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RESUMEN

El desarrollo de un sistema de clonamiento génico
eficiente requiere de sistemas de transferencia de
material genético y la adecuada expresién del mismo. En
Neurospora crassa, este tipo de estudio esté limitado por
1a carencia de vectores adecuados a las caracteristicas
del hongo. Tales vectores deben ser portadores de origenes
de replicacién que les permitan replicarse y mantenerse en
forma extracromosémica en las células. Ademas, deben
disponer de genes estructurales que puedan ser utilizados
como marcadores selectivos.

El presente trabajo desarrolla un procedimiento que
permite clonar secuencias de DNA de N. crassa mediante su
selecciéon ya sea en BEscherichia coli o en Saccharomyces
cerevisiae.

Para tales efectos, se construyeron tres genotecas de
N. crassa. Dos de ellas fueron disefiadas y construidas en
vectores de integracién de S. cerevisiae con el objeto de
aislar secuencias de replicacion autonomas (ARS) de
Neurospora en levadura. A partir de ellas, se pudo aislar
un plésmido portador de un inserto que corresponde a un
fragmento Pstl de 3.5 kb de DNA del hongo. Tal inserto,
seria portador de una secuencia del tipo ARS inicialmente

funcional en levadura.
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Una tercera genoteca fue disefiada y construida en el
vector de replicacién auténoma YRp7 de levadura con el
objeto de aislar genes de WNeurospora por complementacion
genética en E. coli o S. cerevisiae.

A partir de esta 0ltima, se aislé un plésmido

recombinante, portador de un fragmento BamHI de Zzl kb, con

capacidad de complementar una mutacién del gen leuB de E.

coll.

El analisis de restriccién y subclonamiento del
pléasmido, permitic elaborar su mapa de restriccion y
ubicar al gen en una regién aproximada del inserto. A
partir del plasmido subclonado YRp74.2, se pudo determinar
la presencia de un sitio de reconocimiento BamHI a una
distancia de 0.75 kb de uno de los extremos del inserto
que afecta la capacidad de complementar la mutacién IeuB6
de E. coli.

El analisis de hibridacién de los plasmidos
recombinantes, indica que ellos son portadores de un
inserto de DNA cromosémico de N. crassa 

Experimentos de transformacién genetica de la cepa
leul~ de FReurospora, indican que el DNA clonado tiene la
capacidad de complementar la mutacion del gen lJeuvl del
hongo. Experimentos de bhibridacion entre el DNA del
plasmido recombinante YRp74.2 y el DNA de los
transformantes de Neurospora, indica que ha ocurrido

integracién del DNA plasmidial. En algunos casos el evento

integrativo incluye al vector; también puede ocurrir
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integraci6on simultéanea en otros sitios del genoma del
hongo.

Los resultados sugieren que el inserto de DNA de
Neurospora, presente en el plasmido YRp74.2 corresponderia
al gen leul del hongo. Tal gen, codifica por la enzima B-
isopropilmalato deshidrogenasa de FNeurospora y es analoga

al producto del gen leuB de E. coli.
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SUMMARY

The development of an efficient procedure for cloning
genes of Neurospora crassa depends on the availability in
that organism of systems for gene transier and expression.
This, in turn, depends on the existence of vectors
satisfying the requirements of the fungus. These vectors
should carry the structural genes needed as selective
markers, and the replication origins to permit them to
replicate extrachromosomically within the cells.

This work describes a procedure for «cloning DNA
sequences of KN. crassa through selection in Escherichia
coli and Saccharomyces cerevisiae. Three genomic libraries
of N. crassa were prepared. Two of them were developed
using integration vectors of S cerevisiae with the
purpose of isolating autonomously replication sequences
(ARS) of Neurospora in yeast. A plasmid was thus isolated
Cafring an insert that corresponded to a 3.5 kb Pstl
fragment from the fungus DNA. This insert would be the
carrier of a type ARS sequence initially functional in
yeast.

A third genomic library was designed and obtained in
the yeast YRp7 autonomous vector, with the purpose of
isolate Neurospora genes through genetic complementation
in E. coli and S. cerevisiae. From this gene library a

recombinant plasmid was isolated that is the carrier of a
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21 kb BamHI fragment with the capacity of complementing a
mutation of the leuB gene of E. coli.

Through an analysis of plasmid restriction and
subcloning, a restriction map was drafted with the purpose
of determining the approximate position of the gene within
the insert. From the subcloned plasmid YRp74.2, the
existence of a recognition site was ascertained at a
distance of 0.75 kb from an end of the insert which
affects the capacity of complementing the mutation leuB6
of E. coli.

Hibridization analysis of the recombinant plasmids
shows that they are carriers of a chromosomal DNA insert
of N. crassa.

Experiments on the genetic transformation of the
Neurospora stock leu” led to the conclusion that the
cloned DNA has the capacity to complementing the mutation
of fungus gene Jleul. Also, hybridization experiments
between DNA from the recombinant plasmid YRp74.2 and DNA
from Neurospora transformants demostrate the integration
of the vector itself and sometimes +the simultaneous
integration in other loci of the fungus genome.

These results suggest that the insert of peurospora DNA
present in the YRp74.2 plasmid may correspond to the
fungus gene Jleul. This gene codes for the Neurospora
enzyme R-isopropilmalate dehydrogenase and 1is similar to

the product of the E. coli gene leuB.
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PROPOSITO DE LA TESIS

El clonamiento eficiente de genes eucarioéticos en

Neurospora crassa requiere de vectores adecuados,
especificamente dotados con marcadores genéticos
facilmente seleccionables y con secuencias de DNA que

permitan su replicacién autonoma en dicho organismo.

En relacién a lo anterior, la presente tesis propone un
procedimiento que permita el clonamiento de genes de
Neurospora con el propésito de estudiar y conocer la
organizacién del genoma de este hongo filamentoso. Para
tal efecto, considera los siguientes objetivos.

- Clonar genes de N. crassa en E. coli y en Saccharomyces
cerevisiae.

- Construir vectores de clonado derivados de
Saccharomyces cerevisiae.

- Construir genotecas de MNeurospora crassa en vectores
tanto de integracién como de replicacién auténoma de
Saccharomyces cerevisiae.

- Probar el sistema indicado mediante el clonamiento del
gen leul de KNeurospora crassa por complementacion emn
Escherichia coli.

- Realizar transformacién genética de Escherichia coli,
y FNeurospora crassa CcOn plésmidos portadores del gen

leul de N. crassa.
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- Clonar un fragmento de DNA de N. crassa, portador de

una secuencia de replicacién autéonoma en S. cerevisiae.

La posibilidad de tener éxito en dichos objetivos deriva
de la siguiente hipétesis de trabajo:
Dado que N. crassa |y S. cerevisiae comparten
caracteristicas genéticas similares y que mutaciones de
E. coli pueden ser complementadas por funciones génicas
de JHNeurospora, entonces seria factible aislar genes
estructurales y/o regulatorios de #N. crassa en un

sistema hibridco Saccharomyces—E. colil.
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INTRODUCCION

E1 analisis de secuencias de DNA eucariético bha sido

facilitado por la simplicidad con la cual el DNA de estos

organismos puede sSer clonado en procariontes mediante los
sistemas de transformacién (Cohen et al, 1972> y vectores
desarrollados para estos ultimos (Balbas et al, 1086;
Bolivar et al, 1977 y 1977b> .

Secuencias de DNA eucariéticas pueden ser obtenidas y
alteradas facilmente in vivo e iIm vitro mediante el uso de
técnicas de genética bacterliana y de DNA recombinante.
Esto permite estudiar el efecto de cambios inducidos
experimentalmente sobre 1la funcién y expresién de los
genes analizados.

En general, los procedimientos de clonamiento molecular
requieren de al menos cinco etapas: 1) un método para
generar fragmentos de DNA del organismo en cuestién; iid
un vector gque sea un vehiculo portador de las secuencias

__de-DNA a estudiar; iii) reacciones que permitan la unién
del DNA al vector; iv) un medio para introducir las
moléculas recombinantes en una célula huésped donde pueda
replicarse; y V) un método de seleccién de 1los clones
recombinantes a partir de la celula receptora.

En atencién a lo anterior, la mayoria de los estudios

que se realizan a este nivel, requieremn de la construccidén




de una genoteca del organismo en un vector adecuado para
el huésped a utilizar.

Algunos genes de organismos eucariontes inferiores se
expresan en K. coli. El1 primer gen codificador de una
proteina de &5. cerevisiae clonado, fue aislado por su
capacidad de funcionar en 12 bacteria B. coli (Struhl et
al, 1976; Ratzkin et al, 1977; Struhl et al, 1977). Ello
ha permitido disponer de una estrategia para clonar genes
de levadura, en base a la capacidad de tales genes para
complementar mutaciones auxotréficas de E. coll.

Muchos de los genes de levadura que sSe expresan en &E.
copli presentan un grado de funcionalidad variable,
existiendo genes del mismo hongo gque no llegan 2
expresarse en la bacteria. Esta situacién hace necesario
recurrir a otras estrategias para su aislamiento <(Kramer
et al, 1976>.

Fenémenos similares a 1los recién descritos existen
también en Neurospora crassa, organismo del cual se sabe
que algunos de sSus genes pueden funcionar en E. coli. El
cistema de clonado de genes de Feurospora basado en la
complementacién génica de mutaciones de E. coli con DNA
proveniente del hongo no ha sido totalmente exitosa. Es
asi como se ha podido aislar sé6lo un numero reducido de
genes que se expresan en E. coli, por ejemplo, el gen
pyr—4 (Buxton et al, 1983 a,b>, el gen nit-3 (Smarrelli et
al, 1982) y el gen trp—1 <(Keesey et al, 1982), el cual,

sin embargo, muesira una expresién aberrante en la




bacteria (Schechtman et al, 1983). Otro caso es el gen
ga-2, ubicado en un cluster en el grupo de ligamiento VII
(Alton et al, 1978,; Vapnek et al, 1977). El funcionamiento
del gen qa-Z2 en K. colli ha sido detectado por
complementacion de 1la mutacién aroD6. Sin embargo 1los
genes ga-3 y ga—4, también del cluster mencionado, son
incapaces de funcionar en E. coli. No obtante, el gen ga-3
se expresa en Neurospora al retrotransformar este
organismo (Schweizer et al, 1981 a,b).

Las 1limitaciones para la expresion de genes de
organismos eucariontes en E. coli, pueden desde luego
deberse a diferentes aspectos de la fisiologia génica.

La sintesis de una proteina funcional depende de 1la
naturaleza de las sefiales de control y de la eficiencia de
los mecanismos que realizan 1la transcripcién y 1la
traduccion de la informacion genica. Ademas, generalmente
es necesario un procesamiento del RNA mensajero y en
algunos casos, el procesamiento y/o compartamentalizacién
del polipeptido que se sintetiza.

La wutilizacion de hongos como huéspedes de clonado,
podria ser ventajosa como estrategia de clonamiento de
genes que no se expresan en K. coli. En relacion a esto,
Saccharomyces puede constituir una alternativa
conveniente para el clonado molecular de aquellos genes
eucarioticos que no pueden ser seleccionados por
complementacién en K. coli. De hecho 1la levadura ha

demostrado ser un buen oOrganismo para el clonado de genes




heterélogos (Caru, 1987> e incluso ha sido descrito que
algunos genes procariéticos han podido ser clonados ¥y
expresados en S. cerevisiae (Jiménez et al, 1980; Rose et
al, 1981; Cohen et al, 19800.

AdemAs, varios genes de Saccharomyces (Broach et al,
1679; Hsio et al, 1979; Letts et al, 1984; Arndt et al,
1987), de RKeurospora (Schweizer et al, 1981; Huilet, 1984),
de otros hongos (Kawamura, 1983 y de organismos
eucariontes superiores (Henikoff et al, 1981, 1983; Beggs
et al, 1980; Hitzeman et al, 1981; Moir et al, 1987) que
no pudieron ser detectados por complementacién en E. coli,
pudieron ser clonados y expresados después de ser
reintroducidos en hongos.

La eficiencia de los sistemas de clonado de genes en
hongos depende de la disponibilidad de vectores para el
desarrollo de los respectivos sistemag de transferencia y
expresién génica.

El sistema mejor desarrollado en la actualidad es el de
Saccharomyces cerevisiae (Botstein et al, 1979; Falco et
al, 1983), para 1o cual se dispone de una serie de
vectores de clonado capaces de funcionar COmO plasmidos
extracromosémicos.

Algunos de los plasmidos usados corrientemente son
hibridos de E. coli y S. cerevisiae. Dependiendo del modo
de replicacién de tales pléasmidos en levadura, se
distinguen al menos tres tipos de vectores (Hinnen, 1978;

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




(al Vectores de integracién {Hinnen, 1978, que
transforman con baja frecuencia (aproximadamente 1-10
transformantes por ug de DNAY, integrandose en una regién
de homologia en el genoma de la levadura y generalmente
son estables mitéoticamente. Una eXcepcién a esto ocurre
con aquellos vectores de integracién que son portadores
del gen LEU2 de este organismo. En el esquema adjunto, se
muestra la organizacién de la regidn del cromosoma III de
S. cerevisiae donde se encuentra ubicado el gen LEUZ.
Adyacente al gen LEUz, en la posicién 5' respecto a la
direccién de transcripcién de dicho gen, se encuentra
ubicada una de las 50 copias del tramnsposén Tyl de este
organismo <(Camerocn et al, 1979; Scherer et al, 1980;
Kingsman et al 1681>. En ambos extremos de dicho
transposén existen 2 secuencias repetidas directas (DR).
Estas caracteristicas, hacen gue ios vectores de
integracién portadores del gen LEU2 +transformen c<cOn una
frecuencia mayor de la esperada para un vector de

integracion.
Pstl Psti
e = ...
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Organizacién del locus LEUZ en el cromosoma 111 de S.

cerevisiae.




Por estas razones, todos los plasmidos que llevan el gen
LEU2 poseen parte de un extremo de dicho elemento genético
(un segmento que forma parte de una de las secuencias
repetidas directas (DR)) y por lo tanto pueden integrarse
por homologia en otras regiones fuera de la regién del gen

LEU2, aumentando la frecuencia de transformacion.

(b) Vectores de replicacién extracromosémica (Beggs,
1978; Hicks, 1979a; Struhl, 1979, que se caracterizan por
transformar a la levadura con alta frecuencia. De estos
vectores existen 2 tipos principales, aquellos derivados
del plasmido de 2u (Broach et al, 1980; Royer et al, 1977;
Gerbaud et al, 1979; Toh-e et al, 1981) y denominados
YEp <(YEpl3 por ejemplo) y aquellos que poseen una
secuencia de replicacién auténoma (ARS) , de origen
cromosomico  (Beggs, 1978», denominados YRp <(YRp7 por
ejemplo). Estos plasmidos transforman a Saccharomyces con
alta frecuencia, pero los transformantes son
extraordinariamente inestables mitéticamente, segregando a
tasas de alrededor del 1-3% por generacioéon de crecimiento
en medio no-selectivo. Acompafiando a estas
caracteristicas, también se observa un incremento en el
tiempo requerido para la duplicacion celular, aumentando
el tiempo generacional (Stinchcomb et al, 1879; Stinchcomb
et al, 1980; Struhl et al, 1979; Chan et al, 1980;

Tschumper et al, 1980).




(c) vectores que poseen secuencias centroméricas Yy
teloméricas, que se caracterizan por transformar con alta
frecuencia y ser muy estables, llegando a constituir
verdaderos cromosomas artificiales (Szostak et al, 1982;
Clarke et al, 1980 a,b; Clarke et al, 1983; Chan et al,
1983; Dani et al, 1983; Murray et al, 1983; Yeh et al,
1986; Burke et al, 1987 .

Por otro lado, los sistemas de transformacién en hongos

filamentosos han estado limitados por las caracteristicas

estructurales de estos organismos, en especial la
existencia de 1la pared celular. Sin embargo, algunos
sistemas basados en las técnicas descritas para

Saccharomyces cerevisiae (Hinnen et al, 1978; Beggs, 1978)
han sido desarrollados en Neurospora crassa. Algunas
técnicas recurren a la formacién de esferoplastos mediante
la digestién enzimatica parcial de 1la pared celular de
conidios recién germinados (Case et al, 1979) o de micelio
propiamente tal <(Buxton et al, 1984). Ha sido descrito
otro procedimiento de transformacion de léurbspara en el
cual el estado de competencia de conidios recién
germinados se logra con un tratamiento con acetato de
1itio (Dhawale et al, 1984).

Las técnicas descritas para transiormar Feurospora
requieren la fusion de esferoplastos mediada por
polietilenglicol en presencia de cloruro de calcio (Van

Solingen et al, 1977).




No obstante la disponibilidad de estos sistemas, la
transformacién genética en Neurospora produce un bajo
namero de transformantes.

En HN. crassa la mayoria de los vectores de clonado son
del tipo de integracién, llevando como marcador genético
el gen ga-2. Existe al menos un vector derivado de un
Pléasmido mitocondrial de Neurospora (Stohl et al, 1682)
que tiene la capacidad de replicar extracromosémicamente y
transformar al hongo con una frecuencia relativamente alta
(Stohl et al, 1983)>. Sin embargo, se ha hecho necesario
alslar secuencias que puedan funcionar como replicadores
para la construccién de vectores adecuados a las
necesidades de la genética de este organismo.

La carencia de vectores de clonado realmente eficientes
en ¥N. crassa, se debe en pParte a la falta de buenos
marcadores genéticos que se expresen tanto en ¥. crassa
como en K. coli.

Uno de estos genes pod:ria ser el gen leul que en &.
crassa codifica para la enzima f-isopropilmalato
deshidrogenasa <(E.C. 1.1.1.85) <(Gross et al, 1969) y se
encuentra ubicado en el grupo de ligamiento III de dicho
organismo (Perkins et al, 1582). El gen leul de N. crassa
es equivalente al gen LEU2 de &. cerevisiae y al gen leuB
de E. coli. Como tal, es un buen elemento para estudiar un
sistema genético, principalmente con respecto a su

regulacidn.




En N. crassa se dispone de varios mutantes del gen leul
(Barrat et al, 1980; Perkins et al, 1982) los cuales
carecen de la enzima B—isopropilmalato deshidrogenasa ¥
que han sido obtenidos POT distintos métodos (Barrat et
al, 1980>. Estos diferentes alelos hacen posible disponer
de cepas doble mutantes del gen leul del hongo,
disminuyendo 1la frecuencia de reversién de dicho gen a
niveles inferiores 2 107'=, lo que facilitaria 1los
estudios de transformacién en Neurospora.

Por otro lado, el gen leul, esta sujeto a un sistema de
control genético regulado por el gen leus ubicado en el
grupo de ligamiento I (Polacco et al, 1973; Olshan et al
1974). Dicho gen regulador posiblemente actua como un
elemento regulatorio positivo (Polacco et al, 19737,
bhaciendo mas interesante el estudio de este sistema
genético relacionado cOn 1a biosintesis de leucina, sobre
todo si se llega & realizar estudios comparativos con otro
ascomicete COmMO levadura. En ambos organismos existen
elementos similares, Pero tambien hay marcadas diferencias
gque soOn dificiles de explicar. En ambos, 1los genes
relacionados con la ruta de biosintesis de leucina estan
ubicados en diferentes grupos de ligamiento (Perkins et
al, 1982; Mortimer et al, 1980>. Los factores regulatorios
sobresalientes de la biosintesis de leucina de Neurospora
son similares @a aguellos de S. cerevisiae, donde el o~
isopropilmalato juega umn rol esencial. En Neurospora, las

tres enzimas especificas para leucina (a-isopropilmalato




sintetasa, isopropilmalato dehidratasa y p-isopropilmalato
dehidrogenasa) tienen ubicacién en el citosol y estan
codificadas por los genes leu4, leu2 y leul
respectivamente (Gross, 1965; Reichenbecher et al, 1978).
La sintesis de tales enzimas es regulada por un proceso
que interrelaciona represién e induccién. La represién
estéd mediada por leucina y la induccién esta relacionada
con el producto del gen leul3 (Gross, 1965; Kashmiri et al,
1070). Por 1lo tanto, existirian al menos dos elementos
regulatorios en 1la sintesis de las tres enzimas. Un
elemento se une a leucina o un derivado y el complejo
formado funciona como un represor de la expresién del gen
estructural de o-isopropilmalato sintetasa (Ieu4). El otro
elemento, interactta con o-isopropilmalato y funciona como

un inductor para la expresién de los genes leul y leu2.

TEl1 analisis de diferentes mutantes del gen leud

sostiene el modelo (Olshan et al, 1974). Ademds, dichos
mutantes pueden ser identificados sobre la base de bajos
niveles de los productos de los genes leuz y leul. Tales
estudios indican que el gen lIeu3 codifica por un elemento
regulatorio positivo, el cual interactaa con a-
isopropilmalato formando un complejo. Este complejo
aparentemente sirve como un elemento regulador positivo
para 7 u 8 cistromnes (Polacco et al, 1973; Olshan et al,
1974). Por otro lado, se ha sugerido que el complejo
formado por el producto del gen Jeu3 y a-isopropilmalato

podria participar emn una represién temporal de la sintesis
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de rRNA y proteinas (Amaleo, 1980). Asi, el sistema leu3-
a-isopropilmalato podria ser considerado como una sefial de
privacién temporal para balancear 1la produccién de
leucina. Esto se lograria, variando los requerimientos de

sintesis de RNA y de proteinas en la célula.

El analisis de mutantes aux6trofos para leucina en N.

crassa, ha permitido detectar una interconexion
regulatoria de las rutas de biosintesis de leucina e
histidina. En este sistema, sefiales especificas de la ruta
de biosintesis de leucina participan en el control de la
sintesis de la enzima imidazolglicerol-fosfato dehidratasa
(IGP-dehidratasa). Probablemente, el efecto de -
isopropilmalato es a nivel de 1la transcripcién del gen
hisl, actuando especificamente como un inductor en forma
similar al caso del gen leuZ (Reichenbecher et al, 1978).
En atencién a lo anterior, el clonamiento del gen leul
de Neurospora crassa podra entregar informacién sobre los

aspectos méas relevantes del sistema de regulacién recieén

mencionado. Indudablemente Qque una buena prueba de tal
sistema, se puede obtener a nivel de 1la organizacion
interna del gen. Ademas, permitira estudiar a nivel

molecular las interrelaciones que puedan haber con los
otros genes participantes del sistema de regulacién, una
vez que se disponga de ellos. E1 gen leul puede ser
utilizado como una herramienta para comenzar a estudiar
como actuan los elementos regulatorios a mnivel de la

secuencia de DNA, los tipos de promotores, etc.
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El gen leul de N. crassa se puede expresar en la
bacteria E. coli en forma similar a como lo hace el gen
LEUZ de levadura, el cual complementa la mutacidén IeuB6 de
E. coli (Ratzkin et al, 1977) y el gen LEU2 de Candida
maltosa (Kawamura et al, 1983) el cual, ademAs de
expresarse en S. cerevisiae, se expresa en E. coli.

Por otro lado, el disponer del gen JIeul de N. crassa
puede facilitar la experimentacién para aislar fragmentos
de DNA portadores de secuencias de replicacién auténomas
(ARS). Esto a su vez podria permitir la construccién de
plésmidos con origenes de replicacién cromosémicos del
hongo que funcionen como vectores N. crassa-E. coli. Ello
facilitaria el estudio genetico de 1los fenémenos de

regulacién de la expresion génica en N. crassa.
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MATERIALES Y METODO S

I.- MATERIALES

l.- Material biolégico.

1.1 Bacterias: FEscherichia coli cepa C600 (F—, <thil,
thrl, leuBs, lacYl, tonA21, SupFE44, Xx—) (Appleyard,
1954)>; cepa HB101 (F—, hsd2¢ {(re-, re-), recAls,
arald, proAz, lacYi, galkz2, rpsL20 (Sm~) , xyl5,
mtll, SupE44, AT (Boyer et al, 19695 fueron
utilizados en los experimentos de clonado de DHA y
en la obtencién de plasmidos.

1.2 Levaduras: Saccharomyces cerevisiae cepa Sc483 (a,

leuz. 3, leu2. 112, his4g, cani) (Jiménez et

al,1980), Esta cepa fue proporcionada por el Dr.

Antonio Jiménez (C.B.M., Madrid, Espafia).

cepa Dz234-3B (a, leu 2-3,112; his 3-11; ura 3-52,

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

proporcionada por el Dr. J.V. Szostak (Harvard

Medical School, Boston, MA., U.S.A.). Estas cepas

de levadura se usaron en los experimentos de
transformacién.

1.3 JWNeurospora crassa: La cepa silvestre 744 FGSC #
264 y las cepas mutantes leul-A FGSC # 28 , se
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obtuvieron del Fungal Genetics Stock Center,
Arcata, California, U.S.A.) (Barrat et al., 1982).
Plasmidos: Los plésmidos pBR-32z2 (Bolivar et al.,
1977>, YEpl3 <(Carbon et al., 1978>, YRp7 (Tschumper
et al., 1980), se utilizaron en los experimentos
de clonado.

El plésmido pTSl.2 es un derivado del plasmido
pBR-322 al cual se le ha insertado en el sitio Sall
un fragmento Sall/Xhol de 2 kb portador del gen
leuz de levadura y fue obsequiado gentilmente por
la Dra. Teresa Suéarez, Dpto de Genética,

Universidad de Salamanca, Espafia.

Enzimas: Las endonucleasas de restricciéon Aval,
Bgll, Bglll, HindI1I, Kpnl, Mbol, Pvull, Smal,
Smalll se obtuvieron de Bio. Labs. Inc. USA.

Las endonucleasas de restriccion BamHI, EcoRI,
Haelll, Sall, Hhol, XmalIlI, Sstl, Sstll y las
enzimas DNA 1ligasa del bacteriofago T4, DNA
polimerasa 1 de E. coli, Fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1 de E. coli y polinucleotido kinasa se
obtuvieron de Bethesda Reseach Laboratories Inc.,
Maryland USA. Del mismo laboratorio se obtuvo
albumina de suero de bovino.

Las endonucleasas de restriccion Pstl y Sau3Al y la
enzima fosfatasa alcalina de ternera (CIP) se

obtuvieron de Boehringer Mannheim, Alemania.
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Las enzimas lisozima, ribonucleasa A, proteinasa K,
pronasa y PB-glucuronidasa tipo HZ2 se obtuvieron de

Sigma Chemical Co. St. Louis, USA.

1.6 Acidos desoxirribonucleicos: DNA del bacteriéfago
lambda (\) digerido con la enzima de restriccién
HindIII se obtuvo de Bethesda Research Laboratories
Inc. USA. DNA de esperma de salmén se obtuvo de

Sigma Chemical Co. St. Louis, USA.

2.- Reactivos Quimicos

De Sigma Chemical Co. St. Louis USA, se obtuvo: Agarosa
(tipo V>, ampicilina, BSA <(fraccién V), bromuro de
etidio, cloruro de cesio, 8DS, DTT, EDTA, ficoll, 8-
hidroxiquinolina, polivinilpirrolidona, tetraciclina,
Iris, nucleotidos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), aminoacidos:
histidina, leucina, lisina, prolina, treonina y
triptofano. De Merck, Darnmstadt, Alemania se utilizé:
Acetato de sodio, alcohol isocamilico, acido Dbérico,
dcido citrico, arena de mar purificada, cloroformo,
cloruro de magnesio, etanol absoluto, fenol, formamida,
glicerol, glucosa, glicina, metanol, persulfato de
amonio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio,
sacarosa. De BioRad se utilizé agarosa de bajo punto de

fusion.
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De Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA.: triptona,
peptona, extractoc de levadura, extracto de malta, base
de nitrégeno para levaduras, agar—agar

De New England Nuclear, Bostomn, Mass., se obtuvo | #2P-al
dATP, que fue gentilmente proporcionado por el Dr.
Antonio Jiménez del Centro de Biologia Molecular,
Madrid, Espafia.

De Millipore Filter Corporation, &€ obtuvo papel de
nitrocelulosa.

De Whatmann Ltd., Inglaterra, papel 3MM.
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1I.

1.

METODOS

Cultivo de Microorganismos

Bacterias: FEscherichia coll fue crecida en medio
de cultivo LB <(Apéndice N¢ 1. Para cultivos
s6lidos se agrego agar-agar al 2%. Cuando fue
necesario las Dbacterias se crecieron en medio
minimo Vogel-Bonner (Vogel et al., 1956; Davis et
al.,1980) (Apendice N2 1). Los cultivos bacterianos
se incubaron a 37° C con agitacién constante.

Levaduras: Las cepas de Saccharomyces cerevisiae
fueron crecidas en medio YEP (Apendice N2 1). Para
cultivos sélidos se agregd agar-agar al 2%. En
algunos experimentos, las cepas de levadura se
crecieron en medio minimo SD <(Apendice N2 1)
suplementado con 40 mg de 1los requerimientos
metabolicos para un litro de solucién. Los cultivos
se incubaron a 30° C con agitacion constante.

Neurospora crassa: Las cepas de Neurospora se
crecieron en medio completo <(Apendice N® 1>. En
algunos experimentos, las cepas del hongo se
crecieron en medio minimo Vogel <(Apendice N2 1)
suplementado con sacarosa al 1%. Los cultivos se

incubaron a 25° C con agitacién constante.
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3. -

3.

Mantencién de las cepas:

w

Las cepas de K. coli se crecieron en medio LB
hasta saturacién. Para las bacterias portadoras de
pPlésmidos el medio fue suplementado con ampicilina
(100 ug/ml) o tetraciclina (20 Hg/ml). Un ml de
cultivo se mezclé con un ml de glicerol al 80%
(previamente esterilizado). Se dejé a temperatura
ambiente por 4 horas y luego se guardaron a -20° C.
En estas condiciones las células se mantuvieron

viables por mAs de 6 meses.

Las cepas de S. cerevisiae se crecieron en medio
YEP o0 en medio minimo SD y los cultivos se trataron

de la misma manera que las cepas bacterianas.

Las cepas de MNeurospora crassa se crecieron en
tubos con medio completo sé6lido durante 5 dias a
25° C y se dejaron conidiar mediante exposicién a
la 1luz natural por 24 horas. Posteriormente se
guardaron a 4° C. En estas condiciones los cultivos

se€ mantuvieron viables por aproximadamente 4 meses.

Purificacién de DNA

1

Purificacién de DNA plasmidial: E1 DNA plasmidial

se purificé utilizando una modificacién del método
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de la lisis clarificada descrito por Clewell et al
(1969>. A partir de un 1itro de un cultivo nocturno
de E. copli en medio LB suplementado coOn el
antibiético apropiado se obtuvieron las células por
centrifugacién a 8000 rpm durante 10 min en una
centrifuga Sorvall RC-5B utilizando un rotor SS34.
lLas células se resuspendieron en 10 ml de sacarosa
al 25% en Tris-HCl1 50 mM pH=8.0. Luego se agregé 1
ml de lisozima (8 mg/ml en Tris-HC1 25 mM pH=86.0) ¥
0.5 ml de EDTA 500 mM pH=8.0. La mezcla se incubd
en hielo por 20 min, luego se agregaron 16 mli de
mezcla litica (tritomn X-100 al 0.1% en Tris-HCl1 50
mM pH=8.0, EDTA 50 mM) y se incubé durante 30 min
en hielo. La mezcla se centrifugé a 18000 rpm por
60 min en una centrifuga Sorvall RC-5B utilizando
un rotor SS34. El liquido sobrenadante (que
corresponde al lisado aclarado) fue colectado ¥y
diluido com un volun_len de agua destilada estéril.
Se agregé RNasa A a una concentracién final de 30
pg/ml y se incubs a 37° C durante 15 min
Posteriormente el lisado se desproteinizé coOn una
nezcla de fenol:cloroformo:alcohol ispamilico
(25:24:1> <(apéndice N2 20. El DEA se precipité de
la fase acuosa por adicién de 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 My 2 volumenes de etanol frio
(-20° C). La mezcla se incubd a -20° C durante 60

min y luego se centrifugé a 10000 x § durante 45
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min El DNA se resuspendié en un volumen apropiado
de tampén TE (Tris—-HC1 10 mM pH=8.0, EDTA 1 mM).
Luego para extraer el exceso de sales, el DNA se

dializé contra tampén TE a 4° C durante 24 hrs.

Minipreparacién de DNA plasmidial: Para el analisis
de plasmidos de los clones recombinantes se usé un
método réapido de purificacién de DNA en pPequefia
escala que corresponde a una modificacién del
método descrito por Birnboim et al., 1979. Las
colonias bacterianas se crecieron en tubos con 3 ml
de medio LB liquido suplementado con el antibiético
correspondiente. En tubo Eppendorf se colocé 1.5 ml
del cultivo. Se centrifugé 1 min en una
microcentrifuga Eppendorf y las células
precipitadas se resuspendieron en 100 Bl de una
solucién compuesta por glucosa 50 mM, EDTA 10 mM,
tris-HC1 25 =mM pH=8.0, lisozima 4 mg/ml. La
suspensién bacteriana se incubé 5 min a temperatura
ambiente. Luego se agregé 200 Hl de solucién de
¥aOH 0.2 N, SDS 1% recieéen pPreparado. Se mnmezcléd
invirtiendo 3—-4 veces el tubo y se dejoé
inmediatamente en hielo por 5 min. Posteriormente
se adicioné 150 ul de una solucién fria de acetato
de potasio 5 M. El tubo se agité suavemente en
posicién invertida en vortex a baja velocidad

durante 10 seg e inmediatamente se dejé en hielo
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por 5 min. La mezcla se centrifugso durante 5 min en
una centrifuga Eppendorf a 4 C. El liquido
sobrenadante se€ transfirié a un tubo estéril y se
desproteinizo 3 veces con fenol (apéndice N© 2).
Los acidos nucleicos &€ precipitaron por adicion de
2 volumenes de etanol frio (-20° C)> e incubacioen de
la mezcla a -20° C durante 10 min. Luego los tubos
se centrifugaron durante 5 min en una centrifuga
Eppendorf a 4 C. El1 liquido sobrenadante se
descarté. El tubo s€ dejé escurrir en posicién
invertida sobre papel filtro durante 5 min. El
precipitado se secé en un desecador al vacio, luego
se resuspendio en 50 pl de tampon TE (Tris—-HC1l 10
mM pH=8.0, EDTA 1 mM) que contenia RNasa A a una
concentracioéon final de 30 pg/ml. Los éacidos
nucleicos se incubaron durante 15 min a 37° C. El
DNA asi obtenido se analizo por electroforesis en
geles de agarosa (seccién 4.1) cargando 5 pl de la

preparacion por carril.

Purificacién de DEA cromosémico de Neurospora
crassa: El DNA cromoséemico de Neurospora S€
purificé mediante una modificaciéen de la técnica de
Hautala et al. (1977) a partir de una fraccion
nuclear obtenida por el método de Reich et al.,

(1961>.
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El precipitado nuclear se resuspendié en una
solucién salina (NaCl 150 mM, EDTA 100 mM pH-8.0)
en una relacién de 0.5 ml por gramo de micelio
humedo. Luego se adicioné proteinasa K a wuna
concentracién final de 500 ug/ml y SDS a una
concentracién final del 1%. La mezcla se agitéd
suavemente invirtiendo el tubo 3 veces. Se incubé 2
hrs a 37° C, luego 15 min a 70° C y finalmente se
enfrié en hielo. Posteriormente se agregé 1/10 de
volumen de acetato de potasio 5 M frio, se imncubéd
30 min a 4° C hasta que aparecié un precipitado
blanco que se eliminé por centrifugacién a 10000 x
g durante 10 min. El liquido sobrenadante se
transfirié a un tubo estéril y se desproteinizé con
un volumen de una mezcla de cloroformo:alcohol
jcoamilico (24:1), centrifugando a 3000 x g durante
5 min. La fase acuosa se transfirié a un tubo
estéril. Se agregaron 2 volumenes de etanol
(preenfriado a -20° C> y el tubo se dinvirtié 3
veces. Inmediatamente después de formarse el
precipitado de acidos nucleicos (que adquieren una
forma de oville), éste fué retirado cuidadosamente
con la ayuda de una pinza esteéril y se deposité en
un tubo corex de 15 ml, estéril. Los &cidos
nucleicos se secaron al vacio y se resuspendieron
en tampén TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH=8.0) a

temperatura ambiente con agitaclién suave. El REA se
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eliminé agregando RNasa A a una concentracién final
de 30 pg/ml e incubando a 37° C durante 15 min. El
DNA se desproteinizé con un volumen de
cloroformo:alcohol iscamilico (24:1) y las fases se
separaron por centrifugacién a 3000 x g durante 5
min. La fase acuosa (superior) se transfirié a un
tubo estéril, se agregd 2 volimenes de etanol
preenfriado a -20° C y se incubé a -20° C durante 1
br. El DNA se recuperé por centrifugacién a 12000 x
g durante 30 min. El precipitado se secé al vacio vy
luego se resuspendié en Tampén TE. El exceso de
sales se removié por dialisis contra tampéon TE a 4°
C. Finalmente el DNA se sometié a examen mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en tampén

TBE (Métodos, seccién 4.1).

Purificacién de DNA total de Saccharomyces
cerevisiae: El DNA de &S cerevisiae f ue
purificado a partir de esferoplastos obtenidos con
zimoliasa 60000, para 1lo cual las células de
levadura se crecieron en 40 ml de medio minimo
SD hasta saturacién o en el caso de transformantes
hasta D.0.eso= 0.35-0.40. Las células se
recuperaron por centrifugacién a 3500 x g por 5 min
y se resuspendieron en 3 ml de sorbitol 0.9 M, EDTA
0.1 M pH=7.5. A la suspensién celular se agregé 100

pl de zimoliasa 60000 (2.5 mg/ml) Preparada en el
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momento de usar Yy Se incubé a 37° C durante 1 br

con agitacién suave. Los esferoplastos se

recuperaron por centrifugacisén a 1000 x g durante 5
min, se resuspendieron en 5 ml de Tris—HC1l 50 mM,
EDTA 20 mM pH=7.4 y se agregé 0.5 ml de SDS al 10%.
a 65° C durante 30 min.

La mnezcla se incubéd Se

adicioné 1.5 ml de acetato de potasio 5 M y se dejo

a temperatura ambiente por 5 min.

Después se

incubsé en hielo durante 1 br y

luego se centri fugé

a 8000 x g durante 10 min.

E1l liquido sobrenadante

se transfirié a un tubo estéril, se agregaron 2

volumenes de etanol a temperatura ambiente. Se

mezclé invirtiendo 3 veces el tubo y se centrifugd

a 7000 x g durante 15 min a temperatura ambiente.
El sedimento se secdé al vacio y se resuspendié en 3

ml de tampén TE 2 temperatura ambiente con

agitacién suave durante una noche. La suspensién se

centrifugé a 8000 x § durante 15 min y el

sobrenadante se transfirié a un tubo estéril. A 1la

solucién se agregé 1 volumen de isopropanol y se

agito suavemente. El precipitado (con aspecto de

ovillo) se extrajé con la ayuda de wuna pinza

estéril y se deposité en un tubo Eppendorf estéril.
El precipitado se resuspendié en tampén TE. E1 RNA

se eliminé agregando RNasa A a una concentracioén

final de 30 ug/ml e incubando a 37° C durante 15

min. E1 DNA se desproteinizo agregando un volumen

24




de cloroformo:alcohol ispamilico (24:1), las fases
se separaron por centrifugacién durante 30 seg en
una centrifuga Eppendorf. La fase acuosa (superior)
se transfirié a un tubo Eppendorf estéril, se

agregdé 2 volamenes de etanol preenfriado & -20° C y

se dejsé durante 30 min a -20° C. Luego se
centrifugd durante 5 min en una microfuga
Eppendorf, el liquido sobrenadante se elimind, el

precipitado se secé al vacio y luego se resuspendié
en tampén TE. El DNA total de levadura se chequesd
por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en

tampén TBE (Métodos, seccioén 4.1).

Purificacién de DNA plasmidial de Saccharomyces
cerevisiae: Preparaciones de DNA plasmidial de
jevadura se realizaron por una modificacién del
método de Yeh et al., (1986). Las cepas de levadura
se crecieron a 30° C durante una noche en medio YEP

(Métodos, seccién 1.27 con agitacion constante. Los

T ——— e —
™

transformantes Sé crecieron en medio minimo SD
hasta D.0.esc™ 0.35-0.4 con agitacién constante.
lLas células se colectaron por centrifugacién a 3500
x g durante 5 min y el precipitado se resuspendio
en 300 pl de una solucién estéril de sacarosa al
25% en Tris—HC1 50 mM pH=7.5, HaCl 200 mM
preenfriada a 4° C. La suspension celular se€

transfirié a un tubo Eppendort estéril. Se adiciond
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0.6 g de esferas de vidrio (0.45-0.50 mm de
diametro, prelavadas en HCl 1 M y luego lavadas en
H:O estéril). La mezcla se agité 3 veces en vortex
a velocidad méxima durante un periodo de un min,
incubando en hielo cada vez. La ruptura celular se
comprobé por observacién al microscopio éptico y
determinacién del porcentaje de células intactas.
En algunos casos la agitacion en vortex se continud
hasta que la mayoria de las células se rompieron.
Al extracto celular se adicioné 300 unl de fenol
saturado en Tris-HCl 50 mM pH=8.0, EDTA 1 mM y se
agité en vortex 2 veces por un periodo de un min.
Luego se agregé 300 pl de cloroformo:alcohol
isocamilico (24:1). Se agité en vortex por un min y
las fases se separaron por centrifugacién durante 3
min en una centrifuga Eppendorf. La fase acuosa
(superior) se transfirié a un tubo Eppendorf
estéril y el DKNA plasmidial se precipité agregando
1 ml de etanol frio (-20° C) e incubando a la misma
temperatura durante 15 min. El DNA se recuperé por
centrifugacion durante 5 min en una centrifuga
Eppendorf. El precipitado se secé al vacio y se
resuspendié en 250 ul de tampén TE. La preparacién
plasmidial se reprecipité agregando 1/10 de volumen
de acetato de sodio 3 N, 2 volumenes de etanol a
-20° C e incubando a la misma temperatura durante 1

hr. La mezcla se centrifugé durante 5 min en una
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centrifuga Eppendorf. El sedimento se secdé al vacio

y se resuspendié en 50 upl de tampon TE.

Electroforesis de DNA

Geles de agarosa: La electroforesis de DNA en geles
de agarosa se realizo de acuerdo a la técnica de
Johnson et al. (1977). La agarosa se disolvio en
tampén TBE (TIris 8.9 mM, acido bérico 8.9 mM, EDTA
2 mM pH=8.0) por calentamiento hasta ebullicion.
Luego se dejé que la temperatura se equilibrara a
60°-65° C y se agrego bromuro de etidio
(proveniente de una solucién stock de 5 mg/ml
preparada en agua) a una concentracién final de 0.5
pg/ml. La solucién asi preparada se deposito en
una placa de vidrio, provista de una peineta con
espaciadores de 0.5 mm y se dejo gelificar a
temperatura ambiente. El gel se coloco en una
camara de electroforesis horizontal. Para correr el
gel se utilizo tampen TBE que contenia bromuro de
etidio a una concentracién final de 0.5 pg/ml. Las
muestras de DNA a analizar se mezclaron en una
proporcién de 5:1 <(v/v) con tampén de carga ©6X
[ficoll <(tipo 400> 2%, azul de bromofenol 0.25%,
glicerol 35%, en TBE 6Xl. La electroforesis se

corrio a un voltaje constante de 60 volts. Para el

27




caso de mini-geles (5 x 7 cm) se corrieron a 40

volts constantes.

Visualizacién de DNA en geles de agarosa: En los
casos en que la electroforesis no se realizé en
presencia de bromuro de etidio, 1los geles de
agarosa se sumergieron €n una splucién de bromuro
de etidio 1 pg/ml en agua destilada durante 15 min.
Luego los geles se lavaron en sulfato de magnesio 1
mM por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se
observaron en un transiluminador Mineralight modelo
TM-36 a una longitud de onda de 302 nm. Los geles
se fotografiaron en una camara Polaroid CV-5 usando
pelicula Polarcid tipo 55 o en una camara Polaroid
MP-4 usando pelicula Polaroid tipo 66. En ambos
casos se utilizé un filtro amarillo de gelatina y

la pelicula se expuso durante 30 seg.

Determinacioéon de tamafios moleculares: Para
determinar el peso o tamafio molecular de 1los
fragmentos de DNA productos de la digestién con las
diferentes endonucleasas de restriccioén, se
construyé una curva de calibracién utilizando como
estandar de peso molecular el DNA del bacteridéiago
lambda digerido con HindIII (Williams et al.,
1680). E1 DNA del ©bacterisfago » digerido con

HindIII da 8 fragmentos cuyos tamafios son conocidos
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5.

y se detallan en el apéndice N¢ 3. El procedimiento
consistié en graficar en un papel semilogaritmico
el peso molecular de 1los fragmentos del DNA
estandar en la abcisa contra su movilidad
electroforética en la ordenada. Se obtuvo una curva
donde se extrapolan las migraciones
electroforéticas de 1los fragmentos de tamafios

desconocidos.

Extraccién de DNA a partir de geles de agarosa de bajo

punto de fusioén.

1

Extracciéon de DNA: Para extraer el DNA de geles de
agarosa de bajo punto de fusion se wutilizée la
técnica descrita por Langridge et al, (19807,
usando como agente extractor bromuro de N-cetil-
N,N,N-trimetil amonio (CTAB).

Los fragmentos de DNA se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto
de fusion al 1% preparada en tampon TEA (Tris-HCI
40 mM pH=7.9, acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM), en
presencia de bromuro de etidio a una concentracion
final de 0.5 pg/ml. La electroforesis se realizé en
el mismo tampon durante toda la noche a 30 volts.
Finalizada 1la electroforesis se «corté con un
bisturi la zona del gel donde se ubicaba la banda

de DNA de interes (visualizado bajo la luz




ultravioleta) y el trozo de gel se deposité en um
tubo Eppendorf estéril. El gel se fundid a 65-68° C
durante 20 min, agitando 2 © 3 veces en vortex para
homogenizar. Cuando la agarosa estuvo fundida el
tubo se transiirié a un bafioc termorregulado a 37°
C, se agregé 1 volumen de una solucién de agua—CTAB
precalentada 2 37°, 1 volumen de butanol-CTAB
precalentado a 37° C y se agité en vortex. La
mezcla se centrifugdé en una centrifuga Eppendorf
durante 1 min a 37° C para separar las fases. Se
extrajo la fase butanol (superior’> y se deposité en
un tubo Eppendorf estéril. A la fase acuosa
(inferior) se agregdé 1/2 volumen de butanol-CTAB
precalentado a 37° C, se agité en un vortex y se
centrifugdé en una centrifuga Eppendorf durante un
min. Se colecté 1la fase butanol (superior> y se
junté comn 1la fase butanélica anterior. A la fase
butanélica se agregé 1/4 de volumen de acetato de
sodio 0.3 M. Se agité en un vortex y se centrifugd
en una centrifuga Eppendorf durante un min. La fase
acuosa (inferior) se transfirié a umn tubo Eppendort
estéril, se adicioné un volumen de cloroformo ¥y
después de agitar en un vortex se incubd en hielo
durante 5-10 min. La mezcla se centrifugé en una
centrifuga Eppendori durante un min a 4° C y se
colecté 1la fase acuosa (superior>. El1 DFNA se

precipité agregando 2-4% (v/v) de acetato de sodio
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3 M y 3 voluamenes de etanol preenfriado a -20° C.
La mezcla se incubs a —-20° C durante la noche o 30
min a -70° C. El DNA se recuperé por centrifugacion
en una microfuga Eppendorf durante 3 min a 4° C. El
precipitado se resuspendié en un volumen apropiado
de agua destilada esteéril (10 a 20 ul) y finalmente
se analizé por electroforesis en un minigel de

agarosa al 0.7% en TBE.

Preparacién de soluciones: Las soluciones para la
extraccién CTAB se prepararon Ccomo Se detalla a
continuacién. Para saturar el butanol con agua §y
viceversa, se mezclé un volumen de agua destilada
con un volumen de Dbutanol, se agité ¥y dejo
equilibrar hasta que Se separaran las fases (fase
superior corresponde a la fase butanélica y la fase
inferior corresponde a la fase acunsa). Ambas fases
se colectaron por separado ¥ transfirieron a
matraces limpios. Se disolvié 1 g de CTAB en 100~nd
de butanol saturado en agua, luego se agregé 100 ml
de agua saturada en butanol. Se mezclé muy bien ¥y
se dej6 a temperatura ambiente durante una noche O
un tiempo adicional hasta que se separaran las
fases. Cada fase se colecté por separado en frascos
herméticos y se guardaron en un incubador a 37° C.

La fase superior corresponde a la solucién de
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butanol-CTAB y la fase inferior a la solucién de

agua—-CTAB.

Determinacién de la concentracién de DNA.

Densidad optica: La concentracioén de adcidos
nucleicos se determiné midiendo la densidad o6ptica
a 260 nm. Las muestras de &cidos nucleicos se
depositaron en cubetas de cuarzo de 1 ml y la
densidad optica a 260 nm se midio en un
espectrofotometro Shimadzu modelo UV-150-0z. Se
consider® que 1 unidad de absorbancia (D.0.) a 260
nm equivale a 50 pg/ml de DKNA de doble hebra
(Maniatis et al., 1982). La pureza de una
preparacion de DNA se determiné midiendo la razon
entre la densidad optica a 260 y 280 nm
(D.0. z60/D.0.z=c). Se estimé6 que una preparacioéon
estaba pura cuando la razon era igual o mayor a

1.8.

Método del minigel de agarosa: Otro metodo usado
para estimar la concentracion de DNA en las
preparaciones corresponde a electroforesis en
minigel de agarosa. Se preparo un minigel <5 x 7
cm» de agarosa al 0.7% en TBE en presencia de
bromuro de etidio a una concentracién final de 0.5

pug/ml (Métodos, seccioén 4.1). A 5 ul de la muestra
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de DNA se adicioné 1 pl de tampén de carga 6X y la
mezcla se cargé en el gel. La electroforesis se
corrié en una camara horizontal (utilizando tampén
TBE que contenia bromurao de etidio a una
concentracién final de 0.5 ug/ml) a 40 volts hasta
que el colorante alcanzé el extremo del gel. Se
utilizé como estéandar DNA del bacteriéfago lambda
digerido con HindIII a una concentracién final de
40 ng/pl. El minigel se observé bajo luz
ultravioleta en un transiluminador Mineralight
modelo TM-36. Se comparsé la intensidad de
fiuorescencia de 1la banda de DNA de la muestra en
estudio con una banda de DNA del estéandar que
tuviera una intensidad igual © similar. A partir de
la comparacién se estimd la concentracién de DNA de
1la muestra. En algunos casos donde se requeria
mayor exactitud en 1la determinacién, se sacdé una
fotografia dgl gel en una camara Polaroid CV-5
utilizando una pelicula Polaroid tipo 55 y se
realizé una densitometria del negativo en un

fotodensitéometro Gelman modelo ACD-15.

7.— Digestién con endonucleasas de restriccidén.

7.

1

Digestién total de DNA de HNeurospora crassa: La
digestion total se realizé incubando el DNA de X.

crassa con la enzima de restriccién a una
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concentracién de 2-4 unidades de enzima por pg de
DNA. Las condiciones de PH, fuerza idénica ¥y
temperatura utilizadas se basaron en las descritas
por Maniatis et al (1082). La mezcla de reaccioén se
realizé en un volumen final de 20-30 upl y se incubd
durante 2-3 hrs o por un tiempo mayor hasta que el
DNA estuviera totalmente digerido. La reaccidén se
chequeé Ppor electroforesis en mini-gel de agarosa
tomando una alicuota de 1 pl de la mezcla de
reaccién y corriéndola en un mini-gel. Cuando la
digestién se completé, el DNA se desproteinizé
con fenol:cloroformo: alcohol isoamilico (25:24: 1,
luego con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) ¥y
finalmente se precipité con 2 volumenes de etanol a

-20 °C.

Digestién parcial del DNA de Neurospora crassa: Las
condiciones de restriccién parcial con las enzimas
de restriccién se establecieron de acuerdo al
método descrito por Maniatis et al (1982>. El1 DNA
de Neurospora <9 muestras de 1 pug cada una) se
traté en forma simultanea con concentraciones
decrecientes de la enzima de restriccién a utilizar
(para BamHl 4 a O unidades/ug de DN&, para Sau3Al 2
a 0 unidades/pg de DNA). Las mezclas de reaccién se
realizaron en un volumen final de 15 plL y se

inpcubaron a 37 °C durante 30 min en el casoO de
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BamHI o 15 min en el caso de Sau3Al. La reaccién se
detuvo incubando en hielo y agregando EDTA a una
concentracién final de 20 mM. Las muestras se
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 0.7% <{(Métodos, seccién 4.1). En relacioéon a 1lo
anterior, las condiciones elegidas para la
digestién parcial con BamHI v Sau3Al
correspondieron a 0.5 y 0.2 U/ pg de DNA
respectivamente. E1 DNA después de digerido se
desproteinizd con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1>, 1luego con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y finalmente se precipité con =2
volimenes de etanol a -20 °C. El sedimento de DNA
se resuspendié en un volumen apropiado de agua

destilada estéril.

Digestién de DNA plasmidial: Se incubd
aproximadamente 0.2-0.5 pg de DNA plasmidial con
0.5 a 1 unidad de enzima de restriccién durante 1-2
horas a 37 °C. Las condiciones de 1la digestién
enzimética se basaron en las descritas por Maniatis
et al, (1982), en un volumen final de 22 pl. La
reaccién se detuvo por la adicién de EDTA a una
concentracién final de 20 mM. En algunos casos el
DNA se traté con dos enzimas de restriccién, 1la
digestién se realizé en forma simultanea si ambas

enzimas requerian condiciones de reaccion
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compatibles. En los casos en que 1las enzimas
requerian tampones diferentes, el DNA se incubd
primeroc con la enzima que requeria el tampén con
menor fuerza iénica, luego se agregé la cantidad de
sal para subir la fuerza iénica de la solucién y la
segunda enzima de restriccién. E1 DNA se incubdé en
estas nuevas condiclones por un periodo de tiempo
adicional. Los productos de la digestién se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa
(ver métodos seccién 4.1)>. Cuando los productos de
la digestién se necesitaban para otra reaccién
enzimatica, se desproteinizé 2 veces con
fenol:cloroformo:alcohol ispamilico (25:24: 1),
luego 1 vez con cloroformo:alcohol isocamilico
(24:1> y luego se precipité con 2 volumenes de
etanol a —-20 °C. El sedimento de DNA se resuspendid

en un volumen apropiado de tampén TE.

8.— Desfosforilacién del DHNA.

Tratamiento con fosfatasa alcalina: Al DNA
plasmidial linearizado con endonucleasas de
restriccién (ver Métodos, seccién 7.3) se agrego
fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP> a
una concentracién final de 0.5 unidades/pg de DNA.
lLa reaccién se realizé en un tampén que contenia

Tris-HC1 50 mM pH 9.0, MgCl= 1 mM, ZnClz 0.1 mM y
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espermidina 1 mM. 1la mezcla se incubé a 37 °C
durante 30 min. lLa reaccién se detuvo por
jncubacién a 68 °C durante 10 minutos en presencia
de SDS al 0.5%, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM. Luego el
DNA se desproteinizé 2-3 veces con
fenol:cloroformo:alcohol igsoamilico (25:24:1), una
vez con cloroformo:alcohol isoamilico 24:1> ¥y
finalmente se precipité con 2 volimenes de etanol a
-20 °C. El sedimento de DNA se resuspendié en un

volumen apropiado de H=0 destilada estéril.

9.- Ligado de DNA <comn la enzima DNA 1ligasa del
bacteriéfago T4.

9.1 Ligado de extremos cohesivos: Para unir fragmentos
de DNA con extremos cohesivos se utilizé la enzima

~———~— ~“DNA ligasa del bacteriéfago T4. Se mezclaron 1los
fragmentos de DNA y se trataron con la enzima DNA

ligasa de T4 a umna concentracién final de 1 unidad

(Weiss et al., 1968) por cada pg de DNA. La
reaccién se realizé en un volumen final de 20 pl de

tampén de 1ligado que contenia Tris—-HCl 66 mM

pH=7.5, MgCl= 66 mM, DIT 5 mM, y ATP 1 mM. La

mezcla se incubd a 12° C durante 14 horas.
Posteriormente con esta mezcla se transformé E.

coli, en algunos casos la mezcla de 1ligado se

guardé a 4° C hasta la transformacién de la

bacteria. El 1ligado de los fragmentos de DNA se
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10.

verifico mediante electroforesis en minigel de
agarosa. Cuando la mayor parte del DNA se

encontraba unido, se utilizé para transformar.

.2 Ligado de extremos romos: En algunos casos se debio

ligar fragmentos de DNA cuyos extremos provenian de
la digestién con enzimas de restriccion diferentes,
por lo cual sus extremos de hebra simple no eran
complementarios. Este problema se resolvio
rellenando 1los extremos para generar extremos
romos. El ligado de estos fragmentos se realizo en
condiciones especiales que consistieron en aumentar
la probabilidad de colisiones intermoleculares,
haciendo la concentracién efectiva mas alta. Los
fragmentos de DNA se mezclaron en un volumen final
de 5 a 8 pl y se traté con la enzima DNA ligasa de
T4 a una concentracién de 2 a 3 unidades por cada
100 ng de DNA. La reaccién se llevo a cabo a 12° C
durante 14 horas. El1 tampon de 1ligado contenia
Tris-HC1 66 mM pH=7.5, MgCl: 66 mM, DIT 5 mM y ATP

1 mM.

Reaccién de “"nick translation": E1 DNA plasmidial se
marcé con F<P-dATP o con Biotina para usarlos como
sondas radioactivas en los experimentos de hibridacién
DNA:DNA mediante 1la técnica de "nick +translation"

(Rigby et al., 1977).
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Aproximadamente 400 ng de DNA plasmidial se incubaron
con 5-10 unidades de DNA polimerasa I de E. coli, 10
pCi de [ x-*=P1dATP (actividad especifica 400
pCi/mmold, 1 pl de DNasa (0.05 pg/ml>, 3 pl de sales
de nick 5X (Apendice N€ 4), y agua hasta completar un
volumen final de 15 ul durante 100 min a 12°C.
Terminada la reaccioén se agrego 5 pl de EDTA 250 mM, 1
pl de DNA de esperma de salmén 10 pg/ml y se completo
hasta 100 pl con tampon TE.

En el caso de usar biotina para marcar al DNA, se
incubaron aproximadamente 1 pg de DNA plasmidial con 5
pul de una mezcla de dCTP, dTTP, 4GTF (Apendice N2 4),
2.5 pl de dATP biotinilado <(Apendice N2 4, 5 pl de
solucion de Bionick, y agua hasta completar un volumen
final de 50 pl, durante 90 min a 15°C. Terminada la
reaccién se agregdé 5 pl de EDTA 250 mM y 1.25 pl de
SDS al 5%.

Para separar los nucleétidos no incorporados al DNA,
la muestra se centrifugoé a traves de una pequefia
columna de Saphadex G-50 equilibrada con tampon TE. En
una jeringa de 1 ml se preparé una columna de Sephadex
G-50 de 0.9 ml. La jeringa se colocé en un tubo y se
centrifugé a 1600 xg durante 2 min en rotor HS
Sorvall. Una vez empacada la columna a un volumen de
0.9 ml, se agregdé 100 ul de tampén TE y se centrifugsd
en iguales condiciones. Luego se agrego la muestra de

DNA en un volumen de 100 pl y se centrifugé en iguales










11.

condiciones. Se colectdé los 100 ul del efluente de la
columna. Los dRTPs no incorporados permanecen en la

columna.

Hibridacién DNA:DHA.

Los experimentos de hibridacién de DNA se realizaron
en base a la técnica descrita por Southern (1975). La
electroforesis se realizé con 5-6 ug de DHA
cromosémico por carril o 0.1 pug de DNA plasmidial en
gel de agarosa en presencia de bromuro de etidio 0.5
pg/ml. El gel se traté con una solucién de NaCl 1,5 M,
NaOH 0.5 M a temperatura ambiliente durante 1 hora para
desnaturalizar el DNA. Posteriormente el gel se
neutralizé con Tris—-HCl 1M (pH 8), RaCl 1.5 M durante
1 hr. Se transfirldé el DNA a un papel de nitrocelulosa
como lo describe Southern (19Y5), utilizando una
solucidén de citrato de sodio 10X «(8SSC 10X como
tampén de transferencia (Apendice e 5. La
transferencia se realizoé durante la noche a
temperatura ambiente. Finalizada ésta, el papel de
nitrocelulosa se lavé con SSC 3X y se secé a 80°C al
vacio durante Z hrs. El papel de nitrocelulosa seco
se traté con una solucién de prehibridacién (Apendice
Ne 5) durante 16-18 hrs a 42°C. La hibridizacién se
realizé durante 24 hrs a 42°C, la sonda utilizada se

desnaturalizé durante 5 min a 90°C. Una vez terminada




la hibridacion, el filtro de nitrocelulosa se lavo con
una solucién de SSC 3X, SDS 0.1% durante 1 hora con
agitacién a 45°C, luego con una solucién de SSC 0. 1X,
SDS 0.1% a 45°C durante 30 min repitiendo este ultimo
lavado 2 veces mas. El papel de nitrocelulosa se secéd
entre papel filtro y se cubrié con papel pléstico
(Saran-Vrap) . Luego se expuso a placas
autorradiogréaficas X-ray tipo R con pantalla
intensificadora. La exposicion se realizé a -70°C. El
periodo de exposicién vario segun la intensidad de 1la
marca radioactiva. Las placas se revelaron y fijaron
mediante los procedimientos rutinarios.

Para los casos de sondas biotiniladas, el papel de
nitrocelulosa se lavo con tampén 1 (Apendice N& 5)
durante 1 min. Luego se lavé con tampén 2 (Apendice N©
5) durante 20 min a 42°C y se secd entre papel filtro
3MM. El papel de nitrocelulosa se incubé en (1.5 ml/50
cm* de papel) una solucién de estreptavidina (2
Mg/ml) en tampon 1 durante 10 min a temperatura
ambiente con agitacion suave y ocasionalmente
pipeteando la solucion sobre el papel de
nitrocelulosa. Luego se 1lavée 3 veces con tampén 1,
usando al menos 40 veces el volumen anterior vy
agitando suavemente durante 3 min a temperatura
ambiente. Posteriormente el papel de nitrocelulosa se
incubé con una solucion de biotin(AP) (Apendice N2 5)

1 pg/ml en tampén 1, usando 1.5 ml de solucién por
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cada 50 cm~ de papel durante 10 min a temperatura
ambiente con agitacién suave y pipeteando
ocasionalmente sobre el papel. La nitrocelulosa se
lave 2 veces con 40 veces el volumen recién empleado
de tampén 1 durante 3 min con agitacion suave. Luego
se lavo 2 veces cOn 20 tampén 3 (Apendice N2 5) en las
mismas condiciones. Para visualizar el DNA biotinilado
el papel de nitrocelulosa se 1incubo 3.7 ml de
solucién NTB-BCIP (Apendice N€ 5) por cada 50 cm* de
papel en una bolsa de polietileno a temperatura
ambiente en la oscuridad hasta que S€ desarrollo 1la
coloracién (4-6 horas). Finalmente el papel de
nitrocelulosa revelado se javé con una solucien de

Tris 20 mM pH 7.5, EDTA 5 mM.

12.- Transformacion genetica

12.1 Transformacion geneética de Escherichia coli: Las

cepas de E. coli fueron crecidas durante la noche.
Luego, se inoculé 20 ml de medio LE con 0.2 ml del
cultivo nocturno y S€ incubé a 37 °“C con agitacién
hasta que el cultivo alcanzé una D.0O.= 0.5-0.6 a
650 nm. El cultivo se dejo enfriar en hielo durante
5 min y 1luego se€ centrifuge a 7000 x § durante 5
min. Las células se€ resuspendieron en 1 volumen de
una solucién de MgSOa 10 mM y se incubaron en hielo

por 30 min. Las células se precipitaron por




1z.

centrifugacion a 7000 x g durante S min, luego se
resuspendieron éen 1 volumen de Tris—HCL 10 mM pH &,
caClz 50 mM (Tampon ACa) y se incubaron éen hielo
durante 20 min. Las células se centrifugaron a 5000
x g durante 5 min y el sedimento se resuspendidé en
1/10 de volumen de tampon irCa. En un tubo esteril
cse mezclé 100 pl de células competentes, X pl de
DNA , 5 pl de MgClz= 100 mM, 45-x pl de tampén TE.
La mezcla se€ incubé en hielo por 30 min. Luego se€
sometié a un pulso de calor de 42 °C durante 2 min.
Se agrego 1 ml de LB pre-calentado a 37 *C y se
incuboe a 37 °C durante 1 hora con agitacién suave.
Las células S€ cembraron en placas de agar-LB

suplementado con el antibiotico de seleccion.

Transformacion genética de S. cerevisiae: Se crecio
la cepa receptora eéen medio YEP a 30 °C durante 1la
noche. Luego sSe€ inoculé 100 ml de medio coOn 10 ml
del cultivo mnocturno ¥y ce incube a 30 °C con
agitacion hasta gque alcanzo una D.O.= 0.45-0.50 a
650 nm. El cultivo se centrifuge a 7000 x g durante
5 min a temperatura ambiente. Luego el sedimento
celular se lavé 2 veces con 15 ml de sorbitol 1 My
las celulas se€ resuspendieron éen 10 ml se SED
(sorbitol 1M, EDTA 25 mM, DIT 50 mM) y se incubaron
a 30 °C por 15 min comn agitacion suave. Las celulas

se lavaron coOD sorbitol 1 M y el sedimento celular
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obtenido después de centrifugar se resuspendié en
10 ml se sorbitol 1 M que contenia 200 KMl de B-
glucuronidasa tipo H-2 y se incubé a 37 °C con
agitacién suave por 1-2 horas. Los esferoplastos se
centrifugaron a 1000 x g durante 3 min a
temperatura ambiente y se lavaron una vez con 10 ml
de sorbitol 1 M y una vez con 10 ml de STC
(sorbitol 1 M, Tris-HCl 10 mM pH 7.5, CaCls 10 mM)
centrifugando cada vez a 1000 x g durante 3 min. E1l
sedimento se resuspendié en 1 ml de STC. Para
transformar se utilizé un volumen de 0.2 ml de
esferoplastos y 1-2 ug de DNA plasmidial unico o 5-
10 upg de DNA de genotecas. La mezcla de
transformacién se dejé a temperatura ambiente 15
min y luego se agregdé PEG (PEG 4000 al 40% en Tris-
HCl 10 mM pH 7.5, CaClz 10 mM). Los esferoplastos
se centrifugaron a 1000 x g durante 3 min y se
resuspendieron en 150 pl de SOS (sorbitol 1 M, YEP
0.3X, CaClz 7 mM, requerimientos metabolicos no
seleccionados 25 pg/ml, requerimiento metabdélico
seleccionado 10 pg/ml). Se incubaron durante 20 min
a 30 °C, luego se mezclaron con 6 ml de agar de
regeneracion <(Apéndice N¢ 1) y se plaquearon sobre
placas que contenian el mismo medio de

regeneracion.
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12.3 Transformacién genética de HNeurospora: Conidios de

7 dias, se germinaron en medio minimo Vogel durante
150 min a 30 °C a una concentracién aproximada de
2-5 x 107 conidios/ml. Los conidios germinados se
colectaron por centrifugacién a 4500 x g por 10 min
y se lavaron con 30 ml de Tris—-HCl 10 mM, EDTA 1 mM
pH 7.5. luego se resuspendieron en una solucién de
acetato de litio 100 mM a una densidad de 1-2 x 107
conidios/ml y se incubaron a 30 °C por 30 min con
agitacion. Los conidios se centrifugaron a 4500 x g
durante 10 min y se resuspendieron en un volumen
apropiado de acetato de 1litio 100 mM. Un total de
5-8 x 10”7 conidios se transformaron con 5-10 pg de
DNA en umn volumen de 0.4 ml y a una concentracién
final de acetato de litio de 100 mM. La mezcla de
transformacién se incubé durante 30 min a 30 °C con
agitacién. Luego se agregd 4 ml de PEG 4000 al 40%
en acetato de 1litio 100 mM y 1la incubacién se
prolongé por 1 hr mas. Después de la incubacién,
los conidios se calentaron a 37 °C por 5 min, se
colectaron y lavaron una vez con agua destilada
estéril y se resuspendieron en agua destilada.
finalmente se plaquearon en medio selectivo a una
concentracién de 1-2 x 10% conidios por placa (15 x
100 mm) y se incubaron a 30 °C por 5 dias. Los
transformantes fueron resembrados en el mismo medio

selectivo (Dhawale et al, 1984).
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13.- Obtencién del gen LEUZ a partir del pléasmido pIsl.z.
Para obtener el gen leuz, se digirio el pléasmido pTsi.z2
con las enzimas Sall y Hpal como se describe en métodos
(seccién 7.3>. Luego los productos de la digestién se
separaron por electroforesis en gel de agarosa de bajo
punto -de fusion. La banda de 1.8 kb portadora del gen
LEU2 se extrajo del gel mediante la técnica de CTAB
(Métodos, seccion 5.1). Los extremos cohesivos generados
por la enzima Sall se rellenaron mediante la accién de
ia enzima DNA polimerasa I de E. coli (fragmento
Klenow). Para ello, se traté el DNA con una unidad de
enzima en presencia de tampon de Nick (ver Apéndice N©
4) 1X, en un volumen final de 20 pl.

El DNA del plasmido pBR322 se digirio con la enzima
EcoRI como se describe en Métodos (seccién 7.3>. El DHNA
lineal se separé mediante una electroforesis en gel de
agarosa de bajo punto de fusién y se extrajé la banda
correspondiente a2l DNA ‘ lineal (4.36 kb mediante
extraccioén CTAB (ver Métodos, seccién 5.1D. Luego los
extremos cohesivos fueron rellenados mediante
tratamiento con el fragmento Klenow de la enzima DNA
polimerasa I de E. coli en forma similar al caso recién

descrito.

14.- Obtencién del gen TRP1 y ARS1 a partir de YRp7.
El fragmento de 1.45 kb portador del gen TRFI y de la

secuencia de replicacién auténoma ARS1 de Ilevadura se
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obtuvo a partir del plasmido YKRp7. Dicho plasmido se
traté con la enzima EcoRI (Métodos, seccion 7.3). Los
productos de la digestion se trataron con el fragmento
Klenow de la enzima DNA polimerasa I de E. coli y el
fragmento de 1.45 kb se purifico a partir de un gel de
agarosa de bajo punto de fusién como se describe en
Métodos (seccién 5.1). Posteriormente, dicho fragmento
fue 1ligado al plasmido VCp2.1 1linearizado con Pvull
mediante la accion de la enzima DNA ligasa del

bacteriéfago T4 en condiciones de ligamiento de extremos

romos (Métodos, seccién 9.2).
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1.

RESULTADOS

- Construccion de vectores de clonado de S. cerevisiae

1 Orientacion y mapa de restriccion de pISl.cz

Los vectores de 1integracion se construyeron a
partir del plasmido pISl.z <(figura 1). La orientacion
del fragmento de DNA de levadura portador del gen LEUZ
en este plasmido se determino en base a sSu mapa de
restriccion.

Los patrones electroforeticos de los productos de
restriccion se muestran en la figura z y los tamafios de
estos fragmentos son indicados en la tabla 1. Los
resultados obtenidos permitieron elaborar el mapa

T1sico del plasmido plsSl.z (1igura 1)

l.2 Construccion del plasmido VCpl

La figura 3, 1ilustra la construccion de un primer
plasmido de integracion (VCpl». Al realizar la
transformacion de E. coli C600 con la mezcla de ligado
del fragmento Hpals/Aval de 5.5 kb derivado de pTSl.z
se seleccionaron © transiormantes en LB-Amp, que no son

capaces de crecer en el medio con tetraciclina (LB-

Tet), pero que si lo hacen en un medio mnimo carente
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Figura 1:
Mapa de restriccion del plasmide pTSl.2: Linea

delgada = DNA del plasmido pBK3zz; Linea gruesa = DNA
de S. cerevisiae.




Origen” %

Figura z:

Electroioresis en gel de agarosa de los productos de
digestion ael plasmido pISl.z2 con algunas enzimas de
restriccion. El DNA plasmidial fue tratado con
diferentes endonucleasas de restriccion y los
productos de la reaccion fueron sometidos a una
electroioresis en gel de agarosa al 0.7%: 1) plasmido
cin enzima, 22 Aval, 3) Kpnl, 4> Kpnl + Aval, 5» Hpal
+ Aval, 6> Hpal + Aval, 7) EcoRI, &> Sall, 9» DNA del
bactericfago A~ HindIII, 10> pISl.z sin enzima, 11>
plsSli.z + Hpal + Aval.
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TABLA 1

Tamafic molecular de fragmentos de restriccién del pléasmido
pISl. 2.

51

Tamafio [ kbl

Epndonucleasas de restriccién

DEA Aval BanmHI Hpal Sall XmaIIl EcoRI Ava/Hpa Eco/Sal Hpa/Xma

pISi.2 6.54 6.54 6.54 6.54 6.54 5.0¢4 5.50  5.05  5.90
- - - - - 1.50 1.05  0.86  0.56
- - - - - - - 0.64 --

total= 6.54 6.54 6.54 6.54 6.54 6.54 6.55 6.54 6.46

El DNA del pléasmide pISl.z2 fue digerido en forma individual o emn
combinaciones de las enzimas de restriccién que se indican en la
tabla. Las condiciones de digestién se describen en métodos
(seccién 7.3). Los productos de digestiom total fueron amalizados
por electroforesis en gel de agarosa (0.7% en tampon TBE).
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Figura G&:
Esquema del procedimiento empleado parea la

construccion del vector VCpi.




7

de leucina (tabla 2 A>. El analisis del DNA plasmidial
de las colonias transformantes, indicé que todas portan
un plasmido del mismo tamafio. La capacidad de las
células para crecer en el medio selectivo es debida a
la presencia del plasmido VCpl, 1lo cual queda en
evidencia al realizar una retransiormacioén de E.
coli C600 con DNA plasmidial de uno de estos clones.
Los resultados de este experimento se indican en la
tabla 2 B, de la cual se puede deducir que el pléasmido
seleccionado (VCpl) tiene la capacidad de retransiormar
a KE. coli C600 complementando la mutacién leuB6 que
porta dicha cepa. La frecuencia de transformacién
obtenida, es del mismo orden de magnitud que los
pléasmidos controles YEpl3 y pISl.2 también portadores

del gen LEUZ2 de levadura.

o

.3 Transiormacion de S. cerevisiae con VCOpl

La tabla 3 muestra el resultado de un experimento
de +transformacién realizado en la cepa Sc483 de &S
cerevisiae. El1 nuevo vector VCpl mantiene la capacidad
de +transformar a la levadura. La no existencia de
cecuencias relacionadas al tramnsposén Tyl hace que la
frecuencia de transformacién disminuya a 10
transformantes por pg de DNA plasmidial. Esto se
observa claramente cuando se comparan las Irecuencias

de transformacién con los plésmidos controles pISl.Zz,
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TABLA 2

Seleccién de plasmido VCpl y retransformacién
de E. coli C600

-9 Seleccién de plasmido VCpl.

N2 de colonias/placa
cepa DRA LB-Amp LB-Tet MMPT-Amp
C600 - 0 0 0
C600 Hpal/Aval (1) 6 o 6
C600 pISl. 2 2> 110 0 87

100 pl de células competentes de E. coli C600 fueron
transformadas con 100 ng de DNA.

Hpal/Aval corresponde a la mezcla de ligamiento del
fragmento Hpal/Aval de 5.5 kb originado a partir del
plasmido pTSl.2

(1) Después del periodo de tiempo requerido para la expresion
del gen de resistencia a ampicilina, se sembraron todas
las células de la mezcla de transformacién.

(2) Después del periodo de expresion, las células se diluyeron
100 veces y se sembré una alicuota de 100 H1l.

(B> Retransformacién de E. coli C600 con DNA del
plasmido VCpl.
N2 de transformantes/pg de DNA

cepa plasmido Amp™” leu™

C600 - 0 0

C600 VCpl 3.8x10% 3.6x10%

Cc600 pIsSl.z 8.0x10% 7.8x10%

C600 YEpl3 7.2x10% 6.4x10%

100 pl de células competentes de E. coli C600 fueron
transformadas con 500 ng de DNA plasmidial.




Transformacién de S.

TABLA 3

cerevisiae Sc483

cepa DNA
Sc483 -
Sc483 VCpl
Sc483 pIsi.z
Sc483 YEpl3

No de transformantes LEUZ2™/pg DNA

10
110
1630

Los esferoplastos
1 ug de DNA de 10
transformadas fue
incubadas durante

de levadura fueron transformados con

s plasmidos indicados. Las células

ron sembradas en agar de regeneracién e
2-5 dias a 30°C.
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tambien vector de integracion O coOn YEpl3, qgque es un
plasmido de replicacion extracromosomica y por 1lo tanto

transforma a la levadura con alta frecuencia.

1.4 Analisis del plasmido VCpl

\N]

El plasmido VCpl, posee el gen LEUz de levadura, el
gen de resistencia a ampicilina de E. coli y sitios
unicos de clonamiento, tales como BamHI, HindIII,
Pstl, Pvull y Sall <(mapa, figura 3)>. De estos sitios,
el mas util es Pstl, ya que la insercion de DNA en este
sitio inactiva al gen de resistencia a ampicilina y por
lo tanto permite una rapida seleccion de 1los clones
hibridos. Sin embargo, al no quedar ningun marcador de
resistencia a antibioticos, solo resta seleccionar por
prototrofia para leucina. En algunos casocs, esto
constituye un problema ya que la mayoria de las cepas
de E. coli que portan mutaciones en el gen leus,

revierten con una frecuencia de 10°%=10"7.

.- Construccién de VCp2.1, VCpz.z y VCpz.3

1 Obtencion de los plasmidos VCpz.1l y VCpz.2

La figura 4 muestra el procedimiento utilizado para

construir los nuevos vectores de integracion.
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Figura 4:

Esquema del procedimiento empleado para la
construccién de los vectores de integracidn vCp2. 1,
VCp2.2 y VCpz.3.
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Al transformar K. coli C600 con la mezcla de
ligado, se seleccionaron 342 colonias transformantes
resistentes a ampicilina, las cuales fueron anadlizadas
para determinar Su resistencia a tetraciclina ¥
prototrofia para leucina.

La Tabla 4 indica la seleccién de 2 clones capaces
de crecer en medio m nimo complementando la mutacién
leuB6 de E. coll y preservando las caracteristicas de
resistencia a ampicilina ¥ tetraciclina. Las colonias
transformantes cOn fenotipo leu™, amp” ¥ tet*, Zfueron
crecidas y sometidas 2 jisis alcalina para obtener DNA
plasmidial. Estos plasmidos se denominaron VCpz2.1l ¥y
VCpz.2. E1 DNA de dichos plasmidos, se analizé por su
capacidad para retransformar a la bacteria E. coli C600
y mediante digestioén con enzimas de restriccion

seguido por electroforesis en gel de agarosa.

2.2 Analisis de los plasmidos VCp2. 1y VCp2.2z

(a) Retransformacién de E. coli C600.

La tabla 5 muesira los resultados de la
retransformacién de E. coli con 80 ng de DNA de los
plasmidos celeccionados. Los resultados indican que 108
plasmidos VCpz.1 ¥ VCp2.2 ‘tienen la capacidad de
retransformar a E. coli cepa C600 ¥y complementar la

mutacién 1leuB6 con alta frecuencia, asi como para
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TABLA 4

Seleccion de clones con plasmidos VCp2.1y VCp2.2 en
E. coli C600.

N2 de colonias

cepa LB-Amp LB-Tet MMPT-Amp
€600 34c 342 2

Las colonias transformantes de E. coli, fueron replicadas
en los medios LB-amp, LB-tet y MMPT-amp. Las placas fueron
incubadas 1& hrs a 37°C. Despues del periodo de crecimiento,
fueron seleccionadas aquellas colonias que SO capaces de
crecer en medio minimo
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TABLA 5

A) Retransformacion de E. copli C600 con DFA aislado de clones
leu™.

¥e de colonias/placa

LB-Amp LB-Tet MMPT-Amp

cepa plasmido

C600 — 0 0 0
€600 vCp2. 1 353 221 210
C600 VCp2.2 321 187 159
C600 VCp2.3 285 201 189
C600 pBR322 512 480 0

100 pl de células competentes de E. coli C600 fueron transfor-
madas con 80 ng de DNA plasmidial. La transformacién  fue
realizada como se describe en métodos (seccién 12.2)

B) Transformacién de S. cereviasiae Sc483

cepa plasmido DA ¥e transformantes leu™
Sc483 YEp13 1 ug 2160
Sc483 VCpz2.1 2 ug 30
Sc483 VCp2.2 1 ug 13
5c483 VCp2. 3 2 ug 25
Sc483 - -= 0

Esferoplastos de S. cerevisiae Sc483 fueran transformados con
DNA de los plasmidos irdicados en la tabla. La tramsiormacién
fue realizada como se describe en métodos (seccién 1i2.2).




producir la co-transformacién de los genes de
resistencia a ampicilina y tetraciclina.
(b> El analisis de restriccién

El analisis de restriccion de los pléasmidos VCpz.1
y VCpz.z se muestra en la figura 5. El resultado indica
que el plasmido VCp2.2 posee el gen LEUz en una
orientacién opuesta & la presente en el ©plasmido
VCp2.1l. Ademas, cuando el plasmido VCpz.zZ se digiere
con EcoRl, aparece una banda extra de DNA de un tamafio
de 1.8 kb <«figura D5, carril 11>, indicando que este
plasmido es portador de una duplicacién en tandem del
gen LEUZ, encontrandase 2 copias de dicho gen.

La Tabla 6 indica losS tamafios de los fragmentos de
DNA productos de la digestidén enzimatica. El1 tamafio del
plasmido VCpz2.1 es 6.2 kb y el tamafio del plasmido
vVCpz.2 es 7.9 kb. Ademas, estos experimentos
permitieron elaborar los mapas fisicos de estos

vectores (ver figura 6.

2.3 Construccién de VCpz.3

A partir de VCp2.2 se construyé un tercer plasmido
de integracién (VCp2.3)> gue fue utilizado para
transformar E. coli C600. Se seleccionaron 10
transformantes caon fenotipo leu™, amp” ¥ tet” a los
cuales se les extrajo el DNA plasmidial y se analizé

por digestién con jas enzimas de restriccién EcoRl y
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Figura 95:

Electroforesis en gel de agarosa de 1o0S productos de
digestion de los plasmidos VCpz.1 ¥y VCpz.2 con
diferentes endonucleasas de restriccion. El DNA
plasmidial tue tratado con las endonucleasas de
restriccion y 10S productos de la reaccion fueron
sometidos & electroforesis en gel de agarosa al 0.7%:
1) DNA del bacteriofago X + Hindlll, 2) al 9> VCpz.1l:
z2) Pstl, 3 EcoRI, 4» sall, 5» Pstl + EcoRI, 6, Pstl
+ Sall, 7> EcoRI + Sall, &> EcoRI + BamHI, 9> HindIlI
+ Pstl, 10> al 175 VQpZ‘Z: 10> Pstl, 11 EcoR1l, 12»
Sall, 13> Pstl + EcoRI, 14> Pstl + Sall, 15> EcoRI +
Sall, 16> EcoRI + BamHI, 17> HindIlIl + Pstl, 18) DNA
del bacterioiago x ¥ HindIII.




TABLA 6

Tamafio molecular de fragmentos de restriccisn de VCp2.1, VCp2.2 y VCp2.3.

Tamafio [ kbl
Endonucleasas de restriccién

EcoRl Pstl Sall Eco/BamHl Eco/Pstl Eco/Sal Hind/Pstl Pst/Sall

DHA
vCcpz.1 6.2 6.2 6.2 4.75 4.60 4.40 3.60 3.30
- - - 1.40 1.855 1.7% 2.60 2.90
total 6.2 6.2 6.2 6.1b 6.15 6.15 6.20 6.20
DRA
vCp2.2 6.2 7.9 7.8 4.80 4.40 4.50 4.50 5.00
1.8 - - 1.80 1.80 1.80 3.40 2.90
- - - 1.30 1.70 1.60 - -
total 8.0 7.9 7.9 7.90 7.90 7.90 7.90 7.90
DNA
VCp2.3 6.2 6.2 6.2 4.85 4.40 4.50
- - - 1.30 1.70 1.60
total 6.2 6.2 6.2 6.15 6.10 6.10

El DNA de los plésmidos VCp2.1, VCp2.2 y VCp2.3 fue tratado con
las enzimas de restriccién que se listan en la tabla. Las
condiciones de digestién se describen en métodos (seccién 7.3).
Los productos de la digestién total fuerom analizados por
electroforesis en gel de agarosa (0.7% en tampén TBE)

[0)]
()




(74

EcoRl

E/H

pPvu I /EcoRI

Figura 6:

Mapa de restriccion de 1los plasmidos vCpz.1, VCpz.z,

Vipz.3 ¥ vips. 1.




BamHl. La figura 7 muestra el patron electroforetico de
los productos de dicha digestion. Como se puede
observar en los carriles g, 3, 4, 7, 10 y 11, aparecen
6 clones cuyos productos de digestién son los
esperados para un plasmido portador de so6lo una copia
del gen LEUZ en la misma orientacién del plasmido
parental (VCpz.2), esto es 5.0 y l.2 kb
respectivamente. El resto de los clones (carriles 5, 6,
&, 9) poseen z copias del gen LEUz ¥y corresponden al
plasmido parental intacto. De acuerdo a 1lo sugerido por
la figura 7, se seleccioné un clon (ECz.Z2ER.10) cuyo
DNA plasmidial es portador de solo una copia del gen
LEUZ. A este plasmido se denomine VCpz2.3 y es el que
ce observa en el carril 11 de la figura 7. Con este
plasmido cse retransforme a E. coli C600, los
resultados se muestran en la tabla 5 e indican que al
igual gque los otros vectores, VCpz.3 tiene la capacidad

de complementar la mutacion leuB6 con alta frecuencia

por transformacion y Qqueé los 3 caracteres (leu’, amp’ ¥
tet' ), co-transforman a E. coli. El mapa fisico del
vector VCpz.3 se muestra é&n la figura ©. Como se

esperaba, este plasmido tiene un tamafio de 6.2 kb el
cual es igual al tamaho del plasmido VCpz.l, pero la

orientacion del gen LEUZ en ambos vectores es opuesta.
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Figura 7:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion doble con las enzimas de restriccion BamKI
y Ecokl. El1 DNA plasmidial purificado de 10 clones
VCz. ZEK fue tratado con las endonucleasas de
restriccion BamHl 'y EcoKRI. Los productos de la
reaccion fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7%: 1) DNA del bacteriofago » + HidIII,
2 VCe.2ER. 1, 30 VCZz. ZER. 2, 4) vCz.2ZER. 3, 5)
VvC2.2Ek.4, 6) VCz2.2ER.5, 7) VCz.ZEk.6, 8) VCz.Z2ZEK.7,
9) VC2.Z2ER.&, 10> VCZ.Z2ER.9, 11 VCzZ.ZEK.10, 1lz) DNA
del bacteriofago x + HindIII.
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3.- Construccién de VCp3.1

Un nuevo vector de replicacién auténoma de levadura
fue construido insertando en el sitio Pvull del
plasmido VCp2.1 un origen de replicacién cromosémico de
levadura que corresponde a una secuencia ARS1 obtenida
del vector YRp7.

El procedimiento wutilizado para la construccién de
este vector se muestra en la figura 8. El origen de
replicacién se obtuvo como un fragmento EcoRI de DNA de
la levadura ©proveniente del plasmido YRp7. Este
fragmento es ademds portador del gen 7TRFI el cual se
purificé y 1ligé al plasmido VCp2.1. Con la mezcla de
ligado se transformé E. coli HB10l. Se obtuvieron 104
colonias +transformantes amp”, las que se analizaron
mediante minipreparacién de DNA. De 1las 104 colonias
analizadas, se encontré 1 que portaba un plasmido

ligeramente mayor gque el vector de origen (VCpz2.1).

Este plasmido, se analizé por digestién con las
enzimas de restriccién EcoRlI y Pstl. La figura ©
muestra gue el pléasmido corresponde a una molécula de

DNA cuyo tamafio es de 7.7 kb, concordando con el tamalio
esperado. La orientacién del fragmento de 1.45 kb en
este nuevo vector se determiné a partir de los
resultados de 1la figura 9 y de analisis rapidos de
mapeo de restriccién en relaclén a 1la ubicacién del

sitio BglIll que existe en este fragmento. El mapa
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Figura 9:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestién de 1los plasmidos VCp2.1 y VCp3.1 con
enzimas de restriccién. E1 DNA Plasmidial fue tratado
con las endonucleasas de restriccién Yy los productos
de la reaccién fueron sometidos a electroforesis en
gel de agarosa al 0.7%: 1> DNA del bacteriofagoc » +
HindIII, 2> VCp2.1 + EcoRI, 3) VCp3.1 + EcoRI, 4)
VCp3.1 + Pstl, 6) DNA del bacteriofago » + HindIII.




3.

3.

fisico del plasmido, denominado VCp3.1, se muestira en

la figura 6.

1 Transformacién de E. coli C600 con VCp3.1

Dado que la cepa HB10l no posee mutaciones en el
gen leuB, el DNA del plasmido VCp3.1 se utilizé para
transformar la cepa C600. Como resultado se obtuvieron
12 transformantes 1leu™, amp” y tet" . Esto podia
esperarse, porque la cepa C600 utilizada al parecer
portaria un sistema del tipo restriccién-modificacién
activo. El1 analisis del DNA plasmidial de 4 clones
transformantes indicé que tienen el mismo tamafio
esperado para VCp3.1 (figura 6). Al retransformar a la
cepa C600 de E. coli (ver Tabla 7-A) se determiné que
este nuevo vector transformaba con alta Ifrecuencia a
dicha bacteria, 1lo que indica que VCp3.1 tiene la
capacidad de complementar la mutacién leuB6 que posee
la cepa C600 y ademas conferir resistencia a 1los

antibiéticos ampicilina y tetraciclina.

2 Transformacién de S. cerevisiae con vector VCp3.1

Finalmente para comprobar que estos vectores
corresponden a los deseados, se realizd una
transformacién de la cepa &S. cerevisiae D234-3B,

portadora de mutaciones tanto en el gen LEUZ como en el

r
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Tabla 7
Transformacion de E. coli y S. cerevisiae con VCp3.1

A) Retransformacién de E. coli C600 con el plésmido

VCp3.1.

N2 colonias/placa
cepa pléasmido LB-amp LB-tet MMPT-amp
C600 -—= 0 0 0
C600 VCpz. 1 298 276 281
C600 VCp3.1 279 272 234
C600 pBR322 4z7 402 0

100 pl de celulas competentes de E. coli C600 fueron
transformadas con 50 ng de cada pléasmido. Después del
periodo de expresién, se sembraron 100 ul de una dilucién
1/10 en cada placa selectiva.

B) Transformacién de S. cerevisiae, cepa Dz34-3B, con
el plasmido VCp3.1.

Iransformantes/ug DNA

cepa plasmido leu” trp*
D234-3E - o) 0
Dz34-3B YEpPp1l3 2725 o
Dz34-3B Vipz. 1 13 0
D234-3E VCp3.1 983 957

La cepa D234-3B (leu 2—3,112;h153—11,ura3-52,trpl—289
Tcm) fue transformada con 1 pg de DNA de cada plasmido.
Se seleccionaron los transformantes leu” y iluego estos
fueron replicados para determinar co-transiormacién a
trp”, en medio SD carente de triptofano.




gen IRFi. Los resultados de este experimento se
muestran en la tabla 7-B. A diferencia de los 3
vectores de integracién <(VCp2.1, VCp2.2 y VCpzZ,3> que
se caracterizan por una baja frecuencia de
transformacién (aproximadamente 10 transformantes/ug de
DNAD, la frecuencia de transformacion obtenida con el
vector VCp3.1 es mayor (aproximadamente 1000
transformantes/pug de DNA) (tabla 7-B> y estéd mas
cercana de la frecuencia de transformacién obtenida con
el plasmido control YEpl3 (2725 transformantes/ug de
DNA) el cual 1lleva un origen de replicacién derivado
del plasmido 2u enddégeno de la levadura.

Como se menciond anteriormente, los vectores
VCp2.1, VCp2.2 y VCp2.3 construidos en este trabajo
cumplen con las caracteristicas propias de vectores de
integracién o de vectores de replicacién autéonoma
(VCp3.1>. Como prueba final para el vector VCp3.1l, el
analisis de los transformantes de la levadura
originados con este plasmido, presentan ademas el
fenotipo TRP1 como se esperaba para un plasmido que

llevara el gen LEUZ y el gem TRP1 (tabla 7-B>

72




4.- Construccién de Genotecas de ¥N. crassa.

4.1 Digestién parcial de DNA cromosémico de HNeurospora.

En la figura 10, se muestran los resultados de la
digestién parcial de DNA de ANeurospora con las
endonucleasas de restriccién BamHI, Pstl y Sau3Al.
Segiun estos resultados se puede indicar que la
concentracién adecuada de enzimas para obtener una
6ptima digestién parcial corresponde a: 0.5 unidades/pg
de DNA para BamHI, 0.25 unidades/ug de DNA para Pstl y
0.25 unidades/ug de DNA para Sau3Al.

Los productos de la digestién parcial fueron
seleccionados  por tamafios y purificados mediante
electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de
fusién y extraccibén con CTAB (Metodos, seccidén 5.1).

Los fragmentos BamHI fueron selecionados en dos grupos
uno de 5-20 kb y otro de 2-5 kb.

Los fragmentos Pstl fueron divididos en tres grupos de
0.6-0.8 kb, 0.8-2.4 kb y 3-8 kb.

Los fragmentos Sau3AI fueron divididos en dos grupos
fragmentos de 2-5 kb y 5-18 kb.

Estos fragmentos de DNA obtenidos como se indicé antes,
fueron utilizados para la construccién de genotecas de

¥N. crassa en diferentes vectores de clonado.
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Figura 10:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion parcial de DNA de Neurospora crassa con las
enzimas de restricciocn BamHI, Sau3Al y Fstli. E1 DNA
cromosomica de N. crassa fue tratado con diferentes
concentraciéones de endonucleasas de restriccion. Los
productos de la reaccion fueron sometidos a
electroioresis en gel de agarosa al 0.7%.

(A): Unidades <(U> de BamHI por ug de DNA: 1) 4 U, 2
2 U, 3 1 U, 4> 0.5U, 5 0.25 U, 6> 0.12 U, 7) 0.06
u, 8> 0.03 U, 9» 0 U, 10> DNA del bacteriofago x +
HindIlI. (B): Unidades (U) de Pstl por ug de DNA.: 1)
2 U, 2> 14U, 3 0.5U, 4) 0.25 U, 5 06.12 U, 6> 0.06
v, 7> 0.03 U, 8» 0.015 U, 9 0 U, 10 DNA del
bacteriocfago » + HindIIl. (C): Unidades (U)> de Sau3Al
por ug de DNA.: 1) DNA del bacteriofago » + HindIII,
2) 2 0, 3 1 U, 4> 0.5 U, 5 0.25 U, 6 0.12 U, 7
0.06 U, & 0.03 U, 9) 0.015 U, 10> 0 U, 11> DNA del
bacteriofago A + HindIII.
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4.2 Genoteca en vector YRp7.

Se construyé una genoteca de Neurospora en el sitio
BamHI del plasmido YRp7 siguiendo el procedimiento que
se describe en la figura 11. La figura 12 muestra el
resultado de la reaccién de ligado después de 16 hrs.

La tabla & A y B, muestra los resultados de 2
experimentos de transformacion de E. coll cepa C600 en
gran escala, obteniéndose un promedio de = 400
colonias transformantes por placa. Esto corresponde a
un namero total de 14.123 colonias en el banco de

genes.

4.2.1 Apnadlisis de clones recombinantes

Un analisis de una poblacién representativa de 200
colonias elegidas al azar revelé un 5% de religamiento
del vector, indicando que se dispone de = 13400
colonias recombinantes de E. coli C600.

La figura 13 indica el resultado de un analisis del
DNA plasmidial de 18 colonias amp”,tc™. Como se puede
observar, todos los clones (carriles 1 a 18) presentan
una movilidad electroforética menor que el plasmido
parental YRpP7 (carril 195, lo gque indica que
corresponden a moléculas plasmidiales de mayor tamafio

que el vector de origen, tal como se esperaba para

estos clones recombinantes.
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Figura 11:
Esquema del procedimiento empleado para la

construccién de una genoteca de AN. crassa en el sitio
BamHI del pléasmido YRp7.




Figura 1lz:

Electroioresis en gel de agarosa de los productos de
ligamiento de DNA de K. crassa e YRp7. El pléasmido
YRp7 linearizado con BamHI y los productos de 5-20 Kb
de la digestién parcial de K. crassa con la mnisma
enzima, fueron mezclados y tratados con DNA ligasa de
T4. Los productos de la reaccién fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%: 1) Control
YRp7 + DNA de F. crassa sin ligar, 2) DNA de AN.
crassa ligado a YRp7, 3> DNA del bacteridfago r +
HindIII.
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Tabla 8

Transformacién de E. coli C600 con mezcla de ligado de
genoteca de N. crassa en plasmido YRp7.

A) Experimento 1.

N2 colonias/placa ¥e colonias/placa
DNA LB-amp DNA LB-amp
—-—= 0 YRp74.10 401
YRp7 156 YRp74.11 425
YRp74.1 386 YRp74.12 430
YRp74.2 324 YRp74.13 315
YRp74.3 471 YRp74.14 448
YRp74.4 395 YRp74.15 41z
YRp74.5 380 YRp74.16 425
YRp74.6 338 YRp74.17 430
YRp74.7 313 YRp74.18 398
YRp74.8 430 YRp74.19 467
YRp74.9 404 YRp74.20 429

B) Experimento 2.

N2 colonias/placa ¥e colonias/placa

DHRA LB-amp DNA LB-amp
- 0 YRp74.28 386
YRp7 213 YRp74.29 398
YRp74.21 407 YRp74.30 425
YRp74.22 402 YRp74.31 392
YRp74.23 387 YRp74.32 457
YRp74.24 464 YRp74.33 439
YRp74.25 411 YRp74.34 416
YRp74.26 4zz YRp74.35 343
YRp74.27 356

En experimentos 1 y 2, se transformé E. coli C600 con 10
ng de YRp7 y con 50 ng de la mezcla de ligado (YRp74.1-35)

Después del periodo de expresién todas las células
tratadas con los diferentes tipos de pléasmidos fueron
sembradas en medio selectivo. En el caso de YRpP7, se

sembré una alicuota de 100 pl de células tratadas.
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Figura 13:

Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidial
de 18 clones recombinantes de la genoteca de A.
crassa en el ©plasmido YRp7. El DNA plasmidial
purificado de los clones recombinantes fue sometido a
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%: 1) al 18&)>
DNA de clones recombinantes, 19> YRp7, 20) DNA del
bacteriofago » + HindIII.




El resultado de un analisis de restriccion del DXNA
plasmidial de algunos clones recombinantes se muestra
en la figura 14. Todos los clones recombinantes
presentan mas de un fragmento de DNA <(carriles 2 a 12J.
Todos los pléasmidos poseen un fragmento BamHI de 5.8 kb
(que corresponde al vector YRp7) y uno O mAas fragmentos
extras de DNA, cuyo tamafio es variable y corresponde al
DNA insertado en el sitio BamHI del vector.

La +tabla © muestra resultados de un analisis de
restriccién con BamHI del DNA plasmidial de 30 clones
diferentes en los que no se incluyen los 10 clones
mostrados en la figura 14. El1 anélisis del tamafio de
los fragmentos de DNA insertados en el vector YRP7,
indica que el ‘tamafio promedio de insertos en la

genoteca corresponde a aproximadamente 10 kb.

4.3 Genoteca en VCpl.

La figura 15 ilustra la estrategia utilizada en la
construccién de una genoteca de K. crassa en el sitio
Pstl del vector VCpl.

El sitio de reconocimiento de la enzima Pstl en el
vector VCpl esta en el gen de resistencia a ampicilina,
por lo que la insercién de DNA exégeno inactiva a dicho
gen, dejando como marcador selectivo al gen lIeu™ del

plésmido.
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Figura 14:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion con la enzima de restriccién BamHI. El DNA
plasmidial de 11 clones recombinantes provenientes de
la genoteca de N. crassa en YRp7 fue tratado con 1la
endonucleasa de restriccién BamHI. Los productos de
la reaccion fueron sometidos a electroforesis en gel
de agarosa al 0.7%: 1) DNA del bacteriofago i +
HindIII, 2) YRp74.16.2, 3» (Rp74.16.6, 4) YRp74.16.7,
5) YRp74.16.8, 6) YRp74.16.13, 7) YRp74.16.15, 8)
YRp74.16.16, ©) YRp74.16.17, 10) YRp74.16.18, 11>
YRp74.16.19, 12) YRp74.16.20.




Tamafios mo

Tabla 9

anadlizados por digestidén con BamHI.
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Figura 15:

Esquema del procedimiento utilizado para la
construccion de una genoteca de N. crassa en el sitio
Pstl del pléasmido VCpl. -




El vector VCpl, linearizado con Pstl y
desfosforilado, se mezclé con el DNA de Neurospora
digerido parcialmente con Pstl. El 1ligamiento de
fragmentos se hizo con DNA ligasa de T4 (Métodos,
seccién 9©.1). Con la mezcla de ligado se procedié a
transformar E. coli C600, obteniéndose 8345 colonias
leu™. De éstas, 250 colonias presentaron un fenotipo
leu™, amp”, correspondientes a clones con plasmidos que
no llevan inserto de DNA de N. crassa, constituyendo un
3% de religamiento del vector.

Las 8095 colonias recombinantes obtenidas, se
distribuyeron en 12 grupos de 50 clones, 15 grupos de
100 clones y 12 grupos de 500 clones en tubos de
almacenamiento.

El analisis de los clones recombinantes, se muestra
en la figura 16. Se observa claramente en los carriles
2, 3, 4, 5, 7, 8, y 9, la aparicién de maltiples bandas
de DNA, lo que sugiere la presencia de un gran numero
de plasmidos de distintos tamafios en cadaApreparacién.
Se guardé el DNA plasmidial obtenido en este
experimentoc congelado a -20°C para ser utilizados
posteriormente en experimentos de transformacién de

levadura.




Figura 16:

Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidial
de 7 grupos de 100 «clones recombinantes de la
genoteca de N. crassa éen el plasmido VCpl. El1 DNA
plasmidial purificado de cada grupo de clones fue
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0.7%:
1> pTsSi.z, 2> T100.1, 3> T100.3, 4> T100.5, 5B
T100.7, ©) DNA del Dbacteriofago A + HindIIlI, 7»
T100.2, &> T100.4, 9> T100.6, 10> VCpl.




4.4 Genoteca en VCp2.1

La figura 17 muestra el procedimiento utilizado en
la construccién de una genoteca de HNeurospora en el
sitio BamHI del vector VCp2. 1. El sitio de
reconocimiento de la enzima BamHI en el vector VCpz.l,
se encuentra ubicado dentro del gen de resistencia a
tetraciclina, lo que hace que la insercién de DNA
exogeno en este plasmido inactive a dicho gen.

Un total de 15 experimentos de transformacién en
paralelo con 100 ng de DNA, dieron como resultado, un
promedic de 600 colonias por placa (tabla 10>. BSe
determiné un 7% de religamiento del vector, después de
replicar 300 colonias elegidas al azar en LB ampicilina
v LB tetraciclina respectivamente. Las colonias
aparecidas en cada placa de culiivo, se resuspendieron
en medio de cultivo y se guardaron congeladas a -z20°C
en presencia de glicerol. Se preparé DNA plasmidial de
cada gz-‘upo de <clones para realizar posteriormente

experimentos de transformacion de levadura.

86




87

\ F]
\ !
N v
S~ pwr
Total Digestich con Parcial
Y BamHI Sau3Al Y
AN AN
e e——
TE—— X .
Electreforesis: Agarosa bajo punie fusidn
Extraccicn CGTAB
RN RN N RN
TN TR I T Jp
§—18 kb

N /

DA LIGASA DE T4

|

Plasmides recombinanies

Figura 17:

Esquema del procedimiento vtilizado para la
construccién de una genoteca de N. crassa en el sitio
BamHI del plasmido VCpZz.1. -
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Tabla 10

Transformacién de E. coli C600 con mezcla de ligado de
genoteca de N. crassa en plasmido VCpz.1.

Ne colonias/placa Ne colonias/placa

DNA LB-amp DHNA LB-amp
- 0

VCp2.1 237 vVC74.8 574
vVC74.1 503 VC74.9 585
VC74.2 627 VC74.10 619
VC74.3 602 VC74.11 628
VC74.4 639 VC74. 12 514
vVC74.5 552 VC74.13 623
VC74.6 617 VC74.14 594
VC74.7 688 VC74.15 613

Células competentes de E. coli fueron transformadas con
100 ng de la mezcla de ligado o con 10 ng del vector
VCp2.1. Después del periodo de expresién, 1las células
fueron concentradas en 100 ul y 1luego sembradas en
nmedio selectivo. En el control con VCp2.1, se sembré
una alicuota de 100 pl de células de la mezcla de
transformacion.




5. - pislamiento de secuencias de replicacién autonoma de

Neurospora crassa en Saccharomyces cerevisiae.

5.1 Aislamiento de secuencias a partir de genoteca en VCpl

Se utilizé DNA plasmidial de los grupos de 500 y
100 clones de la genoteca de Neurospora construida en
el vector VCpl para transformar la cepa Sc483 de
S. cerevisiae. Los resultados de dicha transformacion
se muestran en 1la tabla 11. En todos los casos, se
obtuvieron 2 tipos de transformantes leu®. La mayoria
corresponde a colonias de pequefho tamafio y otras en
menor numero, presentan un tamafio mayor.

Los transformantes leu' obtenidos, se replicaron en
medio SD-glucosa soélido suplementado con histidina, con
el objeto de reseleccionar a los transformantes
verdaderos de aquellos transformantes abortivos. Todos
los transformantes que mantuvieron su capacidad de
crecer en este medio selectivo, fueron transferidoé a
medio SD-glucosa liquido suplementado con histidina
para medir 1la tasa de crecimiento y posteriormente
purificar DNA total a partir de ellos.

Como resultado de este experimento, se Observoé que
existen diferentes tipos de transiormantes en relacion
a la velocidad de crecimiento en el medio minimo. La
figura 18 muestra las caracteristicas de algunos de

los transformantes analizados. Un grupo de




Transformacién de S.

de N. crassa en VCpl.

DNA

cepa DKRA
Sc483 -

Sc483 YEpl3
Sc483 VCpl
Sc483 Genoteca

Tabla 11

cerevisiae Sc483 con DNA de genoteca

Tipo de transformante leu™

Pequefio Grande
0 o
- 978
15 7
599 255

Esferoplastos de la cepa Sc483 de la levadura, fueron
transformados con 1 ug de los plésmidos YEpl3 y VCpl
respectivamente y con 5 ug de las diferentes mezclas de
DNA de la genoteca de N. crassa.
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Figura 18:

Curva de crecimiento de transformantes leu™ de &.
cerevisiae cepa Sc483. Todas las cepas de levadura
fueron crecidas en medio selectivo (medio SD
suplementado con histidina) a 30°C con agitacién. La
cepa Sc483 sin transformar, se crecio en las mismas
condiciones con la umnica excepcién gque el medio
selectivo tmmbien fue suplementado con leucina.




transtormantes, representados por el transformante
Sc5.30, tiene una velocidad de crecimiento similar a la
cepa Sc483 crecida en medio SD-glucosa suplementado con
los aminoacidos requeridos por dicha cepa <(figura 18),

esto es, un tiempo de generacion de aproximadamente 3.5

horas. Otro grupo (transformantes Scl4. 1z, 5c5.10,
Scl5.5, Scé&. 4, etc), presenta una velocidad de
crecimiento menor que el control, con tiempos de

generacion mayores de 8 horas (figura 18&). De hecho, el
transformante denominado Sc5.10 presenta un tiempo de
generacion de aproximadamente 10 horas.

Dado que una de las caracteristicas de los
transformantes de levadura que portan un pléasmido con

una secuencia de replicaciéon autonoma (ARS) es el

aumento del tiempo generacional, acompafiado de
inestabilidad mitoética, se wutilizé como criterio de
seleccion adicional, el tiempo que demoran estos

transformantes en duplicarse. La Tabla 1lz, muestra los
tiempos de duplicacion de alguno de los transformantes
de levadura analizados, lo que permitio realizar una
posterior seleccion de los transiormantes que
posiblemente portaran un plasmido de replicacién
autonoma.

Posteriormente, de todos los transformantes de
levadura seleccionados, se purifico DNA total a partir
de los cultivos en medio SD-glucosa 1liquido. El1 DNA

purificado de estos transformantes de levadura, se
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Tabla 12

Tiempos de duplicacién de transformantes de la cepa Sc483
de la levadura, con plasmidos hibridos.

Transformante Tiempo de duplicacién
Sc483 (control? 3.5 horas
S5c483-Yepl3 2.5 horas
Scb. 30 3.5 horas
Scild. 12 8.0 horas
ScH.10 10.0 horas
Scb. 4 12.0 horas
Sclé. 14 14.0 horas
Sclb.b 15.0 horas
Scl4d.l 20.0 horas

Los transformantes de levadura fueron crecidas en medio
minimo (SD-glucosa) suplementado con histidina. El
crecimiento se determiné como aumento de la D.0.eso




utilizoe para transformer KE. coli C600 con el objeto de
rescatar plasmidos de aquellos clones de levadura que
porten una molécula de DNA extracromosémico.

En una serie de experimentos, se realizaron 50
transformaciones de E. colil C600 con DNA de
transformantes de levadura. En cada experimento se
utilizé6 una preparacién de DNA de levadura diferente.

En otra serie de experimentos, se realizé B0
transformaciones de BE. coli con DKNA de levadura, pero
en este caso, en cada experimento de transformacién de
1a bacteria se utilizdé una mezcla de DNA proveniente de
al menos 5 clones diferentes de levadura. Por lo tanto,
en esta serie, se analizaron mas de 250 clones
diferentes de S. cerevisiae.

Como resultado de tal experimento se seleccionaron
58 colonias de E. coli C600 leu™. Todos estos
transformantes fueron analizados por replica en medio
minimo suplementado con prolina, treonina O leucina en
diferentes combinaciones. Ademas, se determiné su
sensibilidad al antibiético ampicilina. Posteriormente,
se analizé la presencia de DNA plasmidial de todos
aquellos clones 1leu*,amp*, incapaces de crecer en
medio minimo sin prolina ni +reonina. De éstos, sélo
uno presentd DNA plasmidial. Este clon pertenecia a un
transformante de E. coli del grupo Tl4, denominado
EcT14. E1 DNA wutilizado en este experimento de

transformacién provino de un transformante de levadura
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del stock 14 de la genoteca de KN. crassa, denominado
Sci4.12 (ver figura 18).

La figura 19, muestra el resultado del analisis por
electroforesis del DNA plasmidial aislado del clon
EcT14 de E. coli €600, ahora denominado SCpl4. La
figura 19-A, muestra el DNA plasmidial de dicho
transformante obtenido mediante la técnica de
minipreparacién. La figura 19-B muestra al mismo DNA
plasmidial después de ser digerido con Pstl. Se observa
la presencia de 2 Dbandas de DNA, una corresponde al
vector de clonado VCpl (5.5 kb> y la otra, el inserto
de 3.5 kb.

E1 fenotipo de la bacteria portadora del plasmido,
corresponde al esperado. Ademas, 1las caracteristicas
del pléasmido también corresponden a lo esperada. Como
prueba adicional, se realizé una retransformacién de
E. coli C600 con el DNA plasmidial recién analizado.
Como resultado de dicho experimento, se encontré que
1os transformantes mantienen las mismas caracteristicas
del clon original en cuanto a fenotipo y en cuanto a
presencia de DNA plasmidial.

Dado que el plasmido SCpl4 fue rescatado en E. coli
a partir del DNA de un transformante de levadura, se
sugiere que dicho plasmido se encontraba en forma
extracromosémica en la levadura y por 1lo tanto era
portador de una secuencia del tipo ARS de #. crassa.

Bajo esas condiciones, el plasmido SCplé4 deberia
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Figura 19:

Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidial
del transformante Scl4.lz de S. cerevisiae rescatado
en E. coli C600.

A: DNA sin digerir con endonucleasas de restriccion:
1> SCpl4, &> DNA del bacteriofago x + HindIII.

B: DNA plasmidial digerido con endonucleasas de
restriccion: 1> DNA del bacteriofago x» + HindIII, 2
al 5» VCpl + PFstl, 6) al 9» puCo + Sall, 10> y 11O
SCpl4 + Pstl, 1z) DNA del bacteriofago » + HindIII.




transformar a leu® en alta frecuencia a la cepa Sc483
de S. cerevisiae. En la tabla 13 se muestra el
resultado de experimentos de retransformacién de la
cepa Sc483 de la levadura con el plasmido SCpl4. Tales
resultados indican que la transformacién ocurre en baja
frecuencia. La determinacién de la estabilidad mitética
y velocidad de crecimiento de 1los transformantes,
sugiere que son del tipo de integracién.

Experimentos de rescate de pléasmidos en E. coli a
partir del DNA de transformantes de 5. cerevisiae no
tuvieron éxito, sugiriendo la condicién integrada del

DRA plasmidial.

5.2 Aislamiento de secuencias a partir de genoteca en

vCp2.1

Los resultados experimentales antes descritos
motivaron otros procedimientos. Para ello se realizaron
experimentos de transformacién de levadura con DNA
plasmidial proveniente de la genoteca de N. crassa en
el vector VCp2.1l. La diferencia de esta genoteca radica
en el hecho que fue construida en el sitio BamHI del
vector VCp2.1 con fragmentos de DNA de N. crassa
generados por la endonucleasa de restriccién Sau3Al.

Se realizaron experimentos de transformacién de
S. cerevisiae cepa Sc483 con preparaciones de DRNA

plasmidial proveniente de los 15 grupos de clomnes de la




Tabla 13

Retransformacién de S. cerevisiae cepa Sc483 con DNA del
plasmido SCpl4.

cepa plasmido N2 de transformantes leu™
Sc483 - 0
Sc483 YEpl3 1724
Sc483 VCpl 17
Sc483 SCpl4 14

Esferoplastos de la cepa Sc483 de la levadura fueron
transformados con 1 ug de DNA plasmidial.

Los transformantes leu*, fueron seleccionados en
medio minimo suplementado con histidina.

SE




genoteca (tabla 14). Los resultados muestran 2 tipos de
transformantes leu': unos presentan un tamafio reducido
y corresponden a los transiormantes abortivos. Otros,
de mayor tamafio, corresponden a los transformantes
normales. Estos ultimos son 1los que pueden crecer
cuando se replican en medios SD-glucosa sin leucina. De
éstos, se seleccionaron 49 transformantes en un primer

experimento. En un segundo experimento, se obtuvieron

resultados similares, procediendo a seleccionar un
grupo adicional de 55 transformantes leu’, con un total
de 104 transformantes leu*. Finalmente, fue posible

disponer de 161 transformantes leu®’ que pudieran ser
portadores de las secuencias buscadas.

Una etapa de seleccion adicional, consistio en
determinar la estabilidad mitética de los
transformantes en medio completo (YEP-Glucosa) y medio
selectivo (SD-glucosa + histidina). FPara ello se crecio
cada transformante en YEP solido, luego las colonias
fueron replicadas en el mismo medio y en medio
selectivo. Como resultado de este analisis se encontro
que 96 transiormantes eran estables
mitéticamente, con porcentajes de estabilidad mitotica
que oscilaron entre el 96.5 al 99.4%. El resto de los
transformantes, presentaron niveles de estabilidad
mitotica que vario entre 83 al 91.7 %.

A los 8 clones transformantes, que mostraron una

menor estabilidad mitotica les fue determinado su
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Tabla 14

Transformacién de S. cerevisiae Sc483 con DNA proveniente
de la genoteca de N. crassa en V(Cpz.1l.

Tipo de transformante leu”

cepa DNA Pequefio Grande
Sc483 - 0 0
Sc483 YEp13 10 1072
5c483 vCp2. 1 12 8
Sc48s5 genoteca 429 163

Esferoplastos de la cepa Sc483 de la levadura, fueron
transformados con 1 ug de DNA de los plasmidos YEpl3 y
VCpz.1l respectivamente o con 5 ug de DNA de las diferentes
mezclas de la genoteca.

El resultado corresponde al n¢ de transformantes leu”
obtenidos del total de los experimentos de transformacion
realizados.




tiempo de duplicacién en medio selectivo. Este fue
comparado a la cepa Sc483 utilizada como control y a 2
clones transformantes que pertenecen al grupo de los
estables mitoticamente. La tabla 15 muestra el
resultado de este analisis e indica que los tiempos de
duplicacién son similares en todos los transformantes
estudiados.

Se purificé DNA de los 8 transformantes leu™ recien
analizados y se transformé E. coli C600 con cada una de
las preparaciones de DNA. Se plaqueé en medio LB-amp
por un lado y en medio minimo MMPT-amp por el otro. En
ninguno de los experimentos se logré obtener
transformantes de 1la bacteria, para resistencia a

ampicilina o para prototrofia para leucina.
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Tabla 15

Tiempo de generacién de transformantes de la cepa SC483 de
S. cerevisiae con DNA de genoteca de N. crassa en VCpz.l1

Transformante Tpo de duplicacioén
Sc483 (control) 3.5 horas
YeT-5 4.0 horas
YeT-19 4.1 horas
YeT-32 3.8 horas
YeT-41 3.5 horas
YeT-44 4.5 horas
YeT-67 4.6 horas
YeT-69 4.6 horas
YeT-70 4.4 horas

El tiempo de duplicacién fue determinado mediante el
crecimiento de los transformantes en medio minimo
suplementado con histidina. El crecimiento fue medido
como el aumento de la D.0.ceo.

El control, que corresponde a la cepa Sc483
sin transformar, fue crecido en medio mi nimo
suplementado con leucina e histidina.
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6.—- Clonado del gen leul de Neurospora crassa en E. coli.
6.1 Seleccién de clones leu™ en EB. coli

A partir de la genoteca de AN. crassa en YRp7, se
aislaron 12 clones capaces de crecer en medio minimo.
Estos clones se replicaron en medio minimo carente de
leucina y suplementado con ampicilina por un lado y en
medio LB suplementado con tetraciclina por otro. Como
resultado, se detecté que estos presentan un fenotipo
(leu*,amp”,tet™) y se estudiaron detalladamente, usando
como paradmetros la presencia y tamafio de los plasmidos
que poseian y su capacidad de retransformar E. coli
C600.

Los clones portadores de DNA plasmidial de mayor
tamafio que el vector fueron utilizados en experimentos

de retransformacién de E. coli C600.

6.2 Retransformacién de E. coli C600 con DNA de plasmidos

recombinantes

Los plésmidos aislados de los clones seleccionados
se denominaron pLA. La Tabla 16 muestra los resultados
de un experimento de retransformacién de E. coli C600
con el DNA plasmidial de los 98 clones leu*,amp”,tet®
seleccionados. Los pléasmidos pLAl y pLAlC no lograron

retransformar E. coli a leu™, por lo cual es posible
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Transformacién de E. coli C600 con

Bacteria

C600
€600
C600
C600
C600
€600
Cé00
C600
€600
C600
c600
C600

plasmido

YRp?
VCpl
pLAl
pLA3
pLALO
pLAll
pLAL3
pLAZl
pLaz2z
pLA30
pLA33

WD NN R WD O

TABLA 16

. 0x10=
. 0x10%
. 0x10=
.3x104
.4x104
L2104
.Bx104
.0x10%
.0x10%
.Bx10#
. 0x10=

DNA de clones leu™

transformantes/ug DHA

O OO DO OO OO OO

~N O =W

0
.0x10%

0
.4x10%4

0
.Bx10=
.6x10=
Ax10#
.2x104
.0x10%=
. 0x10=

Células competentes de E. coli C600 fueron transiormadas
con DHA de los plasmidos que se indican. El procedimiento
seguido para la transformacién se describe en Metodos,

seccién 12.1. Los transformantes fueron seleccionados en
los medios LB-amp, LB-tet y MMPT-amp.
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que 1los clones que 1lo portaban hayan resultado de
reversion a leu'. Los pléasmidos, pLA3, pLAll, pLAlSG,
pLA2l, pLAZz2, pLA3B0 y pLA33 poseen la capacidad de
retransformar a K. coli C600. Para probar si esta
capacidad de retransformar se mantenia, se purificé DNA
plasmidial de los transformantes de cada plasmido y se
volvico a retransformar a E. coli C600, observando que
los plasmidos rescatados mantenian su capacidad de

transformar a la bacteria.

6.3 Analisis electroforetico de DNA plasmidial

recombinante

La figura 20 muestra un anaélisis electroforético
del DNA plasmidial digerido con BamHI. Se puede
apreciar claramente que 1los plasmidos pLA3 y pLALS
tienen la misma movilidad electroforetica (carriles 3 y
4). En 1los carriles 5, 6 y 7 de 1la figura 20, se
muestra vel resultado del anélisis de restriccion con
BamHI de los 3 plasmidos con el objeto de detectar 1la
presencia de inserto y determinar su similitud.

Los plasmidos pLA3 y pLAl3 son parecidos entre si,
ambos  producen al mencs 4 fragmentos BamHI que
corresponden a las 4 bandas de DNA que aparecen en los
carriles 6 y 7. En cada caso, el tamafio de dichos
fragmentos es 9.5, 5.8, 2.2 y 0.75 kb respectivamente.

La banda de DNA que migra en una posicion equivalente a
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Figura 20:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion con la enzima de restriccion BamHI del DNA
plasmidial de 3 clones leu™ de E. coli C600. El1 DNA
plasmidial purificado fue tratado con la endonucleasa
de restriccion BamHli y los productos de la reaccion
fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa
al 0.7%: 1> YKRp7, 2> pLAl, 3> pLA3, 4) pLA13, 5> pLAl
+ BamHI, ©) pLA3 + BamHI 7) pLAl3 + BamHI, 8 YRp7 +
BamHI, 9) DNA del bacteriofago » + HindIII.
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5.8 kb corresponde al vector YRp7 lineal y el resto de
las bandas corresponden a DNA de N. crassa. El plasmido
PLAl, incapaz de transformar a B. coli C600, presenta
un patrém de bandeo diferente a los plasmidos
restantes, lo que estéd confirmando el hecho que no

retransforme a leu™.

6.4 Anadlisis de restriccién de pLA13

Dado que los plasmidos que retransforman a FE. coli
C600 a leu™ son todos iguales , se eligidé a pLA13 para
realizar un analisis de restriccién y estudios més a
detallados.

La figura 21, indica el resultado de este analisis.
La digestién de este plasmido con la enzima BamHI da 4
fragmentos.

El analisis cuantitativo de 1los productos de
digestidén del plasmida pLAL1S3 con diferentes
endonucleasas de restriccién (figura 215, determiné
que este plasmido tiene un tamafio promedio de 27 kb
(ver Tabla 17>, por lo cual se puede deducir que el
inserto de DNA de Neuvrospora es de 21 kb

aproximadamente.
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Figura 21:

Electroforesis en gel de agarosa 1los productos de
digestidén del plésmido pLALl3 con diferentes enzimas
de restriccién. El1 DNA plasmidial fue tratado con las
endonucleasas de restriccién y los productos de la
reaccién fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7%: 1) DNA del bacteriéfago » + HindIII,
2) YRp7 sin enzima, 3) pLAl3 sin enzima 4> YRp7 +
BamHI, 5> a 17) pLA13: 5> BamHI, 6> HindIII, 7) Pstl,
8) Aval, 9> Pvull, 10> Bglll, 11) Sacl, 12) Sall, 13>
EcoRI, 14)>Xhol, 15> BestEII, 16> YRp7 + BstEII, 17>
DNA del bacteridfago X + HindIIl.
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Tabla 17

Tamafios moleculares de fragmentos productos de digestién
del plésmido pLAl3 con endonucleasas de restriccién.

Enzima Tamafios moleculares (kb) total (kb
BamH] 10, 5.8, 2.2, 0.7 18.7
HindlIl 12, 6.0, 3.8, 1.9, 1.9, 1.8 27.4
Pstl 11, 4.4, 4.0, 3.7, 2.7, 1.2, 0.9 27.9
Aval 5.8, 5.0, 3.5, 3.2, 2.2, 2.0, 1.8, 1.7, 1.7, 0.9 27.8
Pvull 11.5, 6.0, 4.7, 2.5, 27.7
Bgllil 10.0, 6.1, 5.2, 3.6, 2.6 27.5
Sall 6.3, 5.8, 5.5, 4.6, 3.7, 1.1, 1.0 28.0
EcoRI 5.0, 6.4, 5.6, 4.2, 2.1, 1.3 28.6
Yhol 8.5, 6.3, 6.0, 4.0, 1.6, 1.5 28.9
YRp7 + BamHI = 5.8 5.8

El plasmido pLAl3 fue digerido con las endonucleasas de
restriccién indicadas en la figura 20 y se determiné los
tamafios moleculares de los productos de digestion mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en tampén TBE.
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7.—- Subclonado del gen leul.

Los productos de digestién parcial de pPLA13 con
BamHl, fueron subclonados en el mismo sitioc del vector

YRp7. Los clones recombinantes obtenidos en este

experimento comprenden fragmentos de 2.2, 9 y 9.5 kb.
P Dos tipos de subclones estan representados por:
|

PAGS que es portador de un inserto de 9 kb y YRp74.2

que es portador de dos fragmentos de 8.8 y 0.75 kb.

El resultado de un analisis de restriccién de tres
subclones portadores del fragmento BamHI de 2.2 kb es
mostrado en la figura 22.

Cuando se replicaron colonias de estos subclones en
diferentes medios selectivos tal como LB-amp, LB-tet y

MMPT-amp, s6lo uno de ellos (YRp74.2> fue capaz de

crecer en medio minimo carente de leucina mostrando un
r fenotipo leu™,amp”, tet=.
La capacidad dg complementar la mutacién leuB6 por
i el plésmido YRp74.2 esté ilustrada en la Tabla 18-A.
Se puede apreciar que el dGnico plasmido capaz de
complementar a un mutante leu » es YRp74.2 el cual
mantiene su capacidad de complementar a leu* a través
de sucesivos pasos de retransformacién, probablemente
debido a la presencia del fragmento BamHI de 9.5 kb.
La Tabla 18-B, muestra el resultado de experimentos

de retransformacién de E. coli C600 con los plasmidos

/ PLAL13 e YRp74.2 que portan la funcién leu™.
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Figura zZz:

Electroforesis en gel de agarosa de plasmidos
subclonados digeridos con la enzima de restriccioén
BamHI. El1 DNA plasmidial purificado fue tratado con
la endonucleasa de restriccion BamHI y los productos
de la reaccion fueron sometidos a electroforesis en
gel de agarosa al 0.7%: 1) DNA del bacteriéfago » +
HindIII, 2> YRp7 sin digerir, 3) YRp7 + BamHI, 4)
pPLAl13.1 sin digerir, 5) pLA13.1 + BamHI, ©6) PLA13.2 +
BamHI, 7) pLA13.3 + BamHI.
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TABLA 18
A) Transformacién de B. coli C600 con DHA de plasmidos
subclonados.

§e de transformante/ug de DNA
cepa plasmido LB amp MMPT amp
€600 - 0 0
Cc600 VCpl >1.0x10% 1.6x10%
C600 pLA13.1 7.1x10% 0
C600 pLAl13.3 1.0x10% 0
600 pA65 3.4x104 0
C600 YRp74.2 >6.0x10% 1.0x105

B) Transformacién de E. coli C600 con DNA plasmidial de
subclones leu™.

Fe de transiormantes/ug de DEA

cepa plasmido LB amp MMPT amp
C600 - 0 0
€600 YRp7 1.0x10% 0
€600 VCpl 1.0x10% 1.0x10%
€600 pLAL3 2.0x10° 7.0x10=
€600 YRp74.2 1.8x10% 1.2x10%

Células competentes de K. coli C600 fueron transiormadas como
se describe en Métodos, seccién 12.1. Después del periodo de
expresién, las células tratadas fueron sembradas en medio rico
(LB y en medio minimo (MMPT) suplementado con ampicilina.




7.1 Elaboracién de un mapa de restriccién de YRp74.2

El analisis de restriccién del plasmido YRp74.2 es
mostrado en 1la figura 23 y la tabla 19 muestra 1los
tamafios moleculares de los fragmentos de DNA generados
como productos de 1la digestion del plasmido YRp74.2
con las endonucleasas de restriccién utilizadas en la
figura 23 'y con otras endonucleasas adicionales
utilizadas en forma individual o en combinaciones de
ellas.

Estos productos permitieron elaborar el mapa de
restriccién de YRp74.2 que se muestra en la figura 24-
A. Como se observa en esta figura, el inserto de DNA de
9.5 kb de JQNeurospora crassa no posee sitio de
reconocimiento para la endonucleasa EcoRI.

Ademas al analizar la ubicacion de los sitios de corte
para las endonucleasas estudiadas, no se observa ningun
tipo de repeticién del patrén de restriccidén ya sea en
la forma directa o invertida.

Dado que 1la funcién que complementa la mutaciédn
leuB6 de la bacteria estd presente en el fragmento de
DNA que lleva el plasmido YRp74.2, es importante
determinar cual es su posicién dentro de ¢él. Por 1lo
tanto fué necesario seguir subclonando dicho fragmento

para disminuir su tamafio.
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Figura 23:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion de YRp74.2 con enzimas de restriccién. El
DNA plasmidial purificado fue tratado con diferentes
endonucleasas de restricciém y los productos de 1la
reaccién fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarpsa al 0.7%: 1) DNA del bacteriéfago )N + HindIII,
2> YRp7, 3> YRp74.2, 4> YRp7 + BamHI, 5) al 18)
YRp74.2: 5> BamHI, 6> EcoRI, 7)Bglll, 8) Sall, 9
Xhol, 10> EcoRI + Xhol, 11> Sall + BamHI, 12) EcoRI +
Sall, 13> HindIII + BamHI, 14) EcoRI + Pvull, 15>
Ssti, 16> Aval, 17) BgllI, 18)Bcll, 19> DNA del
bacteriéfago x + HindIII.
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Tabla 19

Tamafios moleculares de los fragmentos productos de
digestién del pléasmido YRp74.2 con diferentes
endonucleasas de restriccién.

Enzima Tamafio (kb)

BamH1 8.7, 5.8, 0.75

Xhol 8.4, 3.2, 2.8, 0.9

Sall 5.9, 4.4, 1.8, 1.8, 0.9, 0.3

HindIIl 10.0, 1.8, 1.8, 0.65, 0.45

Pvull 6.5, 4.3, 2.9, 1.25,

Bglll 8§.5, 1.8, 1.8, 1.6, 1.2

Pstl 7.4, 2.4, 2.3, 1.55, 1.3

EcoRI 13.5, 1.45

BamHi+Xhol 5.8, 3.3, 2.9, 1.1, 0.9, 0.74, 0.4
BamHI+Sall 5.5, 4.4 , 1.8, 0.9, 0.74, 0.74, 0.3, 0.3, 0.25
BamHI+Pvull 6.5, 4.1, 1.7, 1.2, 0.74, 0.3
BamHI+HindII1 4.9, 4.5, 1.8, 1.8, 0.74, 0.62, 0.4, 0.3
BamHI+Pstl 3.3, 3.3, 2.25, 1.6 , 1.3, 1.15, 1.1, 0.74
BamHI+Bglll 5.0, 3.3, 1.70, 1.70, 1.20, 1.10, 0.74, 0.50
BamHI+EcoRI 8.8, 4.35, 1.45, 0.74, 0.3

Bgi1lI+Xhol 5.6, 3.2, 1.85, 1.50, 1.30, 0.76, 0.52
BglII+EcoRI 8.1, 1.8, 1.8, 0.9, 0.9, 0.70, 0.65
EcoRI+Xhol 5.3, 3.20, 2.8, 1.60, 1.40, 0.90

EcoRI+Sall 4.7, 3.90, 1.8, 1.7 , 1.40, 0.90, 0.52, 0.3
Hind11I+4Pvull 3.3, 2., 2.6 , 1.8, 1.6, 1.35, 0.64, 0.4
HindiII+EcoRI 9.4, 1.8, 1.8, 0.8, 0.6, 0.4

PvulIl+EcokI 6.5, 2.8, 2.25, 1.4 , 1.25, 0.62

PvulI+Xhol 4.4, 3.2 , 2.9 1.8, 1.25, 1.0, 0.2, 0.1

-
-

El plasmido YRp74.2 fue digerido con las endonucleasas de restriccién
que se indican y los tamafios moleculares de los productos fueron
determinados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en
tampén TBE.
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8.- Subclonado del fragmento BamHI de 8.8 kb.

El subclonado del fragmento BamHI de 8.8 kb a
partir del plésmido YRp74.2, se realizé por digestién
parcial con la endonucleasa BamHI. Luego el fragmento
de 14.6 kb purificado, fue ligado a si mismo ¥y
utilizado para transformar E. coli C600.

Como resultado, se obtuvieron 721 colonias amp”,
las cuales se replicaron en LB con tetraciclina Yy en
medio minimo con ampicilina (MMPT-amp). Ningan clon
amp” es resistente a tetraciclina. Ademéds, de todas las
colonias seleccionadas, ninguna tiene 1la capacidad de
complementar la mutacién leuB6 de E. coli C600 y por 1lo
tanto son incapaces de crecer en medio minimo carente
de leucina.

Para determinar la presencia de un inserto de DNaA
que corresponda al fragmento de 8.8 kb en estudio, se
seleccionaron 10 colonias con fenotipo leu™, amp”, tet=
(denominadas YR23.1 a YR23.10) de las cuales se
extrajo DNA plasmidial y se analizé mediante digestién
con la endonucleasa de restriccién BamHI. La figura 25
indica que efectivamente dicho fragmento de DNA ha sido
subclonado. Como se observa en 1la figura 25 <(carriles
2 al 11>, 1los 10 plasmidos analizados (YRp23.1 a
YRpz23.10) presentan 2 bandas de DNA. Una de ellas
corresponde al vector YRp7, figura 25, carril 12 ¥y la

otra corresponde al fragmento BamHI de 8.8 kb de
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Figura 25:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion del DNA de 10 subclones Ykpz3 obtenidos a
partir de YRp74.2. El1 DNA plasmidial de los subclones
fue tratado con BamHI y 1los productos de reaccion
fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa
al 0.7%: 1> DNA del bacteriofago » + HindIII, 2)
YRpz23.1, 3) YRpz3.2, 4> YRp23.3, 5) YRpz3.4, ©)
YRpe3.5, 7) YRpz3.6, 8> YRpz3.7, 9 YRpz23. 8,
10)YKkpe3. 9, 11)YRpe3. 10, 1z) YRp7, 13> DNA del
bacteriofago x + HindIII.
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Neurospora. Ninguno de los clones seleccionados
mantiene la capacidad de complementar a leu”, 1indica
que el fragmento BamHl de 0.75 kb, ausente en estos

plasmidos, es requerido para expresar la funcién leu".

&.1 Retransformacién de  E. coli C600 con plasmidos

YRp23.1-10

Para demostrar que estos plasmidos no poseen la
secuencia de DNA que los capacita para complementar a
leu*, se realizo un experimento de retransformacién de
E. coli C600. El resultado de este experimento se

muestra en la tabla 20, pudiéndose apreciar claramente

gque ninguno de 1los plasmidos subclonados, esto es,
YERp23.1 a YRp23.10 transforma la bacteria a leu’, 0O
sea, todos ellos mantienen sus caracteristicas
iniciales, dando a las celulas que los portan un

fenotipo amp', tet*®, leu

.2 Elaboracion del mapa de restriccién del subclon

YRp23. 2

Con el objeto de completar el mapa de restriccion
del fragmento de DNA de N. crassa clonado, se realizo
un experimento de mapeo con uno de los plasmidos recieén

subclonados.

119




120

Tabla 20

Retransformacién de E. colil C600 con DNA de subclones leu™
(Plasmidos YRp23.1 a 10).

Transformantes/ug DNA

cepa plasmido amp"” leu” tet”
Cc600 - 0 0 0
C600 YRp7 7.6%10% 0 5.2%10%
Cc600 VCp2z.1 5.5%10% 4.9%10% 5.6%10%
C600 YRpz3. 1 4.1%10° 0 0
C600 YRpZ3. 2 2.7%10*= 0 0
C600 YRpz23.3 5.9%10% 0 0
C600 YRp23. 4 5.5%10% o) 0
C600 YRp23.5 5.9%10 0 0
C600 YRp23.6 7.1%10% 0 0
C600 YRpe3.7 4.3%10% 0 0
C600 YRp23.8 2.9%10*% 0] 0
Ceo00 YRp23.9 3.8%10% 0 0
C600 YRpz3. 10 6.1%107 0 0

100 ul de células competentes fueron transformadas con 10
ng de DNA plasmidial. Despues del periodo de expresion,
las células tratadas fueron sembradas en los medios
selectivos respectivos (LB-amp, LB-tet o MMPI-amp).




La figura 26 muestra el resultado de un anélisis de
restriccién del plasmido YRp23.2 y la tabla 21 muestra
los tamafios de dichos fragmentos.

De acuerdo a estos resultados, se pudo elaborar el
mapa de restriccién del fragmento de DNA subclonado
(ver figura 24-B), el cual coincide en las posiciones
de la mayoria de los sitios de reconocimiento de las
endonucleasas de restriccién empleadas. Ademas,
permitié ubicar inequivocamente algunos sitios de corte
cuya posicién en el mapa presentaba cierto grado de

ambiguedad.

g.- Subclonado del fragmento BamHI-BglIl de 3.95 kb.

La posicién del segmento de DNA que retiene la
capacidad de complementar la mutacién leuB6 de E. coli
C600, ha sido determinada en el mapa de restriccién gque
se muestra en la figura 24-A.

Al analizar detenidamente dicho mapa de
restriccién, se deduce gue existe un sitio de
reconocimiento ©para la endonucleasa de restriccién
Bglil a 3.95 kb de un extremo del fragmento de
DNA de N. crassa. Este fragmento BamHI-Bglll, es
portador del sitio BamHl interno, y por lo tanto, del
fragmento BamHI de 0.75 kb que es importante para

mantener la capacidad de complementacién de leu™.
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Figura 26:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestion de YRp23.2 con enzimas de restriccién. El
DNA plasmidial de YRp23.2 fue tratado con diferentes
endonucleasas de restricién y los productos de la
reaccién fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7%: 1) DNA del bacteridéfago X + HindIII,
2) BamHI, 3) HindIII, 4> Sall, 5> Xhol, 6> BgllI, 7)
Pvull, 8> BamHI + BglII, 9> BamiHI + PstI, 10> BamHIl +
Pvull, 11> Sall + EcoRI, 12> BamHI + Sall, 13> Bglll
+ Pwvull, 14> DNA del bacteriéfago » + HindIllI.
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Tabla 21

Tamafios moleculares de los productos de digestion del
plasmido YRpz3.2 con diferentes endonucleasas de

restriccion.

BamH]I 8
Bglll 7
HindIIl 9
Pvull 6
Sall 5
Xhol 7
5
3
6
5
2
4

o

BamHI+BgllIl
BamHIi+Pstl
BamHI+Pvull
BamHI+Sall
BglII+Pvull
Sall+EcoRI

N ~NINO N0 oo

El plasmido Ykp23.2 fue digerido con las endonucleasas de restriccion
que se indican. Los tamafios moleculares de los productos fueron
determinados por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en TBE.
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AdemAs existe otro sitio Bglll en el fragmento de DNA
de levadura del vector YRp7. De acuerdo a 1o anterior,
se procedié a subclonar dicho segmento de 3.95 kb de
Neurospora, digiriendo al plasmido YRp74.2 con Bglll,
purificando el fragmento de 8.5 kb y transformando BE.
coli C600 con la mezcla de ligado.

Se obtuvieron 253 <colonias transformantes. Se
seleccionaron 100 colonias para analizar mediante
replica de placa en LB-tet y MMPT-amp. Todas ellas
presentaron un 'fenotipo leu*, amp”, tet®. Luego, se
seleccioné 20 colonias para realizar un estudio mas
detallado. Para esto, se purificé DNA plasmidial de
cada una de ellas y se analizé mediante digestion con
BamHI, seguido de electroforesis en gel de agarosa. El
anadlisis electroforético indica que 1los 20 clones
analizados poseen el fragmento pieza de DNA de 0.75 kb
y otra de 7.7 kb que corresponde al tamafio esperado

segin el mapa de la figura z24-A.

9.1 Elaboracién del mapa de restriccién del subclon BpGO

Posteriormente, se realizé un anédlisis de
restriccién del DNA plasmidial de 2z clones, con el
objeto de determinar si efectivamente corresponden al
subclon esperado. Como se puede observar en la figura
27, el patrén de restriccién de ambos plasmidos es

similar, indicando la obtencién del subclon. La




Figura 27:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestioén del DNA de los subclones BpG6 y BpG72. E1
DNA plasmidial fue tratado con diferentes
endonucleasas de restriccién y los productos de 1la
reaccién fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7%: 1) DNA del bacteriéfago » + HindIII,
2> al 9> BpG6: 2> Bglll, 3> Xhol, 4) Pvull, 5) Sall,
6> HindIII, 7) BamHI + BglIl, 8)BamHI + Sall, o
BamHI + XhoI, 10> DNA del bacteriéfago A + HindIII,
11> al 19> BpG72: 11> BglIlI, 12> Xhol, 13) Pvull, 14>
Sall, 15> HindIII, 16> BamHI + BglllI, 17> BamHI +
Sall, 18> BamHI + Xhol, 19) BamHI + HindIII, 20 DNA
del bacterioéfago X + HindIII.
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digestién con la enzima BglIl (figura 27, carriles 2 y
11> da como producto una banda de DNA lineal cuyo
tamafio corresponde a 8.5 kb. El mismo resultado se
obtiene con la enzima Xhol (figura 27, carriles 3 y
12). La enzima HindIII no corta a ambos Plasmidos
(figura 27, carriles 6 Yy 15) 1o que es esperable, pues
el sitio de reconocimiento para dicha enzima esta fuera
del segmento subclonado, ver figura 24,

El DNA del Plasmido BpG6 fue tratado con otras
endonucleasas de restriccién adicionales, para probar
qQue se dispone del subclon propuesto. La figura 28
muestra dichos resultados. Como se esperaba para 1la
construccién de un subclon con el fragmento BamHI-
Bglll, este plasmido no tiene sitios de reconocimiento
para las endonucleasas de restriccion Bcll, Clal, Kpnl
y Xbal. Ademas permitie ubicar en el mapa de
restriccién el sitio de reconocimiento para 1la enzima
Smal (figura 24-C).

Al realizar el subclonado con la endonucleasa de
restriccion Bglll, se pProvocoe una delecioén del Plasmido
original, perdiendose secuencias tanto del vector
(YRp7) como del inserto de DNA de Feurospora, 1o cual
€S demostrado por 1la desaparicisén de todos los sitios
HindIII <(figura 27, carril 6), del sitio Clal <(ver
figura 28, carril 4> y de algunos sitios de
reconocimiento de otras €nzimas tales como EcoRI, PstI,

PvuIl, Xhol, Sall (figuras 27 y 28).
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Figura 28:

digestion del DNA del subclon BpG6. EI DNA Plasmidial
fue tratado con diferentes enzimas de restriccion y
los productos de 1a reaccién fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%: 1) DNA del
bactericfago A + HindIII, 2) BamHI, 3) BclI, 4) Clal,
5) Kpnl, 6) Smal, 7» Xbal, 8) Aval, 9) BglIl, 10)»
EcoRI + Aval, 11) EcoRI + Clal, 12) EcoRI + Becll, 13)
EcoRI + Smal, 14) DNA del bacteriéfago A + HindIII.
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10.- Reconstruccion del vector YKp7 en el subclon BpGo.

La construccion del subclon BpG6 requirio de 1la
delecion de un segmento de 1.1 kb del DNA del vector,
por 1lo cual fue necesario reconstituir dicho segmento.
Para esto, se digirio el vector YRpP7 con las
endonucleasas de restriccion BamHI y Bglll en forma
simultanea. Los productos de digestion se separaron por
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de
fusion. La banda de DNA de 1.1 kb se extrajo del gel
mediante la tecnica de CTAB. Posteriormente se mezcléd
dicho fragmento con el plasmido BpG6é linearizado con la
endonucleasa de restriccien BglIl y se ligoé ambas
moleculas mediante la accién de la enzima DNA ligasa de
T4. Con la mezcla de ligado se transiorme K. coli C600
Yy se selecciono a los transformantes en medio minimo
carente de leucina y suplementado con ampicilina.

Como resultado, se obtuvieron iz7 colonias
transformantes, de las cuales, se replicaron 100 clones
en medio LB-tet, LB-amp y MMFTI-amp, todos ellos
mostraron un fenotipo leu", amp’ , tet=. Luego se
seleccionaron 30 clones recombinantes a los cuales se
les extrajo el DNA plasmidial para ser analizado con
endonucleasas de restriccién y determinar la presencia
y orientacion del fragmento de 1.1 kb. insertado en el

sitio BglIl del plasmido BpG6.




En la figura 29, se muestra el resultado de un
analisis del DNA plasmidial de & clones seleccionados a
partir de 1los experimentos antes mencionados y que
tienen la orientacién correcta del fragmento de DNA de
1.1 kb. El1 DNA plasmidial de los clones 6spll, 6spl?7,
6sp2l, 6sp35, 6spé4d, 6sp7z, 6sp76 y 6sp8l fue tratado
s6lo con la endonucleasa de restriccién BamHI, o con
las endonucleasas de restriccién BamHI més BglIl en
conjunto. Los productos de digestion fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa. La figura
29, carriles z al 9, muestra los productos de digestioén
de 1los plésmidos con 1la enzima BamHI. Todos 1los
plasmidos (excepto el que se muestra en el carril 2)
han incrementado el tamafio de la banda mayor en
aproximadamente 1.1 kb en relacién al plasmido parental
(BpGo) . Los plasmidos obtenidos fueron denominados
YRp6. 11, YRp6.17, YRp6.72, etc). La digestién
simultanea con BamHI y Bglll (figura 29, carriles 10 al
17) produce 3 bandas, una de las cuales, la intermedia,
alcanza a 4.3 kb. Ello indica que 1la orientacion del
fragmento BgllI-BamHI de 1.1 kb del vector es correcta
en el plasmido.

El hecho que 1los clones portadores del
plasmido BpG6, asi como sus derivados portadores del
vector (YRp7) reconstituido, tienen la capacidad de
crecer en medio minimo carente de leucina, indica que

no hay algun efecto en la expresion del gen leul debido
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Figura 29:

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
digestién del DNA de 8 clones 6SP. El DNA plasmidial
fue tratado con la endonucleasa BamHl o con BamHI +
BglIl y los productos de la reaccién fueron sometidos
a electroforesis en gel de agarosa al 0.7%: 1> DKNA
del bacteridéfago X + HindIlI, 2) al 9> digestiém con
BamHI de: 2) 6Spll, 3> 68pl7, 4> 6Sp2l, B5) 6Sp35, 6O
6Sp44, 7> 6Sprz2, 8>X68p76, 9> 6Sp8l, 10> al 17>
digestién con BamHI + Bglll de: 10) 6S5Spll, 11) 6Spl7,
12> 6spz2l, 13> 6Sp35, 14> 6Sp44, 15 68Sp72, 169
6Sp76, 17> 68Sp8l, 18> DNA del Dbacteriéfago x +
HindIII.
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a la presencia o ausencia de dicho fragmento. La tabla
22 muestra los resultados de experimentos de
retransformacién de K. coli C600 con 1los plasmidos
portadores del gen lIeul de WN. crassa. En esta tabla se

incluye uno de los pléasmidos reconstituidos (YRp6.72).

11 Pruebas de Hibridacién.

11.1 Hibridacién de DNA de ¥N. crassa al plasmido YRp74.2

Con el objeto de probar que el fragmenta de DNA de
9.5 kb clonado en el plasmido YRp74.2 y poseedor de la
capacidad de complementar la mutacién leuB6 de E. coli
C600, pertenece a Neurospora crassa, se realizaron
experimentos de hibridacién.

En la figura 30, se muestra el resultado de estos
experimentaos wutilizando como sonda radioactiva, DNA del
Pléasmido YRp74.2 marcado con #**P, Tales resultados
indican que los fragmentos BamHI de 8.8 y 0.75 kb del

plasmido YRp74.2 estan presente en el DNA genémico de

Neurospora, no asi la secuencia relacionada con el

vector YRp7.
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Tabla 22

Transformacién de B.copli C600 con YRp74.2 y sus derivados.

Transformantes/ug DNA

cepa plasmido amp” leu™ tetr
C600 - 0 o o
C600 YRpP7 7.2%10% 0 5.8%10%
C600 VCp3.1 S5.5%10% 4.6%10% 5.1%10%
C600 YRp74.2 4.5%10% 4.2%10% 0
C600 YRp23. 2 3.1%104 0 0
C600 pA65S 2.6%10% 0 0
C600 BpG6 8.7%10« 1.1%10% 0
C600 YRp6.72 2.3%10% 3.7%10% 0

100 ul de células competentes, fueron transformadas con 50
ng de DNA plasmidial. Luego de transcurrido el periodo de
expresisén, se sembré alicuotas de 100 ul de las células
tratadas en los medios de seleccién respectivaos (LB-amp,
LB-tet o MMPT-amp>.
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Figura 30:

Autoradiografia de una hibridacién del DNA
cromoséomica de N. crassa con el DNA plasmidial
marcado con |2=P-al dATP. El1 DNA cromosémico de N.
crassa y el plasmido YRp74.2 fueron tratados con la
enzima de restriccién BamHI. Los productos de 1la
reaccion fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0.7% y transferidos a un papel de
nitrocelulosa mediante la técnica de Southern. Para
la hibridacién, se utilizé como sonda radioactiva al
plasmido YRp74.2 marcado con =ZP: 1) DNA de N. crassa
+ BamHI, 2) YRp74.2 + BamHI.
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11.2 Hibridacién de DNA de ¥. crassa al subclon BpG6.

Para determinar que todos los subclones llevan DNA
cromosémicao de Neurospora y que estan relacionados, se
realizé una hibridacién DNA:DNA.

La figura 31, muestra el resultado de un analisis
de hibridacién de DNA genémico de HNeurgspora (carriles
1 vy 2, de los plasmidos YRp74.2 <(carriles 3 y 4),
YRp23.2 (carriles 5 y 6) y BpG6 (carriles 7 y 8> cuando
se wutiliza como sonda radioactiva al plasmido BpG®6.
Como se esperaba, todos los plasmidos estéan
relacionados entre si y cada uno de ellos posee una
secuencia de DNA que pertenece a WNeurospora. Comin a
todos ellos es 1la presencia de 1la banda de DNA de
tamafio molecular de 0.75 kb, ausente en el pléasmido
YRp23. 2 que corresponde al subclon incapaz de

complementar a leu ™.

12.- Transformacion genética de Neurospora crassa.

En los experimentos de transformacién se utilizé 1la
cepa mutante leul™ de WNeurospora como receptora de
DNA plasmidial.

Como resultados se obtuvieron 27 transformantes
leu* de los cuales 15 resultaron abortivos. La

frecuencia se calcula a partir de los transformantes
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Figura 31:

Autoradiografia de wuna hibridacion de DHNA de X,
crassa y DNA plasmidial con DNA plasmidial de BpG6
marcado con |3=P-al dATP. El DEA cromosémico de
Neurospora y de los plasmidaos YRp74.2, YRp23.2 y BpG6
fue tratado con BamHl o con BamHI + BglIl y 1los
productos de la reaccion fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarasa al 0.7%. El1 DHA fue
luego transferide a un papel de nitrocelulosa
mediante la técnica de Southern. Para la hibridacioén
se utilizé como sonda radioactiva al plasmido BpG6
marcado con 3=P: 1) DNA de N. crassa + BamHI, 2) DNA
de XN. crassa + BamHI + Bglll, 3) YRp74.2 + BamHI, 4)
YRp74.2 + BamHI + BglII, 5) YRp23.2 + BamHI, 6)
YRp23.2 + BamHI + BglliI, 7) BpG6 + BamHI, 8) BpG6 +
BamHI + BgllIlI.
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13.

estables en aproximadamente 15 transformantes/ug de

DNA.

- Analisis de los transformantes de Neurospora crassa.

Con el objeto de determinar la presencia de

secuencias del DNA plasmidial donador en los
transiormantes leu” de Neurospora, se realizaron
experimentos de hibridacién DNA plasmidial: DNA
cromoscmico.

La rfigura 32 muestra el resultado de la hibridacién
del DNA de los transformantes cuando se utiliza como
sonda biotinilada al plasmido YRp74.2. De 12 clones
transformantes analizadas, 3 presentan bandas de
hibridacion claras. La banda de 1.45 kb es interesante
ya que corresponde al fragmento EcoRI del vector YRp7,
esta banda esta presente sélo en los transformantes
L74.2 y L74.11.

Para distinguir a que tipo de transformantes
corresponde cada uno de ellos, se realizé un
experimento de hibridacioén con el DNA de los clones,
utilizando como sonda biotinilada DNA del vector YRpP7.

La figura 33 indica que los transformantes L74.2 y
L74.11 poseen bandas de hibridacién similares al
experimento anterior, manteniéndose en estos la banda
de 1.45 kb. El transformante L74.7 al igual que la cepa

huesped utilizada como control no poseen fragmentos de
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Figura 32:

Hibridacién del DNA de los transformantes leu' de N.

crassa: DNA del plasmido Bpg6 marcado con dATP
biotinilado. E1 DNA cromosémico de los transformantes
de Neurospora fue tratado con la enzima de
restriccién EcoRI y sometido a electroforesis en gel
de agarosa al 0.7%. El1 DNA fue transferido a un papel
de nitrocelulosa e hibridado con el plasmido BpGo
marcado con biotina. El1 papel de nitrocelulosa fue
revelado y fotografiado: 1) DNA del plasmido YRp74.2,
2> DNA 1leul, 3) al 14) DNA de transformantes: 3)
TL44, 4) TL36, 5> L32, ©) L31, 7> T72.2, 8) T72.3, 9
T22, 10> L74.7, 11» L74.2, 12) L74.11, 13> TL23, 14)
T57, 15) DNA del plasmido BpG6.
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Figura 33:

Hibridacién del DNA de transformantes leu* de ¥.

crassa con DNA del plasmido YRp7 marcado con dATP
biotinilado. El1 DNA de 1los transformantes de N.
crassa fue digerido con EcoRI y sometido a
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. E1 DNA fue
transferido a un papel de nitrocelulosa y 1luego
hibridado con el plasmido YRp7 marcado con biotina:
1) YRp74.2, 2) DNA de la cepa leul—, 3) al 5) DNA de
transformantes: 3) L74.2, 4) L74.11, 5) L74.7, 6)
YRp74. 2.
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DNA con homologia con YRp7. Posiblemente se trate de un

transformante por integracién que excluye al vector o

bien simplemente de un revertante.




DISCUSION

Clonaniento de DNA de Neurospora crassa.

Para el cloneamiento de genes de KNeurospora crassa, se
construyé una genoteca del Thongo en tres vectores
diferentes de Saccharomyces cerevisiae. Dos de estos,
corresponden a los vectores de integracién VCpl y VCp2.1.
El restante corresponde al vector de replicacién auténoma
YRp7 (Tschumper et al, 1980).

El objetivo de 1las genotecas construidas en los
vectores de integracién fue aislar y clonar fragmentos de
DNA de PHNeurospora crassa, portadores de una secuencia de
replicacién auténoma (ARS) que sea funcional en levadura.
El disefio experimental se basé en el hecho que en
S. cerevisiae, las secuencias ARS aumentan la frecuencia
de transformacién del hongo cuando se introducen en un
vector de integracién <(Struhl et al, 1979; Stinchcomb et
al, 1980). Ademéds los transformantes obtenidos con este
tipo de plasmido presentan inestabilidad mitética ¥y
meiética asociada a un incremento del tiempo
generacional. Se eligié el gen LEUZ2 como marcador
seleccionable debido a que se dispone de cepas de levadura
portadoras de dos mutaciones en dicho gen (leu2=). Tales

cepas muestran una frecuencia de reversién inferior a
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10—'4, parametro importante de tener en cuenta cuando se
trabaja con frecuencias. de transformacién bajas.

Las secuencias del transposcon Tyl, responsables de
aumentar la frecuencia de transformacién con plasmidos de
integracién, fueron eliminadas mediante la construccién de
los vectores de integracién portadores del gen LEU2 de S.
cerevisiae. La frecuencia de transformacién a leu™
obtenida con estos plasmidos es de aproximadamente 10
transformantes/ug de DNA. Esto estd de acuerdo a 1lo
esperado para un vector de esta naturaleza (Hicks et al,
1979). De hecho, al comparar esta frecuencia de
transformacién con la obtenida con el plasmido pTS1.2, se
observa que los vectores construidos a partir de este
ultima, transforman aproximadamente 10 veces menos.

Cuando se compara las frecuencias de transformacién de
los vectores de integracién VCpl, VCp2.1 y VCp2.2 con
aquellas obtenidas con vectores episémicos como YEpl3 o un
vector de replicacién auténoma como VCp3.1l, se observa que
en los primeraos la eficiencia es 2 a 3 6rdenes de magnitud
menor, compartandose como verdaderos vectores de
integracion.

Por otro lado, el fragmento portador del gen LEUZ2 de
levadura utilizado en estos vectores, ha sufrido una
alteracién de una secuencia ubicada entre el transposén
Tyl y un gen codificante por tRNA=x'+- adyacente a LEUZ2

(Martinez—Arias et al, 1984). Esto permite una mayor
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expresién de este gen, facilitando el crecimiento de los
transformantes en los medios selectivos.

Los vectores aqui construidos, san ademAs portadores de
los genes de resistencia a ampicilina y tetraciclina,
poseen sitios dGnicos de reconocimiento de enzimas de
restriccién tales como Pstl, BamHI, Sall, HindIIl etec, 1lo
que facilita la insercién de secuencias de DNA heterdlogas
y su posterior seleccién en E. cali.

Dado «que en QNeurospora crassa no existe en la
actualidad vectores de clonamiento molecular, portadores
de secuencias de DNA cromosémicas que le confieran una
replicacién auténoma a tales plasmidos, y sélo se dispone
de un vector basado en un plasmido mitocondrial <(Stohl et
al, 1983), se ha hecho necesario aislar secuencias que
puedan funcionar como replicadores para la construccién de
vectores adecuados a las necesidades de la genética de
Neurospora.

En atencién a lo anterior, en el presente trabajo se
intentdé clomnar y aislar tales secuencias ARS, utilizando
a la levadura como un huésped de clonado. Para ello se
realizaron experimentos de transformacién de levadura con
DNA plasmidial proveniente de vectures de integracién,
portadores de segmentos de DNA de ¥N. crassa.

Los resultados obtenidos de los experimentos de
transformacién de Saccharomyces, utilizando DNA
proveniente de la genoteca de #N. crassa construida en el

sitio Pstl del vector VCpl, mostraron la presencia de 2

142




tipos principales de transformantes. Un tipo corresponde a
los +transformantes por integracién, gque son colonias de
mayor tamafio y muy estables; el otro tipo presenta un
tamafic de colonia menor e inestabilidad mitética.

A partir de DNA del 0ltimo tipo de transformantes de
levadura, se rescaté un plasmido después de transformar
E. coli. Este plasmido poseia al vector VCpl completo y un
inserto de 3.5 kb de DNA de N. crassa. Este resultado
sugiere que dicho plasmido se encontraba en forma
extracromosémica como una molécula circular cerrada en la
levadura, dado gque de otra manera no habria podido
transformar a la bacteria.

Se esperaba que este pléasmido recién aislado en E. coli
retransformara en alta frecuencia a la levadura. Sin
embargo, a pesar de llevar una secuencia de N. crassa con
caracteristicas de ARS, su comportamiento correspondié a
un tipico plasmido de integracion. Una explicacién de tal
comportamiento podria ser que se tratara de un
transformante en el cual el DNA plasmidial se encontraba
en vias de integrarse; o un transformante abortivo. Sin
embargo, es poco probable que esto ocurriera, puesto que
segan el procedimiento de seleccién y aislamiento de DNA
de los transformantes, se requiere el crecimiento de estos
durante varios dias. Esto, es tiempo suficiente para que
cualquiera de los eventos ocurriese y por lo tanto 1los

descarta con una alta probabilidad. Esta explicacién
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conduciria a pensar que el fragmento de DNA de 3.5 kb no
corresponde a una secuencia del tipo ARS o similar.

Otra posibilidad es que las celulas de levadura fueran
inicialmente transiormadas por un plasmido hibrido
portador de una secuencia de DNA perteneciente a
Neurospora crassa con funciones tipo ARS. Estas secuencias
podrian haber permitido que el vector original (VCpl) se
comportara como un plasmido de replicacion autonoma en el
primer organismo. Ademas es posible que el 1inserto de DNA

de Neurospora fuera posteriormente rearreglado por algun

evento de recombinacion, produciéndose una delecion de
parte de dicho fragmento. Estos fenomenos de
recombinacion, que pueden llevar a deleciones,

inversiones, etc. en vectores de clonamiento de levadura
son frecuentes <(Clancy et al, 1984). Se ha descrito
algunos casos en los cuales los fragmentos exégenos de DNA
han sido rearreglados, llegando a ser completamente
eliminados del vector donde se encuentran <(Clancy et al,
1984; Scherer et al, 1979; Toh-e et al, 198l; Gerbaud et
al, 1979). En otros casos, se ha observado que fragmentos
de DNA de levadura presentes en vectores del mismo
organismo sufren rearreglos que generalmente terminan en
deleciocnes <(Clancy et al, 1984; Gerbaud et al, 1979). Por
otro 1lado, dependiendo del vector utilizado en los
experimentos de transformacion los rearreglos ocurriran
con mayor frecuencia. Los vectores portadores de

secuencias del DNA de 2u de S. cerevisiae sufren
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rearreglos debido a que todas las cepas del hongo poseen
sobre 10 copias por célula de dicho plasmido endogeno.
Este hecho aumenta la posibilidad de un evento de
recombinacion homéloga entre la region 2u del plasmido
hibrido con su homélogo endégeno. Por lo tanto, es muy
probable que la situacién ocurrida con el DNA de
Neurospora presente en el plasmido rescatado de las
células transformantes de levadura, corresponda a uno de
los eventos anteriormente mencionados.

Las caracteristicas de los transformantes de levadura,
portadores de secuencias ARS, permitieron disefiar una
estrategia para clonar y aislar secuencias de replicacion
autonoma de Neurospora crassa en S. cerevisiae. No obtante
la relacion filogenética existente entre ambos organismos,
deben existir diferencias que hacen que secuencias de DNA
de uno de ellos no puedan funcionar en el otro, o bien, si
en algun momento son funcionales, estas secuencias pueden
llegar a ser modificadas.

El procedimiento seguido utiliza fragmentos Pstl de
N. crassa. Los resultados estan de acuerdo a los descritos
con fragmentos BamHI <(Stinchcomb et al, 1980), en 1los
cuales fue posible aislar una secuencia funcional en
Saccharomyces, denominada ARS8, la cual aparentemente
tampoco es capaz de retransformar a la levadura. Ademas,
esta secuencia no es funcional en #N. crassa cuando se
prueba por retrotransformacion (Vapnek et al, 1981, Suzci

et al, 1983). Es probable que dicho fragmento BamHI fuera
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reconocido como un origen de replicacién por la levadura,
pero para funcionar como tal en FNeurospora precisarad de
elementos extras, tales como secuencias no presentes en
dicho fragmento. También es posible que uno de los sitios
BamHI estuviera ubicado dentro o cerca del elemento
responsable de la replicacién auténoma y por lo tanto al
ser clonado como fragmento BamHI, a'fecté en parte a su
capacidad funcional. Sin embargo, los resultados de 1la
presente tesis, sugleren que la levadura no es un buen
organismo huésped para estos objetivos. Una prueba de la
funcionalidad de una secuencia ARS debera ser realizada en
el propio organismo de donde proviene el material
genético. Sin embargo, la carencia de un gen de KNeurospora
que pueda ser utilizable como un buen marcador geneético
para realizar experimentos de retrotransformacién en dicho
hongo, hacen que tales pruebas no sean factibles por
ahora.

Con el objeto de corroborar los resultados anteriores,
se realizaron experimentos similares utilizando la
genoteca de N. crassa construida con fragmentos Sau3Al.
Para tal evento, fue necesario construir un plasmido que
fuera portador del gen LEUZ2 de levadura y que ademas fuera
portador de 2 genes de resistencia a antibiséticos. El
vector VCp2.1 cumple con tales caracteristicas y permite
insertar fragmentos de DNA en el sitio Bamil, inactivando
al gen de resistencia a tetraciclina, pero dejando el gen

de resistencia a ampicilina activo, permitiendo una doble
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seleccién en E. coli (prototrofia para leucina y
resistencia a ampicilinal. Esto facilita wun proceso
selectivo mas rapido. Se utilizaron fragmentos Sau3Al de
DNA de N. crassa que se insertaron el el sitio BamHI del
vector VCp2.1 debido a que ambas endonucleasas de
restriccién generan extremos cohesivos iguales, esto es
5'-GATC-3', los que pueden ser unidos por la enzima DNA
ligasa de T4.

" Los experimentos de transformacién de levadura con la
genoteca en VCp2.1 no permitieron aislar un pléasmido como
en el caso anterior. A pesar de ello, 1los resultados
obtenidos son consistentes entre si ya que si bien en un
caso pudo aislarse un plasmido en E. coli, éste na fue
capaz 0o perdié 1la capacidad de transformar en alta
frecuencia a 1la levadura y ademas no pudo mantenerse
extracromosémicamente. Por otro lado, si bien, en la
literatura est& descrita la seleccién de una secuencia de
Neurospora con funciones tipo ARS en S. cerevisiae, no
estd claro si los plasmidos portadores de ARS8 rescatados
en E. coli son capaces de retransformar en alta frecuencia
a la levadura. Ademads, no es pasible aislar DNA plasmidial
de todos los transformantes inestables de la levadura por
el sistema de seleccién de K. coli descrito por
Stinchcomb, 1980.

En levadura existiria al menos 1 ARS por cada 40 a 50

kb de DNA cromosémico (Beach et al, 1980; Chan et al,

1980; 1983). Dada la cercania filogenética entre
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Saccharomyces y Neurospora uno ©podria esperar  para
Neurospora una disposicion de las secuencias ARS similar a
Saccharomyces, y por lo tanto deberia ser posible su
aislamiento si éstas se expresan en la levadura.

De acuerdo a la ecuacion de Clarke et al, (1976),
suponiendo un tamafio de inserto de 6 kb, los 8000 clones
de la genoteca en VCpl analizados representan
aproximadamente el 355% del genoma de N. crassa, esto es
14800 kb. Por otra parte, si se supone que los 250
transformantes inestables de levadura, obtenidos con 1la
genoteca en VCpl, corresponden a clones portadores de
secuencias con algun tipo de funcion ARS, entonces se
puede estimar que habria aproximadamente 1 ARS por cada 59
kb en N. crassa.

De la misma forma, al realizar un calculo similar con
la genoteca de N. crassa en VCpz.l, suponiendo un tamafio
promedio de inserto de 10 kb, los aproximadamente 8000
clones representan el 65% del genoma del hongo, esto es,
17500 kb. Como se obtuvieron aproximadamente 160
transformantes seleccionados en mezclas mayores, lo cual
podria ser corregido por un factor de 2 en relacién al
analisis anterior, resulta aproximadamente 1 ARS por cada
58.5 kb, resultado que estaria de acuerdo con el obtenido
en la genoteca de VCpl y con los descritos para levadura.

Debido a que en promedio un total superior a 14000 kb
de DNA de AN. crassa ha sido analizado en busqueda de una

secuencia ARS aislable y funcional, uno podria asumir que
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Clonamiento del gen leul de Neurospora crassa.

Para el clonamiento de genes estructurales de
Neurospora crassa fue necesario construir una genoteca de
dicho hongo en un vectar de clonado. En este caso, se
utilizé al plasmido YRp7 con el objeto de disponer de un
sistema de clonado de genes o secuencias de DNA de
Neurospora crassa con un amplio rango de aplicabilidad.

La utilizacién del plasmido YRp7 como vehiculo de
clonamiento de genes estructurales de Neurospora, permite
utilizar como huésped de clonado tanto a la bacteria
E. coli como a S. cerevisiae, puesto que el vector es
portador de origenes de replicacion de ambos organismos.
Ademas, por ser un plasmido de replicacion autéonoma de
levadura, permite utilizar dicha genoteca para el clonado
y aislamiento de secuencias de Neurospora que se comporten
como centromeros en la levadura. Esto es posible, debido a
que dichas secuencias centromericas, confieren estabilidad
mitotica y meistica a los plasmidos replicativos que las
posean. Esta propiedad, permite entonces disponer de un
método de seleccisén relativamente facil de las secuencias
de DNA que tengan dichas funciones centroméricas en
levadura.

La utilizacién de S. cerevisiae como huésped para el
clonado de genes eucariontes es factible, dado que se
dispone de un amplio numeros de cepas portadoras de

mutaciones, cuyas frecuencias de reversion son




relativamente bajas. Ademas, se debe considerar que los
sistemas de transformacién en este hongo estan bastante
desarrollados. Por otro lado, si uno lo mira desde el
punto de vista de la utilidad que puede prestar para el
clonado de genes estructurales de #N. crassa, se encuentra
con que es posible que pueda haber complementacion entre
ambos organismos. Esto es esperable debido a que existe
una relacion filogenetica cercana entre ambos hongos.
Ambos pertenecen a la clase Ascomicete, y por lo tanto es
posible que compartan algunas funciones genicas. De hecho
se ha descrito que levadura ha sido capaz de procesar una
secuencia intronica de Neurospora (Woudt et al, 1983).

Indudablemente que la primera etapa a realizar en un
intento por clonar genes de algun organismo, sobre todo si
tales genes estan relacionados a la sintesis de enzimas
que participan en alguna via metabélica, es probar la
complementacién en K. coli. y como alternativa otro
procedimiento que pueda ser mas laborioso o complejo.

A partir de la genoteca en YRp7, fue posible clonar el
gen leul de Neurospora crassa por complementacion de una
mutacién de un gen analogo de E. coli: el gen leuB de la
bacteria. Esto es, un fragmento de DNA insertado en el
plasmido YRp7, permitia que una cepa de K. coll incapaz de
crecer en un medio minimo, carente de leucina, adquiriera
una capacidad de crecimiento normal. Como prueba inmediata
para demostrar que esa capacidad reciéen adquirida se debia

al plasmido hibrido y no a una reversion de la mutacion
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de la célula huésped, se determiné si plasmidos aislados
de aquellos clones protétrofos eran capaces de
retransformar, retransmitiendo dicha capacidad a otras
células de la misma cepa bacteriana.

El tamafio del inserto en el plasmido pLAl13, determinado
por analisis de restriccidén corresponde a un fragmento de
DNA de JWNeurospora de aproximadamente 21  kb. Dicha
molécula, estaria formada por al menos 4 fragmentos BamiI.
La determinacién del tamafic exacto del inserto fue lograda
después de realizar un analisis con varias enzimas de
restriccion. Dos de 1los fragmentos BamHI que estarian
formando dicho inserto parecen tener tamaflos similares (9
a 9.5 kb>. Por 1o tanto, la suma de los productos de la
digestién con BamHI, no coincidié con la suma de 1los
productas de 1la digestiéon con el resto de las enzimas
analizadas. La comparacién de tales resultados, indicé una
diferencia de aproximadamente 9 kb. AdemaAs, un analisis de
la intensidad de fluorescencia de la banda de 9-9.5 kb
confirmé que ésta era doble. La correccién realizada de
acuerdo al razonamiento anterior, permitié determinar que
efectivamente el tamafio del inserto inicial capaz de
complementar la mutacién leuB6 de la bacteria corresponde
a 21 kb.

El gran tamafio del inserto no es de extrafiar, puesto
que la genoteca de KNeurospora fue construida en base a los
productaos de restriccién parcial con BamHI. Ademads, como

el procedimiento de seleccién permite crecer a aquellas

152



celulas que sean portadoras de una funcién que complemente
Su alteracion genética, entonces basta con que exista un
Ssolo representante de tal plasmido para que sea
detectado. El hecho que los clones transformantes, sean
portadores de un mismo tipo de plasmido hibrido confirma
lo recién expuesto. Ademas sugiere que inicialmente se
formo una sola molécula de este tipo. Posteriormente en
las etapas de amplificacién de la genoteca el numero de
clones portadores de dicho plasmido aumenté.

El subclonamiento del inserto permitio reducir el
fragmento BamHI a un tamafio de 9.5 kb presente en el
plasmido YRp74.2. Este subclon mantiene la capacidad de
complementar la mutacién leuB6 de la bacteria. Ademas, se
realizé un estudio para determinar que dicha capacidad se
debe al inserto y no al plasmido YRp7 utilizado como
vector de clonado. Al comparar los plasmidos pLA13,
YRp74.2 con el vector YRp7, se demuestra que este ultimo
no es capaz de complementar y por 1lo tanto dicha
caracteristica estA4 presente sé6lo en los plasmidos
mencionados. Ademés, dado que el resto de los subclones
portadores de los otros fragmentos que forman parte del
inserto original no transforman a leu*, se deduce que los
fragmentos de 2.2 y 9 kb no son portadores del gen leul.

El fragmento de DNA subclonado en YRp74.2 presenta un
Sitio BamHI interno adicional, ubicado a 0.75 kb de un
extremo del inserto. Este sitio BamHI afecta la capacidad

de complementar a leu*. El mapa de restriccién de YRp74.2
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confirma el hecho que el inserto de 9.5 kb se subdivide en
2 fragmentos BamHI de 8.8 y 0.75 kb. Los experimentos de
subclonado del fragmento de &.8 kb, sugieren que el
fragmento BamHI de 0.75 kb es importante para la
mantencién de la capacidad de complementacién. Esto a su
vez indica la ubicacién del gen dentrao del fragmento de
DNA de PHNeurospora y, mas precisamente, en un extremo de
este.

La ubicacién mAs precisa del gen en el inserto, se
obtuvo mediante el subclonamiento del segmento BamHI-BglII
de 3.95 kb. Este procedimiento, permitié acotar el gen a
una secuencia menor de 3.95 kb en el plasmido BpG6é. Por
otro lado, sugiere que dicho gen se expresa en la bacteria
por promotores propios que estarian ubicados dentro del
Gltimo segmento subclonado. Ademés, el hecho que en este
proceso se provocé una delecién de un fragmento del vector
que involucra tanto secuencias de pBR322 como de TRPI de
levadura, descarta a éstas en la expresién de dicho gen.
Por lo tanto, es probable que en el fragmento BamHI-BglII
residan la mayoria o todas las funciones necesarias para
la expresién del gen Ieul de Neurospora en E. coli.
Ademas, lo anterior se ve confirmado al analizar el
subclén cuya delecién de 1la regién del vector ha sido
recanstituida. Cuando se compara la capacidad de
complementacién de los plasmidos reconstituidos con sus

plasmidos parentales, se aobserva que no hay diferencias
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entre ellos, indicando también que la secuencia de 3.95 kb
del hongo es autosuficiente bara expresarse en E. cogli.

Se dispone de una secuencia de DNA que es capaz de
complementar la mutacién IeuB6 de la cepa C600 de E. coli.
La prueba directa que dicha secuencia pertenece a
Neurospora crassa, ha sido demostrada por los experimentos
de hibridizacién entre el DNA cromosémico del hongo y el
Plasmido YRp74.2. Ademas, esto se vio confirmado por los
experimentos de hibridacién adicionales realizados con los
subclones, lo que finalmente elimina las dudas gque puedan
generarse respecto al origen de DNA clonado.

En el presente trabajo, se ha seguido la via mas simple
para aislar un gen de KNeurospora crassa. Esta corresponde
a la transformacién geneética para detectar la
complementacién de una funcién bioquimica defectiva en
E. coli. Como una etapa posterior, se ha demostrado gque la
adquisicién de prototrofia por la célula receptora se debe
al DNA dador y no a una reversién de la mutacién que se ha
intentado complementar. Esto se realizé aislando DNA de
las células prototrofas y determinando su capacidad de
retransformacién en la misma cepa receptora. Ademas de
observar la presencia de un Plasmido gque presente al
vector original y a un inserto de DNA& heterdlogo. Luego se
ha confirmado la identidad del fragmento de DNA portador
del gen mediante las pruebas de hibridacién con el DNA

gendémico de Neurospora.
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La mutacién leuB6 corresponde a una mutacién puntual

(Appleyard, 1954), por lo tanta la probabilidad que ocurra

una reversién no es despreciable. De hecho, se ha
detectado en esta cepa bacteriana una frecuencia de
reversién cercana a 10~7. Sin embargo, la reversién de

la mutacién leuB6 de 1la cepa C600 queda descartada por
las pPruebas de retransformacién discutidas
anteriormente.

La naturaleza de la mutacién leuB6 es desconocida. No
Se sabe si corresponde a una mutacién sin sentido 0 a otro
tipa. Por esta razén, podria existir la posibilidad que el
fragmento de DNA de Neurospora sea partador del gen leul o
bien corresponda a un gen supresor. En general los genes
supresores corresponden a tRNAs y los genes que los
codifican son secuencias cortas de DNA. E1 tamafio del
fragmento de DNA de Neuraspora es lao suficientemente
grande como para corresponder a un gen de tRNA. AdeméAs en
tales genes es poco coman que puedan ser expresados en una
bacteria. De hecho genes que codifican algin tipo de tRNA
de levadura (Petes et al, 1978) y de Neurospora (Selker et
al, 1981) han sido clonados en E. coli s6lo utilizando un

tRNA como sonda radiocactiva Yy no por expresién.

Transformacién genética de Neurospora crassa.
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el
gen determinante de la funcién expresada en £E. colil

también se expresa en el hongo. De hecho al transformar
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una cepa portadora de una mutacién en el gen leul de

Neurospora con el plasmido YRp74.2, se obtienen colonias

transformantes del hongo. Esto indica que hay
complementacion. Como la cepa utilizada en estos
experimentos carece de la enzima B-isopropilmalato

deshidrogenasa, se corroboran los resultados obtenidos en
la bacteria, en el sentido que también en el hongo el
fragmento de DNA 1inserto en el plasmido YRp74.2 esta
supliendo dicha funcién alterada. La probabilidad que 1la
mutacion en ANeurospora sea del mismo tipo que en 1la
bacteria es muy baja, sobre todo si la mutacién se ha
conseguido por metodos distintos (Perkinss et al, 1982).
Por lo tanto sugiere que el fragmento clonado es portador
del gen leul. Por otro lado, el resultado es importante
puesto que es una prueba que confirma la identidad del gen
leul. De otra manera, habria sido muy dificil explicar que
un gen de KNeurospora no se exprese en el mismo organismo
de donde proviene.

La determinacion de la naturaleza de los transformantes
debe realizarse por varios métodos. Uno de ellos es la
complementacion de una funcién defectiva, en este caso, de
la mutacion en la cepa leul , de Neurospora. Estas pruebas
son muy importantes puesto que es la via alternativa para
clonar genes que no se expresan en bacterias. Otro método
es la demostracion de la presencia fisica del DNA dador en
los transformantes a través de experimentos de hibridacién

con el DNA de tales transformantes. Esto apunta al hecho
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que la adquisicién de la prototrofia por las células
receptoras podria deberse a reversién o a la presencia del
DNA dador, en este caso, el plasmido YRp74.2. Los
experimentos realizados en el presente trabajo indican que
en los transformantes existe 1la presencia del plasmido
portador del gen leul de Neurospora. Ademas, pruebas
posteriores, realizadas con aquellos transformantes en los
cuales se ha detectado un patrén de hibridacién claro
demuestran la presencia de secuencias propias del vector
YRp7. De hecho, cuando se realizé una hibridacién del DNA
de los transformantes L74.2 y L74.11 con YRp7 wutilizado
como sonda biotinilada, se detecto el mismo patron de
bandeo. Sin embargo no se observeé ninguna evidencia de
hibridacion al DNA de la cepa leul~ y del transformante
L74.7 «con YRp7 como sonda marcada. Estos resultados
confirman el hecho que en aquellos transformantes, la
capacidad de prototrofia adquirida despues de los
procedimientos de transformacion se debe a la presencia
del DNA plasmidial dador. La presencia de secuencias del
vector de clonamiento (YRp7) en los transformantes, indica
que es muy probable que el plasmido YRp74.2 se integrara
entero en el genoma del hongo después de su ingreso a la
célula. Ademas, el hecho que aparezcan 3 bandas de
hibridacién en uno de los transformantes, sugiere que en
ese caso hubo al menos 2 eventos de integracién. Tales
eventos integrativos posiblemente ocurren en regiones de

homologia. Aunque no se puede descartar que ocurran en




otras regiones en las cuales exista poca o nada de
homologia.

El la actualidad 1la transformacién en hongos esta
relativamente clara, principalmente en Saccharomyces
cerevisiae. Sin embargo, en HNeurospora atn existen dudas
referentes a este sistema. Los eventos gue ocurren durante
la <transformacién de HNeurospora se han ido aclarando
lentamente. De hecho se ha sugerido que en este organismo
ocurren eventos de integracién tanto en regiones de
homologia como en otras regiones dentro del genoma gque no
son homélogas (Mishra, 1976; Case et al, 1979; WVWootton et
al, 1980; Bull et al, 1984; Kim et al, 1988). En general,
los tipos de integracién se han estudiado por hibridacién
Yy por analisis genéticos clésicos mediante cruzamiento con
las cepas adecuadas. Estos estudios han permitido tener un
cuadro relativamente claro, y describen la mayoria de los
eventos que pueden ogcurrir con el DNA dador (Mishra, 1976;
Case et al, 1979; Caru, 1987; Kim et al, 1988). El patrén
de hibridacion obtenido en el presente trabajo es
suficiente para indicar los tipos de eventos pricipales
que han ocurrido en las diferentes clases de
transformantes. En los transformantes en que sélo aparece
una banda de hibridacién, representados por L74.7, cuando
se utilizé como sonda marcada al plasmido YRp74.2, ha
ocurrido integracién solamente de secuencias de
Neurospora. En este caso las secuencias pertenecientes al

vector de <clonado se pierden. Esto es facilmente
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demostrable ya que no aparece banda cuando se usa como
sonda al vector YRp7. En este caso, esta involucrado un
evento de doble crossing over entre el genoma del hueésped
y la region fungica del plasmido dador, correspondiendo a
un tipico caso de reemplazamiento de un fragmento por
otro. En esta clase de transformantes, la progenie de un
cruzamiento entre la cepa silvestre y el transformante
dara un 100% de esporas de fenotipo silvestre <(Caru,
1987). Por lo tanto el comportamiento genetico de esta
clase de transformantes es similar al comportamiento que
mostraria una reversion génica.

En otra clase de transformantes, representados por
L74.2, donde aparecen 3 bandas de hibridacién cuando se
utilizo YRp74.2 como sonda, es probable que ocurriera una
insercién homéloga. En este caso, el evento de integracion
generalmente se lleva a cabo por una recombinacién que
involucra un solo crossing over entre el genoma del
huésped y el plasmido dador, en un sitio de homologia.
Generalmente involucra a la regién fungica del plasmido en
este proceso. Como resultado, hay una integracién del
plasmido completo, incluyendo las secuencias del vector de
Clonamiento <(YRp7). Es evidente que en esta clase, se
produce una duplicacién de una parte del genoma del hongo.
Adenas, en experimentos de hibridacién deben aparecer
fragmentos de restriccién pertenecientes al vector de
clonamiento. Esto ha quedado claramente evidenciado por la

aparicion de una banda de hibridacison de 1.45 kb, que
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corresponde al fragmento EcoRI de YRp7. Esta banda se
detecta cuando se utiliza como sonda al plasmido YRp74.2 o
al vector YRp7. El patrén de bandas de hibridacison de este
transformante se mantiene al utilizar al vector YRp7 como
sonda marcada, esto es, aparecen las mismas tres bandas.
De acuerdo a esto, es probable que realmente ocurriera una
duplicacion de parte de la secuencia dadora. En este caso
tambien se da la posibilidad que parte del plasmido
hibrido dador se hubiese insertado en otra region del
genoma de Neurospora generando la aparicién de la tercera
banda. Este fenomeno ya ha sido descrito en otros casos de
transformacion (Paietta et al, 1985; Kim et al, 1988).

El transformante L74.11 es un representante de otra
clase, en la cual, tanto con el plasmido YRp74.2 o con el
vector de clonamiento <(YRp7) se observa un patron de
bandeo similar. En ambos casos es evidente la presencia de
la banda de DNA que corresponde al fragmento EcoRI de 1.45
kb. Como se ha mencionado antes, dicho fragmento
corresponde al segmento de 1.45 kb de DNA de
S. cerevisiae, en el cual se encuentra el gen TITRPl1 y el
ARS1 (Tschumper et al, 1980). Este resultado
indudablemente indica que el ©plasmido dador se ha
integrado completamente.

Los datos recién discutidos sugieren que en aquellos
clones que han adquirido prototrofia para leucina, ha

ocurrido transformacién genética. Al menos esta claro que




el DNA dador esta presente en esos clones y por lo tanto
descarta un evento del tipo reversién.

En general 1la transformacién genetica en KNeurospora
ocurre en baja frecuencia ya sea que se use DNA lineal o
pPlasmidial (Mishra, 1976; Caru, 1987). A pesar de ello, es
una prueba importante de realizar cuando se ha clonado una
secuencia de DNA en la cual se supone la presencia de un
gen. El comportamiento genético dependera de la clase de
evento de transformacién que haya ocurrido. De hecho en
cualquiera de 1los casos, se producirad heterocariosis,
principalmente debido al numero variable de nucleos
presentes en 1los conidios que seran transformados. Este
fenomeno puede ser la explicacién del alto numero de
transformantes abortivos que se producen en el hongo.
Cuando se transforma Neurospora con un DNA clonado en un
plasmido, la frecuencia de transformacion aumenta,
indudablemente porque se esta tratando con un alto numero
de copias exactas de la misma molécula. Sin embargo el
destino final de el DNA dador dependera de los eventos que
ocurran después de la integracién de éste. En general se
tiende a pensar que en aquellos casos en que 1la
integracion ocurrié en regiones no homologas al gen,
resultara en la posterior perdida de parte o todo el DNA
dador. Este fenomeno, llevara a una disminucién del numero
de transformantes reales.

Es evidente que de todos los estudios realizados con

Neurospora crassa, emerge una necesidad comun que esta en
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relacién directa con 1la disponibilidad de vectores

extracromosomicos, que transformen con alta frecuencia y

que puedan ser rescatados posteriormente.
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En el presente trabajo, se ha disefiado un procedimiento
que permite clonar genes de Neurospora, basado
principalmente en la cercania filogenética de Neurospora
crassa vy Saccharomyces cerevisiae. El Sistema de
transformacion de levadura entrega una oportunidad
excelente para el clonado molecular de genes o secuencias
que no pueden ser seleccionados por complementacion en
Escherichia coli. Por otra parte, permite también el
clonamiento en la bacteria E. coli. En terminos generales,

; los objetivos planteados inicialmente se han cumplido,
pues aparte de permitir clonar el gen leul del hongo ha
; permitido analizar secuencias del tipo ARS de Neurospora
en levadura. Ademas, la genoteca de Neurospora crassa en
YRp7 podria ser utilizada para intentar clonar wuna
secuencia de DNA con funciones centroméricas en levadura.
De hecho, el disponer del gen leul, ubicado en el brazo
| izquierdo del cromosoma III, facilitara 1la busqueda del
centromero de dicho cromosoma mediante un paseo
| cromosomico hasta el gen acr2, ubicado a la derecha del
centromero y estrechamente ligado a este, en el nmismo
cromosoma. A pesar de esto, se debe tener en cuenta que
existen diferencias entre ambos hongos, las que en algunos
casos han impedido la expresién de algunos genes. Es asi,
como los genes LEU2, HIS3, URA3 y TRP1 de Saccharomyces

cerevisiae, no complementan mutaciones comparables de




Neurospora crassa. Sin embargo, se ha abservado que un
intrén de A~Neurospora es procesado en levadura (Woudt et
al, 1985) y posteriormente se ha llegado a clonar el gen
inv de HNeurospora por expresién en levadura (Carda, 1987)>.
Esto, viene a constituir una demostracién de la
funcionalidad del sistema desarrollado y permitira en el
futuro, disponer de un numerg apropiado de genes o
secuencias de DNA de Neurospora necesarios para
profundizar el conocimiento de la organizacién genética de
dicho hongo.

El establecimiento de un sistema de transierencia de
genes en forma intergeneérica entre Neurospora vy
Saccharomyces cerevisiae podria llegar a ser una buena
alternativa para el estudio de secuencias de DNA de otros

organismos eucariontes.
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Apendice N2 1

Medios de Cultivo

1.- Medio LB

Triptona 10 g/1t
Extracto de levadura 5 g/lt
Cloruro de sodio 5 g/1lt
2.~ Medio minimo Vogel-Bonner 25X
MgS0a 5.0 g
Acido citrico x H=O 50.0 g
K+HPOa anhidro 250.0 g
NaNHaPOa 87.5 g

Para usar como medio minimo, se debe diluir a 1X

3.— Medio minimo MMPT

Vogel-Bonner 1X suplementado con:

/1t
7Lt
/1t
/1t

Glucosa 0.5 %
L-Prolina 0.5 mnM
L-Treonina 0.3 mM
Vitamina Bl 0.32 mM

4.—- Medio Vogel 25X
Citrato de sodio x 5H=0 75.0 g/lt
KH::POa anhidro 125.0 g/1t
NHaNO= anhidro 50.0 g/1t
MgS0Oa x 7H=0 5.0 g/1lt
CaClz x 2H=0 2.5 g/1lt
Elementos trazas 2.5 ml
Biotina 24.0 mg/lt

5.—- Solucion "stock" de Elementos trazas
Acido bérico 0.50 g/1lt
CuS0a x SH=z0 2.50 g/1t
KI 0.06 grlt
MnSOa 0.50 gr1lt
(NHa)«Mo,02s 0.50 g/lt
ZnS0a 50.00 g/1t
FeCls x 6H=0 10.00 g/1t
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6.- Medio YEP

Peptona

extracto de levadura
glucosa

Ajustar a pH 5.3 con HCL.

6.—- Medio minimo SD

Base de nitrogeno para levadura
glucosa

aminocacidos 1%

Sulfato de amonio

7.- Agar de regeneracion

Base de nitrogeno para levadura

Sulfato de amonio
Glucosa
Aminoacidos 1%
Sorbitol

Agar

8.~ Medio completo de Neurospora

Sacarosa

Extracto de malta
Extracto de levadura
Vogel 25X

20
10
20

0.
20.
9.
5.

20.0

5.0 mi/lt
182.0

20.0

~
C a0 o

g/1t
g/1t
g/1lt

7 g/lt
0 grlt
0 ml

0 g/lt

6.7 g/lt
5.0 g/1lt
g/1t
g/1lt
g/lt

g/1t
g/1lt
g/1lt
ml/1lt




APENDICE N2 2

Desproteinizacion con fenol

Preparacion del fenol:cloroformo:alcohaol iscamilico
25:24:1
Se fundio el fenol a 60°C y se agregoé 8-

hidroxiquinolina a una concentracién final de 1%. E1
Iencl fundido se saturo con una solucién de Tris 100 mM
PH 8 y 0.2% de B-mercaptoetanol. Esto se logro a traves
de repetidas extracciones con dicha solucion, hasta que
el pH de la fase acuosa fue superior a 7.5. Luego el
fenol saturado se mezclé con un volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico <24:1) y finalmente se guardé a 4°C.

Desproteinizacion

Un volumen de solucion acuosa de DNA fue mezclado con
un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isocamilico
(23:24:1). La mezcla fue agitada durante 1 minuto en
vortex y luego centrifugada en microfuga Eppendor:
durante 1 minuto. La fase acuosa (superiory, fue
colectada en un tubo limpio y mezclada con un volumen
de clororormo:alcohol isoamilico (24:1). La mezcla fue
agitada durante 30 segundos y luego centrifugada en una
microruga Eppendorf durante 30 segundos. La fase acuosa
(Superior’, Iue colectada en un tubo Eppendorf limpio.
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APENDICE

Tamafio y peso molecular de los fragmentos obtenidos al
tratar el DNA del bacteriofago lambda con la endonucleasa

de restriccion HindIII.

N2 fragmento
(kb)

23.130
. 419
. 557
.371
. 322
. 028
. 564
. 125

N0 0k Q-
CoNMNPH OO

19

Ne 3

Tamafio Molecular

SO FN&O

Peso Molecular
Megadalton

15.
.12
.20
.84
Fayd
.32
37
.08

00




APENDICE N2 4

Soluciones empleadas en marcacion de DNA mediante “Nick
translation"

1.

— Tlampon de Nick 5X

Tampon de pre-Nick 10X 100 pul
dTTP 25 mM 1 pl
dGTP 25 mM 1 ul
dCTP 25 mM 1 pul
agua 97 ul

l1.- Tampén de pre-Nick 10X

Iris-HCl pH 8.0 500 mM
MgCl: 50 mM
gelatina 0.05%
DIT 5 mM

Soluciones para marcacién con biotina

3.

- Al

solucion de nucleotidos no marcados a 0.2 mM en
tampon TIris-HC1 500 mM pH 7.8, MgCl: 50 mM, 2-
mercaptoetanol 100 mM, BSA 100 ug/ml

S pg de DNA de lambda en EDTA 0.1 mM, Tris—-HCl 10
mM pH 7.5, NaCl 120 mM

Esta solucién solo se usa como control interno
para cuantificar el DNA.

Solucion de Bionick:
DNA polimerasa I de K. coli a 0.4 unidades/pul,
DNasa I a 40 pg/pl, en Tris-HCl 50 mM pPH 7.5,
Acetato de Mg 5 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM,
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 0.1 mM, 50%
g8licerol y BSA 100 ug/ml.

Tampon de termino: EDTA 250 mM pH 8

Agua destilada esteril




APENDICE N2 5

Soluciones empleadas en hibridacién DNA: DNA

1.

2.

w

fo)}

- Solucién de Prehibridacién

Formamida 50%

SSC 3X

Denhardt 1X

DNA de esperma de Salmén denaturado 50-100 ug/ml
Tris-HCl pH 7.4 50 mM

— Solucion de hibridacién

Formamida 50%

SSC 3X

Denhardt 1X

DNA de esperma de salmon denaturado50-100 Hg/ml
Iris—-HCl pH 7.4 50 mM

sonda denaturada (5-10 min a 90°C)

Para los casos en que se utilizé DNA biotinilado como
sonda, la concentracion de formamida fue bajada a 45%
en ambas soluciones.

.= 88C 20X
NaCl 175 g/1t
Citrato de sodio 88.2 g/1t

Ajustar a pH 7.0 con NaQOH 2 N

.— Denhardt 50X

Ficoll 1%
PVP 1%
BSA (fraccién V) 1%
.— Biotin(AP): Fosfatasa de intestino de ternera

biotinilada a 1 mg/ml en: NaCl 3 M,
MgCl> 1 mM, ZnClz 30 mM, trietanolamina
30 mM pH 7.6

.~ Tampon 1: Iris-HCl 100 mM pH 7.5, NaCl 100 mM,

MgCl= 2mM, Triton X-100 0.05% <(v/v)
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7.- Tampon 2:

8.- Tampén 3:

9.- NBT:

10.- BCIP

172

BSA 3% (w/v) en Tampon 1

Iris-HCl1 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mH,
MgCl= 50 mM

Nitro-blue tetrazolium a 75 mg/ml en
dimetilformamida al 70%

5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato a 50
mg/ml en dimetilformamida
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