA   100   Hg/ml

4.-a       5   Hg   de   DNA   de   lambda   en   EDTA   0.1   mM,    Tris-Hcl    10
mM   pH   7.5,    Nacl    120   mM
Esta    solucl6n    solo    se    usa    coma    cc)ntrc)1     1nternc)
para  cuantlf icar  el   I)NA.

5.-C      Solucl6n  de   Blc)nick:
DNA    polilrerasa    I    de    E.     coJ]    a    0.4    unidades/Hl,
DNasa     I    a    40    pg/Hl,     en    Trls-Hcl     50    mM    pH    7.5,
Acetato      de      Mg      5      mM,       2-mercaptoetanol      1      ml[,
fenllmetllsulfonll     fluoruro     (PrsF)
gllcerol   y  BSA   loo   Hg/ml.

6.-D       Taap6n  de   termlno:    EDTA   250   m]I  pH   8

7.-E      Agua  destllada  esterll

ID

0.1     "'      500/.



APENDICE   N9   5

Soluclc)nes  empleadas  eD  bibridaci6n  DNA:DNA

i.-Soluci6D  de  Prebibrldacl6n

Formmida
SSC
Denbardt
DNA  de  esperna  de  Salm6n  denaturado
Iris-Hcl   pH   7.4                                                 50   mH

2.-Solucl6n  de  bibrldacl6ri

Formmlda
SSC
Denhardt

50-loo   pug/ml

I/NA  de  esperna  de  salm6n  denaturadc)50-loo  Hg/ml
Trls-Hcl   pH  7.4                                                     50   nH
sonda  denaturada   (5-10   min  a  90®C)

Para   los   cases   en   que   se   utlllz6   DNA   biotlnllado   coma
sonda,    la   concentracl6n   de   formamlda   rue   bajada   a   45°/.
en  ambas  sc)lucic)nee.

3.-SSC   20X

NacI
Cltrato  de  sodlo
Ajustar  a  pH   7.0   con  NaoH  2   N

4.-Denhardt   50X

Flcoll
PVP
BSA   (fraccl6n   V)

175       g/1t
88.2  g/|t

5.-Blotlri(AP):           Fc]sfata§a      de      lntestlno      de      ternera
blc]tlnllada    a     1    ng/ml    en:     Hac1     3    M,
Hgcl=   1   mH,    Zncl=.   30   mH,    trletanolamina
30   mH   pH   7.6

6.-Tamp6n   1: Trls-Hcl    loo    mM   pH    7.5,     Nacl     loo    ul[,
ngc12   2mH,    Triton  X-100   0.05'/.   (v/v)
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7.-I`amp6n   2:

8.-Tamp6n   3:

9.-NET:

10.-BCIP

BSA   3%    (w/v)    en   Tamp6n   1

Trls-HC1    100    "   pH   9.5,    mac,I    loo    ",
H8C12  50  "

Nitro-blue    tetrazc)llum    a    75    ng/.ml    en
dlmetil±`c)rmamlda   al   70%

5-brc)mo-4-cloro-3-1ndolil    ±osfatc)   a   50
ng/ml   en  dimetllf ormamida
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