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1) INTRODUCCION.

i.1l) GENERALIDADES.

Las investigaciones del mecanismo molecular
detallado de la regulacifin génica on procariotes ha requerjdo de
un sistema de transcripcifn-traduccifn in vitro, en ol cual es

posible estudiar la forma de accifdn de las molBéculas regulato-
rias (Dickson et al, 1978).

Se han efectuado astudios in vivo en varios
sistemas procarifticos que han permitido el actual conocimiento
del mecanismo regulatorio de la exprenibn génica (Woo et al,1977).
Uno de los principales requerimientos para estos sistemas es una
alta concentracibn de los genes en estudio.

Ente requisito ha
limitado tales trabajos,

en gran parte, a aquellos casos en los
cuales los genes bacterianos se han transferido a fagos trans -
ductantes vy a pequeifios genomas virales.

Con pocas excepciones, no ha sido posible
purificar, empleando los métodos bioquimicos convencionales, ge-
nes estructurales originalmente presentes en una sola copia a

partir de genomas completos de cucariotas. La dificultad de lo-

grar lo antercior surge de la gran complejidad de estos genomas;
un gene de mam{fero llega a constituir una diezmillonésima parte

del DNA celular del organismo (Tilghman et al, 1977). Siendo

gque éste posce propiedades fisicas y quimicas idénticas al resto
del DNA del genoma, no es posible aislario por métodos clésicos
basados en estas propiedades (Woo et al, 1977).

La necesidad de sistemas in vitro para el es-
tudio de la regulacifn de la expresibn un cucariotes, ha llevado

a establecer procedimientos de aislamiento de grandes cantidades

de genes eucaribticos especificos. (Dickton et al, 1978). El




arreglo cromosomal de esos genes y las caracteristicas de lasg
secuencias .asociadas, se pueden analizar empleando técnica# para
la construccibn in vitro de moléculas de DNA recombinantes

(Boyer et al, 1977). Tales t8cnicas permiten el aislamiento y

la amplificacibn de secuencias particularas de DNA, las cualas

pueden constitulr detectores de genes nativos por hibridizacibn.
Asimismo, es posible

ciente material para
de DNA (genes). Las
dan para el anflisis

obtener por modio de asta tecnologfa sufi-
la secuenciaci®n de fragmentos especificos
moléculas raecombinantes pueden ser emplea-

del control de la expresibén de genes auca-
riotes en sistemas procariBticos (Tilghman et al, 1977).

El descubrimiento de un conjunto de enzimus
llamadas endonucleasas de restricci6n, el conocimiento de elo-
mentos genéticos extracromosomales (plésmidos y bacteri6fagos)

y ¢l desarrollo de técnicas de hibridizacifn de Scidos nucleicos
han permitido el aislamiento y caracterizacibn de secuencias de

DNA de los mas diversos orfigenes. De esta forma, el anflisis del

genoma y el aislamiento y caracterizaci6bn de fragmentos especi-
ficos de DNA, han surgido como un importanto complemento de los
estudios de genftica clisica de mapeo por mutaciones y cruzas ge-
néticas, La perspectiva del uso del DNA raecombinante para clonar
un segmento dado del genoma eucariote, ofrece un medio para el
conocimiento de la estructura génica y su funcidn.

A continuaciln se describirin en una forma gque
no pretende scxr exhaustiva,

los diversos olomentos constitutivos
de la metodologfa de recombinacifn in vitro de fcidos nucleicos,
para efecto de contextualizar el trabaijo cxperimental que cons-
tituye la presente tesis profesional.




1.2) RECOMBINACION IN VITRO DE ACIDOS NUCLEICOS:
CLONACION MOLECULAR.

El término de "CLONACION MOLECULAR"

se ha
usado por extensifn de “CLONA CELULAR".

Una clona es una pobla-
c16n celular que desciende de una nola por divisiones asexuales
sucesivan. Cuando se inocula en madio de cultivo s8lido un nG-

mero detarminado de cé&lulas con pl8smido o células y fagos, se
puede obsorvar, después de algunas horas de incubacifn, el cre-

cimiento do colonias discretas (en el caso de plésmido), o pla-
cas de lisliu (en el caso del

Cada una de ellas representa
La recombinacifn in vitro de

que permite la generaclbn de

fago A como vehiculo de clonacibn).
una clona o una molécula clonada.
dcidos nucleicos es la metodologfa
fragmentos de DNA, asi como la for-
ma de unirlos in vitro siendo segmentos de distinto origen.
Estas técnicas proveen el principal medio para el estudio de la

estructura, organizacién y regulacibn del genoma. Dos o mas
fragmentos de DNA son unidos in vitro enzimiticamente;

uno de
los fragmentos llamado vehiculo de clonacifn, es capaz

de repli-
carse en una célula hu@sped, y el otro segmento o fragmento clo-

nado es pasjivamente replicado por el vehfculo. Cualquier ségmen—
to de DNA no importando su origen, puede ser en principio, clo-
nado (Bolfvar, 1979).

Existen varios componentes técnicos de la me-
todologia de la recombinaci6n in vitro que finalmente permiten

la insercibn de fragmentos de DNA de cualquier origen a replico-

nes (moléculas virales o plésmidos) y su recuperacibn como ele-

mentos replicativos en bacterias (Boyer ct al, 1977).

Estog componentes son;

1.2.1)

La diseccifn de moléculan de DNA de intarés con
endonucleagas de restriccibn y rompimiento por métodos £{sicos;
generacifn de fragmentoa ds DNA para clonar.




1.2.2) La unién de fragmentos de DNA a un vehfculo de
clonaci®n apropiado, una pl&smido o un fago con polinuclebtido
ligasa del fago T-4, ligasa de E._coli.

1.2.3) ¥ 1.2.4) La transformaciébn de células y la se-
lecciBn de bacterias conteniendo plésmidos, o bilien la encapsida-

cibn in vitro del DNA viral recombinante y deteccifn de placas
de lisis.

1.2.5) La identificaclbn y ¢aracterizaci®n de frag~
mentos de DNA clonado.

A continuacibn, cada uno de e¢stos puntos se
examinard con cierto detalle:

1.2.1) GENERACION DE FRAGMENTOS DE DNA PARA CLONAR:

Existen cuatro alternativas para la generacibn
de fragmentos de DNA:

a) Si se conoce la secuencia nucleotfdica de la reqibn,
se puede sintetizar una molCcula de DNA doble cadena de secuencia

idéntica a partir de los cuatro desoxirribonucleStidos trifosfa-
tados.

b) Teniendo purc o enriquecido al RNA mensa‘jero que
corresponde a la regibn de interés, es fuctible obtener una copia

de doble hé&lice de DNA mediante el uso de la transcriptasa re-

varsa. Se puede obtener la hélice sencilla complementaria y lue-

go retirar el RNA por hidr8lisis alcalinar es posible a continua-

cibén, sintetlzar la doble h@lice mediante el uso de la misma cn-
zima o de la DNA polimerasa,
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¢) El rompimiento mecdnico controlado de DNA producs
una variedad de fragmentos que llevan partes de la regibfn a clo-
narse, incluyendo fragmentos que llevan toda la regién.‘ Este
método es particularmente (til para generar fragmentos 10 Kpb.

d) El uso de endonucleagas de restriccibn permite la

obtencibn de fragmentos de DNA (ué son clonables. Si existiera

un sitio de restriccifn para una determinada endonucleasa dantro
del fragmento_de DNA de interfés a c¢lonar, es posible obtensrlo

no fragmentado mediante una digestibn parcial. 8Si no existe el

sitlio, una digestiBn completa genurarfa el fragmento completo.

Este método es el mds usado para generar segmentop de DNA para
clonar (Bolfivar, 1.979).

1.2.2) ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION Y LIGASA DE T-4.

Una de las limitantes que han existido para

el estudio del genoma ha sido su enarme tamafio. A partir del

descubrimiento de Smith y Wilcox (1970}, de una enzima que hidro-
lizaba el DNA reconociendo una secuencia especifica, la bGsqueda
de enzimas similares ha resultado en la identificaci8n de uné

gran cantidad de endonucleasas de restriccibn que dan un fraccio-

namiento especffico del DNA de cualquier organismo en forma re-
producible.

Las endonucleasas de raestriccifn del tipo 2
cortan el DNA en una secuencia ospecifica bien definida que con-
siste en un palindrome de cuatro a seis ph.

Tales sitios ge en-
cuentran aleatoriamente en el DNA.

La probabilidad de encontrar
una secuencia reconocida por alguna de estas enzimas en una molé-
cula de DNA dada, varfa de acuerdo al nfimero de nucleftidos re-
conocidos. Asf, el tamafio promedio de los fragmentos gencrados
por una endonucleasa op mayor para aguellas que raconocen 6 pares

de bases (4°w4096 pb) que para aquellas que reconocan 5 (4%=1024 pb)




y para las que reconocen 4 (4=256 pb). Sin embargo, la distri-
buclbn de estos sitios depende de la endonucleasa de restriccibn
y de la éomposici&n de bases del DNA a digerir, de esta manera,
8a usan enzimas de restriccidn que reconocen 4 ph fundamental-
mente para el mapeo ffsico fino, y las que reconocen 6 pb para
el fraccionamiento de genomas y/o para generar sition en donde
se pueden insertar secuencias en los vehfculos de clonacibn.

Por ejemplo, la enzima EcoRl reconoce laspecuencia dAATTC, pro-

duciendo los extremos de cadena sencilla AATT con un grupo fos-

fato en la posiciBn 5'. Estos extremos rociben el nombre de co-

hesivos, son complementarios e idénticos en todos los fragmentos
de DNA generados por una misma endonucleasa.

La enzima polinuclebtido ligasa de DNA, codi-
ficada por el bacteribfago T-4, tiene la capacidad de formar la
unién covalente entre un extremo fosfato 5' y un hidroxilo 3%,
con la consecuente hidr8lisis de ATP como fuente de energia.
Esta enzima es capaz de ligar o unir DNA de diferentes origenes
en forma covalente, formando mol&culas hfbridas o quimeras. Una
caracterigtica importante de esta enzima es que puede unir tanto
fragmentos con extremos cohesivos como fragmentos con extremos

rasos, sin que an este filtimo caso intervenga el aparcamiento de
bases (Bolfivar, 1979).

1.2.3) TRANSFORMACION CON PLASMIDOS.

Los fragmentos de DNA unidos in vitro se ais-
lan y amplifican a partir de una mezcla heterogénea de recombi-~
nantes producidos en una reaccifn de 1ligasa,
truyen plismidos o fagos
de replicarse y expresar
Bn el caso de pl&smidos,
duccibn y estabilizacifn

Para ello se cons-
recombinantes ya que ambos son capaces

un fenotipo en un organismo hubsped.

la clonaciBn se efectGa por la intro-

de las moléculas recombinantus en células




huésped, de tal forma gue una c&lula parxticular recibe cuando mis

una sola molécula recombinante, Los plfismidos se replican den-

tro de cada cBlula y las divexsas clonas se reconocen individual-

mente a trav@s de su fenotipo (Ver seccif6n 1,3.1 sobre plésmidos

como vehficulos de clonaci6n). El método para transformar un or—

ganismo huésped utilizando DNA recombinante estf determinado por

la identidad del organismo. La bacteria Escherichia coli as

capaz de ser transformada despu@s de haber sido tratada con CacCl,

afin cuando solamente una subpoblacifn de un cultivo dado pueda
volverse compatente.

Generalmente me puodo lograr un aumaento en
la eficiencin de transformacibn de E._coli por medio de ciertas

mutaciones cryomosomales que disminuyen la degradacién de DNA
(Bolfvar, 1979).

1.2.4) ENCAPSIDACION DE GENOMA VIRAL,

Con la tecnologia del DNA recombinante, se
pueden insertar fragmentos de DNA heterSlogo de modo eficlente

en vectores adecuados del bacteribfago » (Ver seccifn 1.3.2 sobre
fagos A como vehiculos de clonacibn). Sin embargo, el proceso
de lograr que este DNA se replique y se encapside en partfculas
f&gicas ha sido muy poco efectivo.

Tomando en cuenta que tedri-
camente

el rondimiento podria ser corca de 2X10'° unidades for-
madores de placa (ufp) por microgramo de DNA de A silvestre, los

tipicon del mGtodo normalmsénte usado de transfeccidn con
Cacl, son de 10" a 10* ufp por microgramo de DNA de A. Mediante

el desarrollo de una nueva metodologfa (Becker y Gold, 1975;
Blattner et al, 1977;

valores

Enquist y Sternberg, 1979), se ha podido
lograr un aumento sustancial en la c¢ficiencia de maduracibn de

DNA de A, empleando precursores de ) parcialmente ensamblados

para encapsidar in vitro el DNA recomhinante en partfculas f&gicas
formadoras de placa,

Se obtienen comunmentce, por esta procedi-
miento de empacamiento 107 - 10°

sin digoerir.

ufp por microgramo de DNA de A




Las funciones requeridas para el ensamble de
partfculas en el tubo de ensayo las proveen lis8genos de A aspe-
cialmente construidos, los cuales sintetizan componentes para
encapsidacibén de DNA cuando son termoinducidos (Enquist y Stanberg,
1979). Se preparan dos tipos de extractos celularos de estos
lisBgenos: un extracto se prepara por lisis a través de congo-
lar-descongelar y tratamiento con linozima, y el otro extracto
se sonica para romper las c&lulas concentradas. Se requiere
adem8s de la adicifn de protefna A, parcialmente pura obtenida
de un lisSgeno inducido que posee un profago defectuoso A gal,
como paso f£inal en el procedimiento de encapsidacifn. Est;—;rm-

tefina funciona durante el empacamiento del DNA de A en la procip-

side (Becker y Gold, 1975; 1978). Lo anterior sc hace con el

objeto de que procesco de encapsidacidn sea secuencial y contro-
lado, teniendo finalmente una mezcla de extractos y proteinas
que se complementan y junto con el DNA resultan en fagos viables.
Los lisbgenos empleados para la preparacilin de estos extractos

contienen las siguientes mutaciones de hufisped y profago,
(Enquist y Sternberg, 1979):

1) Mutacibn sin sentido (ambar) en el gene de la pro-
tefna A de la c8pside (cepa NS 428},

2) Mutacibn Sam7; en la ausencia de productos del genec
fadgico S, los lisbBgenos inducidos no pueden lisar espontfineamen-
te, el DNA del fago continia repliclndose y los productos intra-
celulares del fago siguen acumulfindose por 2 a 3 horas mas alli

del tiempo normal de lisis. Estas propiedades permiten la cose-

cha de c8lulas completamente inducidas todavia intactas y con-

centrarlas para la preparacibn de extractoa activos en encapsi-
dacibn.

3) La delecifn h2; esta deleciGn incluye el latt del
genoma del fago, y por tanto dafa ¢l siti¢ de recombinacifn




integrativa y evita la escisibn del profago después de induccibn.
El profago Ab2 inducido se ancuentra atrapado en el cromonoma

de E.coli y aungue ocurrxan muchos ciclos de replicacibén del DNA
del fago éste no se puede encapsidar en particulas infectivas y

los extractos de ensamble no contienen fuente endbgena de DNA
encapsidable. Bajo estas condiciones, solamente el DNA ex6geno

se encuentra disponible para encapsidarse in vitro.

4) La mutacifin rech en el huésped y la rad3 en el fago;
estas dos mutaciones inactivan eficientemente los principales

sistemas de recombinaci1fn presentes en los extractos de encapsi-

dacibn. FPu& necesario evitar la recombinaci6bn, porgue el hecho

de afadir DNA exbgeno a extractos rec+ red+ resultaba en la pro-
duccifn de un nivel bajo de marcadores portados por el fago pre-
sentes tanto en el DNA endBgeno como ¢n el ex6geno.

1.2.5) IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE FRAGMENTOS
DE DNA CLONADOS.

Una vez gque se ha incorporado un segmento de
DNA a un plidsmido o a una variante del fago A y que este DNA se
ha replicado, el siguicnte paso es lu aplicaci6n de métodos de
identificacilbn y caracterizacibn de f{ragmentos de DNA clonado.

Estos métodos se dividen, primero: on métodos de deteccibn fi-

sica del fragmento de DNA clonado y do su caracterizacibn por

homologia con otras moléculas de DNA o RNA; segundo: métodos

difigidos al estudio de la expresifin de productos funcionales
del DNA clonado y/o de genes de origen sintético constituidos
por operones hibridos conteniando DNA rocombinante; y tercero:
métodos basados en la determinacLfOn inmunollgica de proteinas y
polipéptidos de productos génicos especificos de traduccibn.
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1,2.5.1) METODOS DE DETECCION ELECTROFORETICO ¥ DE

HOMOLOGIA.

Cuando un DNA se som@ate a la accibn de una
endonucleasa de restriccidn, sa firacciona mediante su diferencia

én migracibn electroforética cn geles de agarosa o poliacrflami-

da. De esnta forma se puede ohsarver un patrén definido debido

al acomodo de los fragmentos do acuerdo a su peso molecular.
Este resultado se conoce como patrfn de rastriccidn y es Gtil
para comparar fragmentos, purificarlos y caracterizarlos madiante

la localizacifn relativa de los sitios da reconocimiento por en-

zimas distintas dentro del segmento. En el caso de tener un DNA

clonado en un vehiculo, se puede comparar el patrfn de restric-

cifn de &ste con el patrdn de restriccibn que daria el DNA del

vehiculo solo. Ests es una forma de ver f£isicamente los cambios

de patrones en DNA de clonas y saber cuales fragmentos son muy
probablemente heterflogos.

La determinacidén del origen y caracterizacibén
por homologia del DNA clonado se puede realizar por medio de en-

sayos de hibridizacibn tipo Southern (Southern, 1975). Par este
m8todo se puaden transferir digestiones totales de DNA, obteni-

das por enzimas de restriccifn que reconocen 6 pb, de un gel de

agarosa a una membrana de nitrocelulosa. FEste DHA es somatido

a hibridizacibn con un detector radiactivo asspecifico, que pueda

contener un DNA clonado, el cual hibridizari dependiendo de la

severidad de las condiciones de reaccidn e hibridizacibn y de

la homologia entre las secuencias. En c¢l caso de c8lulas porta-

doras de pldsmidos hibridos, se fijan a membranas de nitrocelulo-
sa y se someten a condiciones gue lisan las cé&lulas y deosnatura-
lizan ou DNA. El detaector marcado radiactivamente se hace pasar
por cstas mambranas y después de lavar la marca libre, sc detecta
por autorradiografifs an qué sitio se asocil especificamente, lo-

calizando asal la colonia que contiene una secuencia que hibridiza




11

con el detector (Grunatein y Hogness, 1975),

1.2.5.2) METODOS DIRIGIDOS A LA EXPRESION DEL DNA
CLONADO,

{Puede per el DNA de cucariotes transcrito y
subsecuentemente txaducide an E.coli con la fidelidad suficien-

temente como para producir una protefna funcional de¢ origen eu-
cariote?

La expresidn de genes eucariSticos en proca-
riotes es un campo en el cual es diffcil genaeralizar.

De hecho,
en la mayor parte de los experimentos reportados, el DNA clonado
de organismos eucariotes no ha sido capaz de expresarse en E.coli
salvo notables excepciones come en los reportes de Struhl et ail,
1976; 1977, en los que se describe el funcionamiento de algunos
genes de levadura en la biosintesis de histidina y leucina en
E.coli. Tambi&n evidencia positiva al respecto es la clonacibn
de segmentos de DNA de levadura y el hallazgo de un fragmento que
lleva el gene estructural de la enzima 1m1dazol-g11cerofosféto
deshidratasa (his3), el cual es transcrito y traducido en E.coli
con la fidalidad necesaria para generar una enzima funcional.

Tal es ¢l caso de un pl8smido recombinante que contiene DNA de

la levadura Kluyveromyces lactis que complementa a una cepa de

E.coli, la cual contiene una delecifn on el gene de la g-galacto
sidasa.

Evidencia bioquimica e inmunolfgica indica que esta en-

zima fu8 sintetizada en c@lulas que posecn pl&smidos recombinan-

tes (Dickson et al, 1978). Vapnek et al, 1977, reportan las ca-

racteristicas de un plasmido pBR322 con DNA de Neurospora crassa
que complementa una cepa mutante aroD de E. coli.

Lag cepas
tranaformadas contienen ahora actividad de 5 deshidroquinato hi-
drolasa, enzima que ha nido demostrada biloquimica e inmunolbgica-

mente i1dé&ntica a la de Neurospora crassa. Miller et sl, 1977,




han estudiado el grado al cual E.colil puede sintetizar RNA y

protéina de tres fragmentos de DWA clonado de Drogophila melano-
gaster. Estos fragmentos insertados en plé&smidos en E.coli sin-

tetizan RNA de Drosophila. Tambifén se observaron ocasionalmente

polipéptidos cuya sintesis pudo habaer sido dirigida por las se-~

cuencias de DNA de Drosophila. También por medio de estas téc-

nicas, ha sido clonada y aislada la Becuancia de DNA que codifi-
ca para la subunidad grande de la enzima ribulosa-~1l,5 bifosfato
carboxilasa de Chlamidomonas reinhardi (Gelvin et al, 1977).

Es posible que los elementos regulatorios de
la transcripcifn y de la traduccifén tanto para la iniciacifn
como la terminacién defieran en procariotes y en eucariotes.
Asf pues, un gene eucariote pudiera no transcribirse en un pro-
cariote por la falta de un promotor adecuado; s8i se transcribiera
podrfa no traducirse por la ausencia de un codbén de iniciacibn
o determinacibn o0 por la falta de procesamiento del mRNA, y si
se tradujera, pudiera dar lugar a una proteina no funcional por

la carencia de procesamiento o modificaciones en la proteina

despuBs de la traduccibn. Este parece ser el caso de por lo me-

nos algunos ganes eucaribticos en los cuales se sabe existen se-
cuencias interventivas o intrones que interrumpen el gene estruc-
tural (Berget et al, 1977;

Brack y Tonegawa, 1977; Breathmach
et al, 1977).

Toda la evidencia actual indica que algunos de
estos intrones son transcritos y procesados por mecanismos enzi-

miticos especfficos y en un orden determinado, antes de ser tra-

ducidos (Abelson, 1979). Es poco probable que los procariotes,

en los cuales no se ha descrito la presencia de intrones, tengan

mecanismns similares a los de cucariotes para retirar estas se-

cuencias. Asi pues, este tipo de genes con secuencias interven-

tivas no podrfan ser traducidos en procariotes. Sin embargo,
no todos los gaenes eucariotes tienen intrones y es posible pensar
en promotores de origen procariote que pucdan ser facilmente aco-

plados a genes de eucariotes, aitn cuando la estructura de snitios

12




de uni8n a ribosomas eucaribticos podxrfa ser mas compleja
(Bolfvar, 1879).

1.2.5.3.) METODOS DE DETECCION INMUNOLOGICA DEL PRO-
DUCTO GENICO ESPECIFICO.

Un enfoque experimental para el aislamiento
de recombinantes especificos de bancos de clonas es la determi-

nacidn inmunolégica de los productos de traduccibén de genes clo-
nados producidos en E.coli (Anderson et al, 1979; Clarke et al,
1979; Erlich et al, 1979). La seleccibn inmunolbgica represen-
ta un medio valioso cuando no es posible el uso de t&cnicas de
deteccidn que dependen de hibridizacibn de &cidos nucleicos por
no existir el detector adecuado; o blen que no existe una expre-
si6n funcional de la protefna del gene eucariBtico clonado, o
que esta protefna no puede complementar una mutante bacteriana.
Por otro lado, el andlisis inmunolSgico permite detectar las

condiciones que permitir&n la transcripcibn y traduccibén de una
secuencia de DNA eucaribtico,

v

No es lo esperado que genes eucaribticos secan
precisamento expresados en bacterias, aunque muchas clonas euca-

ribticas puoden llevar insertos conteniendo la secuencia estruc-
tural del gene. En algunos casos la actividad biol6gica de un
producto génico codificado por los fragmentos de DNA clonados

se pueden usar para la selecci6n fenotipica directa de clonas,
en las cuales la secuencia especifica de DNA es expresada como
proteina funcional. Ademds, el nGmero total de genes eucaribti-
cos para los cuales podrfan ser eventualmente desarrollados en-
sayos de complementacifn es relativamente pequeio.

El ensaayo en general, cst& hasado en el reco~
nocimliento de determinantes antigénicos mediado por anticuerpos.

13
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Este enfoque requiere que los determinantes se encuentren en los

polip8ptidos en vez de en las cadenas de carbohidratos adiciona-
les que pudiera contener,

Tal inmunoensayo es capaz de detectar produc-
tos de traduccibn incomplata asf como protefnas gue no son ficil-

mente detectables por su funcibn. Ademls protefnas incapaceé de

funcionar en un medio ambiente celular bactariano podrfan ser

detectadas, ya que se esperaria que conservaran sus sitios inmu-
nologicamente reactivos.

El primer procedimiliento desarrollado para la
seleccifn inmunolbgica fué el inmunoensayo in situ (Skalka y
Shapiro, 1976; Sansey et al, 1976). Tal

método consiste en que
fagos recombinantes o E.coli conteniendo

plésmidos recombinantes,
antisuero producido
pPor ¢l gene clonado.
El fago o la E.coli gue expresa los determinantes antigénicos de
la proteina son detectados por la aparicibn de reacciones de

inmunoprecipitina o una amplificacibn de reacciones de inmunopre-
cipitina en el agar.

se crecen en cajas de agar que contienen
contra la proteina de interés codificada

Este método es bastante sensible; empleando
la B-galactosidasa E.coli como modelo de antigeno se pueden detec-
tar al nivel no inducido, de 10 a 20 mol&culas por célula (Anderson
et al, 1979). Recientemente se han desarrollado otros procedi-
mientos gque utilizan anticuerpo radioiodinado (Clarke et al, 1979),
. © proteina A radioiodinada de Staphylococcus aureus y tienen la

capacidad tefrica de detectar una mol&cula de antigeno por célula
de E.coli.

Este {iltimo método consiste en un radioinmunoensayo

indirecto de fase sdlida; esto permite la deteccibn de antigenos
en medios de cultivo lfquidos o in situ en placas de lisis de fa-
gos recombinantes y colonias bacterianas, Ademis, este procedi-
miento es capaz de identificar antfgenos en geles de poliacrila-
mida, haciendo posible la caracterizacibn elactroforética de pro-

ductos de traduccibn de fragmentos de DNA heter6logo clonado en
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plasmidos o fagos. Egte ensayo se ha usado para identificar y

caracterizar electroforéticamente el antigeno de la dihidrofolato

reductasa de rat6n en c8lulas de E.coli conteniendo el plésmido

quimérico que codifica ﬁara esta enzima. La presencia del an-

tigeﬁo de la histona H2B de erizo de mar, en bacterias con plis-
midos quiméricos codificando para esta protefna, también ha asido
detectada de esta forma (Erlich et al, 1979).

1.3.) VEHICULOS DE CLONACION.

La tecnologia para la clonacién molecular de
fragmentos de DNA tiene su origen conceptual en el modelo del

replic6én de DNA de Jacob et al, 1963. Este modelo consiste en:

a) Una regifn en la molé&cula de DNA que constituye el

origen de replicacifn del DNA, el cual puede ser reconocido por
una o varias proteinas.

b) El gene o genes que codifican para una o varias de

las proteinas que interactGan con el origen y participan en la
replicacibn.

¢} Una regifn en la misma molécula de DNA que contlene
cualgquier fragmento de DNA insertado o recombinado en tal molé-
cula (DNA heterSlogo o pasajero), que no perturbe ninguna fun-

ci6n, puede replicarse como parte de y bajo el control de repli-
cacibn inherente a esa molé&cula.

Por muchos anos los geneticistas han empleado mecanis-
mos de recombinacifn in vivo para transferir y manipular frag-
mentos de DNA de un replichbn a otro, lo cual habitualmente sirve
como purificacifn de varias regiones de un genoma mas complejo.

EP pocos afios las técnicas de recombinacibn in vitro de fragmentos




de DNA han expandido este procedimiento para extenderlo mag all8
de las barreras biolbgicas ordinarias (Boyer et al, 1977).

1.3,1) PLASMIDOS,

La mayor parte de los experimentos de clona-

cibn utilizan a E. coli como hu@sped. Los vectores empleados

en estos experimentos son plfismidos ¢ derivados del bacteribfa-
go A especialmente cunstruidos en el laboratorio. Ambos vehi-

culos se pueden emplear para obtener grandes cantidades de seg-
mentos de DNA clonado.

Los plasmidos son moléculas de DNA circula-
res extracromosomales de replicacifn aut6noma y han sido amplia-
mente usados como vectores de clonacifn. Dos clases de pl&smi-
dos son log que se han empleado. Estas clases ge distinguen por
su forma de replicacibn; la forma restringida (generalmente estos
plismidos egt@n presentes en un nfimero bajo de copias), como en
el caso del pl&smido pSCl1l0l; o la forma relajada (estos se en-
cuentran presentes en muchas copias por cé&lula), como el pl&smi-
do ColEl. Este {iltimo puede replicarse bajo ciertas condiciones
de represibn de replicacibn de DNA cromosomal, tal como la inhi-
bicibn de la afntesis de proteinas por tratamiento con cloramfe-
nicol o egpectinomicina (Bolivar, 1979).

Los pli&smidos pueden ser facilmente purifica-
dos mediante el uso de gradientes de densidad de cloruro de cesio
dada su configuracibn en circulo covalentemente cerrado y super-
enrrollado. Algunag de las cardcteristicas de los pl8snidos que

hacen conveniente su uso son (Bolivar, 1978; Helinski et al,
1977):

1) rSciles de trabajar para manipulacibn gonBtica,
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2) Faciles de purificar,

3) Pueden ser unidos a DNA heterblogo, el cual Be re-
plica junto con el plé&smido.

4) Los pliasmidos hfbridos generados in vitro son fSci-,
les de introducir dentro de una bactaria.

5) Tienen un amplio rango de huéspedes dentro de las
bacterias gram (-).

6) Tienen posibilidad de autotransferencia (conjuga-
tivos o no conjugativos).

7) Poseen elementos gen&ticos que sirven como marca-
dores ya que contienen informacibn para resistencia a antibibti-
cos, produccidn de colicina y de enterotoxinas.

8) Pueden ser relajados, (m@ltiples copias por célula),

derivados del pColEl, los cuales permiten la obtencifn de gran
cantidad de DNA recombinante; y restringidos (unas cuantas copias
por célula), derivados del pSCl0l, los cuales son utilizados
cuando los productos codificados por el plasmido son dafiinos a
la c@lula hu@sped en grandes cantidadesn.

9) Propiedades de incompatibilidad entre grupos de
plésmidos (no todos los plfsmidos pueden coexistir con otros en
la misma célula), lo cual favorece la transformacibn de una cé-
lula por un solo plasmido hibrido.

10) Presentan secuencias regulatorias procarifticas

que promueven un alto grado de expresifn de DNA heter8logo clo-
nado.
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Loa plasmidos empleados en clonacibn en e)
presente trabajo experimental fueron el pBR322 (Bolfvar et al,
1977) y el pBR325 (Bolivar at al, 1978). Estos reunen caracte-
risticas gue los hacen muy Qtiles como vehiculos (Boyer et al,
1977; Helinski et al, 1977); como las siguientes:

1) Tamafio pequefio lo cual facilita la caracterizacibn
del DNA clonado y permite mayor tamafio del DNA pasajero. Los
plismidos contienen relativamente poco material prescindible
para su replicacifn y la expresifn de sus genes de resitencia.

2) No autotransferible y dificilmente movilizables por
otros plé&smidos.

3) Swon amplificables en presencia de cloramfenicol o
espectinomicina, obteniéndose un nfmero alrededor (ca. 2000 copias)

de 100 veces mayor a la cantidad de pl&smido normalmente presen-
te por célula.

4) Sitios Gnicos para varias endonucleasas de restric-

cibén dentro de cada uno de los genes de resistencia a antibibti-
cos.

1.3.1.1) ESTRATEGIA DE CLONACION EN PLASMIDOS.

1) El plasmido se le hace un corte con una endonuclea-
sa de restriccibdn en una regibn que no lleve un gene indispensa-
ble para su replicacifn y mantenimiento.

2) El1 DNA heter8logo se fracciona especificamente o al
azar.

3) Bl plésmido y el DNA heter$logo son covalentemonte
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enlazados con la enzima polinucleftido ligasa de T-4 (ligasa).

4) La mezcla de DNA se agregd a c&lulas lavadas con
CaCl2 para transformarlas,

5) Si un DNA recombinado in vitro no ha sido covalen-
temente unido, los sistemas enzim8ticos de la bacteria pueden
repararlc y ldgarlo. El mecanismo de replicacifn del plismido

asegura en eamte momento el mantenimiento de sf mismo y del DNA
extraho integrado.

6) Sa pueden aplicar presiones selectivas con el ob-~
jeto de enxiquecer la poblaciBn bacteriana para aquellas células
que lleven plésmidos (tratamiento con antibifticos), y se inicia
la blisqueda o seleccifén de una clona deseada en particular.

Los eventos de clonacifn producen dos efectos
de suma importancia. El primero de ellos es la purificacibn del

fragmento de DNA heterSlogo clonado. Al ser introducido con el

vector a una c€lula, todos sus descendientes llevan s6lo un tipo
de plfsmido. Si se purifica el DNA del plismido contenido en

las cé&lulas descendientes de una sola colonia después de un even-
to de transformacifn, se tendri solo un tipo de molécula. Por

otra parte, la secuencla clonada se puede purificar a partir del

plasmido hibrido en cantidades de miligramos. Esto permite su

caracterizacidn hasta el nivel de secuencla nucleotfdica y su
uso. para la detecciBn de secuencias hom8logas a ella.

Despu@s de transformar células bacterianas
con DNA que ha sido recombinado in vitro, se obtienen una serie
de clonas o colonias que llevan, cada una, un plésmido provenien-
te de la mezola de DNA con que se transforms,

La relacifn de
colonias que tontienen pl&amidos y la bfisqueda de aquellas que




20

contienen plésmidos recomhinantes suele ser sencilla si se cuen-

ta con un vehfculo apropiado. Por ejemplo, s8i el vector contie-

ne dos genes Que confieren resistencia a un antibiBtico diferen-
te cada uno, estos pueden umarse, respectivamente:

a) Para seleccionar c&lulas transformadas, colocando
el cultivo que fué transformado en un medio s6lido que contengs

uno de los antibibticos (el gene que confiere resistencia a este
antibibtico debe permanecer

intacto durante la manipulacibn
in vitro del DHNA).

b) Para simplificar la bGsqueda entre las células ya
seleccionadas de aquellas que contienen plésmidos hibridos, se
puede insertar el DNA heter8logo en un sitio que inactive el ge-
ne que confiere resistencia al otro antibibftico, de esta manera
es posible diferenciar las células que llevan material hibrido
o células recombinantes (resistentes a un antibibtico) y las

que solo llevan el vector o c&lulas transformantes (resistentes
a los dos antibibticos),

Las colonias que portan plasmidos hfbridos
son analizadas por las técnicas anteriormente explicadas para
identificacibn y caracterizacibn de fragmentos de DNA clonado.

1.3.2) BACTERIOFAGOS A CARONTES.

Puede decirse que los bacteriffagos trans-
ductantes fueron los primeros vehiculos moleculares, puesto gue
consisten de un replicbn (fragmento de genoma viral) unido a un
DNA heterb6logo (fragmento de cromosoma bacteriano).

El genoma del bacteriffago A estd organizado
de tal forma que su tercio central (la regién reemplazable Fig.l)
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contiene genes dispensables para el crecimiento 1lfitico. Con el
fin de ser empleados como vehfculos de clonaci®n (eliminando los
sitios de restriccifn en regiones indlspensables para la viabi-
lidad del fago, entre otras ventajas, como se ver§ mas adelante),
se han ohtenide 30 derivados del fago A silvestre por cruzas,
sustituciones, inserciones y delecciones.

Blattner y colaboradores (Blattner et al, 1977;
Williams y Blattner, 1979), han construido una coleccifbn de estos
derivados del fago A llamados Carontes. Las estructuras de los
Carontes han #ido ampliamente estudiadas por pruebas genéticas,
mapeo por heterodfplexes en el microscopio electrfnico y el an&-

lisis por electroforesis en geles de los fragmentos generados
empleando endonucleasas de restriccidn.

Los lugares de reconocimiento de la enzima
de restriccifn EcoRl, permiten retirar una regifn que representa
cerca del 40% (aproximadamente 20 Kpb) del_génoma total del Ca-
ronte 4. Posteriormente se inserta, por medio de la enzima li-
gasa de T-4, un fragmento de DNA heter8logo de entre 8 y 23 Kpb.
El DNA quimérico se encapsida in vitro y se utilizan los fagos
resultantes para infectar E.coli, dando como resultado la obten-
cibn de placas de lisis provenientes de clonas virales contenien-
do DNA recombinante. Utilizando DNA heterblogo fuera de este
rango resulta en mol&éculas demasiado grandes o pequefias para po-

der ser encapsidadas in vitro. El1 DNA pasajero debe de contener

extremos cohesivos complementarios a los del DNA del fago vector.

El Caronte 4 se escogif para logs experimentos
de clonacifn descritos aqui.

1.3.2.1) TACTICAS PARA UTILIZACION DEL PAGO A CON SE-
GURIDAD BIOLOGICA.
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El fago A se puede replicar en forma lftica
o como un residente permanente de una bacteria en forma de pl&s-

mido o lis6Sgcno. Mediante la expresibn de genes tardfos, puede

lisar la c@lula depu€s de generar un progenie de ca.l00 fagos

por bacteria. infectada. El Caronte 4 act@a comc vehfculo de

clonacibn al replicarse en una fase lfitica. Si este crecimiento

litico se realiza en un medio ambiente natural, es probable gue

el fago A o sus derivados tengan una capacidad de sobrevivencia

muy limitada. Para crecimiento eficiente, el fago XA requiocre

de condiciones de laboratorio muy precisas, Se ha reportado que

ninguna de mas de 1,800 cepas de E. coli, obtenidas de drenages
y aislados clfnicos, fué& capaz de producir placas de lisis con
Avir (virulento). Adem&s, el fago solo puede infectar E. coli Kl12.

De esta manera, el DNA recombinante puede perpetuarse unicamente
en condiciones controladas de laboratorio.

Al construir derivados de A utilizables como

vehiculos de clonacibn se ha buscado: desarrollar fagos en los

cuales el mecanismo litico se mantenga, mientras que las capaci-
dades de formar pl&smido o lis6geno queden blogueadas, esto per-
mite una replicacifn del DNA recombinante; introducir mutaciones
ambar que limiten el hu€sped a E.coli k12sut y aumentar el cre-
cimiento del vector en el hué&sped de laboratorio que normalmente

se usa para propagacibn y asl poder emplear volGmenes reducidos
de cultivo.

Algunas caracteristicas del fago Caronte 4
que le permite ser vector de clonacifn son:

a) Deleccibn de la regibn de inmunidad; esto elimina

una regifn que codifica para cl represor del fago. Sin este

gene, el estado lisogénico no se puede mantener y las células
infectadas son lisadas eficientemente.

Ndemfs el Caronte 4 ha
perdido el gone int y el sitio att.
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b) Cenotipo N+; lag clonas formadas en el Caronta 4
son silvestres paxa el gene N del fago, lo cual permite una ex-
presifn mayor de los genes tardfos y por tanto la multiplicacién
del fégo. El producto de N actfla antiterminando la transcrip-
cifn en tRl y tR2 permitiendo la exprasifn de genes que promue-
ven la replicacidn activa del fago (O y P), de los genes que
incrementan la ekpresi&n da las funciones lfticas (5 y R) y de

los genes que forman la c@pside e intervienen en la encapsida-
ci6n del DNA.

c) DeleciBn nind5; &sta incluye el sitio de terminacibn
Esto permite la expresibn de las funciones liticas S y R

Y los genes estructurales A-~J afin en bajas concentraciones del
producto de N.

tR2.

Consecuentemente, reduce la probabilidad de la

formacifn de un pl&smido estable por la consiguiente lisis ce-
lular.

d) Mutaciones ambar; debido a la presencia de mutacio-
nes ambar, los fagos Caronte tienen un rango restringido de hués-

ped ya que requieren de un tRNA supresor para la sintesis de dos

proteinas competentes de la cépside (A y B). Los fagos que

tiene mutaciones ambar en estos genes se les afiade el sufijo "A"

(por ambar) a su designacifn. Esto debe ser provisto por el ge-

ne del hu@isped bacteriano §2f empleado para la propagacibn en

el laboratorio. Las c&lulas supeesoras son muy raras en la na-
turaleza.

@) Restriccidn-modificacibn; el Caronte 4 se puede pro-
pagar en una bacteria sin sistema de modificacibn, lo cual provee
de unabarrera adicional para el crecimiento litico en cepas
bacterianas conteniendo un sistema de restriccifn,

El caronte 4 ha sido probado para parfmetros
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de crecimiento, supexvivencia y trxansferencia de genes en simula-

ciones del medio ambiente natural. De astos estudios se derivan

sustancialmente 4 barreras a la propagacifn de los Carontes an

el medio ambiente natural como el drenage. Son los siguientes:

1) Los Carontes son sensibles a la inactivacién por
pH &cido, desecacibn y detergentes, los cuales se pueden encon-
trar durante su diseminacién.

2) Al diluirlo es diffcil para un fago encontrar a una
bacteria.

3) Una vez encontrada, la bacteria podrfa posiblemente
carecer de un sitio de adsorcibn apropiado.

4) Aunque la adsorcibn e inyeccibén hayan tenido lugar,

serd posible que la bacteria degradara el DNA inyectado por res-
triccibn.

5) Y en el caso de los Carontes A (mutacidn ambar) si
el DNA resistiera la restriccibn, la ausencia de un tRNA supresor
prevendrfa la ruptura de la bacteria y Gsta se morirfa; en cual~
quier evento, la célula si sobreviviera, no seria probable que
perpetuara el fragmento clonado camo plf@smido o lisbgeno, afin
sl la bacteria fuera portadora de un profago con homologia con-~
siderable con respecto al vehiculo Caronte.

Finalmente, hay que apuntar que en los fagos
Caronte la versatilidad en cuanto a los sitios de reccnocimiento

de enzimag de restriccifn donde se puede clonar es menor a la de

un plé&smido, dada la multiplicidad ée genes que requiere el fago

subsistir con reospecto al plfsmido., Por otxo lado, los fragmen-

tos clonados pueden ser incompatibles con ¢l metabolismo de la



cB€lula hufsped y resultar en propiedades letales para la misma.
En estos casos, el uso de un plismido (que requiere de la coexis-

tencia estable con su célula huésped) estd en desventaja con res-
pecto al uso de un fago para clonar.

1.4) BANCOS DE GENES.

Con el objeto de aislar e identificar genes
nativos es indispensable la construccibn de un banco (también

llamado biblioteca) de genes. Esto implica tener clonado en

vehfculos (pléasmido, fago A) todo el genoma de un organismo.

El primer banco de genes fué de E. coli y reportado por Clarke

y Carbon (1976). Estos investigadores determinaron el nfimero

de colonias en un banco de pl@smidos recombinantes (aplicable
tambi&n a las placas de un banco en fago A), reguerido para te-
ner moléculas recombinantes representando de 90 a 99% del genoma
de E. coli, levadura y Drosophila.

El c8lculo fué hecho como
sigue:

dada una preparacifn de DNA celular fragmentada a un ta-
mahio tal que cada fragmento representa una fracci6n (f) del ge-
noma total del organismo donador, la probabilidad (p) de qué una
secuencia (nica dada de DHA esté presente en una coleccisn de RN

colonias recombinantes o placas de lisis, est8 expresada por la
siguiente ecuacibn:

p=l-(1-5)¥ o
N=1n (1~p)/In (1-f)
La probabilidad de que una secuencia parti-

cular no csté presente en ninguna de las clonas totales (N), es-

tad dada por (1--f)N que se aproxima a cero mientras ol nimero de
clonas (M) sea mayor.



Un c8lculo de muestra para E. coli (tamafio
de genoma, 2.7X10° daltones) para p=0.99 es:

in (150.99)
N=

= 1437
in (1- 8,5X%X10%/2.7%x10°%)

Entonces, si una preparacién de DNA celular
de E. coli es rota al azar a un tamafio promedio de 8.5X10° dal-
tones para la construccifn.'de DNA ligado, hfbrido y circular,
un banco de solamente 720 transformantes serfa suficiente para
una probabilidad de 90% de gue cualquier gene de E. coli pudiera
estar en un vehiculo hfbrido en una de las clonas (suponiendo
que el gene deseado es pequeilo en comparacibn con el tamafio de
los fragmentos clonados). A una probabilidad de 99%, el tamafio
del banco (N) es solo de 1437 colonias para E. coli. A medida
que la complejidad gen&tica del organismo vaya en aumento, N a
altos niveles de probabilidad aumenta dramaticamente.

A p=99% el tamano del banco para levadura es
de 4,600 colonias, para Neurospora crassa cs de 10,000 (tal como
reportan Krumlauf y Marzluf (1980), el genoma de N. crassa con-
siste de 2.7X107 pb 6 1.6X10'° daltones), para Drosophila es de
46,000 y para un banco de conejo es de BX10° colonias,
et al, 1977; Carbon et al, 1979; Maniatis et al, 1978).

(Carbon

Si el nfimero de clonas os lo suficientemente
grande para una representacibn completa de secuencias, en prin-
cipio, cualgquier gene se puede aislar por seleccibn del banco

con un detuctor especifico de hibridizaciBn (Carbon et al, 1977;

Maniatis et al, 1978). La construccifn de bancos permite el

estudio de la aestructura de genes nativos completos, a través

del mapeo fInmico del genoma y la consecucnte deteccibn de posibles
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secuencias interxventivas o intrones (Abelson, 1979),

1.4.1) BANCO DE DNA NATIVO.

Los bancos de DNA nativo o gen6mico se pueden
construlr de la manera sigulente:

El DNA del organismo se fragmenta mecanica-
mente a un tamafio promedio de 10 Kpb ¥ se liga al plismido em-

pleando el mBtodo de la transferasa terminal, que consiste en:

a) Linearizaclbn del plismido enzimaticamente y ruptu-
ra meclnica del DNA a clonar;

b) Tratamiento de ambos con X 5°'

exonucleasa para gene-
rar extremos rasos;

c) Incubaci8n con transferasa terminal tanto del plés~

mido, en presencia de dTTP, como del DNA a clonar en presencia
de d4ATP;

d) Mezcla de ambas preparaciones para ligar y trans~
formarx.

Otra forma de construccifn de bancos de dgenes
mediante el uso de pl&smidos como wvehfculos es:

a) La digestifn del vehfculo con una endonucleasa de~
terminada para la cual posee sitio finico y tratar con fosfatasa

alcalina para evitar reanillamiento del pl&smido en el momento
de ligar;




b) Digestibn parcial del DMA a clonar con la misma
enzima;

¢) Mezclar ambas preparaciones para ligar y transformar.

En el caso del empleo del fago A como vehicu-
lo:

a) Se digiere totalmente con una endonucleasa el DNA
del fadgo y el DNA a clonar parcialmente con la misma enzima;

b) Se pueden o no separar los segmentos reemplazables
de los brazos del fago para clonar;

©) Mezclar ambas preparaciones para ligar y encapsidar
in wvitro.

1.4.2) BANCO DE DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) a RNA
MENSAJERO (RNAm) .

Algunas de las innovaciones mas interesantes
han surgido del disecfio de experimentos dirigidos a la clonacién
de la informacidn contenida en una molécula de RNAm. Es posible
formar un primero de doble h€lice con oligo-dT utilizando 1la

fraccibn poliadenilada del mensajero. Este primero, o iniciador

de doble hélice, es utilizado como sustrato de la enzima trans-
criptasa reversa para copiar el RNA y sintetizar una doble hélice
hibrida RNA-cDNA, de la cual el RNA es retirado por tratamiento

con &lcali. La presencia de una estructura en forma de pasador
en el extremo 5

' del cDNA permite su emplco como molde para la
sintesis de una hBlice complementaria utilizando la transcriptasa
reversa (o la polimerasa I de DNA).

28
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La doble h€lice de cDNA asi obtenida se trata
con nucleasa S1 paxa retirar la estructura de cadena sencilla Y
posteriormente el DNA resultante se puede clonar por el método
de la transferasa terminal, o por el uso de enlazadores sinté-
ticos (oligonucleBtidos sintetizados qufmicamente) que lleven
sitios de restriccifn para determinadas enzimas (Bolivar, 1979).

1.5) OBJETIVO:

El objetivo especifico de la presente tesis
profesional es el establecimiento y aplicacifn de metodologias
para la construccidn de bancos de genes del hongo Neurospora
crassa. Esto representa un paso necesario para el aislamiento
de genes nativos de enzimas inveolucradas en la asimilacién y dis-
tribucibn de nitrfgeno orgénico en lleurospora crassa, tales como

la glutamato sintasa, la deshidrogenasa glutfmica y la glutamino

sintetasa. BEsta Gltima desempefia un papel fundamental en el me-

tabolismo nitrogenado (Stadtman, 1973). Nuestro interés en el

aislamiento de estos genes, en espocial el de la glutamino sin-

tetasa, radica en los hallazgos obtenidon por nuestro grupo de
investigacibn. La regulacibn de la glutamino sintetasa de

Neurospora crassa por las fuentes de nitrbgeno y carbono presen-
tes en el modio de cultivo ha sido reportada por Espin, et al,

(1979) ; Lim6n~Lason et al, (1977); Mora ot al, (1980) y Vichido
et al, (1978).

Durante el crecimiento exponencial, la acti-
vidad de la enzima y su concentracibn son mas elevadas en gluta-

mato que en amonio o glutamina como fuontes de nitrBgeno (Vichido
et al, 1978). Estas diferencias en la concentracibn de enzima
e deben a diferentes velocidades do sfnteosis de la enzima (Quinto
et al, 1977) lo cual asimismo resulta do distintos niveles del

RNAm especifico, (Slnchez et al, 1978). Bajo estas condiciones
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‘la fuente de nitxfgeno no tiene ningfin efecto en la velocidad

relativa de la dajradaciﬁn de la gluéamino sintetasa (Quinto
et al, 1977).

Los estudios realizados en cultivos alimen-~
tados en grupo, indican que la actividad de glutamino sintetasa
es elevada durante limitaciBn de amonio y baja durante limita-

cibén de carbono (Lim6n-Lason et al, 1977). Adem&s, cuando el

micelio de Neurospora crassa se depriva de fuente de nitr&geno
la actividad de glutamino sintetasa aumenta, mientras gue cuando
se depriva de la fuente de carbono la actividad de la enzima y
su concentracifin disminuyen (Mora et al, 1980).

La disminucidn en concentracifn de enzima du-
rante la deprivacidn de carbono indica que la fuente de carbono
participa en la regulacién de la degradacifbn de la glutamino

sintetasa (Mora et al, 1980; Quinto et al, 1980).

Es de especial inter&s también el hallazgo
de dos vias de asimilacibn de nitr8geno en Neurospora crassa.

Estas dos vias de asimilacifn se ha visto gue dependen de la
concentracifn de amonio.

En el caso del amonio bajo en el medio
la asimilacién de nitrfgeno es via glutamino sintetasa-glutamato

sintasa (Hummelt y Mora, 1980). Alternativamente, cuando el

amonio del medio es elevado la asimilacibn es por deshidrogenasa
glut&mica-glutamino sintetasa.

Tener un banco de genes de Neurospora crassa
y la posibilidad de detectar secuencias especfficas de estas

enzimas, permitirf a los grupos de investigacibn involucradas en
el programa general, conocer algunos aspectos como:

a) Establecimiento de la colineraridad gene-proteina.

<
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b) NGmero y organizacibn de los genes involucrxados en
la sintesis y regulacibn de estas enzimas,

c) Carxacteristicas y nfimero de mansajeros participan-
tes en su sintesis.

d) An&lisis del procesamiento postranscripcional y
pretraduccional de estos RNA mensajerou,

e) Manipulacibn de la informacibn genética de estas
enzimas y sus efectos sobre otras funciones.

£f) Estudio del efecto de las sefiales regulatorias de
estas enzimas sobre otros genes y sobre otras proteinas.

Esta tesis se enmarca dentro de un programa
de investigacidn,que incluye la colaboracibn de varios labora-
torios del Centro de Investigacibn sobre Fijaci6n de Nitrbgeno
de la UNAM,y cuyos objetivos generales consisten en definir la

organizacibn y expresibn de programas de informacibn genética
responsable

crassa.

de las vias de asimllacibn de nitrb6geno en Neurospora

Dios mfo, culnta maravilla

en una cosa tan pequefia "

Antonie van Lecuwenhoek (1670)
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2) MATERIAL Y METODO

2.1) CEPAS BACTERIANAS:

Se utilizaron 3 cepas de E. coli K12, La RRI
(pro leu thi lacY rpsL20 hsd20 hsm arald galk2 xyl5 ntll supEd4)
empleada como receptora en transformacifn; cepa K802 (met galk
lacY sull hsr hsm) hufsped de los fagos Caronte; y la cepa N5428

(A Aami‘ bz red! cI857 Sam7) para la preparacibn de los extrac-

tos celulares del sistema in vitro de encapsidacibn.

2.2) MEDIOS DE CULTIVO:

La cepa RRI se crecif en medio de Luria y en
medio minimo M2 con glucosa. Con las cepag K802 y NS428 se usb
medio NZ amino A (Humko-Sheffield) con extracto de levadura
{Biox6n) (N2Y). Cuando se requirid el uso de ampicilina, cloram-

fenicol, tetraciclina y estreptomicina &stos fueron anadidos a
30 upg/ml.

2.3) PLASMIDOS:

Los pl&ismidos con los gue ge trabaj6é para
clonacibn fueron el pBR322 (Bolivar et al, 1277) para el banco

de cDNA y el pBR325 para la clonacién de DNA nativo (Bolivar
et al, 1978).

2.4) PREPARACION DE DNA DE PLASMIDO:

La extraccibn y purificacifn del DNA de los
plasmidos se rcalizb siguiendo la técnica de lisado claro previa-
mente reportada por Betlach et al, (1976). FEl DNA del plasmido
PBR322 se preparb por amplificacibn del nfimoro de copias en cultivo
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creciendo en fase logaritmica, por adicién de cloramfenicol (170
‘ug/ml) (Clewell, 1972). La espectinomicina (300 ug/ml) se usé
para la amplificacién en cé€lulas con plésmido pBR325, el cual

confiere resitencia a cloramfenicol. Las preparaciones de DNA

pafa geles de prueba o seleccibn de pogibles recombinantes on
geles se trataron conforme el método da Meagher et al (1977).

2.5) PURIFICACION DE DNA DEI, CARONTE 4:

La propagacién del Caronte 4 (Blattner et al,
1977; Williams y Blattner, 1979). sc efectub conforme reportan
Blattner et al, (1977) y como se indica en el protocolo detallado
que acompafia a los fagos Carontes (coleccifbn EK1l), seguido de
diSlisis, extracciones con fenol, didlisis y precipitacibn.

2.6) PURIFICACION DE DNA DE NEUROSPORA CRASSA.

El DNA de Neurospora crassa se obtuvo a partir
de la Cepa Slime (mutante de pared) por la técnica descrita por
Free et al, (1979).

2.7) ENZIMAS DE RESTRICCION, LIGASA DE DNA Y FOSFATASA
ALCALINA:

Todas las endonucleasas de¢ restriceidn y la
ligasa de T~4 utilizadas en el trabajo fueron regalo del Dr.
Francisco Bolivar, purificadas conforme al método de Greene et al,
(1978). Las condiciones de reaccifn de astas enzimas son las
reportadas por Bolivar et al, (1977).




2.8) LIGAMIENTO DE DNA;:

Las reacclones de ligasa se reallzaron en Tris
Hcl . 66mM pH 7.6, Mgcl2 66mM, ditiotreitol 10mM y ATP 0.5 mM

a 12°C por 16 horas. Para la preparaci8n del banco de DNA na-
tivo de Neurospora crassa en el pldsmido pBR325 se usaron 10 yl
de ligasa de T-4 (1 ul forma concatémoros de alto peso molgtular
de 1 ug de pBR322 roto con EcoRl en 3 horas a 12° C), para unir
20 ug de DNA de Neurospora crassa digerido totalmente con EcoRl
Y 5 ug de pBRI25 digerido con EcoRl y tratado con fosfatasa al-
calina, en un volumen f£inal de 120 ul.

Parxa ligar el DNA del C~4 con DHA de Neurospora
crassa se hizo lo siguiente: a 32 ul de H,0 se adicionaron 10 ul

de Tris HCL, MgClz,ditiotreitol, ATP,3 ul de ligasa y 3.7 ug
de DNA de C-4 digerido completamente con EcoRl y se anadis 1.1
ng de DNA de Neurospora crassa digerido parcialmente ca. 18 ¥Xpb

para una relacibn equimolar entre fragmentos de Neurogpora y el

genoma del fago, la mezcla de reaccifn se afor$ a un volumen fi-

nal de 50 ul. Las cantidades de DNA para relaciones molares fue-

ron calculadas seglin describen Wang y Davidson (1966), como sigue:

Cv = 46

En donde Cv es concentracibdn del vector; V
tamafio del vector en porcentage del genoma del fago ); L tamafio
promedio de los fragmentos a clonar en Kpb;
DNA a clonar; y tn es el tamafio promedio de
clonar en porcentage del genoma del fago A,

Cn concentracibn del
los fragmentos a
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2,9) ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA ¥
POLIACRILAMIDA:

Las mezclas de reacci8n fueron sometidas a
electroforesis en geles (14X11X0.15cm) de poliacrilamida al 7.5%
(Bio~Rad) y de agarosa al 0.8% (hio-Rad). Los geles se corren
en solucibn amortiguadora Tris~EDTA-~boratos a 150V (ca. 90 mi-
nutos) como reportan Bolivax et al (1977). Se tifien con solu-
ci8n 0.5 ﬁg/ml de Bromuro de etidio (Sigma) durante 5 minutos.
E1l DNA se visualiza con luz ultravioleta de onda corta con un

transiluminador (Ultraviolet Products). El gel se fotografia

a través de un filtro amarillo de gelatina N°9 Kodak Wratten.

2.10) TRANSFORMACION DE E. COLI K-~-12

La cepa RRI de E. coli (Boyer and Roulland-
Doussoix, 1969) se prepar® para transformacifn por el método
descrito por Cohen et al, (1972).

2.11) SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO A RNA MENSAJERO:

La reaccifn de cDNA se afectud conforme
reportan Ullrich et al, (1977) a partir de RNAm polisomal po-
liadenilado de Neurospora crassa (Palaciloun et al, 1977).

2.12) TRADUCCION IN VITRO DE RNA MENSAJERO:

El RNAm polisomal poliadenilado se tradujo
en un sistema in vitro de reticulocito de conejo como indican
Palacios et al (1977), después el producto proteico de la tra-
duccibn se sometif a electroforesis de proteinas en geles de
dos dimensiones o tipo O'Farrell (1975).




2.13) SISTEMA DE ENCARSIDACION IN VITRO:

El empacamiento in vitro de genomas virales
hfbridos se llevb a cabo conforme al procedimiento de Blattner
et al, (1978). Se obtuvieron los 2 extractos celulares comple-
mentarios de una cepa lisogénica de A la NS428. La proteina A
requerida para el ensamble fué un reglalo de Tom Ingolia.

El sistema se establecid para ser dependiente de DNA ex6geno de
A solamente. La eficiencia alcanzada fué de 10° unidades for-

madores de placa por microgramo de DNA del fago A silvestro
(Bathesda Research Laboratories).

2.14) ELECTROFORESIS DE DNA DE FAGOS RECOMBINANTES:
Se toma con la

punta de una pipeta Pasteur
una placa de lisis de un fago con

genoma hibrido, en forma de un
cilindrito de agar que se resuspende en 0.5 ml de solucibn esté-

ril de 0.01M Tris HCl pH 7.5, 0.1M NaCl, 0.01 Mgcl2 y 0.05% de

gelatina. Se deja una noche a 4°C para que difunda el fago.

10 ul de esta solucibn se mezclan con 10 ul de un cultivo de
toda la noche de la cepa teceptora K802 y 10 ul de una solucién
0.01M MgCl2 y 0.01M CaClz.

Los 30 ul se incuban a 37°C durante
10 minutos.

Se inoculan 5 ml de medio NZY y se incuban con
agitacifn toda la noche. Se centrifuga a 6,000 rpm a 4°C y el
sobrenadante se filtra a través de papel Whatman'#l.doble. El

filtrado se centrifuga a 20,000 rpm a 4°C durante dos horas en

el rotor SW 50.1., La pastilla se resuspende én 0.4 ml de 0.1M

Tris HCl pH 7.9 y 0.3M NaCl y se extrae cpn fenol 3 veces 1:1

(v/v) y una con cloroformo. La fase acuosa se precipita, se

centrifuga durante 5 minutos en la microfuga Eppendorf 5412, se
decanta ¢l sobrenadante y se seca la pastilla al vacio. Resus-

pender en 100 ul de 0.01M Tris HCl pH8 y 0 4001 M EDTA, sa toman
10 ul y se digieren con la enzima EcoRl.

36
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La muegstxa digerida es somedita a electrofo-

resls en gel de agarosa al 0.,8% como se indica en el nfimero 9
de esta seccibn.

2.15) MARCAJE DE DNA IN VITRO CON 32p:

El marcaje interno con 2P en
de plasmidos y genomas del fago A recombinantes,

el juego Nick Translation de New England Nuclear
Maniatis et al (1975).

las moléculas
se efectud con
como describen

2.16) HIBRIDIZACION EN MEMBRANA DE NITROCELULOSA:

La transferencia de DNA en geles a membrana
de nitrocelulosa se hizo como describe Southern (1975). E)
horneado, preincubacifn, hibridizacibn, lavado y autorradiogra-

£ia de los filtros so realizS de acuerdo a Craig et al, (1979).

"Creo que el af8n de aventuras es

85lo un aspecto del constante deseo
de triunfar, propio del espfritu -
humano; simplemente una manifestacidn
de compulsibén, como la conocen los -

cientificos y los artistas".

pavid Lewis (1960)
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3) RESULTADOS ¥ DISCUSION

3.1) CLONACION DE DNA DEL GENOMA DE NEUROSPORA CRASSA
EN EL PLASMIDO pBR325

Ha sido ya destacada la importancia de la cons~-
truccidn de bancos de genes parxa la identificacibn y aislamiento
de secuencias especificas del genoma nativo. Con el f£in dg es-
tablecer un banco de genes de Heurospora crassa en forma de frag-
mentos de restriccidbn, se siguid la estrategia esquematizada en

la Fig. 2. La eonstrucci6n de este banco se hizo en colaboracifn
con Luis Covarrubilas.

Se empled el pldsmido pBR325 como vehiculo,
entre cuyas caracteristicas cabe mencionar su tamafio de 5.4 Kb
(3.6 magadaltones) y su capacidad de conferir resistencia a am-

picilina, cloramfenicol y tetraciclina en la ccpa de E. coli que

lo contenga. Adem&s, posee sitios de reconocimientos finicos para

diversas endonucleasas de restriccibn dentro de estos genes, lo

cual nos permite el ugoc de estas resistencias como marcadores
en clonacibn.

El pBR325 se digixid con la enzim a EcoRl, 1la
cual reconoce un sitio inico en el plasmido dentro de la secuencia
que confiere resistencia a cloramfenicol.

La clonacifn de un
fragmento de DNA en este sitio,

inactiva al gene permitiendo la

seleccibn de células que lleven plismido recombinante. Poste-

riormente se traté con fosfatasa alcalina.

Esta enzima de fos-
forila los extremos 5!

fosfato evitando el recirculamiento sobre
si mismo de la molécula de DNA aumentando con ello el rendimiento
de plismidos recambinantes y disminuyendo asf el n@imero de colo-

nias falsas positivas (rosistentes a cloramfenicol) en transfor-
macibn.

Por otro lado,

¢l genoma de Neurospora crassa
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se digiri8 totalmente con EcoRl generxando una colecciln de frag-
mentos heterogénea en tamafio (4 Xb tamafio promedio). La mezcla
de DNA de Neurospora crassa segmentado y el pBR325 se incub8 en
presencia de polinucleftido ligasa de T4, para obtener nol&culas
hibridas circulares cerradas covalentemente y se transformd la

cepa RRI de E._coli con los pl&smidos hibridos. En varios expe-
rimentos se llegb6 a obtaener la cantidad de 2,200 clonas.

Las
cuales representan con una probabilidad de 0.99 aproximadamente

el 10% del genoma de Neuroppora y con una probabilidad de 0.90
el 20%.

En la Fig. 3 se muestrxa un gel de prueba con

el DNA semipuro de 8 colonias derivadas de este banco digerido

con EcoRl. A la derecha se indica con una barra vertical el ve-

hiculo pBR325 digerido con EcoRl como marcador. En este gel se

puede apreciar el cambio en patrbn de restriccibdn esperado para
plismidos recombinantes.

Para demostrar la presencia de DNA de Neuros-
pora crassa en clonas obtenidas en estos experimentos, se puri-

£ic6 el DNA de una de ellas para ser marcada in vitro con *?P.
Esta clona se emple6 como detector hibridizando con DNA del
genoma de Neurospora crassa digerido totalmente con EcCORl y

transferido a membrana de nitrocelulosa (Southern).
se presenta el resultado.

En la Fig. 4
El carril 1 representa el DNA del
plésmido hibrido pero digerido con EcoRl tefiido con EtBr y visua-

lizado con luz UV; el carril 2 muestra al patrdn de restriccibdn
del genoma de Neurospora digerido con EcoRl totalmente, tefiido
con EtBr y luz UV; el 3 es la autorradiografia del DNA de
Neurospora crassa (Carxil 2) transferido a mémbrana de nitroge-

lulosa, usando como detector en hibridizacifn el pl&smido hibrido
marcado con ‘?p.
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En el carxil 3 se detectd material hibridi-
zado, lo cual indica la existencia de homologfa entre el DNA de

la Gnica clona ensayada y el genoma de Neuroséora.

3.2) BANCO DE DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) a RNA MENSAJERO
(RNAm) 3

En la condicién de crecimiento de la cepa
silvestre 74A de Neurospora en presencia de glutamato 5 mM como
unica fuente de nitrbgeno, se ha encontrado el nivel mas elevado
de actividad de una de las enzimas que nos interesa especial-

mente, la glutamino sintetasa (GS) (Vichido et al, 1978).

Por trabajos realizados por S4nchez et al
(1978), se determind que el nivel elevado de actividad especifi-~
ca de GS se correlaciona con un aumento en el RNAm especifico de

esta enzima, el cual se encuentra poliadenilado en su extremo 3'
OH (Palacios et al, 1977).

Como un enfoque para el aislamiento de una
secuencia espocifica de DNA conteniendo la informacién para la

sintesis de GS, a partir de esta secuencia, se abord6 la estra-

tegia de la clonacibn de la informacidn contenida en una pobla-
cidn heterogénea de RNAm polisomal poliadenilado, en forma de

cDNA. Los pasos metodolbgicos para este efecto se esquematizan

en la Fig. 5. El vehiculo de clonacibn as el pl&smido pBR322

cuyo mapa de restriccibn se presenta en la Fig. 6.

Este plfismido tiene un tamano de 4.3 Kb vy

posee los ganes que confieren resistencia a ampicilina (Apr) Yy
a tetraciclina (Tc¥).

Estos marcadores en c8lulas transformadas
con plismidons hibridos con fenotipo Apr Tcn, cumplen la doble

funcidn de indicar transformantes y posiblos recombinantes,
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respecti#qmente, Segﬁn lag caractoristicaa de este vehiculo al

ingertarse un fragmento de DNA en ol sitio Gnico de reconoci—
miento de HindIII, se inactiva el ¢ene que confiere resistencia

a tetraciclina al interrumpirse la continuidad de la regibn del
promotor,

El pléasmido fué digerido totalmente con HindIIX

y tratado con fosfatasa alcalina, previamente a la reaccibn de
ligasa.

El RNAm de Neurospora se obtuvo en las con-
diciones ya sefialadas. Una forma de asegurarse de la presencia

del RNAm especifico de GS y su cantidad relativa al n@mero de
proteinas de otros RNA mensajero de la mezcla (la cual se utilizb

como sustrato de la transcriptasa reversa para la sintesis de

cDNA). Se procedid a traducir en un sistema de traduccién in vitro

de reticulocito de conejo, esta mezcla de mensajeros.

En las Figs, 7a y 7b se muestran los geles de
electroforesis de proteinas traducidas in vitro, entre las cuales
se encuentra GS. El inmunoprecipitado especifico de GS de la

reaccifn de traduccibn se puede ver en la Fig. 7b. La sintesis
del cDNA se efectub comlo se ha sefialado,por el Dr. Rafael Palacios

en colabcracidn con el Dr. Francisco Bolfvar.

Para la clonacidn del cDNA se utilizaron en-
lazadores sintéticos (:oligonuclebtidos de 12 pb) conteniendo
el sitio de reconocimiento para HindlIl, estos DNAs fueron pre-
viamente marcados in vitro con ??P aen los extremos 5' con la
enzima cinasa y ATP-y-*?P como donador, con el fin de poder ras-
trear su unibn a DNA de alto peso molecular. Es¢os enlazadores
proveen las regiones complementarias para la formacibn de molé-
culas hibridas (Fig. 5); con ellas se transformb la cepa E.coli
RRI. El volumen completo de medio de transformacibn se espatuld

en cajas de medio completo de Luria con estreptomicina y ampicilina.




Después de incubar una noche a 37°C se ohtuvieron 976 colonias
con fénotipo sm” Apr (Smr es resistencia cromosomal de la recep-
tora RRI). Cada una de estas ge probd tanto en medio contenien-
do Sm Ap Tc. Las 246 colonias que resultaron fenotipo sm* Apr
Tcs, se consideraron como posibles recombinantes (clonas) cons~
tituyendo el 25.2% de las cé&lulas transformadas. En la Fig. 8
se muestran los resultados de esta seleccibn, nStese la ausencia
de crecimiento de las clonas en la caja con tetraciclina.

Es un requisito indisponsable determinar 1la
presencia de DNA clonado en el plésmido de las que se ticnen con

fenotipo de recomhinantes, por 1o que se semipurificé el DNA de
pl8smido de 15 clonas elegidas al azar para determinar qué pro-
porcibn de ellas presenta inserciones en la banda 1 producto de
la digestidn con HpalI. En la Fig. 6 se pucden ver el nlmero de
fragmentos>del PBR322 que resultan de digerir con la endonucleasa
HpaII. El sitio Gnico de HindIII est& incluido en la banda 1

de digestidn con Hpall y se escogid digerir con esta enzima, ya
que cualquier variacibn eh el peso molecular en esta banda indica

la presencia de DNA heterdlogo de manera clara. La Fig. 9 muestra

los resultados de los geles de prueba de poliacrilamida de plis-
midos semipuros de clonas digeridas con Hpall tefidas con EtBr y
visualizados con luz UV, comparados con el patrdn normal del
vehiculo pBR322 digerido con esta enzima. La observacidn de estos
patrones de restriccibn indica que las 15 clonas presentan cambios
notorios en la migracibn de la banda 1 en el gel. LO que sugiere
fuertemente la clonacién de cDNA de Neurospora.

Segfin el protocolo de clonacibn de cDNA, lo
esperado es que al digerir los plésmidos de cualquera de estas
clonas con la endonucleasa que reconoce el sitlo el cual se eli-
gi6 para clonur (iiindIII), es posible liberar el fragmento de
DNA heterdlogo si es que no se modificaron ostos sitios do reco-

nocimiento. Para probar 1o anterior, se puriticSé el DNA de
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plssmido de cinco clonas elegidas a paxtix de sus patrones de
restriccibn con HpaXl. ILos cinco pladsmidos hibridos se digirie-
ron con HindIIIl y solamente la C49 y la D29 liberaron un fragmen-

to de DNA de entre 550 a 600 pb y de 400 a 500 pb de tamafio, res-

pectivamente (Fig. 10). Las otras tres clonas solamente se 1li-

nearizaron (ruptura de un solo sitio en el plésmido) indic8ndose
la pérdida de un sitio deo reconocimiento para HindIII. Esto pro-
bablemente fué& debido a que se transformf con plésmidos hibridos

lineales con un solo sitio de HindIII, los cuales son ligados y
reparados en el interior de la célula.

3.3) CLONACION DE DNA DEL GENOMA DE NEUROSPORA CRASSA
EN EL BACTERIOFAGO A CARONTE 4

La estrategia de clonacién en el fago Caronte

4 (C~4) se presenta en la Fig. 1l. En los experimentos realiza-

dos en este trabajo se utiliz6 DNA del C-4 puro digerido con EcoRI

generando cuatro fragmentos correspondientes a los brazos izquier-

do y derecho y alos segmentos internos de la regifn reemplazable.

Por otro lado, se aisl6 DNA de la cepa Slime

de Neurospora crassa,
el cual se digiri6 parcialmente con la misma

enzima para obtener
una coleccibn aleatoria de fragmentos de aproximadamente 18 Kpb

de tamafio promedio, conteniendo extremos cohesivos de EcoRI para
clonaxr (Fig. 12).

Ambos genomas restringidos fueron mezclados

a distintas relaciones molares en presencia de ligasa T-4.

En
la Fig.

13 gse puede observar un cultivo con crecimiento confluente
de la cepa E. coli K12 receptora del C-4.

Asimismo, se ven las
placas de liuis producidas por fagos recombinantes independientes

depués de una reaccifn de encapsidacifn in vitro dependiente Qe
DNA viral exbgeno, a partir del genoma del C-4 hibrido (unido
a fragmentos de restricci6bn de DNA de Neurospora ¢ragsa) .

Los




44

resultados muastran que el mayor nGmexo de fagos recombinantes
se presentd en la relacifn 10 mdleé de fragmentos de genoma de
Neurospora'crassa mas 1 ﬁpl. de genoma de C-4 (Fig. 14), obte-
tiendose un titulo de 6X10° unidades formadoras de placa por
mililitro (ufp/ml) de reaccibn de encapsidacibén. En la relacifn

1 mol. de fragmentos de genoma de Neurogpora mas 1 mol. de genoma
de C~4 resultaron 2.4X10} ufp/ml.

Finalmente, en el cociente
molar 0/1 (Fig. 14), se sometid a encapsidacién in vitro

sola-
mente DNA del C-4 digerido totalmente con EcoRl y ligado en
condiciones idénticas a las anteriores en los que se usé DNA

de Neurospora. Esto indica que el vehiculo una vez digerido y

ligado consigomismo, no es capaz de dar partifculas infectivas

degpués de la encapsidacién. Y gue todos agquellos genomas de

C-4 (un brazo izgquierdo y un brazo derecho) a los cuales se les
afladi6 DNA heter6logo de un tamafio adecuado (8.2 a 22.2 Kpb) para

su encapsidacidn, lograron producir partficulas infectivas en el

sistema in vitro. Lo anterior se puede explicar on funcibn de

gque es menos probable que los segmentos internos se liguen con
ambos brazos, para regenerar un genoma completo de C-4 encapsi-

dable, a que un fragmento de DNA de Neurospora de tamafio adecuado
se ligue con un brazo izquierdo y uno derecho.

De estos experimentos fué posible propagar
en medio sblido y aislar un total de 1,300 recombinantes inde-
pendientes, las cuales represcntan aproximadamente el 10% del
genoma de Neurospora con una probabilidad de 0.99.

Con el objeto de detectar cambios en los pa-
trones de restriccibdn de estas clonas, como indicador de la pre-
sencia de DNA heterSlogo, el DNA de 7 de cllag escogidas al azar
se semipurificd y se digirif con ECORI.

En la Fig. 15, se pueden
observar dichos patrones de reatriccibn.

NOtese como existe un
cambio de migracibn de los fragmentos del DNA de las clonas (a-g),




con respecto al DNA del vehficulo C-4 (h) igualmente digerido con
EcORl. Ademis todos conservan las bandas que corresponden a
los brazos, indispensables para la viabilidad del fago.

Fueron elegidas otras clonas inicialmente al
azar y luego por sus patronas de restriccibn para demostrar por
hibridizacibn tipo Southern, la clonacifn de DNA de Neurospora
crassa. En las Figs. l6a y l6b se presentan los resultados de
cuatro de ellos. NGtese la comigracibn de las bandas en los ca-
rriles 1 y 2 en la parte superior delvqel (DNA correspondiente
al C~4) vy 1 y 4 en la parte inferior (DNA del genoma de Neuros-
pora crassa). No se detect6 hibridizacibén del DNA del C-4 con
ol genoma de Neurospora (Fié. l6c). Seqdn los resultados obte-
nidos, se cumplen las predicciones para clonas de DNA de Neuros-
pora crassa cuyo vehfculo sea el Caronte 4.

" E1l placer de la investigacidn

radica en la investigacidén misma,
pues jamds se sabe lo que dari -

como cosecha".

Theobald Smith (1893).
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4) CONCLUSIONES

Como ha sidy ya constatado en la introduccibn
es importante la construccibn de hancos de genes y su utiliza-

cibn como paso necesario en &) aislamiento de genes nativos es-
pecificos. La idea del desarrullo de esta metodologfa como un
enfoque para la purificacifén de los genes de enzimas involucra-
das en las vias de asimilacifn y distribucibn de nitrbgeno or-

glnico en Neurospora crassa, raesulta de sumo interés.

Ya que
complementa en gran medida lo#s estudios genéticos y biogquimicos

realizados por los grupos de invesﬁigaci&n involucrados. Abri-
rfa asimismo, nuevas perspectivas para el estudio molecular de-
tallado de la organizacibn y regulacidn de estos genes. Ast
pues paré alcanzar este objetivo, es indispensable la aplicacibn
de técnicas gque permitan la obtencibdn de bancos de genes como

un instrumento para el fraccionamiento en unidades discretas e
independientes, manipulacibn, enriquecimiento y amplificacibn

de segmentos de genomas complejos. Este trabajo describe las

estrategias seguidas para cumplir el primer objetivo para estu-
diar genes nativos, el cual consiste en el establecimiento de

tétnicas para la construccibén de bancos de genoma de Neurospora
crassa.

El banco de cDNA en pBR325 se caracteriz6
fenotipicamente y por patrones de restriccién (Figs. 8, 9 y 10).
Observando los resultados presentados en la Fig. 9. se puede
afirmar gque la totalidad de las quince clonas escogidas al azar,

muestran cambios en la migracibén de la banda #1, producto de

la digestifn con HpaIl. Este experimento exploratorio indica

que la gran mayorfa de las 246 clonas seleccionadas como Apr
Tc® poseen DNA hetérologo clonado.

Se obtuvieron dos bancos de genes nativos

de Neurogpora crassa. In el primero, se emplebd comc vehiculo
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de clonaci8n al plasmido pBR325 el cua) presenta insertos de un

tamafio aproximado y ligeramente menor al, del plésmido (Fig. 3)

cuyo tamaiio es de 5.4 Kb. Esto corresponde al tamafio de frag-

mentos de DNA que se clonaron digeridos totalmente con EcoRl (re-

conoce cada 4Kb promedio). El segundo banco, se hizo utilizando

el bacteriffago A Caronte 4 como vehfculo a partir de DNA de
Neurospora cragsa parcialmente digerido con EcoR1.

Con respecto a los8 resultados obtenidos al
someter el plfismido pBR325 o el fago Caronte 4 hibrido con un

inserto heterf8logo clonadc del genoma de Ncurospora crassa a hi-
bridizacibn contra la totalidad de este genoma fraccionado por
restriccibn, era de esperarse el apareamiento por homologfa de
la secuencia correspondiente al genoma clonado.

Asf pues se com-
prob6 el origen de la secuencia clonada por hibridizacién con

el DNA de Neurospora crassa.

Lo anterior demuestra la clonacifn
de DNA de Heurospora cn dichos vehiculos (Figs. 4, 6a, b, c).

Asf mismo, es predecible la observacién de
que los fragmentos heterbflogos restringidos completamente con

EcoRl y separados en un gel del DNA del fago A, comigran con
los segmentos del genoma de deurospora crassa digerido total -

mente con EcoRl e hibridizan con el DNA del fago hibrido. Esto
es claramente observable para las clonas de fagos analizados.
(Figs. 16, b). En estas figuras tambifin es de notarse que al
digerir totalmente el DNA de estos fagos hibridos con la endo-
nucleasa EcoRl, se observan varias bandas, lo cual apoya el hecho

de que el DNA clonado proviene de digestiones parciales con EcoRl.

Ademis, tomando en cuenta la sumatoria de ta-
mafios de los fraqmentos correspondientcs a DNA de Neurospora de
las clonas A, By C (15.3, 13.5 y 14.3 Kpb respectivamente), no

.exceden el limite que acepta el Caronte 4 para lograr una encap-
sidaciOn in vitro exitosa (8.3 a 22.2 Kpb).

L 154
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Actualmente en el laboratorio se estd traba-
jando en la obtencibn de bancos de genes en los Carontes 4 y 28,
de tal manera que 1ieguen a rxepresentar varias veces el genoma
de Neurospora.

Tambifn ae siguen diversos caminos para la
deteccibn de genes especfficos como el sistema de hibridizacifn-
traduccibén de RNA mensajero, y la hibridizacién heterBloga con
detectores radiactivos de otras especlcu.

"Ni el prestigio de tu objetivo
Yy el poder de tus instrumentos;
ni tu sabidurfa y precisidn sobre
tus proyectos, pueden substituir
a la originalidad de tu enfoque y

agudeza de tu obscrvacidn".

Hang Selye (1925).
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Pigs. 16a, b, c. Hibridizacibn tipo Southern de A de 4 clonas
(A, B, Cy D) de Caronte 4 camo vehfculo con DNA del gencma de
Neurospora crassa.
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7) LISTA DE ABREVIATURAS

ATP
dAATP
dTTP
RNA
RNAmM
tRNA
DNA
cDNA
pb
Kpb o Kb
uv
32P
ufp
c-4
GS
Ap
Sm
Tc

Bl
sda

Adenosina Trifogfato
Deoxiaderiosina Trifosfato
Decxitimidina Trifosfato
Acido Ribonucleiro

RNA Mensajrro

RNA de Trangferencia

Acido Desoxirribonucleico
DNA Ccmplemcontario a RNAm
Pares de BRases

Kilo Pares Qe Basgser o Kilobages
Luz Ultravioleta

Isontopo Radiactivo de Feosforo
inidades Pormadoras de Placa
Bacteriffago Caronte 4
Glutamino Sintetasa
Ampicilina

Estreptomicina

Tetraciclina

Cloramfenicol

Enfoque Tsoellctrico
Dodecil Sulfato de Sodio
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