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1) INTRODUCCION. 

1.1) GENERALIDADES. 

Las investigaciones del mecanismo molecular 

detallado de la regulación genica en procariotes ha requerido de 

un sistema de transcripción-traducción in vitro, en el cual es 

posible estudiar la forma de acción de las moléculas regulato-

ries (Dickson et al, 1978). 

Se han efectuado estudios in vivo en varios 

sistemas procarióticos que han permitido el actual conocimiento 

del mecanismo regulatorio de la expresión génica (Woo et a1,1977). 

Uno de los principales requerimientos para estos sistemas es una 

alta concentración 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 y a pequeños genomas virales. 

Con pocas excepciones, no ha sido posible 

purificar, empleando los métodos bioquímicos convencionales; ge-

nes estructurales originalmente presentes en una sola copia a 

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

grar lo anterior surge de la gran complejidad de estos genomas; 

un gene de mamífero llega a constituir una diezmillonésima parte 

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

que éste posee propiedades físicas y químicas idénticas al resto 

del DNA del genoma, no es posible aislarlo por métodos clásicos 

basados en estas propiedades (Woo et al, 1977). 

La necesidad de sistemas in vitro para el es-

tudio de la regulación de la expresión un cucariotes, ha llevado 

a establecer procedimientos de aislamiento de grandes cantidades 

de genes eucarióticos específicos. (Dicknon et al, 1978). El 



arreglo cromosomal de esos genes y las características de los 

secuencias-asociadas, se pueden analizar empleando técnicas para 

la construcción in vitro de moléculas de DNA recombinantes 

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

la amplificación de secuencias particulares de DNA, las cuales 

pueden constituir detectores de genes nativos por hibridización. 

Asimismo, es posible obtener por medio de esta tecnología sufi-

ciente material para la secuenciación de fragmentos específicos 

de DNA (genes). Las moléculas recombinantes pueden ser emplea-

das para el análisis del control do la expresión de genes cuca-

riotes en sistemas procarióticos (Tilghman et al, 1977). 

El descubrimiento de un conjunto de enzimas 

llamadas endonucleasas de restricción, el conocimiento de ele-

mentos genéticos extracromosomales (plásmidos y bacteriófagos) 

y el desarrollo de técnicas de hibridización de ácidos nucleicos 

han permitido el aislamiento y caracterización de secuencias de 

DNA de los más diversos orígenes. De esta forma, el análisis del 

genoma y el aislamiento y caracterización de fragmentos especí-

ficos de DNA, han surgido como un importante complemento de los 

estudios de genética clásica de mapeo por mutaciones y cruzas ge-

néticas, La perspectiva del uso del DNA recombinante para clonar 

un segmento dado del genoma eucariote, ofrece un medio para el 

conocimiento de la estructura génica y su función. 

A continuación se describirán en una forma que 

no pretende ser exhaustiva, los diversos elementos constitutivos 

de la metodología de recombinación in vitro de ácidos nucleicos, 

para efecto de contextualizar el trabajo experimental 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 pór extensión de "CLONA CELULAR". Una clona es una pobla-
ción celular que desciende de una sola por divisiones asexuales 
sucesivas. Cuando se inocula en medio do cultivo sólido un nG-
mero determinado de células con plásmido o células y fagos, se 
puede observar, después de algunas horas de incubación, el cre-
cimiento do colonias discretas (en el caso de plásmido), o pla-
cas de lisie (en el caso del fago N como vehículo de donación). 
Cada una de ellas representa una clona o una molécula donada. 
La recombinación in vitro de ácidos nucleicos es la metodología 
que permite la generación de fragmentos de DNA, así 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, organización y regulación del genoma. Dos o más 
fragmentos de DNA son unidos in vitro enzimáticamente; uno de 

los fragmentos llamado vehículo de donación, es capaz de repli-
carse en una célula huésped, y el otro segmento o fragmento do-

nado es pasivamente replicado por el vehículo. Cualquier segmen-
to de DNA no importando su origen, puedo ser en principio, clo-
nado (Bolívar, 1979). 

Existen varios componentes técnicos de la me-
todología de la recombinación in vitro que finalmente permiten 
la inserción de fragmentos de DNA de cualquier origen a replico-

nes (moléculas virales o plésmidos) y su recuperación como ele-
mentos replicativos en bacterias (Boyer et al, 1977). 

Estos componentes son; 

1-2.1) La disección de moléculas de DNA de interés con 

endonucleanas de restricción y rompimiento por métodos físicos; 

generación de fragmentos de DNA para donar. 



1.2.2) La unión de fragmentos de DNA a un vehículo de 

donación apropiado, unaplasmido o un fago con polinucleótido 

ligasa del fago T-4, ligasa de E. coli. 

1.2.3) y 1.2.4) La transformación de células y la se-

lección de bacterias conteniendo pltamidos, o bien la encapulda-

ción in vitro del DNA viral recombinante y detección de placas 

de lisis. 

1.2.5) La identificación y caracterización de frag-

mentos de DNA donado. 

A continuación, cada uno de estos puntos se 

examinará con cierto detalle: 

1.2.1) GENERACION DE FRAGMENTOS DE DNA PARA CLONAR: 

Existen cuatro alternativas para la generación 

de fragmentos de DNA: 

a) Si se conoce la secuencia nucleotidica de la región, 

se puede sintetizar una molécula de DNA doble cadena de secuencia 

idéntica a partir de los cuatro desoxirribonucleótidos trifosfa-

tados. 

b) Teniendo puro o enriquecido n1 RNA mensajero que 

corresponde a la región de interés, es factible obtener una copia 

de doble hélice de DNA mediante el uso de la transcriptasa re-

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

go retirar el RNA por hidrólisis alcalina; ea posible a continua-

ción, sintetizar la doble hélice mediante el uno de la misma en-

zima o de la DNA polimerasa. 



c) El rompimiento mecánico controlado de DNA produce 

una variedad de fragmentos que llevan partes de la región a ele-
narse, incluyendo fragmentos que llevan toda la región. Este 
método es particularmente útil para generar fragmentos 10 Kpb. 

d) El uso de endonucleaeas de restricción permite la 
obtención de fragmentos de DNA que son clonables. Si existiera 
un sitio de restricción para una determinada endonucleasa dentro 

del fragmento de DNA de interés a elonar, es posible obtenerlo 
no fragmentado mediante una digestión parcial. Si no existe el 
sitio, una digestión completa generaría el fragmento completo. 
Este método es el más usado para generar segmentos de DNA para 

clonar (Bolívar, 1979). 

1.2.2) ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION Y L1GASA DE T-4. 

Una de las limitantes que han existido para 
el estudio del genoma ha sido su enorme tamaño. A partir del 
descubrimiento de Smith y Wilcox (1970), de una enzima que hidro-

lizaba el DNA reconociendo una secuencia específica, la búsqueda 
de enzimas similares ha resultado en la identificación de una 
gran cantidad do endoñucleasas de restricción que dan un fraccio-

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

Las endonucleasas de restricción del tipo 2 
cortan el DNA en una secuencia específica bien definida que con-
siste en un palíndromo de cuatro a seis pb. Tales sitios se 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, varia de acuerdo al número de nucle6tidos re-

conocidos. Así, el tamaño promedio de los fragmentos generados 
por una endonucleasa os mayor para aquellas que reconocen 6 pares 
de bases (461.14096 pb) que para aquellas que reconocen 5 (4 5$.1024 pb) 



y para las que reconocen 4 (4'1 =256 pb). Sin embargo, la distri-
bución de estos sitios depende de la endonucleasa de restricción 
y de la composición de bases del DNA a digerir, de esta manera, 
se usan enzimas de restricción que reconocen 4 pb fundamental-
mente para el mapeo físico fino, y las que reconocen 6 pb para 
el fraccionamiento de'genomas y/o para generar sitios en donde 
se pueden insertar secuencias en los vehículos de donación. 
Por ejemplo, la enzima EcoR1 reconoce ltueecuencia GIAATTC, pro-
duciendo los extremos de cadena sencilla AATT con un grupo fos-

fato en la posición 5'. Estos extremos reciben el nombre de co-
hesivos, son complementarios e idénticos en todos los fragmentos 
de DNA generados por una misma endonucleasa. 

La enzima polinuclebtido ligase de DNA, codi-
ficada por el bacteribfago T-4, tiene la capacidad de formar la 
unión covalente entre un extremo fosfato 5' y un hidroxilo 3', 
con la consecuente hidrólisis de ATP como fuente de energía. 
Esta enzima es capaz de ligar o unir DNA de diferentes orígenes 
en forma covalente, formando moléculas híbridas o quimeras. Una 
característica importante de esta enzima es que puede unir tanto 
fragmentos con extremos cohesivos como fragmentos con extremos 

rasos, sin que en este último caso intervenga el apareamiento de 
bases (Bolívar, 1979). 

1.2.3) TRANSFORMACION CON PLABM3DOS. 

Los fragmentos de DNA unidos in vitro se ais-

lan y amplifican a partir de una mezcla heterog6nea de recombi-

nantes producidos en una reacción de ligase. Para ello se cons-

truyen plásmidos o fagos recombinantes ya que ambos son capaces 

de replicarse y expresar un fenotipo en un organismo huésped. 
Un el caso da plésmidos, la donación se efectúa por la intro-
ducción y estabilización de las moléculas recombinentos en células 



huésped, de tal forma que una célula particular recibe cuando más 
una sola molécula recombinante. Los plesmidos se replican den-
tro de cada célula y las diversas clonas se reconocen individual-
mente a través de su fenotipo (Ver sección 1.3.1 sobre plesmidos 
como vehículos de donación). El método para transformar un or-
ganismo huésped utilizando DNA recombinante este determinado por 
la identidad del organismo. La bacteria Escherichia coli es 
capaz de ser transformada después de haber sido tratada con CaCl2  
aún cuando solamente una subpoblación de un cultivo dado pueda 
volverse competente. Generalmente se puedo lograr un aumento en 

la eficiencia de transformación de E. cola por medio do ciertas 
mutaciones cromosomales que disminuyen la degradación de DNA 
(Bolívar, 1979). 

1.2.4) ENCAPSIDACION DE GENOMA VITAL. 

Con la tecnología del DNA recombinante, se 

pueden insertar fragmentos de DNA heteróiogo de modo eficiente 

en vectores adecuados del bacteriófago X (Ver sección 1.3.2 sobre 
fagos X como vehículos de donación). 	Sin embargo, el proceso 
de lograr que este DNA se replique y se encapside en partícúlas 

fegicas ha sido muy poco efectivo. Tomando en cuenta que teóri-
camente el rendimiento podría ser cerca de 2X1014  unidades for-
madores de placa (ufp) por microgrnmo de DNA de X silvestre, los 
valores típicos del método normalmente usado de transfección con 
CaCl2 son de 10" a 104  ufp por microgramo de DNA de X. Mediante 
el desarrollo de una nueva metodología (Becher y Gold, 1975; 

Blattner et al, 1977; Enquist y Sternberg, 1979), se ha podido 
lograr un aumento sustancial en le eficiencia de maduración de 

DNA de X, empleando precursores de X parcialmente ensamblados 
para oncapsidar in vitro el DNA recombinante en partículas fagicas 
formadores de placa. Se obtienen comunmente, por este procedi-
miento do empacamiento 107  - 100  ufp por microgramo de DNA de X 
sin digerir. 
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Las funciones requeridas para el ensamblo de 

Partículas en el tubo de ensayo las proveen lisÓgenos de X espe-

cialmente construidos, los cuales sintetizan componentes para 

encapsidación de DNA cuando son termoinducidos (Enquist y Stonberg, 

1979). Se preparan dos tipos de extractos celulares de estos 

lisógenos: un extracto se prepara por, lisio a través de congo-

lar-desmongelar y tratamiento con lisozima, y el otro extracto 

se sonica para romper las células concentradas. Se requiere 

además de la adición de proteína A, parcialmente pura obtenida 

de un lisógeno inducido que posee un profago defectuoso X gal, 
como paso final en el procedimiento de encapsidación. Esta pro-

teína funciona durante el empacamiento del DNA de X en la procáp-

sido (Beckér y Gold, 1975; 1978). Lo anterior se hace con el 

objeto de que proceso de encapsidación sea secuencial y contro-

lado, teniendo finalmente una mezcla de extractos y proteínas 

que se complementan y junto con el DNA resultan en Pagos viables. 

Los lisógenos empleados para la preparación de estos extractos 

contienen las siguientes mutaciones de huónped y profago, 

(Enquist y Sternberg, 1979): 

1) Mutación sin sentido (amber) en el gene de la pro-

teína A de la cápside (cepa NS 428). 

2) Mutación Sam7; en la ausencia de productos del gene 

fágico S, los lisógenos inducidos no pueden lisar espontáneamen-

te, el DNA del fago continúa replicándose y los productos intra-

celulares del fago siguen acumulándose por 2 a 3 horas mas allá 

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

cha de células completamente inducidas todavía intactas y con-

centrarlas para la preparación de extractos activos en encapsi-

dación. 

3) La deleción b2; esta delación incluye el Xatt del 

genoma del fago, y por tanto daña el sitio dn recombinación 



integrativa y evita la escisión del profago después de inducción. 

El profago Xb2 inducido se encuentra atrapado en el cromosoma 

de E.coli y aunque ocurran muchos ciclos de replicación del DNA 

del fago éste no se puede encapsidar en partículas infectivas y 

los extractos de ensamble no contienen fuente endógena de DNA 

encapsidable. Bajo estas condiciones, solamente el DNA exógeno 

se encuentra disponible para encapsidarse in vitro. 

4) La mutación recA en el huésped y la red3 en el fago; 

estas dos mutaciones inactivan eficientemente los principales 

sistemas de recombinación presentes en los extractos de encapsi-

dación. Fué necesario evitar la recombinación, porque el hecho 

de añadir DNA exógeno a extractos rec+ red+ resultaba en la pro-

ducción de un nivel bajo de marcadores portados por el fago pre-

sentes tanto en el DNA endógeno como en el exógeno. 

1.2.5) IDENTIFICACTON Y CARACTERIZACION DE FRAGMENTOS 

DE DNA CLONADOS. 

Una vez que se ha incorporado un segmento de 

DNA a un pléamido o a una variante del fago X y que este DNA se 

ha replicado, el siguiente paso es la aplicación de métodos de 

identificación y caracterización de fragmentos de DNA clonado. 

Estos métodos se dividen, primero: on métodos de detección fí-

sica del fragmento de DNA clonado y de su caracterización por 

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

dirigidos al estudio de la expresión de productos funcionales 

del DNA clonado y/o de genes de origen sintético constituidos 

por operones híbridos conteniendo DNA rocombinante; y tercero: 

métodos basados en la determinación inmunológica de proteínas y 

polipéptidos de productos génicos específicos de traducción. 

9 



1.2.5.1) METODOS DE DETECCION ELECTROFORETICO Y DE 

HOMOLOGIA. 

Cuando un DNA se somete a la acción de una 

endonucleasa de restricción, se fracciona mediante su diferencia 

én migración electroforótica en geles de agarosa o poliacrilami-

da. De esta forma se puede observar un patrón definido debido 

al acomodo de los fragmentos do acuerdo 4 su peso molecular. 

Este resultado se conoce como patrón de restricción y en útil 

para comparar fragmentos, purificarlos y caracterizarlos mediante 

la localización relativa de los sitios do reconocimiento por en-

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

clonado en un Vehículo, se puede comparar, el patrón de restric-

ción de éste con el patrón de restricción que daría el DNA del 

vehículo solo. Esta es una forma de ver físicamente los cambios 

de patrones én DNA de clonas y saber cuales fragmentos son muy 

probablemente heterólogos. 

La determinación del origen y caracterización 

por homología del DNA clonado se puede realizar por medio de en-

sayos de hibridización tipo Southern (Southern, 1975). Por este 

método se pueden transferir digestiones totales de DNA, obteni-

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

agarosa a una membrana de nitrocelulosa. Este DNA es sometido 

a hibridización con un detector radiactivo especifico, que pueda 

contener un DNA clonado, el cual hibridiznré dependiendo de la 

severidad de las condiciones de reacción de hibridización y de 

la homología entre las secuencias. En el caso de células porta-

doras de plásmidos híbridos, se fijan a membranas de nitrocelulo-

sa y se someten a condiciones que lisan las células y desnatura-

lizan su DNA. El detector marcado radiactivamente se hace pasar 

por estas membranas y después de lavar la marca libre, se detecta 

por autorradlografia en qué sitio se asoció especificamente, lo-

calizando así la colonia que contiene una necuencia que hibridiza 
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con el detector (Grunatein y Hogness, 1975). 

1.2.5.2) METODOO DIRIGIDOS A LA EXPRESION DEL DNA 

CLONADO. 

¿Puede ser el DNA de eucariotes transcrito y 

Subsecuentemente traducido en E.coli con la fidelidad suficien-

temente como para producir una proteína funcional de origen eu-

cario te? 

La expresidn de genes eucariéticos en proca- 

riotes es un campo en el cual es difícil generalizar. 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 como en los reportes de Struhl et 

1976; 1977, en los que se describe el funcionamiento de algunos 
genes de levadura en la biosíntesis de histidina y leucina en 

E.coli. También evidencia positiva al respecto es la clonacién 

de segmentos de DNA de levadura y el hallazgo de un fragmento que 

lleva el gene estructural de la enzima imidazol-glicerofosfáto 

deshidratara (his3), el cual es transcrito y traducido en E.coli 

con la fidelidad necesaria para generar una enzima funcional. 

Tal es el caso de un plásmido recombinante que contiene DNA de 

la levadura Kluyveromyces lactas que complementa a una cepa de 

E.coli, la cual contiene una delecién en el gene de la 0-galacto-

sidasa. Evidencia bioquímica e inmunológica indica que esta en-
zima fué sintetizada en células que poseen plásmidos recombinan-

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

racterísticas de un plésmido pBR322 con DNA de Neurospora crassa  

que complementa una cepa mutante aroD de E. coli. Las cepas 

transformadas contienen ahora actividad de 5 deshidroquinato hi-

drolasa, enzima que ha sido demostrada bioquímica e inmunol6gica-
mente idéntica a la de Neurospora crasas. Miller et nl, 1977, 
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han estudiado el grado al cual E.coli puede sintetizar RNA y 
proteína de tres fragmentos de DNA clonado de Drosophila melano-
gaster. Estos fragmentos insertados en plásmidos en E.coli sin-
tetizan RNA de Drosophila. También se observaron ocasionalmente 
polipéptidos cuya síntesis pudo haber sido dirigida por las se-
cuencias de DNA de Drosophila. También por medio de estas téc-
nicas, ha sido clonada y aislada la secuencia de DNA que codifi-
ca para la subunidad grande de la enzima ribulosa-1,5 bifosfato 
carboxilasa de Chlamidomonas reinhardi (Gelvin et al, 1977). 

Es posible que los elementos regulatorios de 
la transcripción y de la traducción tanto para la iniciación 
como la terminación defieran en procariotes y en eucariotes. 
Así pues, un gene eucariote pudiera no transcribirse en un pro-
cariote por la falta de un promotor adecuado; si se transcribiera 
podría no traducirse por la ausencia de un codón de iniciación 
o determinación o por la falta de procesamiento del mRNA, y si 
se tradujera, pudiera dar lugar a una proteína no funcional por 
la carencia de procesamiento o modificaciones en la proteína 
después de la traducción. Este parece ser el caso de por lo me-

nos algunos genes eucarióticos 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-

matices específicos y en un orden determinado, antes de ser tra-
ducidos (Abelson, 1979). En poco probable que los procariotes, 

en los cuales no se ha descrito la presencia de intrones, tengan 
mecanismos similares a los de eucariotes para retirar estas se-

cuencias. Así pues, este tipo de genes con secuencias interven-
tivas no podrían ser traducidos en procariotes. Sin embargo, 
no todos los genes eucariotes tienen intrones y ea posible pensar 
en promotores de origen procariote que puedan ser facilmento aco-

plados a genes do eucariotes, aún cuando la estructura de sitios 



de unión a ribosomas eucarifticos podría ser mas compleja 
(Bolívar, 1979). 

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

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

nación inmunológica de los productos de traducción de genes do-
nados producidos en E.coli (Anderson et al, 1979; Clarke et al, 
1979; Erlich et al, 1979). La selección inmunol6gica represen-
ta un medio valioso cuando no es posible el uso de técnicas de 
detección que dependen de hibridizaci6n de ácidos nucleicos por 
no existir el detector adecuado; o bien que no existe una expre-
sión funcional de la proteína del gene eucariótico donado, o 
que esta proteína no puede complementar una mutante bacteriana. 
Por otro lado, el análisis inmunol6gico permite detectar las 

condiciones que permitirán la transcripción y traducción de una 
secuencia de DNA eucari6tico. 

No es lo esperado que genes eucari6ticos sean 
precisamente expresados en bacterias, aunque muchas clonas euca-
rióticas pueden llevar insertos conteniendo la secuencia estruc-

tural del gene. En algunos casos la actividad biológica de un 
producto génico codificado por los fragmentos de DNA donados 

se pueden usar para la selección fenotipica directa de clonas, 

en las cuales la secuencia específica de DNA es expresada como 
proteína funcional. Además, el número total de genes eucarióti-

cos para los cuales podrían ser eventualmente desarrollados en-
sayos de complementación es relativamente pequeño. 

El ensayo en general, está basado en el reco-
nocimiento de determinantes antigénicos mediado por anticuerpos. 

13 
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Este enfoque requiere que los determinantes se encuentren en los 

polipéptidos en vez de en las cadenas de carbohidratos adiciona-

les que pudiera contener. 

Tal inmunoensayo es capaz de detectar produc-

tos de traducción incompleta as/ como proteínas que no son fácil-

mente detectablea por su función. Ademas proteínas incapaces de 

funcionar en un medio ambiente celular bacteriano podrían ser 

detectadas, ya que se esperaría que conservaran sus sitios inmu-

nologicamente reactivos. 

El primer procedimiento desarrollado para la 

selección inmunológica fue el inmunoensayo in situ (Skalka y 

Shapiro, 1976; Sansey et al, 1976). Tal método consiste en que 

fagos recombinantes o E.coli conteniendo planmidos recombinantes, 

se crecen en cajas de agar que contienen antisuero producido 

contra la proteína de interés codificada por el gene clonado. 

El fago o la E.coli que expresa los determinantes antigénicos de 
la proteína son detectados por la aparición de reacciones de 

inmunoprecipitina o una amplificación de reacciones de inmunopre-

cipitina en el tjar. Este método es bastante sensible; empleando 

la 8-galactosidesa E.coli como modelo de antígeno se pueden detec-

tar al nivel no inducido, de 10 a 20 moléculas por célula (Anderson 

et al, 1979). Recientemente se han desarrollado otros procedi-

mientos que utilizan anticuerpo radioiodinado (Clarke et al, 1979), 

o proteína A radioiodinada de Staphylococcus aureus y tienen la 

capacidad teórica de detectar una molécula de antígeno por célula 

de E.coli. Este último método consiste en un radioinmunoensayo 

indirecto de fase sólida; esto permite la detección de antígenos 

en medios de cultivo líquidos o in situ en placas de lisis de fa-

gos recombinantes y colonias bacterianas, Además, este procedi-

miento es capaz de identificar antígenos en geles de poliacrila-

mida, haciendo posible la caracterización electroforética de pro-

ductos de traducción de fragmentos de DNA heterólogo clonado en 
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plásmidos o gagos. Este ensayo se ha usado para identificar y 
caracterizar electrogoréticamente el antígeno de la dihidrOgolato 
reductasa de ratón en células de E.coli conteniendo•el plánmido 
quimérico que codifica para esta enzima. La presencia del an-
tígeno de la histona H2B 4e erizo de mar, en bacterias con plás-
midos quiméricos codificando para esta proteína, también hn sido 
detectada de esta forma (Erlich et al, 1979). 

1.3.) VEHICUL09 DE CLONACION. 

La tecnología para la donación molecular de 
fragmentos de DNA tiene su origen conceptual en el modelo del 

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

a) Una región en la molécula de DNA que constituye el 
origen de replicación del DNA, el cual puede ser reconocido por 
una o varias proteínas. 

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

las proteínas que interactüan con el origen y participan en la 
replicación. 

c) Una región en la misma molécula de DNA que contiene 
cualquier fragmento de DNA insertado o recombinado en tal molé-

cula (DNA heterólogo o pasajero), que no perturbe ninguna fun-
ción, puede replicarse como parte de y bajo el control de repli-
cación inherente a esa molécula. 

Por muchos años los geneticistas han empleado mecanis-
mos de recombinación in vivo para transferir y manipular fray-

Mentos de DNA de un replicón a otro, lo cual habitualmente sirve 
como purificación de varias regiones de un genoma mas complejo. 

gn pocos años las técnicas de recombinación in vitro de fragmentos 



de DNA han expandido este procedimiento para extenderlo man allá 
de las barreras biológicas ordinarias (Boyer et al, 1977). 

1.3.1) PLASM1DOS. 

La mayor parte de los experimentos de clona-
ción utilizan a E. coli como huésped. Los vectores empleados 

en estos experimentos son plásmidos o derivados del bacteriófa-

go X especialmente construidos en el laboratorio. Ambos vehí-
culos se pueden emplear para obtener grandes cantidades de seg-
mentos de DNA clonado. 

Los plásmidos son moléculas de DNA circula-

res extracromosomales de replicacian autónoma y han sido amplia-
mente usados como vectores de clonaci6n. Dos clases de plásmi-
dos son los que se han empleado. Estas clases se distinguen por 
su forma de replicaci6n: la forma restringida (generalmente estos 
plásmidos están presentes en un número bajo de copias), como en 
el caso del plásmido pSC101; o la forma relajada (estos se en-
cuentran presentes en muchas copias por célula), como el plásmi-
do ColEl. Este último puede replicarse bajo ciertas condiciones 

de represión de replicaci6n de DNA cromosomal, tal como la inhi-
bición de la síntesis de proteínas por tratamiento con cloramfe-
nicol o espectinomicina (Bolívar, 1979). 

Los plásmidos pueden ser facilmente purifica-

dos mediante el uso de gradientes de densidad de cloruro de cesio 
dada su configuración en círculo covalentemente cerrado y super-

enrrollado. Algunas de las carácterísticas de los plásmidos que 
hacen conveniente su uso son (Bolívar, 1978; Helinski et al, 
1977): 

1) Fáciles de trabajar para manipulación genática. 

16 



2) Fáciles de purificar. 

3) Pueden ser unidos a DNA heter6logo, el cual so re-
plica junto con el plésmido. 

4) Los plasmidos híbridos generados in vitro son féci-; 
les de introducir dentro de una bacteria. 

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 genéticos que sirven como marca-
dores ya que contienen información para resistencia a antibióti-
cos, producción de colicina y de enterotoxinas. 

8) Pueden ser relajados, (meltiples copias por célula), 

derivados del pColEl, los cuales permiten la obtención de gran 
cantidad de DNA recombinante; y restringidos (unas cuantas copias 
por célula), derivados del pSC101, los cuales son utilizados 
cuando los productos codificados por el plésmido son dañinos a 
la célula huésped en grandes cantidades. 

9) Propiedades de incompatibilidad entre grupos de 
plasmidos (no todos los plasmidos pueden coexistir con otros en 
la misma célula), lo cual favorece la transformación de una cé-

lula por un solo plésmido híbrido. 

10) Presentan secuencias regulatorias procari6ticas 
que promueven un alto grado de expresión de DNA heterólogo clo-
nado. 
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Los plásmidos empleados en donación en el 
presente trabajo experimental fueron el pBR322 (Bolívar et al, 
1977) y el pBR325 (Bolívar et al, 1978). Estos reunen caracte-
rísticas que los hacen muy Otiles como vehículos (Boyer et al, 
1977; Helinski et al, 1977); como las siguientes: 

1) Tamaño pequeño lo cual facilita la caracterización 
del DNA donado y permite mayor tamaño del DNA pasajero. Los 
plásmidos contienen relativamente poco material prescindible 
para su replicación y la expresión de sus genes de resitencia. 

2) No autotransferible y dificilmente movilizables por 
otros plásmidos. 

3) Son amplificables en presencia de cloramfenicol o 
espectinomicina, obteniéndose un flamero alrededor (ce. 2000 copias) 
de 100 veces mayor a la cantidad de plásmido normalmente presen-

te por calula. 

4) Sitios dnicos para varias endonucleasas de restric-
ción dentro de cada uno de los genes de resistencia a antibióti-

cos. 

1.3.1.1) ESTRATEGIA DE CLONACION EN PLASMIDOS. 

1) El plásmido se le hace un corte con una endonuclea-
sa de restricción en una región que no lleve un gene indispensa-

ble para su replidación y mantenimiento. 

2) El DNA heterólogo se fracciona específicamente o al 

azar. 

3) El plásmido y el DNA heterólogo son covalentemonte 
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enlazados con la enzima polinucleótido ligase de T-4 (ligand). 

4) La mezcla de DNA se agrega a células lavadas con 
CaC12 para transformarlas. 

5) Si un DNA recombinado in vitro no ha sido covalen-
temente unido, los sistemas enzimaticon de la bacteria pueden 
repararlo y ligarlo. El mecanismo de replicación del plásmido 

asegura en ente momento el mantenimiento de sí mismo y del DNA 
extraño integrado. 

6) Se pueden aplicar presiones selectivas con el ob-
jeto de enriquecer la población bacteriana para aquellas células 
que lleven plásmidos (tratamiento con antibióticos), y se inicia 
la búsqueda o selección de una clona deseada en particular. 

Los eventos de clonación producen dos efectos 
de suma importancia. El primero de ellos es la purificación del 
fragmento de DNA heterólogo clonado. Al ser introducido con el 
vector a una célula, todos sus descendientes llevan'sólo un tipo 
de plásmido. Si se purifica el DNA del plásmido contenido en 
las células descendientes de una sola colonia después de un even-

to de transformación, se tendrá solo un tipo de molécula. Por 
otra parte, la secuencia clonada se puede purificar a partir del 
plásmido híbrido en cantidades de miligramos. Esto permite su 

caracterización hasta el nivel de secuencia nucleotídica y su 
uso para la detección de secuencias homólogas a ella. 

Después 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 plásmido provenien-
te de la mezcla de DNA con que se transformó. La relación de 
colonias que Contienen plásmidos y la búsqueda de aquellas que 



20 

contienen plasmides recombinantes suele ser sencilla si se cuen-

ta con un vehículo apropiado. Por ejemplo, si el vector contie-

ne dos genes que confieren resistencia a un antibiótico diferen-

te cada uno, estos pueden usarse, respectivamente: 

a) Para seleccionar células transformadas, colocando 

el cultivo que fué transformado en un medio sólido que contenga 

uno de los antibióticos (el gene que confiere resistencia a este 

antibiótico debe permanecer intacto durante la manipulación 

in vitro del DNA).. 

b) Para simplificar la búsqueda entre las células ya 

seleccionadas de aquellas que contienen plasmidos híbridos, se 

puede insertar el DNA heter8logo en un sitio que inactive el ge-

ne que confiere resistencia al otro antibiótico, de esta manera 

es posible diferenciar las células que llevan material híbrido 

o células recombinantes (resistentes a un antibiótico) y las 

que solo llevan el vector o células transformantes (resistentes 

a los dos antibióticos). 

Las colonias que portan plásmidos híbridos 

son analizadas por las técnicas anteriormente explicadas para 

identificación y caracterización de fragmentos de DNA clonade. 

1.,3.2) BACTERIOFAGOS X CARONTES. 

Puede decirse que los bacteriófagos trans-

ductantes fueron los primeros vehículos moleculares, puesto que 

consisten de un replicón (fragmento de genoma viral) unido a un 

DNA heterólogo (fragmento de cromosoma bacteriano). 

El genoma del bacteriófago X esta organizado 

de tal forma que su tercio central (la región reemplazable Fig.l) 



contiene ganes dispensables para el crecimiento lítico. Con el 
fin de ser empleados como vehículos de donación (eliminando los 
sitios de restricción en regiones indispensables para la viabi-
lidad del fago, entre otras ventajas, como se verá mas adelante), 
se han obtenido 30 derivados del fago X silvestre por cruzas, 
sustituciones, inserciones y delecciones. 

Blattner y colaboradores (Blattner et al, 1977; 
Williams y Blattner, 1979), han construido una colección de estos 
derivados del fago X llamados Carontes. Las estructuras de los 
Carontes han sido ampliamente estudiadas por pruebas genéticas, 
mapeo por hetorodüplexes en el microscopio electrónico y el aná-
lisis por electroforesis en geles de los fragmentoa generados 
empleando endonucleasas de restricción. 

Los lugares de reconocimiento de la enzima 
de restricción EcoRl, permiten retirar una región que representa 
cerca del 40% (aproximadamente 20 Kpb) del genoma total del Ca-
ronte 4. Posteriormente se inserta, por medio de la enzima li-

gase de T-4, un fragmento de DNA heterólogo 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-
ción de placas de lisis provenientes de donas vírales contenien-

do DNA recombinante. Utilizando DNA heterólogo fuera de este 
rango resulta en moléculas demasiado grandes o pequeñas para po-
der ser encapsidadas in vitro. El DNA pasajero debe de contener 

extremos cohesivos complementarios a los del DNA del fago vector. 

El Caronte 4 se escogió para los experimentos 

de donación descritos aquí. 

1.3.2.1) TACTICAS PARA UTILIZACION DEL PAGO X CON SE-

GURIDAD BIOLOGICA. 
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El fago X se puede replicar en forma lítica 

o como un residente permanente de una bacteria en forma de plás-

mido o lisógeno. Mediante la expresión de genes tardíos, puede 

lisar la célula depués de generar un progenie de ca.100 fagos 

por bacteria. infectada. El Caronte 4 actda como vehículo de 

donación al replicarse en una fase lítica. Si este crecimiento 

lítico se realiza en un medio ambiente natural, es probable que 

el fago X o sus derivados tengan una capacidad de sobrevivoncia 

muy limitada. Para crecimiento eficiente, el fago X requiere 

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 clínicos, fuá capaz de producir placas de lisis con 

Xvir (virulento). Además, el fago solo puede infectar E. coli K12. 

De esta manera, el DNA recombinante puede perpetuarse unicamente 

en condiciones controladas de laboratorio. 

Al construir derivados de X utilizables como 

vehículos de donación se ha buscado: desarrollar fagos en los 

cuales el mecanismo lltico se mantenga, mientras que las capaci-

dades de formar plásmido o lisógeno queden bloqueadas, esto per-

mite una replicación del DNA recom4inante; introducir mutaciones 

ambar que limiten el huésped a E.coli Kl2Su+  y aumentar el cre-

cimiento del vector en el huésped de laboratorio que normalmente 

se usa para propagación y así poder emplear volámenes reducidos 

de cultivo. 

Algunas características del fago Caronte 4 

que le permite ser vector de donación son: 

a) Delección de la región de inmunidad; esto elimina 

una región que codifica para el represor del fago. Sin este 

gene, el estado lisogénico no se puede mantener y las células 

infectadas son lisadas eficientemente. Además el Caronte 4 ha 

perdido el gene int y el sitio att. 
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b) Genotipo N+; las clonas formadas en el Caronte 4 
son silvestres para el gene N del fago, lo cual permite una ex-
presión mayor de los genes tardíos y por tanto la multiplicación 

del fago. El producto de N actúa antiterminando la transcrip-
ción en tRl y tR2 permitiendo la expresión de genes que promue-
ven la replicaci8n activa del Pago (O y P), de los genes que 
incrementan la expresión de las funciones líticas (S y R) y de 
los genes que forman la cápside e intervienen en la encapsida-
ción del DNA. 

c) DeleciÓn nin5; ésta incluye el sitio de terminación 
tR2. Esto permite la expresión de las funciones líticas S y R 
y los genes estructurales A-J eón en bajas concentraciones del 
producto de N. Consecuentemente, reduce la probabilidad de la 
formación de un plásmido estable por la consiguiente lisia ce-
lular. 

d) Mutaciones ambar; debido a la presencia de mutacio-
nes ambar, los Lagos Caronte tienen un rango restringido de hués-
ped ya que requieren de un tRNA supresor para la síntesis de dos 
proteínas competentes de la cápside (A y B). Los fagos que 
tiene mutaciones ambar en estos genes se les añade el sufijo "A" 
(por amber) a su designación. Esto debe ser provisto por el ge-
ne del huésped bacteriano Su+  empleado para la propagación en 
el laboratorio. Las células supresores son muy raras en la na-
turaleza. 

e) Restricción-modificación; el Caronte 4 se puede pro-
pagar en una bacteria sin sistema de modificación, lo cual provee 
de una -.barrera adicional para el crecimiento litio° en cepas 

bacterianas conteniendo un sistema de restricci6n. 

El carente 4 ha sido probado para parámetros 



de crecimiento, suPervivencia y transferencia de genes en simula-

ciones del medio ambiente natural. De estos estudios se derivan 
sustancialmente 4 barreras a la propagación de los Carontes en 

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

1) Los Carontes son sensibles a la inactivacien por 

pS ácido, desecación y detergentes, loa cuales se pueden encon-

trar durante su diseminación. 

2) Al diluirlo es difícil para un fago encontrar a una 

bacteria. 

3) Una vez encontrada, ],a bacteria podría posiblemente 

carecer de un sitio de adsorción apropiado. 

4) Aunque la adsorción e inyección hayan tenido lugar, 

será posible que la bacteria degradara el DNA inyectado por res-

tricción. 

5) Y en el caso de los Carontes A (mutación ambar) si 

el DNA resistiera la restricción, la ausencia de un tRNA supresor 

prevendría la ruptura de la bacteria y esta se moriría; en cual-

quier evento, la célula si sobreviviera, no sería probable que 

perpetuara el fragmento clonado como plásmido o lisdgeno, afín 

si la bacteria fuera portadora de un profago con homologia con-

siderable con respecto al vehículo Caronte. 

Finalmente, hay que apuntar que en los fagos 

Caronte la versatilidad en cuanto a los sitios de reconocimiento 

de enzimas de restriccien donde se puedo clonar es menor a la de 

un plásmido, dada la multiplicidad de genes que requiere el fago 

subsistir con respecto al plásmido. Por otro lado, los fragmen-

tos clonadou pueden ser incompatibles con el metabolismo de la 
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célula huésped y resultar en propiedades letales para la misma. 

En estos casos, el uso de un plásmido (que requiere de la coexis-
tencia estable con su célula huésped) está 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 construcción de un banco (también 
llamado biblioteca) de genes. Esto implica tener clonado en 
vehículos (plásmido, fago X) 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 número 
de colonias en un banco de plásmidos recombinantes (aplicable 
también a las placas de un banco en fago X), requerido para te-

ner moléculas recombinantes representando de 90 a 99% del genoma 
de E. coli, levadura y Drosophila. El cálculo fué hecho como 

sigue: dada una preparación de DNA celular fragmentada a un ta-
maño tal que cada fragmento representa una fracción (f) del ge-
noma total del organismo donador, la probabilidad (p) de qué una 

secuencia Cínica dada de DNA este presente en una colección de N 

colonias recombinantes o placas de lisis, está expresada por la 
siguiente ecuación: 

p=1-(1-f)N 	o 

N=ln (1-p)/ln (1-f) 

La probabilidad de que una secuencia parti-
cular no esté presente en ninguna de las clonas totales (N), es-
tá dada por (1-f)N  que se aproxima a cero mientras el número de 
clonas (U) sea mayor. 
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Un calculo de muestra para t. coli (tamaño 
de genoma, 2.7X109  daltones) para p=0.99 es: 

ln (1-0.99) 
N= 

	

	  = 1437 
ln (1- 8,5X1092.7X109) 

Entonces, si una proparaci6n de DNA celular 
de E. coli es rota al azar a un tamaño promedio de 8.5X106  dal-
tones para la construcci6n.'de DNA ligado, híbrido y circular, 
un banco de solamente 720 transformantes sería suficiente para 
una probabilidad de 90% de que cualquier gene de E. coli pudiera 
estar en un vehículo híbrido en una de las clonan (suponiendo 

que el gene deseado es pequeño en comparación con el tamaño de 
los fragmentos clonados). A una probabilidad de 99%, el tamaño 
del banco (N) es solo de 1437 colonias para E. coli. A medida 
que la complejidad genética del organismo vaya en aumento, N a 

altos niveles de probabilidad aumenta dramaticamente. 

A p=99% el tamaño del banco para levadura es 
de 4,600 colonias, para Neurospora crassa es de 10,000 (tal como 
reportan Krumlauf y Marzluf (1980), el genoma de N. crassa con-
siste de 2.7X107  pb 6 1.6X101°  daltones), para Drosophila es de 
46,000 y para un banco de conejo es de 8X10°  colonias, (Carbon 
et al, 1977; Carbon et al, 1979; Maniatis et al, 1978). 

Si el número de clonas es lo suficientemente 
grande para una representación completa de secuencias, en prin-
cipio, cualquier gene se puede aislar por selección del banco 

con un detector específico de hibridizaci6n (Carbon et al, 1977; 
Maniatis et al, 1978). La construcción do bancos permite el 

estudio de la estructura de genes nativos completos, a trav6s 

del mapeo físico del genoma y la consecuente detecci6n de posibles 



secuencias intarVentiVaa o intrones (Abelson, 1979). 

1.4.1) BANCO DE DNA NATIVO. 

Los bancos de DNA nativo o genómico se pueden 
construir de la manera siguiente: 

El DNA del organismo se fragmenta mecanica-
mente a un tamaño promedio de 10 Kpb y se liga al plásmido em-
pleando el método de la transferasa terminal, que consiste en: 

a) Linearización del plSsmido enzimaticamente y ruptu-
ra mecánica del DNA a clonar; 

b) Tratamiento de ambos con X 5' exonucleasa para gene-

rar extremos rasos; 

c) Incubación con transferasa terminal tanto del plus-
mido, en presencia de dTTP, como del DNA a clonar en presencia 
de dATP; 

d) Mezcla de ambas preparaciones para ligar y trans-
formar. 

Otra forma de construcción de bancos de genes 
mediante el uso de plásmidos como vehículos est. 

a) La digestión del vehículo con una endonucleasa de-
terminada para la cual posee sitio único y tratar con fosfatasa 

alcalina para evitar reanillamiento del plásmido en el momento 
de ligar; 
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enzima; 

lo; 

b) Digestión parcial dei DNA a clonar con la misma 

c) Mezclar ambas preparaciones para ligar y transformar. 

En el caso del empleo del fago X como vehicu- 

a) Se digiere totalmente con una endonucleasa el DNA 

del fágo 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; 

c) Mezclar ambas preparaciones para ligar y encapsidar 

in vitro. 

1.4,2) BANCO DE DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) a RNA 

MENSAJERO (RNAm). 

Algunas de las innovaciones mas interesantes 

han surgido del diseño de experimentos dirigidos a la donación 

de la información contenida en una molécula de RNAm. Es posible 

formar un primero de doble hélice con oligo-dT utilizando la 

fracción 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 

híbrida RNA-cDNA, de la cual el RNA es retirado por tratamiento 

con álcali. La presencia de una estructura en forma de pasador 

en el extremo 5' del cDNA permite su empleo como molde para la 

síntesis de una hélice complementaria utilizando la transcriptasa 

reversa (o la polimerasa I de DNA). 
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I4a doble hélice de cDNA así obtenida se trata 

con nucleasa Si para retirar la estructura de cadena sencilla y 

posteriormente el DNA resultante se puedo clonar por el método 

de la transferasa terminal, o por el uso de enlazadores sinté-

ticos (oligonucle6tidos sintetizados químicamente) que lleven 

sitios de restricción para determinadas enzimas (Bolívar, 1979). 

1.5) OBJETIVO: 

El objetivo especifico de la presente tesis 

profesional es el establecimiento y aplicación de metodologias 

para la construcción de bancos de genes del hongo Neurospora  

crassa. 	Esto representa un paso necesario para el aislamiento 

de genes nativos de enzimas involucradas en la asimilación y dis-

tribución de nitrógeno orgánico en Neurospora crassa, tales como 

la glutamato sintasa, la deshidrogenasa glutámica y la glutamino 

sintetasa. Esta Gltima desempeña un papel fundamental en el me-

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

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

tetase, radica en los hallazgos obtenidos por nuestro grupo de 

investigación. La regulación de la glutamino sintetasa de 

Neurospora crease por las fuentes de nitrógeno y carbono presen-

tes en el medio de cultivo ha sido reportada por Espín, et al, 

(1979); Limón-Lason et al,(1977); Mora est al, (1980) y Vichido 

et al, (1978). 

Durante el crecimiento exponencial, la acti-

vidad de la enzima y su concentración non mas elevadas en gluta-

mato que en amonio o glutamine como fuentes de nitrógeno (Vichido 

et.  al, 1978). Estas diferencias en la concentración de enzima 

se deben a diferentes velocidades do síntesis de la enzima (Quinto 

et al, 1977) lo cual asimismo resulta do distintos niveles del 

RNAm especifico, (Sánchez et al, 1978). Bajo estas condiciones 



la fuente de nitrógeno no tiene ningún efecto en la velocidad 

XelatiVa de la degradación de la glutamino sintetasa (Quinto 

et al, 1977). 

Los estudios realizados en cultivos alimen-

tados en grupo, indican que la actividad de glutamino sintetasa 

es elevada durante limitación de amonlo y baja durante limita-

ción de carbono (Limón-Lason et al, 1977). Además, cuando el 

micelio de Neurospora crassa se depriva de fuente de nitrógeno 

la actividad de glutamino sintetasa aumenta, mientras que cuando 

se depriva de la fuente de carbono la actividad de la enzima y 

su concentración disminuyen (Mora et al, 1980). 

La disminución en concentración de enzima du-

rante la deprivación de carbono indica que la fuente de carbono 

participa en la regulación de la degradación de la glutamino 

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

Es de especial interés también el hallazgo 

de dos vías de asimilación de nitrógeno en Neurospora crassa. 

Estas dos vías de asimilación se ha visto que dependen de la 

concentración de amonio. En el caso del amonio bajo en el medio 

la asimilación de nitrógeno es via glutamino sintetasa-glutamato 

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

amonio del medio es elevado la asimilación es por deshidrogenasa 

glutamica-glutamino sintetasa. 

Tener un banco de genes de Neurospora crassa  

y la posibilidad de detectar secuencias específicas de estas 

enzimas, permitir& a los grupos de investigación involucradas en 

el programa general, conocer algunos aspectos como: 

a) Establecimiento de la colinerartdad gene-proteína. 
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b) Nemero y organización de los genes involucrados en 

la síntesis y regulación de estas enzimas. 

c) Características y numero de mensajeros participan-
tes en su síntesis. 

d) Análisis del procesamiento posttanscripcional y 

pretraduccional de estos RNA mensajeros. 

e) Manipulación de la información genética de estas 

enzimas y sus efectos sobre otras funciones. 

f) Estudio del efecto de las señales regulatorias de 

estas enzimas sobre otros genes y sobre otras proteínas. 

Esta tesis se enmarca dentro de un programa 

de investigación,que incluye la colaboración de varios labora-

torios del Centro de Investigación sobre Fijación de Nitrógeno 

de la UNAM,y cuyos objetivos generales consisten en definir la 

organización y expresión de programas de información genética 

responsable de las vías de asimilación de nitrógeno en Neurospora  

crassa. 

" non mío, cuánta maravilla 

en una cosa tan pequeña " 

Antonio van Leouwenhoek (1670) 



2) MATERIAL Y METODO 

2.1) CEPAS BACTERIANAS: 

Se utilizaron 3 cepas de E. coli K12. Le RRI 
(ira leu thi lacY rps420 hed20 hsm aral4 galkZ In5 ntll eae144) 

empleada como receptora en transformación; cepa K802 (met galk 
lacY suIl hsr hsm) huésped de los Lagos Caronte; y la cepa NS428 

Aam: 	b2  red' cI857 Sam7) para la preparación de los extrac-
tos celulares del. sistema in vitro de encapsidación. 

2.2) MEDIOS DE CULTIVO: 

La cepa RRI se creció en medio de Luria y en 

medio mínimo M9 con glucosa. Con las cepas K802 y NS428 se usó 
medio NZ amino A (Humko-Sheffield) con extracto de levadura 
(Bioxón) (NZY). Cuando se requirió el uso de ampicilina, cloram-
fenicol, tetraciclina y estreptomicina éstos fueron añadidos a 

30 ug/ml. 

2.3) PLASMIDOS: 

Los plásmidos con los que se trabajó para 
donación fueron el pBR322 (Bolívar et al, 1977) para el banco 
de cDNA y el pBR325 para la donación de DNA nativo (Bolívar 

et al, 1978). 

2.4) PREPARACION DE DNA DE PLASMIDO: 

La extracción y purificación del DNA de los 

plásmidos se realizó siguiendo la técnica de lisado claro previa-
mente reportada por Betlach et al, (1976). El DNA del plásmido 
pBR322 se preparó por amplificación del número de copias en cultivo 



creciendo en fase logarítmica, por adición de cloramfenicol (170 

pg/ml) (Clewell, 1972). La espectinomicina (300 pg/ml) se usó 

para la amplificación en células con plásmido pBR325, el cual 

confiere resitenciaa cloramfenicol. Las preparaciones de DNA 

para geles de prueba o selección de posibles recombinantes un 

geles se trataron conforme el método de Meagher et al (1977). 

2.5) PURIFICACION DE DNA DEL CARONTE 4: 

La propagación del Carente 4 (Blattner et al, 

1977; Williams y Blattner, 1979). se efectué conforme reportan 

Blattner et al, (1977) y como se indica en el protocolo detallado 

que acompaña a los fagos Carontes (colección EK1), seguido de 

diálisis, extracciones con fenol, diálisis y precipitacién. 

2.6) PURIFICACION DE DNA DE NEUROSPORA CRASSA. 

El DNA de Neuroepora 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 restricción y la 

ligasa de T-4 utilizadas en el trabajo fueron regalo del Dr. 

Francisco Bolívar, purificadas conforme al método de Greene et al, 

(1978). Las condiciones de reacción de éstas enzimas son las 

reportadas por Bolívar et al, (1977). 
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2.8) LIGAMIENTO DE DNA; 

Las reaccionen de ligasa se realizaron en Tris 
HCI . 66mM pH 7.6, MgC12  66mM, ditiotreitol 10mM y ATP 0.5 mM 
a 12°C por 16 horas. Para la preparación del banco de DNA na-
tivo de Neurospora crassa en el plasmido pBR325 se usaron 10 pl 

de ligasa de T-4 (1 pl forma concatémeros de alto peso molecular 
de 1 pg de pBR322 roto con EcoR1 en 3 horas a 12° C), para unir 

20 pg de DNA de Neurospora cranna digerido totalmente con EcoR1 

y 5 pg de pBR325 digerido con EcoR1 y tratado con fosfatasa al-

calina, en un volumen final de 120 pl. 

Pera ligar el DNA del C-4 con DNA de Neuronpora  

crassa se hizo lo siguiente: a 32 al de H2O se adicionaron 10 pl 

de Tris HC1, 	MgC12,ditiotreitol, ATP,3 al de ligase y 3.7 ug 

de DNA de C-4 digerido completamente con EcoR1 y se añadió 1.1 

pg de DNA de Neurospora crassa digerido parcialmente ca. 18 Kpb 

para una relación equimolar entre fragmentos de Neuroapora y el 

genoma del fago, la mezcla de reacción se aforó a un volumen fi-

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

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

Cv= 46 

Cn= tn X Cv 

y 	• 

En donde CV es concentración del vector; V 

tamaño del vector en porcentage del genoma del fago X; L tamaño 

promedio de los fragmentos a clonar en Kpb; Cn concentración del 

DNA a clonar; y tn es el tamaño promedio de los fragmentos a 

clonar en porcentage del genoma del fago X. 



2,9) ELEcTAIDzoRpsis DE DNA EN GELES DE AGAROSA Y 

POLIACRIZAMIDA: 

Las mezclas de reacción fueron sometidas a 
electroforesis en geles (14X11X0.15cm) de poliacrilamida al 7.5% 
(Bio-Rad) y de agarosa al 0.8% (Bio-Rad). Los geles se corren 
en solución amortiguadora Tris-EDIA-boratos a 150V (ca. 90 mi-
nutos) como reportan Bolívar et al (1977). Se tiñen con solu-
ción 0.5 µg/m1 de Bromuro de etidio (Sigma) durante 5 minutos. 
El DNA se visualiza con luz ultravioleta de onda corta con un 
transiluminador (Ultraviolet Products). El gel se fotografía 
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 (Boyar and Roulland-

Doussoix, 1969) se preparó para transformación por el método 

descrito por Cohen et al, (1972). 

2.11) SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO A RNA MENSAJERO: 

La reacción de cDNA se efectuó conforme 

reportan Ullrich et al, (1977) a partir do RNAm polisomal po-
liadenilado de Neurospora crassa (Palacion 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-
ducción se sometió a electroforesis de proteínas en geles de 

dos dimensionne o tipo O'Farrell (1975). 
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2.13) SISTEMA DE ENCARSIDACION IN VITRO: 

El empacAmi,ento in vitro de genomas virales 
híbridos se llevó a cabo conforme al procedimiento de Blattner 
et al, (1978). Se obtuvieron los 2 extractos celulares comple-
mentarios de una cepa lisogénica de X la NS428. La proteína A 
requerida para el ensamble fué un reglalo de Tom Ingolia. 
El sistema se estableció para ser dependiente de DNA exógeno de 
X solamente. La eficiencia alcanzada fué de 10°  unidades for-
madores de placa por microgramo de DNA del fago X silvestre 
(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 híbrido, en forma de un 
cilindrito de agar que se resuspende en 0.5 ml de solución esté-
ril de 0.01M Tris HC1 pH 7.5, 0.1M NaC1, 0.01 MgC12  y 0.05% de 
gelatina. Se deja una noche a 4°C para que difunda el fago. 
10 pl de esta solución se mezclan con 10 il de un cultivo d¿ 
toda la noche de la cepa receptora K802 y 10 pl de una solución 
0.01M MgC12  y 0.01M CaC12. Los 30 pl se incuban a 37°C durante 
10 minutos. Se inoculan 5 ml de medio NZY y se incuban con 

agitación toda la noche. Se centrifuga a 6,000 rpm a 4°C y el 
sobrenadante se filtra a través de papel Whatman#1.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 en 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 el sobrenadante y se seca la pastilla al vacío. Resus-

pender en 100 ►hl de 0.01M Tris HC1 pH8 y() 5,001 M EDTA, se toman 
10 pl y se digieren con la enzima EcoRl. 
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La muestra  digerida es soniedita a electrofo-
resis en gel de agarosa Al 0,8% como se indica en el número 9 
de esta sección. 

2.15) MARCAJE DE DNA IN VITRO CON 32P: 

El marcaje interno con 32P en las moléculas 

de plásmidos y genomas del fago X recombinantes, se efectuó con 

el juego Nick Translation de New England Nuclear como describen 

Maniatis et al (1975). 

2.16) HIBRIDIZACION EN MEMBRANA DE NITROCELULOSA: 

La transferencia de DNA en geles a membrana 

de nitrocelulosa se hizo como describe Southern (1975). El 

horneado, preincubaci6n, hibridizaci6n, lavado y autorradiogra-

fía de los filtros su realizó de acuerdo a Craig et al, (1979). 

"Creo que el afán de aventuras es 

sólo un aspecto del constante deseo 

de triunfar, propio del esp£ritu 

humano: simplemente una manifestación 

de compulsión, como la conocen los - 

científicos y los artistas". 

David Lewis (1960) 



3) RESULTADOS Y yascusioN 

3.1) CLONACION DE DNA DEL GENOMA DE NEUROSPORA CRASSA 
EN EL PLASMIDO po11325 

Ha sido ya destacada la importancia de le cons- 
trucción de bancos de genes para la identificación y aislamiento 
de secuencias especificas del genoma nativo. Con el fin de es-

tablecer un banco de genes de Neurospora crassa en forma de frag-
mentos de restricción, se siguió la estrategia esquematizada en 
la Fig. 2. La construcción de este banco se hizo en colaboración 

con Luis Covarrubias. 
Se empleó el plasmido pBR325 como vehículo, 

entre cuyas características cabe mencionar su tamaño de 5.4 Kb 
(3.6 magadaltones) ysu capacidad de conferir resistencia a am-
picilina, cloramfenicol y tetraciclina en la cepa de E. coli que 
lo contenga. Además, posee sitios de reconocimientos únicos para 
diversas endonucleasas de restricción dentro de estos genes, lo 
cual nos permite el uso de estas resistencias como marcadores 
en clonación. 

El pBR325 se digirió con la enzim a EcoRl, la 
cual reconoce un sitio único en el plasmido dentro de la secuencia 
que confiere resistencia a cloramfenicol. La clonación de un 

fragmento de DNA en este sitio, inactiva al gene permitiendo la 

selección de células que lleven plasmido recombiaante. Poste-
riormente se trató con fosfatasa alcalina. Esta enzima de fos-
forila los extremos 5' fosfato evitando el recirculamiento sobre 
si mismo de la molócula de DNA aumentando con ello el rendimiento 

de plásmidos recombinantos y disminuyendo así el número de Colo-
nias falsas positivas (resistentes a cloramfenicol) en transfor-

mación. 

Por otro lado, el genoma de Neurospora crassa 
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se digirió totalmente con EcoRl generando una colección de frag-

mentos heterogénea en tamaño (4 Kb tamaño promedio). La mezcla 
de DNA de Neurospora crassa segmentado y el pBR325 se incubó en 
presencia de polinucle8tido ligasa de T4, para obtener moléculas 
híbridas circulares cerradas covalentemente y se transformó la 
cepa RRI de E.  coli con los plásmidos híbridos. En varios expe-
rimentos se llegó a obtener 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 muestra 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-
hículo pBR325 digerido con EcoR1 como marcador. En este gel se 

puede apreciar el cambio en patrón de restricción esperado para 
plásmidos recombinantes. 

Para demostrar lA presencia de DNA de Neuros-
pora crassa en clonas obtenidas en estos experimentos, se pUri-
fic6 el DNA de una de ellas para ser marcada in vitro con 32P. 
Esta clona se empleó como detector hibridizando con DNA del 
genoma de Neurospora crassa digerido totalmente con EcoRl y 
transferido a membrana de nitrocelulosa (Southern). En la Fig. 4 

se presenta el resultado. El carril 1 representa el DNA del 
plIsmido híbrido pero digerido con EcoR1 teñido con EtBr y visua-
lizado con luz UV; el carril 2 muestra el patrón de restricción 
del genoma de Neurospora digerido con EcoR1 totalmente, teñido 

con EtBr y luz UV; el 3 es la autorradiogratía del DNA de 
Neurospora crassa (Carril 2) transferido a membrana de nitroce-

lulosa, usando como detector en hibridizaci6n el plásmido híbrido 
marcado con 32P. 



En el carril 3 pe detectó material hibridi-
zado, lo cual indica la existencia de homologia entre el DNA de 
la única clona ensayada y el genoma de Neurospora. 

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

En la condición de crecimiento de la cepa 
silvestre 74A de Neurospora en presencia de glutamato 5 mM como 
unica fuente de nitr6geno, 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 Sánchez et al 

(1978), se determin6 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 específica de DNA conteniendo la información para la 
síntesis de GS, a partir de esta secuencia, se abord6 la estra-

tegia de la clonaci6n de la información contenida en una pobla-

ción heterogénea de RNAm polisomal poliadenilado, en forma de 
cDNA. Los pasos metodológicos para este efecto se esquematizan 
en la Fig. 5. El vehículo de clonaci6n os el plásmido pBR322 
cuyo mapa de restricción se presenta en la Fig. 6. 

Este plásmido tiene un tamaño de 4.3 Kb y 

posee los genes que confieren resistencia a ampicilina (Apr) y 

a tetraciclina (Tcr). Estos marcadores en células transformadas 

con plásmidon híbridos con fenotipo Apr  Ten, cumplen la doble 

funci6n de indicar transformantes y posibles recombinantes, 

40 



respectiva ente. Según las características de este vehículo al 
insertarse un fragmento de DNA en el sitio único de reconoci-
miento de HindIII, se inactiva el arene que confiere resistencia 
a tetraciclina al interrumpirse la continuidad de la región del 
promotor. 

El plésmido fué digerido totalmente con HindIII 
y tratado con fosfatasa alcalina, previamente a la reacción de 
ligasa. 

El RNAm ah Neurospora se obtuvo en las con-
diciones ya señaladas. Una forMa de asegurarse de la presencia 
del RNAm específico de GS y su cantidad relativa al número de 

proteínas de otros RNA mensajero de la mezcla (la cual se utilizó 
como sustrato de la transcriptasa reversa para la síntesis de 

cDNA). Se procedió a traducir en un sistema de traducción in vitro 
de reticulocit9 de conejo, esta mezcla de mensajeros. 

En las Figs. 7a y 7b se muestran los geles de 
electroforesis de proteínas traducidas in vitro, entre las cuales 

se encuentra GS. El inbanoprecipitado específico de GS de la 
reacción de traducción se puede ver en la Fig. 7b. La síntesis 
del cDNA se efectuó como se ha señalado,por el Dr. Rafael Palacios 
en colaboración con el Dr. Francisco Bolívar. 

Para la clonación del cDNA se utilizaron en-
lazadores sintéticos (:oligonucleótidos de 12 pb) conteniendo 
el sitio de reconocimiento para HindIII, estos DNAs fueron pre-
viamente marcados in vitro con 32P en los extremos 5' con la 
enzima cinasa y ATP-y-31P como donador, con el fin de poder ras-
trear su unión a DNA de alto peso molecular. Estos enlazadores 

proveen las regiones complementarias para la formación de molé-

culas híbridas (Fig. 5); con ellas se transformó la cepa E.coli 
RRI. El volumen completo de medio de transformación se espatuló 
en cajas de medio completo de Luria con estreptomicina y ampicilina. 



Después de incubar una noche a 37°C se obtuvieron 976 colonias 

con fenotipo Smr  Apr  (Smr  es resistencia cromosomal de la recep-

tora RRI). Cada una de estas se probó tanto en medio contenien-

do Sm Ap Tc. Las 246 colonias que resultaron fenotipo Smr  Apr  
Tcs, se consideraron como posibles recombinantes (clonas) cons-

tituyendo el 25.2% de las células transformadas. En la Fig. 8 

se muestran los resultados de esta selección, nótese la ausencia 

de crecimiento de las clonas en la caja con tetraciclina. 

Es un requisito indispensable determinar la 

presencia de DNA clonado en el plásmido de las que se tienen con 

fenotipo de recombinantes, por lo que se semipurificó el DNA de 

plásmido de 15 clonas elegidas al azar para determinar qué pro-

porción de ellas presenta inserciones en la banda 1 producto de 

la digestión con HpaII. En la Fig. 6 se pueden ver el número de 

fragmentos del pBR322 que resultan de digerir con la endonucleasa 

HpaII. El sitio único de HindIII está incluido en la banda 1 

de digestión con HpaII y se escogió digerir con esta enzima, ya 

que cualquier variación eh el peso molecular en esta banda indica 

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

los resultados de los geles de prueba de poliacrilamida de plás-

midos semipuros de clonas digeridas con REIII teñidas con EtBr y 

visualizados con luz UV, comparados con el patrón normal del 

vehículo pBR322 digerido con esta enzima. La observación de estos 

patrones de restricción indica que las 15 clonas presentan cambios 

notorios en la migración de la banda 1 en el gel. Lo que sugiere 

fuertemente la donación de cDNA de Neurospora. 

Según el protocolo de clonación de cDNA, lo 

esperado es que al digerir los plásmidos de cualquera de estas 

clonas con la endonucleasa que reconoce el sitio el cual se eli-

gió para clonar (HindIII), es posible liberar el fragmento de 

DNA heterellogo si es que no se modificaron estos sitios do reco-

nocimiento. Para probar lo anterior, se purificó el DNA de 
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plásmido de cinco clonas elegidas a partir de sus patrones de 

restricción con M21II. loa cinco plásmidos híbridos se digirie-
ron con Hindili 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 tamaño, res-
pectivamente (Fig. 10). Las otras tres clonas solamente se li-
nearizaron (ruptura de un solo sitio en el plásmido) indicándose 
la pérdida de un sitio de reconocimiento para HindlII. Esto pro-
bablemente fué debido a que se transformó con plásmidos híbridos 
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 donación en el fago Caronte 

4 (C-4) se presenta en la Fig. 11. En los experimentos realiza-
dos en este trabajo se utilizó 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 región reemplazable. 

Por otro lado, se aisló DNA de la cepa Slime de Neurospora crassa, 
el cual se digirió parcialmente con la misma enzima para obtener 
una colección aleatoria de fragmentos de aproximadamente 18 Kpb 
de tamaño promedio, conteniendo extremos cohesivos de EcoRI para 
donar (Fig. 12). 

Ambos genomas restringidos fueron mezclados 
a distintas relaciones molares en presencia de ligase T-4. En 
la Fig. 13 se puede observar un cultivo con crecimiento confluente 
de la cepa E. coli K12 receptora del C-4. Asimismo, se ven las 

placas de lisia producidas por fagos recombinantes independientes 
depués de una reacción de encapsidación in vitro dependiente de 
DNA viral exógeno, a partir del genoma del C-,4 híbrido (unido 

a fragmentos do restricción de DNA de  Neurospora crassa) Los 
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resultados muestran que el mayor número de Pagos recombinantes 

se presentó en la relación 10 moles do fragmentos de genoma de 
Neurospora crassa mas 1 mol. de genoma de C-4 (Fig. 14), obte-
tiendose un título de 6X103  unidades formadoras de placa por 
mililitro (ufp/ml) de reacción de encapsidaci6n. En la relacith 
1 mol. de fragmentos de genoma de Neurospora mas 1 mol. de genoma 
de C-4 resultaron 2.4X103  ufp/ml. Finalmente, en el cociente 
molar 0/1 (Fig. 14), se sometió a encapsidaci6n in vitro sola-
mente DNA del C-4 digerido totalmente con EcoR1 y ligado en 

condiciones idénticas a las anteriores en los que se usó DNA 
de Neurospora. Esto indica que el vehículo una vez digerido y 
ligado consigomismo, no es capaz de dar partículas infectivas 
después de la encapsidación. Y que todos aquellos genomas de 
C-4 (un brazo izquierdo y un.brazo derecho) a los cuales se les 

añadió DNA heterólogo de un tamaño adecuado (8.2 a 22.2 Kpb) para 
su encapsidaci6n, lograron producir partículas infectivas en el 

sistema in vitro. Lo anterior se puede explicar en función de 
que 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 tamaño adecuado 
se ligue con un brazo izquierdo y uno derecho. 

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

Con el objeto de detectar cambios en los pa-

trones de restricción de estas clonas, como indicador de la pre-

sencia de DNA heterólogo, el DNA de 7 de ellas escogidas al azar 
se semipurific6 y se digirió con EcoRl. En la Fig. 15, se pueden 
observar dichos patrones dere3tricci6n. Nótese como existe un 
cambio de migración de los fragmentos del DNA de las clonas (a-g), 
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con respecto Al DNA del Vehículo C-4 (h) igualmente digerido con 

EcoRl. Además 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 patronen de restricción para demostrar por 

hlbridizaci6n tipo pouthern, la clonaci6n de DNA de Neurospora  

crassa. En las Figs. 16a y 16b se presentan los resultados de 

cuatro de ellos. Nótese la comiqración de las bandas en los ca-

rriles 1 y 2 en la parte superior del gel (DNA correspondiente 

al C-.4) y 1 y 4 en la parte inferior (DNA del genoma de Neuros-
nora crassa). No se detectó hibridizaci6n del DNA del C-4 con 

el genoma de Neurospora (Fig. 16c). Segan los resultados obte-

nidos, se cumplen las predicciones para clonas de DNA de Neuros-

pora crassa cuyo vehículo sea el Caronte 4. 

" El placer de la investigación 

radica en la investigación misma, 

pues jamás se sabe lo que dará - 

como cosecha". 

Theobald Smith (1893). 



4) CONCLUSIONES 

Como ha stdo ya constatado en la introducción 

es importante la construcción de bancos de genes y su utiliza-

ción como paso necesario en el aislamiento de genes nativos es-

pecíficos. La idea del desarrollo de testa metodología como un 

enfoque para la purificación de los genes de enzimas involucra-

das en las vías de asimilación y distribución de nitrógeno or-

gánico en Neurospora crassa, resulta de sumo interés. Ya que 

complementa en gran medida los estudios genéticos y bioquímicos 

realizados por los grupos de investigación involucrados. Abri-

ría asimismo, nuevas perspectivas para el estudio molecular de-

tallado de la organización y regulación de estos genes. Así 

pues para alcanzar este objetivo, es indispensable la aplicación 

de técnicas que permitan la obtención de bancos de genes como 

un instrumento para el fraccionamiento en unidades discretas e 

independientes, manipulación, enriquecimiento y amplificación 

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 construcción de bancos de genoma de Neurospora  

crassa. 

El banco de cDNA en pBR325 se caracterizó 

fenotípicamente y por patrones de restricción (Figs. 8, 9 y 10). 

Observando los resultados presentados en la Fig. 9. se puede 

afirmar que la totalidad de las quince clonas escogidas al azar, 

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

la digestión con HpaII. Este experimento exploratorio indica 

que la gran mayoría de las 246 clonas seleccionadas como Apr  

Tos  poseen DNA hetórologo clonado. 

Se obtuvieron dos bancos de genes nativos 

de Neurospora crassa. En el primero, se empleó como vehículo 
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de clonación el plasmi,do 031025 el cual presenta insertos de un 

tamaño aproximado y. ligeramente. menor al del plásmido (Fig. 3) 

cuyo tamaño es de 5.4 Kb. Esto corresponde al tamaño de frag-

mentos de DNA que se clonaron digeridos totalmente con EcoR1 (re-

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

el bacteri8fago X Caronte 4 como vehículo a partir de DNA de 

Neurospora crassa parcialmente digerido con EcoRl. 

Con respecto a los resultados obtenidos al 

someter el plásmido pBR325 o el fago Caronte 4 híbrido con un 

inserto heterólogo clonado del genoma de Neurospora crassa a hi-

bridización contra la totalidad de este genoma fraccionado por 

restricción, era de esperarse el apareamiento por homología de 

la secuencia correspondiente al genoma clonado. Así pues se com-

probó el origen de la secuencia clonada por hibridizaci6n con 

el DNA de Neurospora crassa. Lo anterior demuestra la clonaci6n 

de DNA de Neurospora en dichos vehículos (Figs. 4, 6a, b, c). 

Así mismo, es predecible la observaci6n de 

que los fragmentos heterólogos restringidos completamente con 

EcoR1 y separados en un gel del DNA del fago X, comigran con 

los segmentos del genoma de Aeurospora crassa digerido total -

mente con EcoRi e hibridizan con el DNA del fago híbrido. Esto 

es claramente observable para las clonas de fagos analizados. 

(Figs. 16, b). En estas figuras tambión es de notarse que al 

digerir totalmente el DNA de estos fagos híbridos con ra endo-

nucleasa EcoRl, se observan varias bandas, lo cual apoya el hecho 

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

Además, tomando en cuenta la sumatoria de ta-

maños de los fragmentos correspondientes a DNA de Neurospora de 

las clonas A, 	y C (15.3, 13.5 y 14.3 Kpb respectivamente), no 

.exceden el límite que acepta el Caronte 4 para lograr una encap-

sidación in vitro exitosa (8.3 a 22.2 Kpb). 
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Actualmente en el laboratorio so está, traba-
jando en la obtención de bancos de genes en los Carontes4 y 28, 

de tal manera que lleguen a representar varias veces el genoma 
de Neurospora. 

Tambión no siguen diversos caminos para la 
detección de genes específicos como el sistema de hibridización-
traducción de RNA mensajero, y la hibridización heteróloga con 
detectores radiactivos de otras especiou. 

"Ni el prestigio de tu objetivo 

y el poder de tus instrumentos; 

ni tu sabiduría y precisión sobre 

tus proyectos, pueden substituir 

a la originalidad do tu enfoque y 

agudeza de tu observación". 

Hans Selye (1925). 
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.Fig. 1. »Mapa genético y de restricción del lago X silvestre y del Carente 8, 
como ejemplo de las modificaciones genéticas realizadas a partir del X sil-
vestre para ser utilizado orino vector de donación. los rectángulos simboli-
zan inserciones y Van paréntesis delecciones: entas mutaciones le confieren 
incapacidad de formar prolaw y plasmado en el interior del huésped. Nótese 
la distrilw-hón do sitios do 1aMll y IlistdIll en matos ~mas, los productos 
con ambito enzima y además con Xhol. 



Sitio Eco RI 

PRIsmido 

.6pr pEIR 325 
3.6 Ltd 
5.4 Kb Te 

ORIGEN 

Cmr 

DNA Lacta de T4 

58 

Genoma de 
Neurospora cross(' 

5 p-AATTC 
3 HO-G 

 

1  Endonucleaso 
Eco R I 

	G OH 3 
	CTTAA-p5 

 

  

  

  

..\r

Fosfatina Alcalino 

Endonucleaso 
Eco RI 

(genera fragmentos 
de 4 000 pb.promecno) 

5H0-AATTC 
3 HO-G  

G OH 3 
CTTAA- OH 5  

5 p -AATTC 
S HO-G  

	 G-OH S 
-CTTAA-p 5' 

fragmentos de 
romanos diversos (a...z) 

( — 
C CTTAAG-- ----- --.CTTAAG 

GAATTC 	 AATTC  

DNA Heferblogo Insertodo(a:;) 

DNA del pltismIdo 

— 
	G 

Fig. 2. Diagrama de la estrategia para la ~ación de M471 nativo de Neurompora  
crasue en el plásmido pI3R325. 
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i)3523.15, 	 qe:Ionu1c etur»iponi  er.y.l..9. (Vox' texto). 
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Fig. 5. Diagrama esquemático del procedimiento seguido para la inserción del 
c.nbIll al plósmido p)3R322, carneando enlazadores sintetizados guiraicamentá3 con-
teniendo el sitio de restricción de l.n enzima ItindlII usada para linoarizar 
el. vehículo. 
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Fig. 6. Representación esquemática del plásmido 1)1112322, en la cual 
se muestran los sitios do reconocimiento do varias endonucleasas, su 
tamaño aproximado y la localización do los genes de resistencia a - 
ampicilina y tetraciclina. 	• 



El 

(+) 

urea sds 
Ftq. 7a. Mlím•troforosin cle libIletnan en doble aireas:15n de los prt)(luctos 

tr.s.itc.•eirm, tn vItrt), del lelNu ry.ili¿uieniizta, utilizikk) tron suntratc, lacra 
la sinttlsis (Y( 	 nvincba blanca c(rresp,.;ndo a una pre,t,r;f11,1 nInteti zuda 
de boyo y cuya InfornalcItin est15 (xxlifical% en esto 1>ablacieSn (le itliA r.ens..rjer(3. 



(—) 

El 

64 

   

(+) 

 

  

urea sds 
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Vil.). 	Sciecci6n d pusibleu recunblnantes (clonas), oL510111.as con frne)till, 

Smc  Apl  Tes  , véase texto. 



i de 109 plátintidOlk de 15 e lona.:: alD5?; 
e1c92; 	elC49: tYR69; g) A77: h1p1D1.322; ,01.198; 3).161; ç) D74 
111363; m)D46: 	olD26; plD5. A la derecha !3' muestra 1.t 	- 
migracin dc. la banda d 1 del pi:111322. 
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IIIC (inserto Ir:..terólogo c 	111...ran del 	htbridc) al ber cortados los dos sitios de 
1:1:v1111 cyar• l'hity.Tue,tri al ettUt. 	tatauiolt aproximados de tales tragrento 

17.!r. p...kri..1; 	1.1.tr...rmi Cpb) 
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Fig. 11. Diagrama de la estrategia para la clonaci6n de DNA gandul= de 
Neurospora crasas en ol. CAronte 4. 



c'ir. 12. Al Pat.t (n1 Sq. rest.riecItAl cx)n Eco11.1 do Ir1A del Caront42 4 en el que 
-;1;ervan el brazo 	(Linda surr?rior 	Kpb), brazo derecho (15 Kpb), 

y arthrya 17.(sirenur.3 internos (aprst. 7 )<pb). El) Digestión parcial, evn aval. 
dcl ge.tx.ro  do :;eurco->t,:)rp crassa para donar. A la derecha se presenta el iX4A 

Eary) 	:;ilvestre diLterf&) 	ec.rt, nIrcador de peso rnr, vs:-.1 
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0/1 	1/10 	1 	10/1 

COCIENTE MOLAR N. cra.ssa ICARONTE 4 (DNA) 

Fig. 14. Número de unidades formádoras de placa (NFP) resultantes de un 
ensayo de encapsidacOn in vitro al cual se sometib DNA híbrido ligado a 
distintos cocientes molares entre el DNA blanco y el DMA del vehículo. 
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Figs. 16a, b, c. Hibridi~-ien tipo Zouthern de DNA de 4 clonas 
(A, 13, C y D) de Caronte 4 como vehículo con DNA del gencma de 
Neurospora crassa. 
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7) LISTA DE ABREVIATURAS 

	

ATP 	Adenosina Trilnsfato 

	

dATP 	Deoxiadenosina Trifosfato 

	

dTTP 	Deoxitimidina Trifosfato 

	

RNA 	Acido Rlbonucleico 

	

RNAm 	RNA Mensajero 

	

tRNA 	RNA de Transferencia 

	

DNA 	Acido Desoxirribonucleico 

	

cDNA 	DNA Complementario a RNAm 

	

Pb 	Pares de Rases 

Kpb o Kb 	Kilo Pares de Bases o Kilobases 

	

UV 	Luz Ultravioleta 

	

32p 	Isntopo Radiactivo de Fosforo 

	

ufp 	Unidades Formadoras de Placa 

	

C-4 	Bacteriófago Caronte 4 

	

GS 	Glutamíno Sintetasa 

	

Ap 	Ampicilina 

	

sm 	Estreptnmicina 

	

Tc 	Tetraciclina 

	

Cm 	Cloramfenicol 

	

FI 	Enfoque rsoe16ctrico 

	

sds 	Dodecil Sulfato de Sndin 
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